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CUARTA SECCION
PODER EJECUTIVO
SECRETARIA DE SALUD

NORMA Oficial Mexicana NOM-131-SSA1-2012, Productos y servicios. Fdrmulas para lactantes, de continuacion
y para necesidades especiales de nutricion. Alimentos y bebidas no alcohélicas para lactantes y nifios de corta edad.
Disposiciones y especificaciones sanitarias y nutrimentales. Etiquetado y métodos de prueba (ContinlGa en la
Quinta Seccién)

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

MIKEL ANDONI ARRIOLA PENALOSA, Comisionado Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario,
con fundamento en lo dispuesto por el articulo 39 de la Ley Organica de la Administracion Publica Federal; 4
de la Ley Federal de Procedimiento Administrativo; 3 fraccion XXII, 17 Bis fraccién Ill, 115 fracciones IV y VI,
194 fraccién 1, 195, 199, 210, 212, 215 fracciones I, I, Il y IV y 216 de la Ley General de Salud; 3 fraccion X,
38 fraccion Il, 40 fracciones |, Xl y XII, 41, 43, 47 fraccién IV, 51 y 52 de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion; 28 y 33 del Reglamento de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 1 fraccion XII, 25,
137, 138, 139, 140, 141, 142, 143, 144, 145, 146, 147, 148, 149, 150 y 151 del Reglamento de Control
Sanitario de Productos y Servicios; 2 inciso C fraccion X y 36 del Reglamento Interior de la Secretaria de
Salud; 3 fracciones | incisos ¢, d y |, y II, 10 fracciones IV y VIII del Reglamento de la Comisién Federal para la
Proteccion contra Riesgos Sanitarios, y

CONSIDERANDO

Que en cumplimiento a lo previsto en el articulo 46 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion, el Subcomité de Productos y Servicios presento el 27 de abril de 2011 al Comité Consultivo
Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, el anteproyecto de la presente Norma Oficial
Mexicana.

Que con fecha del 13 de febrero de 2012, en cumplimiento del acuerdo del Comité y de lo previsto en el
articulo 47 fraccion | de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion, se publicé en el Diario Oficial de la
Federacion el proyecto de la presente Norma Oficial Mexicana, a efecto de que dentro de los siguientes
sesenta dias naturales posteriores a dicha publicacién, los interesados presentaran sus comentarios al Comité
Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacion y Fomento Sanitario.

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

Que en atencidén a las anteriores consideraciones, contando con la aprobacion del Comité Consultivo
Nacional de Normalizaciéon de Regulacion y Fomento Sanitario, tengo a bien expedir y ordenar la publicacion
en el Diario Oficial de la Federacion la siguiente:

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-131-SSA1-2012, PRODUCTOS Y SERVICIOS. FORMULAS PARA
LACTANTES, DE CONTINUACION Y PARA NECESIDADES ESPECIALES DE NUTRICION. ALIMENTOS
Y BEBIDAS NO ALCOHOLICAS PARA LACTANTES Y NINOS DE CORTA EDAD. DISPOSICIONES Y
ESPECIFICACIONES SANITARIAS Y NUTRIMENTALES. ETIQUETADO Y METODOS DE PRUEBA

PREFACIO

En la elaboracion de la presente norma participaron los siguientes organismos e instituciones:
Secretaria de Salud.

Comisién Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios.

Centro Nacional de Equidad de Género y Salud Reproductiva.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran".

Instituto Nacional de Pediatria.

Instituto Nacional de Perinatologia.

Procuraduria Federal del Consumidor.
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Sistema para el Desarrollo Integral de la Familia del Distrito Federal.

Instituto Politécnico Nacional.

Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas.

Escuela de Dietética y Nutricion del ISSSTE.

Asociacion Mexicana de Productos Infantiles A.C.

PBM Products México, S. de R.L. de C.V.

Vazquez Tercero y Asociados, S.C.

Asociacion Pro Lactancia Materna.

Camara Nacional de Industriales de la Leche (CANILEC).

Abbott Laboratories de México, S.A. de C.V.

Bayer de México, S.A. de C.V.

Danone de México, S.A. de C.V.

Mead Johnson. Nutricionales de México, S. de R.L. de C.V.
Nestlé México, S.A. de C.V.

Wyeth, S. de R.L. de C.V.

Cémara Nacional de la Industria de la Transformacion (CANACINTRA)/Rama 61.

Confederacion de Camaras Industriales de los Estados Unidos Mexicanos (CONCAMIN).
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1. Objetivo y campo de aplicacién

1.1 Esta norma establece las disposiciones y especificaciones sanitarias, nutrimentales y de etiquetado
gue deben cumplir:

las férmulas para lactantes,
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- las férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion,

- las férmulas de continuacion,

- las formulas de continuacién para necesidades especiales de nutricién, y

- los alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta edad.
Asi como los métodos de prueba.

1.2 Esta norma es de observancia obligatoria para las personas fisicas y morales que se dedican al
proceso y/o importacion de los productos objeto de la misma, que van a ser comercializados en el territorio
nacional.

2. Referencias

Esta norma se complementa con las siguientes Normas Oficiales Mexicanas, sus modificaciones o las que
las sustituyan:

2.1 Norma Oficial Mexicana NOM-007-SSA2-1993, Atencion de la mujer durante el embarazo, parto y
puerperio y del recién nacido. Criterios y procedimientos para la prestacion del servicio.

2.2 Norma Oficial Mexicana NOM-051-SCFI/SSA1-2010, Especificaciones generales de etiquetado para
alimentos y bebidas no alcohdlicas preenvasados. Informacion comercial y sanitaria.

2.3 Norma Oficial Mexicana NOM-086-SSA1-1994, Bienes y servicios. Alimentos y bebidas no alcohdlicas
con modificaciones en su composicion. Especificaciones nutrimentales.

2.4 Norma Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995, Bienes y Servicios. Alimentos envasados en
recipientes de cierre hermético y sometidos a tratamiento térmico. Disposiciones y especificaciones sanitarias.

2.5 Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, Practicas de higiene para el proceso de alimentos,
bebidas o suplementos alimenticios.

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

3.1 Ablactacién o alimentacion complementaria, a la incorporacion a la dieta del lactante de alimentos
distintos a la leche materna o su sucedaneo, realizandose gradual y progresivamente a partir de los 6 meses
de edad o de acuerdo con las necesidades especificas de cada lactante.

3.2 Acidos grasos trans, a todos los isdmeros geométricos de &cidos grasos monoinsaturados y
poliinsaturados que poseen en la configuracion trans dobles enlaces carbono-carbono no conjugados.

3.3 Aditivo alimentario (Aditivo), cualquier sustancia que en cuanto tal no se consume normalmente
como alimento, ni tampoco se usa como ingrediente basico en alimentos, tenga o no valor nutritivo, y cuya
adicion al producto con fines tecnolédgicos en sus fases de produccion, elaboracion, preparacion, tratamiento,
envasado, empaquetado, transporte o almacenamiento, resulte o pueda preverse razonablemente que resulte
(directa o indirectamente) por si o sus subproductos, en un componente del producto o un elemento que
afecte a sus caracteristicas (incluidas las organolépticas). Esta definiciébn no incluye "contaminantes" o
sustancias afiadidas al producto para mantener o mejorar las cualidades nutrimentales.

3.4 Agua para uso y consumo humano (agua potable), al agua que no contiene contaminantes
objetables, quimicos o agentes infecciosos y que no causa efectos nocivos para la salud.

3.5 Alimento, a cualquier sustancia o producto, sélido, semisdlido, natural o transformado, que
proporciona al organismo elementos para su nutricion.

3.6 Alimentos a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad, a los productos elaborados
principalmente con uno o més cereales molidos, que constituirdn al menos el 25 % de la mezcla final en base
seca, adicionados 0 no de otros ingredientes, destinados a complementar la dieta de los lactantes a partir de
los seis meses en adelante y para los nifios de corta edad como parte de una dieta progresivamente
diversificada.

3.7 Alimentos deshidratados, aquellos en los que se ha eliminado agua por medios fisicos a fin de evitar
su descomposicion y son reconstituidos mediante dilucién, no incluye los alimentos a base de cereales.
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3.8 Alimentos y bebidas no alcoholicas listos para ser consumidos, a los sometidos a tratamiento
térmico antes o después de ser envasados en recipientes herméticamente cerrados, los cuales deben ser
comercialmente estériles.

3.9 Alimentos y bebidas no alcohélicas para lactantes y nifios de corta edad, son los productos
industrializados que se utilizan principalmente durante el periodo normal de ablactacion de los lactantes o en
la alimentacion de los nifios de corta edad. Se preparan para ser consumidos directamente o deshidratados
para ser reconstituidos.

3.10 Bajo peso al nacer, el que se refiere a un lactante que pesa al nacimiento menos de 2500 g.

3.11 Bebida no alcohdlica, cualquier liquido, natural o transformado, que proporcione al organismo
elementos para su nutricion.

3.12 Contaminante, a cualquier agente biolégico o quimico, materia extrafia u otras sustancias no
afiadidas intencionalmente a los alimentos y bebidas, que puedan comprometer la inocuidad o la aptitud de
los alimentos.

3.13 Chupon, al objeto de goma o plastico con forma de pezon que se les da a los bebés para que
succionen la leche.

3.14 Destete, a la suspension de la lactancia al pecho.

3.15 Envase, a cualquier recipiente o envoltura en el cual esta contenido el producto preenvasado para su
venta al consumidor.

3.16 Etiqueta, a cualquier rétulo, marbete, inscripcién, imagen u otra materia descriptiva o grafica, escrita,
impresa, estarcida, marcada, grabada en alto o bajo relieve, adherida, sobrepuesta o fijada al envase del
producto preenvasado o, cuando no sea posible por las caracteristicas del producto, al embalaje.

3.17 Férmula para lactantes, al sucedaneo de la leche materna especialmente fabricado para satisfacer,
por si solo, las necesidades nutrimentales de los lactantes durante sus primeros meses de vida hasta la
introduccioén de la ablactacion o alimentacién complementaria correspondiente.

3.18 Formula de continuacién, al alimento destinado a ser utilizado como componente liquido de la dieta
de destete del lactante a partir del sexto mes y para nifios de corta edad.

3.19 Férmula de continuacion para necesidades especiales de nutricion, al alimento destinado a ser
utilizado como componente liquido de la dieta de destete del lactante a partir del sexto mes de vida y para
nifios de corta edad, en casos de trastornos, enfermedades o condiciones médicas especificas.

3.20 Férmula para lactantes con necesidades especiales de nutricién, al sucedaneo de la leche
materna o de la formula para lactantes, especialmente fabricado para satisfacer, por si solo, las necesidades
nutrimentales de los lactantes con trastornos, enfermedades o condiciones médicas especificas durante sus
primeros meses de vida hasta la introduccion de la ablactacion o alimentacibn complementaria
correspondiente. Incluye a los fortificadores de leche materna o humana.

3.21 Fortificador de leche materna o humana, al producto que puede afiadirse a la leche de la especie
humana para proporcionar nutrimentos adicionales en la alimentacion de los lactantes con bajo peso al nacer
y recién nacidos pretérmino.

3.22 Inocuo, lo que no hace o causa dafio a la salud.

3.23 Informacion nutrimental, a toda descripcion destinada a informar al consumidor sobre las
propiedades nutrimentales de un alimento o bebida no alcohdlica preenvasado. Comprende dos aspectos:

- La declaracion nutrimental obligatoria.
- La declaracion nutrimental complementaria.
3.24 Lactantes, a los nifios hasta los doce meses de edad.

3.25 Leche materna o humana, a la secrecién producida por las glandulas mamarias de la especie
humana después del calostro y cuya funcién es alimentar al lactante. Esta leche contiene los nutrimentos, asi
como una serie de compuestos bioactivos y componentes celulares que ejercen diferentes efectos bioldgicos
que el lactante requiere para su crecimiento y desarrollo. Representa el Unico alimento del lactante en los
primeros meses de vida.
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3.26 Limite, a la cantidad establecida de nutrimentos, aditivos, microorganismos, materia extrafia,
plaguicidas, biotoxinas, residuos de medicamentos y metales pesados.

3.27 Limpieza, a la accion que tiene por objeto quitar la suciedad.

3.28. Materia extrafia, aquella sustancia, resto o desecho organico o inorganico, que se presenta en el
producto sea por contaminacién o por manejo poco higiénico del mismo durante su elaboracion, distribucion y
comercializacion que resultan perjudiciales para la salud.

3.29 Metal pesado o metaloide, aquellos elementos quimicos que causan efectos indeseables en el
metabolismo, aun en concentraciones bajas. Su toxicidad depende de la dosis en que se ingieren, asi como
de su acumulacion en el organismo.

3.30 Métodos de prueba, a procedimientos analiticos utilizados en el laboratorio para comprobar que un
producto satisface las especificaciones que establece la norma.

3.31 Nifios de corta edad, a los mayores de doce meses y hasta los treinta y seis meses de edad.

3.32 Nivel superior de referencia, al que se aplica a los nutrimentos sobre los que no se dispone de
suficiente informacién para realizar una evaluacion de riesgos basada en conocimientos cientificos, dichos
niveles son valores derivados considerando las necesidades nutrimentales de los lactantes y un historial
establecido de uso aparente inocuo. Pueden ajustarse de acuerdo con los progresos cientificos y tecnolégicos
pertinentes. La finalidad de un nivel superior de referencia es proporcionar orientacién a los fabricantes y no
deben interpretarse como valores deseables.

3.33 Précticas de higiene, a las medidas necesarias para garantizar la inocuidad de los productos.

3.34 Proceso, al conjunto de actividades relativas a la obtencion, elaboracion, fabricacion, preparacion,
conservacion, mezclado, acondicionamiento, envasado, manipulacién, transporte, distribucion, almacenamiento y
expendio o suministro al publico de productos.

3.35 Recién nacido pretérmino, al producto de la concepcion de 28 semanas a menos de 37 semanas
de gestacion.

3.36 Sucedaneo de la leche materna o humana, a las formulas comercializadas presentadas como
sustituto parciales o totales de la leche materna o humana.

4. Simbolos y abreviaturas

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

ARA  &cido araquiddnico

BPF  Buenas Précticas de Fabricacion

°C grados Celsius

cm centimetro

cm2  centimetro cuadrado

DHA &cido docosahexaenoico

EPA &cido eicosapentaenoico

eq equivalente
g gramo
h hora

IDR Ingesta Diaria Recomendada
IDS Ingesta Diaria Sugerida

kcal  kilocalorias

kg kilogramo

kJ kilojoules

| litro



6 (Cuarta Seccion) DIARIO OFICIAL

Lunes 10 de septiembre de 2012

mg
min

mi

mM
mm
m/m
mOsm

mv

NaCl
N.A.
ng
nm
NMP
No.
NSR
0z
pH
REP

rpm

UFC
U.l.
Mg
pm
S.E.
seg
VNR
viv

/

%

>

<

levogiro
masa
miligramo
minutos
mililitro
milimolar
milimetro

masa masa
miliosmol

milivolt

molar

normal

cloruro de sodio

no aplica

nanogramo

nanémetro

Numero Mas Probable

namero

Nivel Superior de Referencia

onza

potencial de hidrogeno

Relacion de Eficiencia Proteica
revoluciones por minuto
transmitancia

Unidades Formadoras de Colonias
Unidad Internacional

microgramo

micrometro

sin especificacion

segundos

Valores Nutrimentales de Referencia
volumen a volumen

por

por ciento

menor o igual

mayor que

menor que

Cuando en esta Norma se mencionen los siguientes términos, debe entenderse:
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Acuerdo, el "Acuerdo por el que se determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y
suplementos alimenticios, su uso y disposiciones sanitarias".

CICOPLAFEST, la Comision Intersecretarial para el Control del Proceso y uso de Plaguicidas, Fertilizantes
y Sustancias Toéxicas.

Formula, las formulas reguladas por este ordenamiento.
Productos, los regulados por este ordenamiento, segln corresponda.
Reglamento, el Reglamento de Control Sanitario de Productos y Servicios.

Secretaria, la Secretaria de Salud.

5. Clasificacion

Los productos se clasifican en:

5.1 Férmulas:

5.1.1 Para lactantes.

5.1.2 Para lactantes con necesidades especiales de nutricion.

5.1.3 De continuacion.

5.1.4 De continuacion para necesidades especiales de nutricién.

5.2 Alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta edad:
5.2.1 A base de cereales:

5.2.1.1 Cereales que deben ser preparados para el consumo afiadiendo leche u otros liquidos nutritivos
idoneos (férmulas).

5.2.1.2 Cereales que deberan utilizarse después de ser cocidos en agua hirviendo u otros liquidos
apropiados, incluidas las pastas.

5.2.1.3 Galletas y otros productos de panificacion.

5.2.2 Listos para ser consumidos.

5.2.3 Deshidratados.

6. Disposiciones sanitarias generales

Los establecimientos que se dediquen al proceso de los productos objeto de esta norma, deben:

6.1 Cumplir con lo establecido en la NOM-251-SSA1-2009, sefalada en el apartado de referencias y para
los productos importados lo correspondiente a esta Norma.

6.2 Instrumentar un plan de analisis de peligros y puntos criticos de control de conformidad con lo
establecido en el Apéndice Normativo A de la Norma Oficial Mexicana NOM-251-SSA1-2009, sefialada en el
apartado de referencias.

6.3 Los productos y materias primas utilizadas en su elaboracion deben cumplir con lo establecido en el
Reglamento, las materias primas ademas:

6.3.1 Deben estar limpias y ser inocuas.

6.3.2 No deben exceder los limites maximos residuales de plaguicidas establecidos en el Catalogo Oficial
de Plaguicidas de la CICOPLAFEST, ni contener cualquiera de los plaguicidas prohibidos en dicho Catalogo,
segun corresponda por la naturaleza de la materia prima.

6.3.3 Cumplir con las normas oficiales mexicanas correspondientes.

6.4 Los productos y las materias primas que se utilicen en su elaboracién no deben ser tratados con
radiaciones ionizantes.

6.5 Todos los procedimientos de elaboracion y de desecacion de los productos se deben llevar a cabo de
manera que la pérdida de nutrimentos en los productos sea minima, y se garanticen las cantidades de éstos
gue se declaran en la etiqueta.

6.6 Los productos no deben contener residuos de hormonas, antibidticos y otros contaminantes o
sustancias farmacologicamente activas.
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6.7 El responsable del producto debe contar con la evidencia documental que demuestre que cumple con
las especificaciones establecidas en esta norma, para cada producto que elabore o comercialice.

6.8 En la elaboracién de los productos objeto de esta norma se podran utilizar los aditivos listados en el
Acuerdo, bajo las especificaciones establecidas en el mismo.

6.9 El responsable de la fabricacién del producto debe disponer de:

6.9.1 Medios tecnologicos y procedimientos de elaboracién que permitan la incorporacion de los
nutrimentos en forma satisfactoria, y

6.9.2 Métodos de medicion y control de las concentraciones de los nutrimentos afiadidos a los productos.
6.10 Los productos no podran usar como ingrediente aceites o grasas hidrogenadas comercialmente.

7. Disposiciones sanitarias para formulas

7.1 Los responsables del expendio o suministro al publico de férmulas deben cumplir con el Cadigo
Internacional de Comercializacion de Sucedaneos de la Leche Materna y Resoluciones Posteriores de la
Organizaciéon Mundial de la Salud.

7.2 En las unidades médicas, no se permite la distribucion gratuita ni la promocion de férmulas para
lactantes y féormulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion directamente a las madres, queda
sujeta la entrega y/o indicacion de estas formulas a menores de seis meses de edad Unicamente bajo
prescripcion médica y con justificacion por escrito en las unidades de atencion del parto y en las de consulta
externa.

7.3 En las unidades médicas, guarderias o cualquier otro establecimiento similar en donde se preparan o
administran férmulas, los responsables de su preparacion deben seguir al pie de la letra las indicaciones
sugeridas por el fabricante, en la reconstitucion y conservacién de la misma.

7.4 Las férmulas deben ser preparadas a base de leche de vaca o de otros animales o de mezclas de ellos
y/o de otros ingredientes que se haya demostrado cientificamente que son idoneos para la alimentacion del
grupo de edad al que van dirigidas y elaboradas de tal manera que eviten su deterioro o contaminacién en
todas las condiciones normales de manipulacion, conservacion y distribucion.

7.5 Una vez preparada segun las instrucciones de uso dadas en la etiqueta, la formula estara exenta de
grumos o particulas gruesas, para que pueda ser administrada mediante un chupén de goma o de plastico.

7.6 Especificaciones
7.6.1 Microbioldgicos
7.6.1.1 Las formulas, deben cumplir con los criterios microbiolégicos establecidos en la Tabla No. 1.

Tabla No. 1
Foérmulas en polvo
Microorganismos n c m M Clase del
Plan
Enterobacter sakazakii
(especie de Cronobacter) * 30 0 0UFC/10g N.A. 2
Salmonella spp. 60 0 0 UFC/25¢g N.A. 2
Bacterias aer(ii)las mesofilas 5 > 500 UFC/g | 5000 UFClg 3
Enterobacteriaceas 10 2 0 UFC/10g N.A. 2

n: nimero de muestras a ser analizadas

c: maximo nimero admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de unidades de
muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases

m: un limite microbioldgico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases o la
buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases

M: un limite microbiolégico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de la
defectuosa

*Solo aplica para férmula para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién en
polvo y cuando se detecte presencia de Enterobacterias

**No aplica para aquellos productos que contienen probiéticos en su formulacién
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7.6.1.2 Las formulas liquidas sujetas a tratamiento térmico y envasadas en recipientes de cierre hermético,
ademas de cumplir con lo establecido en este ordenamiento, deben cumplir con la NOM-130-SSA1-1995,
sefialada en el apartado de referencias.

7.6.2 Fisicoquimicos

7.6.2.1 Metales pesados o metaloides

Tabla No. 2
Especificaciones Limite maximo (mg/kg)
Arsénico (As) 0,10
Mercurio (Hg) 0,05
Plomo (Pb) 0,02*

* Limite establecido para producto listo para ser consumido
7.6.2.2 Materia extrafia. Las formulas deben estar exentas de materia extrafia.
7.6.3 Nutrimentales
7.6.3.1 Contenido energético

7.6.3.1.1 Las férmulas para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién
deben proporcionar no menos de 60 kcal (o 250 kJ) y no méas de 70 kcal (o 295 kJ) por 100 ml del producto
listo para ser consumido, comercializado tal cual o reconstituido segun las instrucciones del fabricante.

7.6.3.1.2 Las férmulas de continuacion y férmulas de continuacién para necesidades especiales de
nutricion deben proporcionar no menos de 60 kcal (0 250 kJ) y no més de 85 kcal (o 355 kJ) por 100 ml del
producto listo para ser consumido, comercializado tal cual o reconstituido segun las instrucciones del
fabricante.

7.6.3.2 Vitaminas y nutrimentos inorganicos (minerales)

7.6.3.2.1 Las vitaminas y nutrimentos inorganicos (minerales) que se adicionen a las formulas debe
hacerse bajo las formas que se sefialan en el Apéndice Normativo A.

7.6.3.2.2 Las formulas deben contener las siguientes vitaminas dentro de los limites que se sefialan a
continuacion:

Tabla No. 3
Férmulas para lactantes y férmulas para 'Formulas de co_ntmug(,:mn y
. . formulas de continuacion para
lactantes con necesidades especiales de ; -
o o necesidades especiales de
Vitaminas nutricion nutricién
Minimo/100 kcal [ Maximo/100 kcal NSIZ/a}OO Minimo/100 kcal | Maximo/100 kcal
200 U.l.o 60 ug | 600 U.I. 0 180 pg 250 U.l.o75ug | 750 U.l. 0 225 pug
Vitamina A expresados en expresados en - expresados en expresados en
retinol retinol retinol retinol
Vitamina D lpgo40U.l 2,5ug 0100 U.I. - 40U.l.o1pg 120 U.l. 0 3 pg
Vitamina C (Ac. 1
ascorbico) 10 mg S.E. 70 mg® 8 mg S.E.
Tiamina (B4) 60 ug S.E. 300 ug 40 g S.E.
Riboflavina (Bj) 80 ug S.E. 500 ug 60 ug S.E.
Niacina (B3) 300 pg S.E. 1500 pg 250 pg S.E.
Piridoxina (Bg) 35 ug® S.E. 175 ug 45 g S.E.
Acido félico (Bg) 10 pg S.E. 50 ug 4 ug S.E.
Acido pantoténico (Bs) 400 ug S.E. 2000 pg 300 pg S.E.
Cianocobalamina (B4,) 0,1 ug S.E. 1,5 ug 0,15 ug S.E.
Vitamina K1 4 g S.E. 27 ug 4 ug S.E.
Biotina (H) 1,5 ug S.E. 10 pg 1,5 ng S.E.
0,5 mg de alfa , 0d7 LI_J.I.llg .de
Vitamina E (alfa tocoferol/g de SE 5 acioo fino e|cdo 0 SE
tocoferol) acidos grasos " po_[jgramro e o
poliinsaturados () acldos grasos
poliinsaturados
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expresados en
acido linoleico
pero en ningun
caso menos de
0,7 U.l. por 100
kcal utilizables

() En el caso de productos en polvo deberia procurarse conseguir NSR mas bajos.

@ Las férmulas que contengan mas de 1,8 g de proteinas por cada 100 kcal, deben incrementar el
contenido de piridoxina en al menos 15 pg de piridoxina por cada gramo de proteina arriba de dicho valor, en
la férmula lista para ser consumida de acuerdo con las instrucciones descritas en la etiqueta.

® Aplicando los siguientes factores de equivalencia para adaptar el contenido minimo de vitamina E al
numero de dobles enlaces de acidos grasos en el preparado: 0,5 mg de alfa tocoferol/1g de acido linoleico;
0,75 mg de alfa tocoferol/1g de &cido alfa linolénico; 1 mg de alfa tocoferol/lg de ARA; 1,25 mg de alfa
tocoferol/1g de EPA; 1,5 mg alfa tocoferol/1g de DHA.

7.6.3.2.3 Las formulas deben contener los siguientes nutrimentos inorganicos (minerales) dentro de los
limites que se sefialan a continuacion:

Tabla No. 4
. ) Férmulas de continuacién y férmulas
Nutrimentos Foérmulas para !actantes y fo.rmulas para.IaTr:tantes de continuacién para necesidades
inorgénicos con necesidades especiales de nutricion especiales de nutricién
(minerales)
Minimo/100 kcal | Maximo/100 Kcal | NSR/100 kcal | Minimo/100 kcal [ Maximo/100 kcal
Sodio (Na) 20 mg 60 mg - 20 mg 85 mg
Potasio (K) 60 mg 180 mg - 80 mg S.E.
Cloro (Cl) 50 mg 160 mg - 55 mg S.E
Calcio (Ca) 50 mg® S.E. 140 mg@ 90 mg S.E.
Fésforo (P) 25 mg® S.E. 100 mg@ 60 mg S.E.
Magnesio (Mg) 5mg S.E. 15 mg 6 mg S.E.
Hierro (Fe) 0,45 mg S.E. S.E. 1mg 2 mg
Yodo (I) 10 pg S.E. 60 ug 5 ug S.E.
Cobre (Cu) 35 ug®@ S.E. 120 ug®@ - -
Cinc (Zn) 0,5mg S.E. 1,5mg 0,5mg S.E.
Manganeso (Mn) 1,0 ug S.E. 100 pg - -
Selenio (Se) 1ug S.E. 9 ug - -

@ La relacion Ca:P no sera menor de 1,1 ni mayor de 2,1.
@ En los lugares con suministro hidrico con elevado contenido de cobre es necesario ajustar estos niveles.

7.6.3.2.4 No debe afiadirse fluoruro a las formulas para lactantes. En todo caso, su nivel no debera ser
superior a 100 ng/100 kcal (24 pg/100 kJ) en las formulas para lactantes listas para ser consumidas, segun las
instrucciones del fabricante.

7.6.3.2.5 El contenido de nutrimentos en las férmulas para lactantes y férmulas para lactantes con
necesidades especiales de nutricion no debe superar los NSR a menos que no puedan evitarse niveles de
nutrimentos mas elevados debido a su contenido alto o variable en los ingredientes de las formulas o debido a
razones tecnologicas. Cuando un tipo o forma de producto ha contenido normalmente niveles inferiores a los
NSR los fabricantes no deben aumentar los niveles de nutrimentos a fin de aproximarse a los NSR.

7.6.3.2.6 Las formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion y las férmulas de
continuacion para necesidades especiales de nutricién, se ajustaran a las disposiciones establecidas en los
numerales 7.6.3.1, 7.6.3.2, 7.6.3.3, 7.6.3.4 y 7.6.3.5, excepto en determinadas especificaciones sobre la
composicion, que debera modificarse para satisfacer los requerimientos nutrimentales especiales
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consecuentes al trastorno, condiciones médicas especificas o afeccion para cuyo tratamiento dietético se
haya formulado, etiquetado y presentado cada tipo de férmula.

7.6.3.2.7 Ademas de los requisitos estipulados en el numeral 7.6.3.2.5, las férmulas para lactantes con
necesidades especiales de nutricion destinadas a recién nacidos pretérmino deben cumplir con las
especificaciones nutrimentales sefialadas en las Tablas No. 3 y 4 a excepcién de las siguientes vitaminas:

Tabla No. 5
Vitamina Limite minimo /100 kcal Limite maximo /100 kcal
Vitamina A 204 pgERW 0 700 U.I. 380 ugERWM 0 1254 U.I.
Vitamina D 1,8 pg calciferol o 75 U.I. 6,75 pg calciferol o 270 U.I.
Vitamina E 2mg a-TE@ o 3 U.I. 8 mg o-TE@ 0 12 U.I.

(1) ER equivalentes de retinol

() o-TE Alfa tocoferoles

7.6.3.2.8 Las formulas para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién
podran adicionar ademas:

Tabla No. 6
Férmulas para lactantes y formulas para lactantes con necesidades
Nutrimento especiales de nutricion

Minimo/100 kcal Maximo/100 kcal NSR/100 kcal
Colina 7 mg S.E. 50 mg
Mioinositol 4 mg S.E. 40 mg
L-carnitina 1,2 mg S.E. -
Taurina - 12 mg -
DHA* - S.E. 0,5 % de los &cidos grasos
Nucleétidos 1,9mg 16 mg -

* si se afiade acido docosahexaenoico (DHA), el contenido de acido araquiddnico debe ser al
menos el mismo que el de DHA y el contenido de &cido eicosapentaenoico (EPA) no debe
exceder el contenido de DHA.

7.6.3.2.9 Ademas, las férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién podran adicionar
los nutrimentos siguientes en los limites sefialados:

Tabla No. 7
Férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién
Nutrimento
Minimo/100 kcal Méximo/100 kcal NSR/100 kcal
Cromo (Cr) 1,5 ug S.E. 10 pg
Molibdeno (Mo) 1,5 pg S.E. 10 pg

7.6.3.3 Proteinas
7.6.3.3.1 Las férmulas de acuerdo con su fuente de proteina se sujetaran a los siguientes limites:

Tabla No. 8

Foérmulas para lactantes Foérmulas de continuacion

Fuente de proteina

Min g/100 kcal Méx g/100 kcal Min g/100 kcal Méx g/100 kcal
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utilizables utilizables utilizables utilizables
a) Leche de vaca 1,8 3 3,0 55
b) Hidrolizados de proteina 2,25 3 2,25 S.E.
c) Aislados de proteina de soya
sola o mezclada con proteinas 2,25 3 2,25 S.E.
de leche de vaca.

7.6.3.3.2 La Relacién de Eficiencia Proteica (REP) de las proteinas no debe ser inferior al 85% de la
calidad de la caseina.

7.6.3.3.3 Para mejorar la calidad nutritiva de las proteinas, podran afiadirse aminoacidos indispensables,
Unicamente en las cantidades estrictamente necesarias, los cuales deben ser en su forma natural L, de
acuerdo a lo que se indica en la Tabla A3. del Apéndice Normativo A.

7.6.3.4 Acidos grasos y lipidos o grasas

7.6.3.4.1 El contenido de lipidos o grasas y acidos grasos en las férmulas deben cumplir con lo establecido
en la Tabla No. 9.

Tabla No. 9
Nutrimento Férmulas para lactantes y férmulas para Férmulas de continuacién y férmulas
lactantes con necesidades especiales de de continuacién para necesidades
nutricion especiales de nutricion
Minimo/100 kcal Méaximo/100 kcal Minimo/100 kcal Méaximo/100 kcal
Grasas 4,49 649 39 69
Acido linoléico 300 mg 1400 mg NSR 300 mg S.E.
Acido alfa-linolénico 50 mg S.E. 50 mg S.E.

La proporcidn de acido linoleico/alfa-linolénico minimo 5:1, maximo 15:1.

7.6.3.4.2 El contenido de acidos grasos trans no sera superior al 3% del contenido total de &cidos grasos
en las formulas para lactantes y férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion.

7.6.3.5 Hidratos de carbono

7.6.3.5.1 El contenido minimo de hidratos de carbono totales en formulas para lactantes y formulas para
lactantes con necesidades especiales de nutricion debe ser de 9 g/100 kcal y maximo de 14 g/100 kcal.

7.6.3.5.2 La lactosa y polimeros de glucosa deben ser los hidratos de carbono preferidos para las formulas
para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion a base de proteinas de la
leche de vaca y de proteinas hidrolizadas.

7.6.3.5.3 En las férmulas para lactantes y en las férmulas para lactantes con necesidades especiales de
nutricion, so6lo podran afiadirse almidones naturalmente exentos de gluten precocidos y/o gelatinizados hasta
un maximo de 30% del contenido total de hidratos de carbono y hasta un maximo de 2 g/100 ml.

7.6.3.5.4 En las formulas para lactantes y férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién
debe evitarse el uso de sacarosa, asi como la adicion de fructosa como ingrediente, salvo cuando sea
necesario por justificacion tecnolégica.

7.6.3.5.5 En las formulas de continuacién y las formulas de continuacion para necesidades especiales de
nutricion el contenido de hidratos de carbono debe ajustarse al contenido energético indicado en el numeral
7.6.3.1.2. El producto debe contener hidratos de carbono nutrimentalmente asimilables que sean adecuados
para la alimentacion de los lactantes mayores de seis meses de edad y los nifios de corta edad.

7.6.3.6 Nutrimentos o ingredientes opcionales

7.6.3.6.1 En las formulas para lactantes y férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién
podran afiadirse otros nutrimentos/ingredientes normalmente presentes en la leche materna o humana en
cantidad suficiente con la finalidad de lograr el efecto nutrimental o fisiolégico de ésta, sobre la base de las
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cantidades presentes en la leche materna y para asegurarse que sea adecuado como fuente Unica de la
nutricion del lactante. Su idoneidad e inocuidad debe estar demostrada cientificamente.

7.6.3.6.2 En las formulas de continuacion y formulas de continuacion para necesidades especiales de
nutricion, ademas de las vitaminas y minerales sefialados, pueden afadirse otros nutrimentos/ingredientes,
cuando sean necesarios para asegurar que el producto sea adecuado para formar parte de un plan de
alimentacion mixta, destinado a ser utilizado después del sexto mes de edad.

7.6.3.6.3 Se debe contar con evidencia cientifica que demuestre la utilidad de los nutrimentos/ingredientes
opcionales que se utilicen y estar a disposicion de la Secretaria cuando ésta lo solicite.

7.6.3.6.4 Para las formulas de continuacién y las férmulas de continuacion para necesidades especiales
de nutricion las concentraciones de sodio y potasio que derivan de los ingredientes vitaminicos y minerales
deben ajustarse a los limites establecidos para el sodio y el potasio en la Tabla No. 4.

7.6.3.6.5 S6lo se podran utilizar cultivos que produzcan acido lactico L(+), para el caso de las féormulas
para lactantes con necesidades especiales de nutricion y las formulas de continuacién para necesidades
especiales de nutricion se podran utilizar siempre y cuando se haya comprobado que son inocuos y
adecuados para estas poblaciones vulnerables, el sustento debe estar a disposicion de la Secretaria cuando
ésta lo solicite.

8. Disposiciones sanitarias para alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta
edad

8.1 Los productos que se modifiquen en su composicion, deben cumplir con lo establecido en la NOM-
086-SSA1-1994, sefialada en el apartado de referencias.

8.2 Los ingredientes como carne de aves, bovino o pescado deben someterse a operaciones que
aseguren la eliminacion de trozos de hueso y espinas.

8.3 Para los productos a base de cereales podran utilizarse todos los cereales molidos aptos para el
consumo humano.

8.4 Las leguminosas deben ser sometidas a tratamiento térmico para eliminar, en la medida de lo posible,
los factores antinutricios presentes normalmente, tales como las lectinas (hemaglutininas), asi como los
inhibidores de la tripsina y quimotripsina.

8.5 No se permite el uso de las habas (Vicia faba L.) como ingrediente en estos productos, debido al
peligro de favismo.

8.6 Los cereales, leguminosas y semillas oleaginosas deben tratarse previamente para disponer de
materias primas limpias y de buena calidad. Dentro de los tratamientos se pueden considerar los siguientes:

8.6.1 Limpieza o lavado: para eliminar la suciedad, granos dafiados, granos extrafios y semillas nocivas,
insectos y excrementos de insectos y cualquier material adherido.

8.6.2 Descascarado: en caso de ser necesario, para: leguminosas, semillas oleaginosas y determinados
cereales, tales como avena, cebada, sorgo y mijo. Estos deben ser descascarados lo mas completamente
posible para reducir el contenido de fibra cruda a niveles aceptables y para eliminar los taninos y otras
sustancias fendlicas que puedan reducir la digestibilidad de las proteinas.

8.7 Los productos comercialmente estériles deben cumplir con lo establecido en las disposiciones
sanitarias de la NOM-130-SSA1-1995, sefialada en el apartado de referencias.

8.8 El cacao se podra adicionar Gnicamente en aquellos productos que se destinen a nifios mayores de
nueve meses de edad, en una cantidad que no exceda de 5% m/m en base seca.

8.9 Especificaciones

8.9.1 Microbioldgicas

8.9.1.1 Deben estar exentos de microorganismos patdgenos.

8.9.1.2 Los alimentos a base de cereales, deben cumplir con lo siguiente:

Tabla No. 10
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Alimentos a base de cereales para lactantes (6 a 12 meses de edad) para consumirse directamente,
incluye las galletas y los bizcochos

Microorganismos n c m M Clase del Plan
Bacterias aerobias

o 5 2 1 000 UFC 10 000 UFC 3
mesofilas
Enterobacteriaceas 5 1 < 0,3 NMP 9,3 NMP 3
Salmonella spp. 60 0 0 UFC/25¢g N.A. 2

n: nimero de muestras a ser analizadas
¢: maximo nimero admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de
unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases
m: un limite microbiol6gico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de
dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases
M: un limite microbiolégico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente
aceptable de la defectuosa

Tabla No. 11

Alimentos a base de cereales para nifios de corta edad (mayores de 12 a 36 meses de edad) para
consumirse directamente

Microorganismos n c m M Clase del Plan
Bacterias aerobias
e 5 2 3 000 UFC 30 000 UFC 3
mesofilas
Enterobacteriaceas 5 1 2,9 NMP 21 NMP 3
Salmonella spp. 60 0 OUFC/25¢g N.A. 2

n: nimero de muestras a ser analizadas

¢: maximo nimero admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o
de unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases

m: un limite microbioldgico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de
dos clases o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases

M: un limite microbiol6gico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente
aceptable de la defectuosa

Tabla No. 12

Alimentos a base de cereales para lactantes y nifios de corta edad (6 a 36 meses de edad) que llevan
tratamiento térmico antes de su consumo

Microorganismos n c m M Clase del Plan
Bacterias aerobias 5 3 10 000 UFC 100 000 UFC 3
mesoéfilas
Enterobacteriaceas 5 2 100 UFC 1000 UFC 3
Salmonella spp. 10 0 OUFC/25¢g N.A. 2

n: nimero de muestras a ser analizadas

c: maximo ndmero admisible de unidades de muestras defectuosas en un plan de dos clases, o de
unidades de muestras marginalmente aceptables en un plan de tres clases

m: un limite microbiolégico que separa la buena calidad de la calidad defectuosa en un plan de dos clases
o la buena calidad de la calidad marginalmente aceptable en un plan de 3 clases

M: un limite microbiol6gico que separa, en un plan de tres clases, la calidad marginalmente aceptable de
la defectuosa
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8.9.1.3 Los productos deshidratados deben cumplir con lo siguiente:
Tabla No. 13

Alimentos deshidratados

Microorganismos Limite maximo

Bacterias aerobias mesoéfilas 2500 UFC/g o

100 000 UFC/g*

Salmonella spp 0 UFC/25¢g

Coliformes totales 20 NMP/g

* Si deben ser sometidos a tratamiento térmico antes de su consumo.
8.9.2 Contaminantes

8.9.2.1 Los productos para lactantes y nifios de corta edad deben cumplir con las especificaciones de
metales pesados y materia extrafia perjudicial a la salud establecidas en el punto 7.6.2 para formulas, excepto
en el limite de plomo, el cual debe ser 0,20 ppm.

8.9.2.2 Los alimentos a base de cereales no deben exceder de 20 pg aflatoxinas/kg de producto.
8.9.3 Nutrimentales

8.9.3 1 El contenido energético de los productos elaborados a base de cereales no debe ser inferior a 0,8
kcal/g.

8.9.3.2 Contenido de sodio

8.9.3.2.1 Para los alimentos a base de cereales el contenido de sodio en el cereal seco y harinas de cereal
no debe exceder los 100 mg/100 kcal del producto, calculado en relacién con el producto preparado listo para
ser consumido con base en las instrucciones de empleo.

8.9.3.2.2 Los demés alimentos para lactantes y nifios de corta edad no deben exceder de 200 mg/100 g o
de 200 mg/100 kcal de producto, calculado en relacion con el producto preparado listo para ser consumido de
conformidad con las instrucciones de empleo, ni agregar sal (NaCl) a los productos de fruta y a los postres a
base de fruta.

8.9.3.3 Contenido de vitaminas

8.9.3.3.1 En los alimentos a base de cereales la cantidad de vitamina B; (tiamina) no debera ser inferior a
50 pg/100 kcal.

8.9.3.4 Contenido de proteinas

8.9.3.4.1 Podran afiadirse aminoacidos indispensables (isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina,
treonina, triptéfano, valina, arginina e histidina) en sus formas L, sélo en las cantidades necesarias para
mejorar la calidad de la proteina presente, de acuerdo con lo que se establece en la Tabla A3. del Apéndice
Normativo A.

8.9.3.5 Contenido de hidratos de carbono

8.9.3.5.1 Se podran afiadir los siguientes hidratos de carbono: lactosa, maltosa, sacarosa, glucosa,
fructosa, miel y jugo de frutas, maltodextrina, jarabe de glucosa, jarabe de glucosa deshidratada y sus
combinaciones, almiddn pretostado, almidon gelatinizado; los dos ultimos deben ser sin gluten.

8.9.3.5.2 La cantidad total de hidratos de carbono en néctares no debe exceder de 14 g/100 g del producto
listo para ser consumido y en las papillas preparadas con fruta y/o cereal y/o yogurt y postres no debe ser
superior a 20 g/100 g del producto listo para ser consumido.

8.9.3.5.3 Para los alimentos a base de cereales, excepto las pastas, la cantidad de azlcares afiadidos no
podra ser superior a 7,5 g/100 kcal cuando se agregue como sacarosa, glucosa, jarabes de glucosa o miel, si
se afiade como fructosa no podra ser superior a 3,75 g/100 kcal.

8.9.3.6 Contenido de lipidos
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8.9.3.6.1 Los cereales que deben ser preparados para el consumo afiadiendo leche u otros liquidos
idoneos (formulas) y las galletas y otros productos de panificacion, no deben exceder un contenido maximo de
3,3 g/100 kcal de lipidos.

8.9.3.7 Ingredientes facultativos
8.9.3.7.1 Sdlo podran utilizarse cultivos productores de acido lactico.
9. Muestreo y métodos de prueba

9.1 El procedimiento de muestreo para los productos objeto de esta Norma se sujeta a lo que establece la
Ley General de Salud.

9.2 Para la verificacion de las especificaciones sanitarias y nutrimentales que se establecen en esta
Norma se deben aplicar los métodos de prueba sefialados en el Apéndice Normativo B.

10. Etiquetado

10.1 La etiqueta de los productos debe cumplir con lo establecido en el Reglamento y en la NOM-051-
SCFI/SSA1-2010 sefialada en el apartado de referencias, en lo que no se oponga con la presente norma.

10.2 Deben ostentar fecha de caducidad, a excepcién de los alimentos y bebidas no alcohdlicas para
nifios de corta edad comercialmente estériles que podran declarar fecha de consumo preferente.

10.3 Foérmulas
10.3.1 Deben denominarse conforme con la clasificacion sefialada en el numeral 5.1, segun corresponda.

10.3.2 No se deben utilizar términos como "humanizado”, "maternizada" o similares.

10.3.3 Las férmulas que no contengan leche ni algin derivado lacteo deben incluir en la denominacion el
término "no lactea".

10.3.4 Las férmulas para lactantes y férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricién que
contengan como minimo 1 mg de hierro por 100 kcal utilizables, podran ostentar dentro de la denominacion
“con hierro”.

10.3.5 Las férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion y las férmulas de continuacion
para necesidades especiales de nutricion, deben indicar en términos descriptivos adecuados como parte de la
denominacion, la caracteristica esencial de la férmula, pero no el trastorno, la enfermedad o la condicion
médica especifica a la que estan destinadas, ejemplos: “proteina hidrolizada”, “libre de lactosa”. La unica
condicion médica especifica que puede ser incluida es el uso de los términos “pretérmino” o “de bajo peso al
nacer”.

10.3.6 Para el caso de las formulas que contengan nutrimentos o ingredientes opcionales, diferentes de
los establecidos en las Tablas No. 3, No. 4, No. 6 y No. 7 se permite incluir dentro de la denominacion la
presencia de éstos, siempre y cuando cumplan con los numerales 7.6.3.6.1, 7.6.3.6.3, 7.6.3.6.5 y 10.3.8.2.

” o« » o«

Por ejemplo “con probidticos”, “con prebiéticos”, “con luteina”.

10.3.7 En la etiqueta figurard la lista completa de ingredientes, por orden decreciente de proporciones,
salvo las vitaminas y/o nutrimentos inorganicos (minerales), que se podran indicar como grupos separados.

10.3.8 Informacion nutrimental, debe declararse el valor nutritivo del producto, como sigue:

10.3.8.1 La cantidad en gramos de proteinas, hidratos de carbono y grasas o lipidos por 100 kcal,
indicando la cantidad de producto equivalente a 100 kcal del producto listo para ser consumido.

10.3.8.2 La cantidad total en las unidades correspondientes de vitaminas y nutrimentos inorganicos
(minerales), colina y de cualquier otro nutrimento declarado en la lista de ingredientes por 100 kcal.

10.3.8.3 Adicionalmente se podra declarar el contenido de nutrimentos por 100 g o por 100 ml del producto
listo para ser consumido que se haya preparado de acuerdo con las indicaciones sefialadas en la etiqueta.

10.3.8.4 En las férmulas para lactantes liquidas, ademas, se debe declarar el contenido energético y la
cantidad en gramos de proteinas, hidratos de carbono, grasas y demas nutrimentos por presentacion
(envase).
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10.3.8.5 Las formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion y las férmulas de
continuacion para necesidades especiales de nutricion, deben declarar la cantidad total de los nutrimentos
especificos a los que se debe la caracteristica esencial que hace que la féormula se destine a esa necesidad
especial por 100 kcal y opcionalmente por 100 g o 100 ml del producto comercializado tal cual.

10.3.9 No podran incluir ningun tipo de declaracién de propiedades nutrimentales ni saludables.
10.3.10 Instrucciones para su almacenamiento, conservacion, uso, preparacion y consumo.

10.3.10.1 Las formulas para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion
deben incluir instrucciones en forma escrita y gréfica, sobre la manera de prepararla y utilizarla de modo que
no induzca a desistir de la lactancia materna. Asimismo, deben incluirse instrucciones sobre la conservacion
del producto, antes y después de abrir el envase y una vez preparado el producto, y una declaracion que
indiqgue que el almacenamiento prolongado y temperaturas excesivas deben evitarse. En el caso de férmulas
liquidas las instrucciones graficas podran incluirse en el envase colectivo Gnicamente.

10.3.10.2 Las férmulas de continuacion y féormulas de continuacion para necesidades especiales de
nutricion deben contener instrucciones sobre la preparacion en forma escrita y grafica, uso, su
almacenamiento y conservacion antes y después de abrir el envase y en su caso una vez preparado el
producto, incluyendo una declaracion que indique que el almacenamiento prolongado y temperaturas
excesivas deben evitarse.

10.3.10.3 Las formulas deben ostentar una leyenda que indique que deben ser preparadas con agua
hervida por cinco minutos y enfriada hasta que quede tibia. En caso de no contar con ésta se podra utilizar
agua purificada a temperatura ambiente.

10.3.10.4 Con la finalidad de evitar el riesgo de causar graves quemaduras, en las formulas se debe incluir
una leyenda indicando que no se debe calentar usando horno de microondas.

10.3.11 No deben ostentar imagenes o textos que sugieran a las formulas para lactantes y férmulas para
lactantes con necesidades especiales de nutricion como idénticas y superiores a la leche materna o humana,
conforme con las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud para la comercializacion de
sucedéneos de la leche materna.

10.3.12 Se debe indicar cerca de la denominacion, el intervalo de edad al que esté dirigida la formula, sin
gue esto sea parte de la misma.

10.3.13 Opcionalmente puede ser incluida en cualquier parte de la etiqueta la presentacion de las
férmulas, siendo ésta liquida o en polvo, sin que esto sea parte de la denominacion de las mismas.

10.3.14 Deben ostentar la leyenda "Aviso Importante” o su equivalente. Posteriormente lo siguiente:

10.3.14.1 Una leyenda donde se afirme la superioridad de la lactancia materna, por ejemplo: "La leche
materna es el mejor alimento para el bebé", "La leche materna contiene hormonas, enzimas activas y
otros compuestos que no pueden ser duplicados en ninguna féormula para lactantes", y sefialar en las
formulas para lactantes, "El uso de este producto debe hacerse bajo orientacion médica" y en el caso de
las formulas de continuacion, "El uso de este producto debe hacerse bajo orientacion de un profesional
de la salud (médico o nutriélogo)” o leyendas equivalentes, con un tamafio de letra que sea facilmente
visible, con negritas y en un fondo contrastante.

10.3.15 Las férmulas para lactantes y formulas para lactantes con necesidades especiales de nutricion
deben contener una declaracion referente a que los lactantes, ademas del consumo de la formula, también
deben ser ablactados a partir de una edad que sea apropiada para su crecimiento especifico y necesidades
de desarrollo segun la orientacion del profesional de salud (médico o nutri6logo) y en cualquier caso a partir
de los seis meses de edad.
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10.3.16 Las férmulas de continuacién y formulas de continuacion para necesidades especiales de nutricion
deben contener una declaracién que indique que son parte de la ablactacién o alimentacién complementaria y
no deben ser introducidas antes del sexto mes de vida.

10.3.17 Una leyenda sobre las consecuencias de una preparacion y uso inadecuado del producto, tal
como "La salud de su hijo depende de que siga cuidadosamente las instrucciones para la preparacion
y uso" o alguna equivalente.

10.3.18 Las férmulas para lactantes con necesidades especiales de nutriciébn y las férmulas de
continuacion para necesidades especiales de nutricion deben incluir una declaracion destacada y en negritas
que diga "UTILICESE BAJO SUPERVISION MEDICA" separada de toda informacion escrita, impresa o
gréfica.

10.3.19 Los fortificadores de leche materna o humana deben incluir una declaraciéon destacada y en
negritas que diga “EXCLUSIVAMENTE PARA USO HOSPITALARIO”.

10.4 Alimentos y bebidas no alcohdlicas para lactantes y nifios de corta edad.

10.4.1 La denominacion debe indicar el grupo de edad al que va dirigido el producto, ejemplo "cereal seco

para lactantes (y/o para nifios de corta edad)", "galletas para lactantes (y/o para nifios de corta edad)".
10.4.2 La sal yodada, debe declararse como tal en la lista de ingredientes.

10.4.3 Cuando la declaracion de fibra dietética, vitaminas y nutrimentos inorganicos (minerales) se haga
en porcentaje de los VNR se deben considerar los valores que corresponda al grupo de edad al que va
dirigido el producto, conforme con la Tabla No. 14.

Tabla No. 14
Valores Nutrimentales de Referencia para la Poblacién Mexicana por segmento
Edad
Nutrimento/unidad de medida
0 a 6 meses 7 al2 meses 1 a3 afios

Fibrag S.i. S.i. 14* (1)
Vitamina A pgER S.i. S.i. 300%**
Vitamina D pg (como colecaliciferol) S 5xx 5**
Vitamina E mg (equivalente de tocoferol) 4% 5xx 6*
Vitamina K4 ug 2%* 2,5%* 30**
Tiamina (B4) mg 0,2** 0,3** 0,4*
Riboflavina (B;) mg 0,3** 0,4** 0,4*
Piridoxina (Bg) mg 0,1** 0,3** 0,4*
Niacina mg 2%% 4** 6*
Vitamina B4, pg (cobalamina) 0,3** 0,5** 0,8*
Acido félico pg (folacina) 76** 96** 168**
Vitamina C mg (acido ascorbico) 40* 50* 15*
Acido pantoténico mg 1,7% 1,8** 2%*
Calcio mg 210** 270** 500**
Cobre pg 220** 220** 340*
Cromo pug 0,2** 5,5%* 11**
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Fésforo mg 100** 275* 460*
Fldor mg 0,01** 0,45** 0,6**
Hierro mg S.i. 16** 13**
Yodo pg 110** 130** 65*
Magnesio mg 36** 90** 80*
Selenio pg 14** 21** 20*
Zinc mg S.i. 3,8** 4*

(@) Corresponde al intervalo de edad de 2 a 3 afios

* Corresponden a IDR

** Corresponden a IDS

s.i. sin informacion suficiente para establecer una IDS

10.4.4 Las instrucciones para su preparacion y uso, asi como sobre su almacenamiento y conservacion
antes y después de que se haya abierto el envase debe figurar en la etiqueta.

10.4.5 Se debe indicar cerca de la denominacion, el intervalo de edad al que esta dirigido el producto.
Para los productos destinados a la ablactacion o alimentacion complementaria, la edad de inicio no debera ser
inferior a los seis meses de edad para ningun producto; asimismo, la etiqueta debe contener la indicacién de
que la decisién sobre el momento preciso en que se comenzard la ablactacion incluida cualquier excepcion
con respecto al limite de los seis meses de edad debe adoptarse en consulta con un profesional de la salud
(médico o nutri6logo), basandose en las necesidades especificas de crecimiento y desarrollo del lactante.

10.4.6 Cuando el producto contenga remolacha o espinacas, se debe indicar en la etiqueta "Para nifios
de méas de doce semanas de edad".

10.4.7 Cuando el producto esté compuesto de ingredientes y aditivos exentos de gluten podré incluirse en
la etiqueta la declaracion "exento de gluten”.

10.4.8 En los cereales que deben ser preparados para el consumo afiadiendo leche u otros liquidos
nutritivos idoneos debe indicarse la leyenda "Utilicese leche o formula pero no agua" para prepararlo o una
indicacion equivalente.

10.4.9 En los cereales que deben ser preparados para el consumo afiadiendo leche u otros liquidos
nutritivos idoneos debe incluirse una leyenda que indique que dichos ingredientes afiadidos deben ser
recomendados por un profesional de la salud (médico o nutriélogo).

11. Envase y embalaje
11.1 Envase

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

11.2 Embalaje

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

12. Concordancia con normas internacionales
Esta Norma es parcialmente equivalente con las siguientes normas:

12.1 Codex Alimentarius. Norma para preparados para lactantes y preparados para usos medicinales
especiales destinados a los lactantes. CODEX STAN 72-1981. Rev. 2007. Enmienda 2011.

12.2 Codex Alimentarius. Norma del Codex para Alimentos envasados para lactantes y nifios. CODEX
STAN 73-1981. Enmienda 1989.

12.3 Codex Alimentarius. Norma del Codex para alimentos elaborados a base de cereales para lactantes y
nifios pequefos. CODEX STAN 74-1981. Rev. 2006.

12.4 Codex Alimentarius. Norma del Codex para preparados complementarios. CODEX STAN 156-1987.
Enmienda 2011.
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12.5 Codex Alimentarius. Listas de referencia de compuestos de nutrientes para su utilizacion en
alimentos para fines dietéticos especiales destinados a los lactantes y nifios pequefios. CAC/GL 10 -1979.
Enmienda 2009.

12.6 World Health Organization. International Code of Marketing of Breast-milk Substitutes. Ginebra: WHO,
1981.
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14. Observancia de la norma

La vigilancia en el cumplimiento de la presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud y a los
Gobiernos de las Entidades Federativas en el ambito de sus respectivas competencias.

15. Vigencia

15.1 La presente norma entrard en vigor a los ciento veinte dias naturales posteriores al de su publicacion
en el Diario Oficial de la Federacion.

15.2 El numeral 6.8 entrard en vigor el mismo dia en que entre en vigor el Acuerdo por el que se
determinan los aditivos y coadyuvantes en alimentos, bebidas y suplementos alimenticios.

15.3 El cumplimiento del Apartado 10 de Etiquetado, sera aplicable a los productos elaborados a partir de
la fecha de entrada en vigor de la presente norma.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 16 de agosto de 2012.- El Comisionado Federal para la Proteccion contra Riesgos
Sanitarios y Presidente del Comité Consultivo Nacional de Normalizacion de Regulacién y Fomento Sanitario,
Mikel Andoni Arriola Pefialosa.- Rubrica.

Apéndice Normativo A.
Sustancias nutritivas

Tabla Al. Sales Minerales

Nutrimento Fuente

Calcio Carbonato de calcio
Cloruro de calcio
Citrato de calcio
Fosfato calcico monobasico
Fosfato calcico dibasico
Fosfato calcico tribasico
Glicerofosfato célcico
Gluconato célcico
Hidréxido de calcico
L-Lactato de calcio
Oxido célcico

Sulfato calcico

Fosforo Acido fosférico
Fosfato calcico monobasico
Fosfato calcico dibasico

Fosfato calcico tribasico
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Fosfato magnésico dibasico
Fosfato magnésico tribasico
Fosfato potasico monobasico
Fosfato potasico dibasico
Fosfato sodico dibasico
Ortofosfato férrico
Glicerofosfato magnésico

Fosfato diacido de sodio (fosfato
monobasico)

Fosfato Trisédico (Fosfato sédico tribasico)
Glicerofosfato potésico

Glicerofosfato de manganeso (ll)

sédico

Hierro

Bisglicinato ferroso

Carbonato ferroso estabilizado con sacarosa
Citrato ferroso

Citrato ferroamdnico

Citrato férrico

Difosfato férrico (pirofosfato férrico)
Fumarato ferroso

Gluconato ferroso

Hierro reducido de hidrégeno
Hierro electrolitico

Hierro carbonilo

Lactato ferroso

Ortofosfato férrico

Sacarato férrico

Succinato ferroso

Sulfato ferroso

Difosfato férrico de sodio

Magnesio

Acetato magnésico
Carbonato de magnesio
Carbonato acido de magnesio
Cloruro magnésico

Oxido magnésico

Fosfato magnésico dibasico
Fosfato magnésico tribasico
Gluconato magnésico

Glicerofosfato magnésico
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Hidréxido magnésico
Lactato magnésico
Sales magnésicas de &cido citrico

Sulfato magnésico

Sodio

Bicarbonato de sodio
Carbonato de sodio
Cloruro sédico

Citrato sédico

Gluconato sodico

L- Lactato de sodio

Fosfato s6dico monobésico
Fosfato sodico dibasico
Fosfato sédico tribasico
Sulfato sédico

Hidréxido de sodio

Potasio

Bicarbonato potéasico
Carbonato de potasio
Cloruro potésico

Citrato potasico
Glicerofosfato potésico
Gluconato potéasico

Fosfato potasico monobasico
Fosfato potasico dibasico
Fosfato potasico tribasico

L- Lactato de potasio

Hidréxido de potasio

Cobre

Gluconato de cobre
Carbonato cuprico
Citrato cuprico

Sulfato cuprico

Yodo

Yoduro potéasico
Yoduro sédico
Yodato potasico

Yodato sodico

Zinc

Acetato de zinc
Carbonato de zinc
Cloruro de zinc

Gluconato de zinc
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Lactato de zinc
Oxido de zinc

Sulfato de zinc

Manganeso

Carbonato de manganeso Il
Cloruro de manganeso |l
Citrato de manganeso ||
Glicerofosfato de manganeso Il
Gluconato de manganeso Il

Sulfato de manganeso |l

Selenio

Selenato sédico
Selenito sddico

Selenito sédico hidrégeno

Cromo

Sulfato de cromo I

Cloruro de cromo Il

Molibdeno

Molibdato de sodio

Molibdato de amonio

Flaor

Fluoruro de sodio
Fluoruro de potasio

Fluoruro de calcio

Tabla A2. Vitaminas

Vitamina

Fuente

Vitamina A

Todo trans retinol
Acetato de retinilo

Palmitato de retinilo

Provitamina A

Beta caroteno

Vitamina D, Ergocalciferol
Vitamina D3 Colecalciferol
Vitamina E d-alfa tocoferol

dl-alfa tocoferol

d-alfa tocoferil acetato

dl-alfa tocoferil acetato
Succinato &cido d-alfa tocoferil

Succinato acido dl-alfa tocoferil

Succinato de dl-alfa tocoferil polietileno glicol 1000

Tiamina (Vitamina B)

Hidrocloruro de tiamina cloruro

Tiamina mononitrato

Riboflavina (Vitamina
B»)

Riboflavina

Riboflavina 5 -fosfato sédico
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Niacina

Nicotinamida

Acido nicotinico

Vitamina Bg

Piridoxal 5- fosfato

Hidrocloruro de piridoxina

Biotina (vitamina H) D-biotina

Acido félico

L-metilfolato célcico

Acido N-pteroil-L-glutamico

Acido pantoténico D-Pantotenato calcico

D-Pantenol
DL-Pantenol

D-pantotenato sédico

Vitamina B,

Cianocobalamina

Hidroxocobalamina

Vitamina K,

Fitomenadiona (2-metil-3-fitil-1,4-
naftoquinona/filoquinona/fitonadiona)

Vitamina C

Acido L-ascérbico
L-Ascorbato sédico

L-Ascorbato célcico

L-Ascorbato potasico

Acido 6- palmitil-L-ascorbico (palmitato de ascorbilo)

Tabla A3.

Aminoacidos y otros nutrimentos nitrogenados

L-acido glutamico

L-glutamina

L-alanina

L-arginina-L aspartato

L- cistina
Diclorhidrato de L-cistina

L-arginina
Clorhidrato de L-arginina

L-&cido aspartico

L-citrulina

L-ornitina
Monoclorhidrato de L-ornitina

N-acetil —L-cisteina

N-acetil —L-metionina

Acetato de L-lisina

L-aspartato de L-lisina

L-glutamato dihidrato de L-lisina

L-aspartato de magnesio

L-glutamato de calcio

L-glutamato de potasio

Citidina 5-monofosfato

L-histidina
Clorhidrato de L-histidina

Glicina
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L-isoleucina
Clorhidrato de L-isoleucina

L-leucina

Clorhidrato de L-leucina
L-lisina

Monoclorhidrato de L-lisina
L-cisteina

Clorhidrato de L-cisteina
L-metionina

L-fenilalanina
L-prolina
L-serina

L-treonina

L-triptéfano
L-tirosina

L-valina

L-carnitina
Clorhidrato de L-carnitina

Tartrato de L-carnitina

Adenosina 5 -monofosfato

Uridina 5"-monofosfato y su sal disédica
Guanosina 5 -monofosfato y su sal disédica
Inosina 5"-monofosfato y su sal disédica
Bitartrato de colina

Citrato de colina

Colina

Cloruro de colina

Hidrégeno tartrato de colina

Mioinositol
Taurina
APENDICE NORMATIVO B

METODOS MICROBIOLOGICOS

B.1 PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS
MICROBIOLOGICO

B.1.1 Fundamento

Se basa en la preparacion de diluciones primarias, para obtener una distribucion lo méas uniforme posible
de los microorganismos presentes en la porcion de muestra.

B.1.2 Reactivos y materiales
B.1.2.1 Reactivos

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

B.1.2.1.1 Preparacion de reactivos

B.1.2.1.1.1 Solucién de hidréxido de sodio 1 N

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Hidréxido de sodio 49
Agua 100 ml

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

B.1.2.1.1.2 Soluciones diluyentes
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B.1.2.1.1.2.1 Solucién reguladora de fosfatos (solucion concentrada).

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Fosfato de sodio monobasico 349
Agua 1000 mi

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

B.1.2.1.1.2.2 Agua peptonada

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 19
Cloruro de sodio 854¢g
Agua 1000 mi

Preparacioén: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,2 + 0,2 con hidréxido de
sodio 1 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen mdltiplo de nueve segun se
requiera. Esterilizar a 121 + 1°C durante 15 min. Después de la esterilizacion, el pH y los volimenes finales de
la solucion de trabajo deberan ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente,
almacenar en lugar obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en
condiciones tales que no alteren su volumen o composicion.

B.1.2.2 Materiales

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

- Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.
- Tubos de 16 x 150 mm con tapdn de rosca.
- Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas, etc.

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

- Horno, durante 2 h a 170 a 175°C o 1 h a 180°C o Autoclave, durante 15 min como minimo a 121 + 1°C.

- El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones
deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado por esterilizacion repetida y éste debe ser
guimicamente inerte.

B.1.3 Aparatos e instrumentos
- Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.
- Autoclave con termémetro y mandmetro, calibrada con termémetro de maximas y minimas.

- Bafio de agua con control de temperatura y circulacién mecanica, provista con termémetro calibrado
con divisiones de 0,1°C y que mantenga la temperatura a 45 + 0,5°C.
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- Licuadora de una o dos velocidades controladas por un reédstato o bien un homogeneizador
peristaltico (Stomacher).

- Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristaltico.
- Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g.

B.1.4 Procedimiento

B.1.4.1 Preparacion de la dilucién primaria.

B.1.4.1.1 A partir de muestras liquidas:

Para muestras liquidas no viscosas (agua, leche, refrescos, etc.) en las cuales la distribucion de
microorganismos es homogénea o facilmente homogeneizable por medios mecéanicos (agitacion, etc.).

Para muestras congeladas de un alimento originalmente liquido o licuable, fundir por completo en bafio de
agua de 40 a 45°C un tiempo maximo de 15 min y homogeneizar agitando vigorosamente.

Para la parte liquida de una muestra heterogénea la cual sea considerada suficientemente representativa
de la muestra total (Por ejemplo la fase acuosa de grasas animales y vegetales).

B.1.4.1.1.1 Agitar la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco de 30 cm
efectuados en un tiempo de 7 seg. Tomar 1 ml de la muestra y diluir con 9 ml del diluyente el cual debe
encontrarse a una temperatura similar a ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

B.1.4.1.1.2 Siempre que la cantidad de muestra lo permita, tomar alicuotas mayores, por ejemplo
volumenes de 10 u 11 ml, diluidos con 90 o 99 ml, de la misma forma que se describié anteriormente.

B.1.4.1.2 A partir de muestras sélidas o semisolidas.

Las muestras solidas y semisélidas congeladas, deben descongelarse en refrigeracion de 4 a 8°C durante
18 h y no mas de 24 h antes de proceder a su andlisis.

B.1.4.1.2.1 Pesar una cantidad de 10 u 11 g de la muestra por analizar en un recipiente o bolsa plastica
estériles de tamafio adecuado.

B.1.4.1.2.2 Adicionar un volumen de 90 a 99 ml del diluyente llevado a una temperatura similar a la de la
muestra.

B.1.4.1.2.3 Operar la licuadora o el homogeneizador peristdltico de 1 a 2 min hasta obtener una
suspension completa y homogénea segun se indique en la técnica correspondiente para cada alimento. Aun
en los equipos mas lentos, este tiempo no debe exceder de 2,5 min.

B.1.4.1.2.4 Permitir que las particulas grandes se sedimenten, y transferir la cantidad deseada tomando de
las capas superiores de la suspension.

Cuando la dilucién primaria es muy viscosa o pegajosa, adicionar méas diluyente, lo cual debe tomarse en
cuenta para las operaciones subsecuentes o expresion de resultados.

El homogeneizador peristaltico (Stomacher) puede no ser adecuado para algunos productos (por ejemplo,
aquellos con particulas agudas o constituyentes que no se dispersen facilmente). Debe ser utilizado so6lo
cuando exista evidencia (publicada o por ensayos comparativos) de que los resultados obtenidos no difieren
significativamente con aquellos obtenidos con licuadora.

B.1.4.2 Preparacion de las diluciones decimales adicionales.

B.1.4.2.1 Transferir 1 ml o un multiplo, por ejemplo, 10 u 11 ml de la dilucion primaria 1 + 9 (10°1), en otro
recipiente conteniendo nueve veces el volumen del diluyente estéril a la temperatura apropiada, evitando el
contacto entre la pipeta y el diluyente.

B.1.4.2.2 Mezclar cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la misma manera que se describe
en(B.1.4.1.1.1).
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B.1.4.2.3 La seleccion de las diluciones que se vayan a preparar y de aquellas que se van a inocular,
dependen del namero esperado de microorganismos en la muestra, con base a los resultados de andlisis
previos y de la informacion que se obtenga del personal de inspeccion que la haya colectado. En ausencia
total de informacién, trabajar con las diluciones de la primera a la sexta.

B.1.4.2.4 Utilizar pipetas diferentes para cada dilucion inoculando simultdneamente las cajas que se hayan
seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al 10% de la capacidad total de la pipeta.

B.1.4.2.5 Si la pipeta es terminal y se transfiere un volumen de liquido equivalente a su capacidad total,
escurrir aplicando la punta de la pipeta una sola vez en un area de la caja Petri sin liquido.

B.1.4.2.6 Mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta de ésta debe apoyarse en el interior del cuello
del frasco y mantenerla en posicion vertical, para lo cual este Ultimo debe inclinarse lo necesario.

En estudios donde se busca la presencia o ausencia de una determinada especie de microorganismos en
0,1 mlo 0,1 g, no es necesario preparar diluciones mayores.

El criterio para seleccionar las diluciones a preparar de acuerdo con el nimero de microorganismos
esperado es:

Para la técnica del nimero mas probable utilizar tres tubos: donde sea posible demostrar el
microorganismo en 10 ml de la dilucion mas alta.

Para la técnica de cuenta en placa, considerar aquellas en las que se puedan contar de 25 a 250 colonias
en un minimo de una de tres diluciones en el método de cuenta de bacterias aerobias en placa. En el caso de
otros grupos microbianos, considerar el niamero especificado de colonias en la Norma Oficial Mexicana
correspondiente.

B.1.4.3 Duracion del procedimiento.

En general, las diluciones de la muestra deben ser preparadas inmediatamente antes del analisis y éstas
deben ser usadas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 min posteriores a su preparacion.

B.2 DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES. TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE
B.2.1 Fundamento

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

B.2.2 Reactivos y materiales

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

B.2.2.1 Reactivos
B.2.2.1.1 Soluciones diluyentes

B.2.2.1.1.1 Solucién reguladora de fosfatos (solucién concentrada)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Fosfato monopotésico 3449
Agua 1000 mi

Preparacion: Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de hidréxido de
sodio 1 N. Llevar a un litro con agua. Esterilizar durante 15 min a 121 + 1°C. Conservar en refrigeracion
(solucién concentrada). Tomar 1,25 ml de la soluciéon concentrada y llevar a un litro con agua. Distribuir en
porciones de 99, 90 y 9 ml segin se requiera. Esterilizar durante 15 min a 121 + 1°C. Después de la
esterilizacion, el pH y los volimenes finales de la solucion de trabajo deben ser iguales a los iniciales.
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B.2.2.1.1.2. Agua peptonada

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 19
Cloruro de sodio 854¢g
Agua 1000 mi

Preparacion: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 1
N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen multiplo de nueve segun se requiera.
Esterilizar durante 15 min a 121 + 1°C. Después de la esterilizacion los volimenes finales de la solucién de
trabajo deben ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar
obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no
alteren su volumen o composicion.

B.2.2.1.2 Medios de cultivo.

Caldo lactosado (medio de enriquecimiento para agua potable y hielo).
Caldo lauril sulfato triptosa (medio de enriquecimiento selectivo).
Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmacion).

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

B.2.2.1.2.1 Caldo lactosado

Ingrediente Medio de concentracion Medio de concentracién sencilla
1,5
Extracto de carne 45¢9 39
Peptona de gelatina 7549 59
Lactosa 7509 59
Agua destilada 1000 ml 1000 mi

Disolver los ingredientes en 1 | de agua, calentando si es necesario o el medio completo deshidratado,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Ajustar el pH final de tal manera que después de la esterilizacion
éste sea de 6,9 + 0,2 a 25°C. Distribuir en volumenes de 10 ml en tubos con dimensiones de 16 x 160 mm el
medio de concentracién sencilla y de 20 ml en tubos de 20 x 200 mm el medio de concentraciéon 1,5, cada
tubo debe tener campana de fermentaciéon. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 + 1°C. Enfriar
rapidamente para evitar una exposicion excesiva al calor. El aspecto del caldo es claro y de color beige. Se
puede utilizar una concentracién doble del medio de cultivo, en cuyo caso se emplearan 10 ml del caldo
preparado, cuando se agreguen 10 ml de la muestra.

B.2.2.1.2.2 Caldo lauril sulfato triptosa.

Medio de concentracion
Ingrediente 15 Medio de concentracion sencilla
Triptosa 30g 209
Lactosa 759 59
Fosfato dipotasico 4,125¢ 27549
Fosfato monopotésico 4,125¢ 2,759
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Cloruro de sodio 7549 59
Lauril sulfato de sodio 0,15¢g 0,19
Agua destilada 1000 mi 1000 mi

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

B.2.2.1.2.3 Lactosa bilis verde brillante

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 10g
Lactosa 10g
Sales biliares 20g
Verde brillante 0,0133 g
Agua 1000 ml

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

B.2.2.2 Materiales

- Pipetas bacteriolégicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es necesario de 11 y 2 ml), con tap6n de
algodon. Las pipetas pueden ser graduadas en volimenes iguales a una décima de su volumen total.

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

- Utensilios esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas, etc.
- Tubos de cultivo 20 x 200 mm y de 16 x 160 mm con tapones metalicos o de rosca.

- Campanas de fermentacion (tubos de Durham).

- Pipetas bacteriol6gicas graduadas de 10y 1 ml

- Gradillas.

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

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

- Horno, durante 2 h a 170-175°C o 1 h a 180°C o autoclave, durante 15 min como minimo a 121 + 1°C.
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- El material de vidrio puede sustituirse por material desechable que cumpla con las especificaciones
deseadas. No debe usarse material de vidrio dafiado por las esterilizaciones repetidas y éste debe
ser quimicamente inerte.

B.2.3 Aparatos e instrumentos
- Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

- Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de = 1°C, provista con termometro
calibrado.

- Termémetro de maximas y minimas.

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

- Potenciometro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25°C.
B.2.4 Preparacion de la muestra

Las muestras deben prepararse y diluirse, siempre que sea posible, de acuerdo con el Método de
Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico.

B.2.5 Procedimiento
B.2.5.1 Para alimentos.

Preparar suficiente numero de diluciones para asegurar que todos los tubos correspondientes a la Ultima
dilucién rindan un resultado negativo.

B.2.5.1.1 Prueba presuntiva

B.2.5.1.1.1 Inoculacién. Tomar tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor concentracion. Usar una
pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra si es liquida o 10 ml de la dilucién primaria inicial,
en el caso de otros productos.

B.2.5.1.1.1.1 Tomar tres tubos de concentracion sencilla del medio selectivo de enriquecimiento. Usar una
pipeta estéril para transferir a cada uno de estos tubos 1 ml de la muestra si es liquida o 1 ml de la dilucién
primaria en el caso de otros productos.

B.2.5.1.1.1.2 Para las diluciones subsecuentes, continuar como se indica en el parrafo anterior, usando
una pipeta diferente para cada dilucion. Mezclar suavemente el indculo con el medio.

B.2.5.2.1.2 Incubacion. Incubar los tubos a 35 + 0,5°C por 24 + 2 h y observar si hay formacion de gas, en
caso contrario prolongar la incubacion hasta 48 + 2 h.

B.2.5.1.2 Prueba confirmativa

De cada tubo que muestre formacion de gas, tomar una asada y sembrar en un nimero igual de tubos con
medio de confirmacion. Incubar a 35 + 0,5°C por 24 + 2 h o si la formacion de gas no se observa en este
tiempo, prolongar la incubacion por 48 + 2 h.

En esta Norma Oficial Mexicana se considera una combinacion de tres tubos por cada dilucion de la serie.
Para algunos productos y siempre que se requiera una mayor precision en los resultados, sera necesario
inocular una serie de cinco o diez tubos.

B.2.6 Expresion de los resultados

Tomar la serie de tubos de la prueba confirmativa que dé formaciéon de gas después del periodo de
incubacién requerido y buscar el NMP en los cuadros correspondientes.

El Cuadro 3 muestra algunos ejemplos que se pueden presentar.
Ejemplos:

Ejemplo 1. Cuando s6lo una dilucion muestra tres tubos positivos, elegir ésta y las diluciones mayores
posteriores.
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Ejemplo 2. Cuando mas de una dilucién muestra tres tubos positivos y la Gltima da menos de tres, elegir
esta Ultima y las dos diluciones anteriores mas bajas.

Ejemplo 3. Cuando en ninguna dilucion hay tres tubos positivos y éstos se encuentran en mas de tres
diluciones, seleccionar las dos diluciones mayores positivas y la siguiente.

Ejemplos 4 y 5. Cuando los tubos positivos s6lo se encuentran en la muestra sin diluir (10 mlo 1 g) y enla
primera dilucion (1 ml o 1071), seleccionar las tres primeras diluciones para el calculo del nimero mas
probable.

En cada caso se obtiene un numero de tres cifras, lo cual es representado en los cuadros 4 al 7, segun
corresponda. En la columna que indica el nimero de tubos positivos se busca el indice del NMP.

La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones. Los resultados obtenidos con esta técnica
deben ser utilizados con precaucion. Los limites de confianza estan representados en los cuadros 4 al 7. Por
ejemplo, para una muestra sélida con un NMP de 70 coliformes por gramo, los limites de confianza en el 95%
de los casos variaran de 10 a 230 coliformes por gramo (ejemplo 3 del Cuadro 3) y en un producto con 24 de
NMP de coliformes por gramo, los limites de confianza son de 3,6 a 130 coliformes por gramo (ejemplo 2
Cuadro 3).

CUADRO 3
Ejemplos de la seleccion de resultados positivos para el calculo del NMP

E  Numero de tubos positivos obtenidos de tres NMP

J  Tubos incubados, para las siguientes cantidades de muestra inoculada por tubo

E  Producto

M  Liquido (ml) 10 1 101 102 103 Producto Otros

P Otros Productos (9) 1 101 102 103 104 Liquido Otros

L Mayor dilucién = menor concentracién

o

mi1 g1l

1 3 3 2 1 0 15 (5 150 (6)
2 3 3 3 0 24 (5) 240 6
3 2 2 1 1 o0 7 6 70 (7
4 3 3 0 0 0 24 (4 24 (5)
5 2 2 0 1 0 021 (@) 21 (5

CUADRO 4

Indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando
son usados varios numeros de tubos. (Diluciones 10,1y 0,1 g)

3 TUBOS POR DILUCION 5 TUBOS POR DILUCION
Combinacién | Indice del NMP 95% Limites de confianza Indice del NMP 95% Limites de confianza
de positivos porg bajo alto porg bajo alto
0-0-0 < 0,03 <0,005 <0,09 <0,02 <0,005 <0,07
0-0-1 0,03 <0,005 <0,09 0,02 <0,005 0,07
0-1-0 0,03 <0,005 0,13 0,02 <0,005 0,07
0-2-0 0,04 <0,005 0,11
1-0-0 0,04 <0,005 0,20 0,02 <0,005 0,07
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1-0-1 0,07 0,01 0,21 0,04 <0,005 0,11
1-1-0 0,07 0,01 0,23 0,04 <0,005 0,11
1-1-1 0,11 0,03 0,36 0,06 <0,005 0,15
1-2-0 0,11 0,03 0,36 0,06 <0,005 0,15
2-0-0 0,09 0,01 0,36 0,05 <0,005 0,13
2-0-1 0,14 0,03 0,37 0,07 0,01 0,17
2-1-0 0,15 0,03 0,44 0,07 0,01 0,17
2-1-1 0,20 0,07 0,89 0,09 0,02 0,21
2-2-0 0,21 0,04 0,47 0,09 0,02 0,21
2-2-1 0,28 0,10 1,50 -

2-3-0 0,12 0,03 0,28
3-0-0 0,23 0,04 1,20 0,08 0,01 0,19
3-0-1 0,39 0,07 1,3 0,11 0,02 0,25
3-0-2 0,64 0,15 3,80

3-1-0 0,43 0,07 2,1 0,11 0,02 0,25
3-1-1 0,75 0,14 2,3 0,14 0,04 0,34
3-1-2 1,20 0,30 3,8

3-2-0 0,93 0,15 3,80 0,14 0,04 0,34
3-2-1 1,50 0,30 4,40 0,17 0,05 0,46
3-2-2 2,10 0,35 4,70 -- -- -

3-3-0 2,40 0,36 13,0 - - -

3-3-1 4,60 0,71 24 -- - -

3-3-2 11,0 1,50 48 -- -- -

3-3-3 >11.0 >1,50 >48 -- -- --

4-0-0 - 0,13 0,03 0,31
4-0-1 - 0,17 0,05 0,46
4-1-0 - 0,17 0,05 0,46
4-1-1 - - 0,21 0,07 0,63
4-1-2 - - 0,26 0,09 0,78
4-2-0 - - 0,22 0,07 0,67
4-2-1 - 0,26 0,09 0,78
4-3-0 - 0,27 0,09 0,80
4-3-1 - 0,33 0,11 0,93
4-4-0 - 0,34 0,12 0,93
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5-0-0 - 0,23 0,07 0,70
5-0-1 - 0,31 0,11 0,89
5-0-2 - 0,43 0,15 1,14
5-1-0 - 0,33 0,11 0,93
5-1-1 - 0,46 0,16 1,2
5-1-2 -- 0,63 0,21 1,5
5-2-0 - 0,49 0,17 1,3
5-2-1 -- 0,70 0,23 1,70
5-2-2 - 0,94 0,28 2,2
5-3-0 -- 0,79 0,25 1,9
5-3-1 -- 1,10 0,31 2,5
5-3-2 - 1,4 0,37 34
5-3-3 - 1,80 0,44 5,0
5-4-0 - 1,30 0,35 3,0
5-4-1 -- 1,70 0,43 4,9
5-4-2 - 2,20 0,57 7,0
5-4-3 - 2,80 0,90 8,5
5-4-4 - 3,50 1,20 10
5-5-0 2,40 0,68 75
5-5-1 3,50 1,60 10
5-5-2 5,40 1,80 14,0
5-5-3 9,20 3,0 32
5-5-4 16,09 6,40 58,0

CUADRO 5

Indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando

son usados varios numeros de tubos. (Diluciones 1, 0,1y 0,01 g)

3 TUBOS POR DILUCION

5 TUBOS POR DILUCION

Combinacion Indice del 95% Limites de confianza Indice del NMP 95% Limites de confianza

de positivos NMP por g bajo alto porg bajo alto
0-0-0 <0,3 <0,05 <0,9 <0,2 <0,05 <0,7
0-0-1 0,3 <0,05 <0,9 0,2 <0,05 0,7
0-1-0 0,3 <0,05 1,3 0,2 <0,05 0,7
0-2-0 0,4 <0,05 0,11
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1-0-0 0,4 <0,05 2 0,2 <0,05 0,7
1-0-1 0,7 0,1 2 0,4 <0,05 11
1-1-0 0,7 0,1 2,3 0,4 <0,05 11
1-1-1 1,1 0,3 3,6 0,6 <0,05 1,5
1-2-0 1,1 0,3 3,6 0,6 <0,05 1,5
2-0-0 0,9 0,1 3,6 0,5 <0,05 1,3
2-0-1 1,4 0,3 3,7 0,7 0,1 1,7
2-1-0 15 0,3 4,4 0,7 0,1 1,7
2-1-1 2 0,7 8,9 0,9 0,2 2,1
2-2-0 2,1 0,4 4,7 0,9 0,2 2,1
2-2-1 2,8 1,0 15,0 -—- -—- -—-
2-3-0 1,2 0,3 2,8
3-0-0 2,3 0,4 12 0,8 0,1 1,9
3-0-1 3,9 0,7 13,0 11 0,2 2,5
3-0-2 6,4 15 38,0 -- -- --
3-1-0 4,3 0,7 21,0 1,1 0,2 2,5
3-1-1 7.5 1,4 23,0 1,4 0,4 3,4
3-1-2 12 3,0 38,0 - -- --
3-2-0 9,3 15 38,0 1,4 0,4 34
3-2-1 15,0 3,0 44,0 1,7 0,5 4,6
3-2-2 21,0 3,5 47,0 - - -
3-3-0 24,0 3,6 130,0 - - -
3-3-1 46,0 7,1 240,0 - - -
3-3-2 110 15,0 480,0 -- -- --
3-3-3 >110 >15,0 >480,0 - - -
4-0-0 - 1,3 0,3 3.1
4-0-1 - 1,7 0,5 4,6
4-1-0 - 1,7 0,5 4,6
4-1-1 - 2,1 0,7 6,3
4-1-2 - 2,6 0,9 7.8
4-2-0 - 2,2 0,7 6,7
4-2-1 - 2,6 0,9 7.8
4-3-0 - 2,7 0,9 8,0
4-3-1 - 3,3 11 9,3
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4-4-0 - 3.4 1.2 3,0
5-0-0 - 2,3 0,7 7,0
5-0-1 - 3,1 11 8,9
5-0-2 - 4,3 15 11,4
5-1-0 - 3,3 11 9,3
5-1-1 - 4,6 16 12
5-1-2 - 6,3 2,1 15,0
5-2-0 - 4,9 17 13,0
5-2-1 - 7,0 2,3 17,0
5-2-2 - 9,4 2,8 22
5-3-0 - 7,9 25 19,0
5-3-1 - 11,0 3,1 25,0
5-3-2 - 14,0 3,7 34,0
5-3-3 - 18,0 4,4 50,0
5-4-0 - 13,0 35 30,0
5-4-1 - 17,0 4,3 49,0
5-4-2 - 22 5,7 70,0
5-4-3 - 28,0 9,0 85,0
5-4-4 - 35,0 12 100,0
5-5-0 - 24,0 6,8 75,0
5-5-1 - 35,0 12 100,0
5-5-2 - 54,0 18,0 140,0
5-5-3 - 92 30,0 320,0
5-5-4 - 161,0 64,0 580,0
5-5-5 - >161,0 >64,0 >580,0

CUADRO 6

Indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando
son usados varios numeros de tubos. (Diluciones 0,1, 0,001 y 0,0001 g)

3 TUBOS POR DILUCION 5 TUBOS POR DILUCION
Combinacién Indice del 95% Limites de confianza Indice del NMP 95% Limites de confianza
de positivos NMP por g bajo Alto porg bajo alto
0-0-0 <3 <0,5 <9 <2 <0,5 <7
0-0-1 3 <0,5 <9 2 <0,5 7
0-1-0 3 <0,5 13 2 <0,5 7
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0-2-0 4 <0,5 11
1-0-0 4 <0,5 20 2 <0,5 7
1-0-1 7 1 21 4 <0,5 11
1-1-0 7 1 23 4 <0,5 11
1-1-1 11 3 36 6 <0,5 15
1-2-0 11 3 36 6 <0,5 15
2-0-0 9 1 36 5 <0,5 13
2-0-1 14 3 37 7 1,0 17
2-1-0 15 3 44 7 1,0 17
2-1-1 20 7 89 9 2 21
2-2-0 21 4 47 9 2 21
2-2-1 28 10 150
2-3-0 12 3 28
3-0-0 23 4 120 8 1 19
3-0-1 39 7 13,0 11 2 25
3-0-2 64 15 380 -- -- --
3-1-0 43 7 210 11 2 25
3-1-1 75 14 230 14 4 34
3-1-2 120 30 380 -- - -
3-2-0 93 15 380 14 4 34
3-2-1 150 30 440 17 5 46
3-2-2 210 35 470 -- -- --
3-3-0 240 36 130,0 -- -- --
3-3-1 460 71 240,0 -- - -
3-3-2 1100 150 480,0 -- - -
3-3-3 >1100 >150 >480,0 - - -
4-0-0 - 13 3 31
4-0-1 -- 17 5 46
4-1-0 - 17 5 46
4-1-1 - 21 7 63
4-1-2 - 26 9 78
4-2-0 - 22 7 67
4-2-1 - 26 9 78
4-3-0 - 27 9 80
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4-3-1 - 33 11 93
4-4-0 - 34 12 93
5-0-0 - 23 7 7
5-0-1 - 31 11 89
5-0-2 - 43 15 114
5-1-0 - 33 11 93
5-1-1 - 46 16 120
5-1-2 - 63 21 150
5-2-0 - 49 17 130
5-2-1 - 70 23 170
5-2-2 - 94 28 220
5-3-0 - 79 25 190
5-3-1 - 110 31 250
5-3-2 - 140 37 340
5-3-3 - 180 44 500
5-4-0 - 130 35 300
5-4-1 - 170 43 490
5-4-2 - 220 57 700
5-4-3 - 280 90 850
5-4-4 - 350 120 1000
5-5-0 - 240 68 750
5-5-1 - 350 120 1000
5-5-2 - 540 180 1400
5-5-3 - 920 300 3200
5-5-4 - 1600 640 5800
5-5-5 - >1600 >640 >5800
CUADRO 7

Indice del NMP y limites de confianza 95% para varias combinaciones de resultados positivos cuando
son usados varios numeros de tubos. (Diluciones 0,01, 0,001 y 0,0001 g)

3 TUBOS POR DILUCION 5 TUBOS POR DILUCION
Combinacién | Indice del NMP 95% Limites de confianza Indice del NMP 95% Limites de confianza
de positivos porg bajo Alto porg bajo alto
0-0-0 <30 <5 <90 <20 <5 <70
0-0-1 30 <5 <90 20 <5 70
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0-1-0 30 <5 130 20 <5 70
0-2-0 40 <5 110
1-0-0 40 <5 200 20 <5 70
1-0-1 70 10 210 40 <5 110
1-1-0 70 10 230 40 <5 110
1-1-1 110 30 360 60 <5 150
1-2-0 110 30 360 60 <5 150
2-0-0 90 10 360 50 <5 130
2-0-1 140 30 370 70 10 170
2-1-0 150 30 440 70 10 170
2-1-1 200 70 890 90 20 210
2-2-0 210 40 470 90 20 210
2-2-1 280 100 1500
2-3-0 120 30 280
3-0-0 230 40 1200 80 10 190
3-0-1 390 70 1300 110 20 250
3-0-2 640 150 3800 -- -- --
3-1-0 430 70 2100 110 20 250
3-1-1 750 140 2300 140 40 340
3-1-2 1200 300 3800 - - -
3-2-0 930 150 3800 140 40 340
3-2-1 1500 300 4400 170 50 460
3-2-2 2100 350 4700 -- -- --
3-3-0 2400 360 13000 - - -
3-3-1 4600 710 24000 - - -
3-3-2 11000 1500 48000 -- -- --
3-3-3 >11000 >1500 >48000 - - -
4-0-0 - 130 30 310
4-0-1 -- 170 50 460
4-1-0 -- 170 50 460
4-1-1 . 210 70 630
4-1-2 - 260 90 780
4-2-0 - 220 70 670
4-2-1 . 260 90 780
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4-3-0 - 270 90 800
4-3-1 - 330 110 930
4-4-0 - 340 120 930
5-0-0 - 230 70 700
5-0-1 - 310 110 890
5-0-2 - 430 150 1140
5-1-0 - 330 110 930
5-1-1 - 460 160 1200
5-1-2 - 630 210 1500
5-2-0 - 490 170 1300
5-2-1 -- 700 230 1700
5-2-2 - 940 280 2200
5-3-0 -- 790 250 1900
5-3-1 -- 1100 310 2500
5-3-2 - 1400 370 3400
5-3-3 -- 1800 440 5000
5-4-0 -- 1300 350 3000
5-4-1 - 1700 430 4900
5-4-2 -- 2200 570 7000
5-4-3 - 2800 900 8500
5-4-4 - 3500 1200 10000
5-5-0 - 2400 680 7500
5-5-1 - 3500 1200 10000
5-5-2 - 5400 1800 14000
5-5-3 - 9200 3000 32000
5-5-4 - 16000 6400 58000
5-5-5 - >16000 >6400 >58000

B.2.7 Informe de la prueba

Para el informe de resultados multiplicar el valor obtenido en tablas por el factor de concentracion de
muestra correspondiente y reportar como "nimero mas probable (NMP) de coliformes por gramo o mililitro de
muestra”.

En caso de muestras de agua informar NMP/100 ml.
B.3 DETERMINACION DE MICROORGANISMOS COLIFORMES TOTALES EN PLACA

B.3.1 Fundamento
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El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes presentes en una muestra,
utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta hilis) 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.

B.3.2 Reactivos y materiales
B.3.2.1 Reactivos

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

B.3.2.1.1 Soluciones diluyentes

B.3.2.1.1.1 Solucion reguladora de fosfatos (solucion concentrada)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Fosfato monopotésico 349
Agua 1000 ml

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

B.3.2.1.1.2 Agua peptonada

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 1lg
NaCl 854¢g
Agua 1000 ml

Preparacién: Disolver los componentes en un litro de agua. Ajustar el pH a 7 + 0,2 con hidroxido de sodio
1 N. Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen multiplo de nueve segin se requiera.
Esterilizar durante 15 min a 121 + 1°C. Después de la esterilizacion, los voliumenes finales de la solucién de
trabajo deben ser iguales a los iniciales. Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar
obscuro a una temperatura entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no
alteren su volumen o composicion.

B.3.2.1.2 Medio de Cultivo

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

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 79
Extracto de levadura 39

Lactosa 10g
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Sales biliares 159
Cloruro de sodio 59
Rojo neutro 0,03 ¢
Cristal violeta 0,002 g
Agar 15¢g
Agua 1000 mi

Preparacién: Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos. Mezclar
perfectamente y ajustar el pH a 7,4 + 0,2 con acido clorhidrico 0,1 N o con hidréxido de sodio 0,1 N a 25°C, de
forma que después del calentamiento se mantenga en este valor. Calentar con agitacion constante y hervir
durante 2 min. Enfriar inmediatamente el medio en un bafio de agua hasta que llegue a 45°C. Evitar el
sobrecalentamiento del medio. No debe esterilizarse en autoclave. Usar el medio dentro de las tres primeras
horas después de su preparacion. En el caso de utilizar medio de cultivo deshidratado, seguir las
instrucciones del fabricante.

B.3.2.2 Materiales

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

Frascos de vidrio de 250 ml con tapén de rosca.
Tubos de 16 X 150 mm con tap6n de rosca.

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

Cajas Petri.

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

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

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

B.3.3 Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.
Autoclave con termémetro y mandmetro, calibrada con termémetro de maximas y minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulacién mecanica, provista con termémetro calibrado
o verificado y que mantenga la temperatura entre 45 a 48°C o equivalente.

Vasos para licuadora con tapa esterilizables o bolsas estériles para homogeneizador peristaltico.

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

Contador de colonias de campo oscuro, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador o
equivalente.

Registrador mecanico o electrénico.
Microscopio éptico.

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

B.3.4 Preparacion de la muestra

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo con lo establecido en el método B.1 PREPARACION Y
DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.

B.3.5 Procedimiento
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B.3.5.1 Colocar en cajas Petri por duplicado 1 ml de la muestra liquida directa o de la dilucién primaria,
utilizando para tal propésito una pipeta estéril.

B.3.5.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar, utilizando
una pipeta estéril diferente para cada dilucion.

B.3.5.3 Verter de 15 a 20 ml del medio RVBA fundido y mantenido entre 45 a 48°C en bafio de agua. En el
caso de utilizar cajas de Petri de plastico se vierte de 10 a 15 ml del medio. El tiempo transcurrido entre la
preparacién de la dilucion primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no debe exceder de 20
min.

B.3.5.4 Mezclar cuidadosamente el inéculo con el medio con seis movimientos de derecha a izquierda,
seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrario al de las
manecillas del reloj y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa y nivelada. Permitir que la mezcla
solidifique dejando las cajas Petri reposar sobre una superficie horizontal fria.

B.3.5.5 Preparar una caja control con 15 ml de medio para verificar la esterilidad.

B.3.5.6 Después de que esta el medio completamente solidificado en la caja, verter aproximadamente 4 ml
del medio RVBA mantenido entre 45 a 48°C en la superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique.

B.3.5.7 Invertir las placas y colocarlas en la incubadora a 35 + 1°C, durante 18 a 24 h y en productos
lacteos a 32 + 1°C.

B.3.5.8 Después del periodo especificado para la incubacion, contar las colonias con el contador de
colonias.

B.3.5.9 Seleccionar las placas que contengan entre 15 y 150 colonias. Las colonias tipicas son de color
rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas de un halo de precipitacién debido a las sales biliares, el
cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes biconvexos con un diametro de
0,5a2 mm.

B.3.6 Expresion de los resultados
B.3.6.1 Calculo del método
B.3.6.1.1 Placas que contienen entre 15y 150 colonias caracteristicas.

Separar las placas que contienen el nimero antes mencionado de colonias caracteristicas en dos
diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes. Calcular el nimero de coliformes por mililitro o por
gramo de producto, multiplicando el ndmero de colonias por el inverso de la dilucion correspondiente,
tomando los criterios del método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.

B.3.6.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias caracteristicas.

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

B.3.6.1.3 Placas con colonias no caracteristicas.

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

B.3.7 Informe de la prueba
Informar: UFC/g o ml en placa de agar rojo violeta bilis, incubados a 35°C durante 24 + 2 h.

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

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

B.4 DETERMINACION DE Salmonella EN ALIMENTOS
B.4.1 Fundamento

La presente técnica para la deteccion de Salmonella en alimentos, describe un esquema general que
consiste de 5 pasos basicos:

B.4.1.1 Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo,
que permite restaurar las células de Salmonella dafiadas a una condicion fisiologica estable.
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B.4.1.2 Enriquecimiento selectivo, empleado con el propésito de incrementar las poblaciones de
Salmonella e inhibir otros organismos presentes en la muestra.

B.4.1.3 Seleccion en medios solidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el
crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias
sospechosas.

B.4.1.4 Identificacién bioquimica, este paso permite la identificacion genérica de los cultivos de Salmonella
y la eliminacion de cultivos presuntivos.

B.4.1.5 Serotipificacion, es una técnica seroldgica que permite la identificacion especifica de un cultivo.
B.4.2 Reactivos y materiales

En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, se deben seguir las instrucciones
impresas en la etiqueta respectiva para su preparacion.

Las sustancias quimicas usadas para preparar los medios de cultivo y los reactivos deben ser grado
analitico.

B.4.2.1 Reactivos
B.4.2.1.1 Medios de pre-enriquecimiento

B.4.2.1.1.1 Agua peptonada

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 109
Cloruro sédico 59
Fosfato sédico dibasico 359
Fosfato potasico monobésico 15¢g
Agua 1000 ml

Preparacién: Disolver los componentes en el agua, calentando si es necesario. Ajustar el pH, si es
necesario, después de la esterilizaciéon a 7 + 0,2. Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables con la
capacidad necesaria para obtener las porciones necesarias para la prueba. Esterilizar por 15 min a 121 + 1°C.

B.4.2.1.1.2 Caldo lactosado

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 39
Peptona 59
Lactosa 59
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,9 £ 0,2

Preparacién: Disolver los ingredientes en agua, calentando a 65°C. Distribuir en porciones de 225 ml, en
frascos de 500 ml. Esterilizar durante 15 min a 121 + 1°C

B.4.2.1.2 Caldo de enriquecimiento
B.4.2.1.2.1 Caldo selenito-cistina
FORMULA

Ingredientes Cantidad
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Triptona o polipeptona 59
Lactosa 49
Fosfato disddico 10g
Selenito 4cido de sodio 49
L-cistina 0,01g
Agua destilada 1000 ml

pH final: 7,0 £ 0,2 a 25°C

Preparacién: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y distribuir en volumenes de 10
y 225 ml en recipientes estériles, segln se requiera. El caldo asi preparado es transparente. De preferencia
usarlo el mismo dia de su preparacion. Si se desea conservar el medio por varios dias, puede exponerse al
calor en autoclave por 5 min a 110 + 1°C, tomando entonces un color salmon.

B.4.2.1.2.2 Caldo tetrationato

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Proteosa peptona o tristona 59
Sales biliares 1g
Carbonato de calcio 10g
Tiosulfato de sodio pentahidratado 3049
Agua destilada 1000 mi

pH final: 7,0 £ 0,1

Preparaciéon: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril. Distribuir, agitando
constantemente, en porciones de 10 y 225 ml, en recipientes estériles. Guardar en refrigeracién. Antes de
usar el medio, agregar 2 ml de una solucion yodo-yoduro y 1 ml de solucién de verde brillante al 0,1% por
cada 100 ml de caldo. El medio una vez adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo dia
de su preparacion.

B.4.2.1.2.3 Vassiliadis-Rappaport

Solucion A
FORMULA
Ingredientes Cantidad
Tristona 59
Cloruro de sodio 8¢
Fosfato de potasio dihidrogenado 169
Agua destilada 1000 mi

Preparacion: Disolver los componentes en el agua por calentamiento cercano a 70°C.
Solucién B
FORMULA
Ingredientes Cantidad

Cloruro de magnesio hexahidratado 400 g
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Agua destilada 1000 ml

Preparacién: Disolver el cloruro de magnesio en el agua. Como esta sal es muy higroscépica es
conveniente disolver el contenido entero de cloruro de magnesio desde un recipiente recientemente abierto de
tal modo que la concentracion de la solucion sea de 0,4 g/ml. Conservar en frasco ambar a temperatura
ambiente

Solucion C
FORMULA
Ingredientes Cantidad
Oxalato de verde de malaquita 0,449
Agua destilada 100 mi

Preparacion: Disolver el oxalato de verde de malaquita en el agua. Conservar en frasco ambar a
temperatura ambiente.

Medio completo

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Solucion A 1 000 ml
Soluciéon B 100 ml
Solucion C 10 ml

Preparacién: Adicionar 1 000 ml de la solucion A, 100 ml de la solucién B y 10 ml de la solucién C. Ajustar
el pH si es necesario, de tal manera que después de la esterilizacion sea de 5,2 + 0,2. Distribuir antes de usar
dentro de tubos en cantidades de 10 ml. Almacenar en refrigeracion.

B.4.2.1.2.4 Caldo de Soya Tripticasa

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Tripticasa o triptosa 17 g
Fitona 39
Glucosa 25¢
Cloruro de sodio 25¢9
Agua destilada 1000 ml

pH final: 7,3 £ 0,2

Preparaciéon: Disolver los ingredientes en 1 | de agua destilada, calentando lentamente hasta su
disolucion completa. Distribuir porciones de 225 ml dentro de matraces de 500 ml y esterilizar en autoclave
durante 15 min a 121 + 1°C.

B.4.2.1.2.5 Leche descremada reconstituida

Suspender 100 g de leche descremada en polvo en un litro de agua destilada. Agitar circularmente hasta
disolucion. Distribuir en volimenes de 225 ml en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Esterilizar a 121 + 1°C por
15 min. El volumen final debe corregirse para mantener 225 ml.

B.4.2.1.2.6 Caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio.

Adicionar al caldo soya tripticasa 5 g de sulfito de potasio por cada 1000 ml de medio, quedando una
concentracion final de sulfito de potasio del 0,5%. Adicionar el sulfito de potasio antes de esterilizar en
autoclave en la forma habitual.
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B.4.2.1.3 Medios de aislamiento

B.4.2.1.3.1 Agar verde brillante (VB)

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Extracto de levadura 39
Polipeptona (Proteosa peptona No. 3) 109
Cloruro de sodio 59
Lactosa 1049
Sacarosa 1049
Rojo de fenol 0,08 g
Agar 209
Verde brillante 0,0125¢g
Agua destilada 1000 mi

pH final: 6,9 + 0,2

Preparacion: Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar a ebullicion, hasta
disolucion completa. Ajustar el pH. Esterilizar en autoclave por 15 min a 121 + 1°C. El sobrecalentamiento del
medio disminuye su selectividad. Enfriar el medio a 50°C vy distribuirlo en cajas de petri estériles. El aspecto
del medio es obscuro, de color marrén.

B.4.2.1.3.2 Agar con sulfito de bismuto

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Extracto de carne de res 5g
Mezcla de peptonas 10g
Glucosa 59
Fosfato disddico (anhidro) 59
Sulfato ferroso (anhidro) 0,300 g
Sulfito de bismuto 8¢9
Verde brillante 0,025 ¢
Agar 209
Agua destilada 1000 ml

pH final: 7,6 + 0,2

Preparaciéon: Suspender los ingredientes en un litro de agua. Calentar hasta su disolucion completa,
agitando frecuentemente. Ajustar el pH. Enfriar a 45°C y verter en cajas de petri estériles, distribuyendo de
manera homogénea el precipitado propio del medio. El aspecto de las placas es opaco, de color verde palido
y deben usarse el mismo dia de su preparacion. Si la coloracién es parda, no deben utilizarse. EI medio no
debe esterilizarse en autoclave; el sobrecalentamiento afecta su selectividad.

B.4.2.1.3.3 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
FORMULA

Ingredientes Cantidad
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Xilosa 3,759
L-lisina 59
Lactosa 759
Sacarosa 759
Cloruro de sodio 5¢g
Extracto de levadura 3g
Rojo de fenol 0,08 g
Agar 15¢
Desoxicolato de sodio 259
Citrato férrico-amonico 0,84g
Tiosulfato de sodio 6,89
Agua destilada 1000 mi

pH final: 6,9 + 0,2

Preparacién: Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada, y calentar en bafio de agua a
55°C, agitando frecuentemente, hasta disolucion completa. Ajustar el pH. Enfriar a 50°C y verter en cajas de
petri estériles. No se esterilice. El sobrecalentamiento produce una precipitacion; la reactividad del medio
puede ser satisfactoria, pero las colonias suelen ser muy pequefias. El aspecto del medio es claro y de color
rojo brillante.

B.4.2.1.3.4 Agar para Salmonella y Shigella (SS)

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 5g
Polipeptona * 59
Lactosa 10g
Sales biliares 8549
Citrato de sodio dihidratado 8,549
Tiosulfato de sodio pentahidratado 8,549
Citrato férrico lg
Agar 13,59
Rojo neutro 0,025 g
Verde brillante 0,33 mg
Agua destilada 1000 ml

pH final: 7,0 £ 0,2
* La polipeptona se puede sustituir por 2,5 g de peptona de caseinay 2,5 g de peptona de carne.

Preparacién: Suspender los ingredientes en 1 | de agua destilada estéril y calentar a ebullicion hasta
disolucion completa. Ajustar el pH. No esterilizar en autoclave. Enfriar a 50°C y distribuir en cajas de petri
estériles en condiciones asépticas. El aspecto del medio fundido es claro y de color rosado.

B.4.2.1.3.5 Agar entérico Hektoen
FORMULA
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Ingredientes Cantidad
Proteosa peptona 12 g
Extracto de levadura 39
Lactosa 129
Sacarosa 12 g
Salicina 29
Sales biliares 9¢g
Cloruro de sodio 5¢g
Tiosulfato de sodio 5¢g
Citrato aménico férrico 159
Azul de bromotimol 0,064 g
Fuscina acida 0,19
Agar 1359
Agua 1000 mi

pH final: 7,5 £ 0,2

Preparacién: Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir con agitacion hasta completa
disolucion del agar. No sobrecalentar. Dejar enfriar a 55-60°C y distribuir en cajas de petri estériles en
condiciones asépticas.

B.4.2.1.4 Medios para pruebas bioquimicas

B.4.2.1.4.1 Agar de tres azlcares y hierro (TSI)

FORMULA
Ingredientes Cantidad

Peptona de carne * lg
Peptona de caseina * lg
Cloruro de sodio 0,59
Lactosa 1lg
Sacarosa 1lg
Glucosa 01lg
Agar 139
Rojo de fenol 2,5mg
Sulfato ferroso amoénico-Pentahidratado 20 mg
Tiosulfato de sodio 20 mg
Agua destilada 100 ml

pH final: 7,3 £ 0,2
* Estas peptonas se pueden sustituir por 2 g de polipeptona.

Preparaciéon: Suspender los ingredientes en 100 ml de agua destilada. Calentar a ebullicién, agitando
ocasionalmente, hasta disolucion completa. Enfriar a 60°C y ajustar el pH. Distribuir en volimenes de 3 ml en
tubos de 13 x 100 mm vy esterilizar a 121 + 1°C durante 15 min. Inclinar los tubos de manera que el medio de
cultivo en el fondo alcance una altura de 3 cm y una profundidad de 4 cm. El medio es de color rojo.

B.4.2.1.4.2 Agar de hierro y lisina (LIA)
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FORMULA
Ingredientes Cantidad

Peptona de gelatina 0,59
Extracto de levadura 0,39
Glucosa 0,19
L-lisina 1lg
Citrato férrico-amonico 50 mg
Tiosulfato de sodio anhidro 4 mg
Parpura de bromocresol 2mg
Agar 159
Agua destilada 100 mi

pH final: 6,7 £ 0,2

Preparacion: Suspender los ingredientes en el agua destilada y mezclar bien, calentar hasta ebullicion
con agitacion frecuente hasta conseguir la disolucién completa. Ajustar el pH. Distribuir en volimenes de 3 ml
en tubos de 13 x 100 mm, con tapén de rosca. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C durante 12 min. Dejar que
los tubos se enfrien en posicion inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 4 cm y una

superficie inclinada de 2 cm.
El medio ya preparado es de color parpura.

B.4.2.1.4.3 Agar nutritivo

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 39
Peptona 59
Agar 159
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,8 + 0,2

Preparacion: Suspender los ingredientes en agua. Dejar reposar de 5 a 10 min. Calentar a ebullicion
hasta disolucion completa. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm, en cantidades de 1/3 de su volumen.
Esterilizar a 121 + 1°C por 15 min. Inclinar los tubos antes que el agar solidifique.

B.4.2.1.4.4 Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 39
Peptona 304
Hierro peatonizado 0,2g
Tiosulfato de sodio 0,025¢g
Agua destilada 1000 mi

pH final: 7,3+ 0,2

Preparacion: Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullicion agitando
frecuentemente hasta lograr una disolucién completa. Enfriar a 50°C y ajustar el pH. Distribuir el medio en
volimenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 + 1°C durante 15 min. Se dejan

enfriar los tubos en posicion vertical.

B.4.2.1.4.5 Agar citrato de Simmons
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FORMULA
Ingredientes
Fosfato de amonio
Fosfato dipotasico
Cloruro de sodio
Citrato de sodio
Sulfato de magnesio
Azul de bromotimol
Agar
Agua destilada
pH final: 6,8 £ 0,2

Preparacion: Suspender los

posicion inclinada.

B.4.2.1.4.6 Caldo MR-VP (Rojo d

Cantidad
lg
lg
59
29

0,20 g
0,08 g
15¢
1000 ml

ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullicion agitando
frecuentemente hasta lograr una disolucion completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volimenes de 3 ml
en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 + 1°C durante 15 min. Dejar enfriar los tubos en

e metilo-Voges Proskauer)

FORMULA

Ingredientes
Peptona
Dextrosa
Difosfato de potasio
Agua destilada
pH final: 6,9 + 0,2

Preparaciéon: Suspender los

Cantidad
79
59
59

1000 ml

ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullicibn agitando
frecuentemente hasta lograr una disolucion completa. Ajustar el pH. Distribuir el medio en volimenes de 3 ml

en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121 + 1°C durante 15 min.

B.4.2.1.4.7 Caldo manitol

FORMULA

Ingredientes
Extracto de carne
Proteosa peptona
Cloruro de sodio
Rojo de fenol
Manitol
Agua
pH final: 7,4 £ 0,2

Preparacién: Suspender 26 g del medio deshidratado en un litro de agua, mezclar y ajustar el pH.

Cantidad
lg
10g
59
0,018 g
109
1000 ml

Distribuir en volimenes de 2 a 3 ml en tubos de 13 x 100 mm. Esterilizar a 121 + 1°C durante 15 min.

B.4.2.1.4.8 Caldo malonato
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FORMULA

Ingredientes Cantidad
Extracto de levadura 1lg
Sulfato de amonio 29
Fosfato dipotasico 0,649
Fosfato monopotéasico 0,449
Cloruro de sodio 29
Malonato 3g
Glucosa 0,25¢g
Azul de bromotimol 0,025¢
Agua 1000 mi

pH final: 6,7 £ 0,2

Preparacion: Suspender los ingredientes en agua, mezclar y ajustar el pH. Distribuir en tubos de 13 x 100
mm en cantidades de 3 ml. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C durante 15 min.

B.4.2.1.4.9 Caldo Urea

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Urea 209
Extracto de levadura 01lg
Fosfato monopotésico 919
Fosfato disddico 9,59
Rojo de fenol 0,01g
Agua 1000 ml

pH final: 6,8 + 0,2

Preparacién: Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtracion a
través de membrana 0,45 pm o en autoclave de 5 a 8 Ib de presién durante 15 min. Distribuir asépticamente
de 1,5 a 3 ml en tubos estériles de 13 x 100 mm.

B.4.2.1.4.10 Caldo de urea rapido

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Urea 209
Extracto de levadura 0,19
Fosfato monopotasico 0,091¢
Fosfato disédico 0,095¢g
Rojo de fenol 0,01g
Agua 1000 ml

pH final: 6,8 £ 0,2

Preparacion: Disolver los ingredientes en agua destilada. NO CALENTAR. Esterilizar por filtracion a
través de membrana 0,45 um. Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 ml en tubos estériles de 13 x 100 mm.

B.4.2.1.4.11 Caldo infusién cerebro corazén
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FORMULA

Ingredientes Cantidad
Infusién cerebro corazén 200 g
Infusion de corazén de res 250 ¢
Proteosa peptona 10g
Cloruro de sodio 5¢g
Fosfato disddico dodecahidratado 259
Dextrosa 29
Agua destilada 1000 mi

pH final: 7,4 £ 0,2

Preparacion: Disolver los ingredientes en agua destilada, calentar suavemente. Distribuir y esterilizar a
121 + 1°C durante 15 min.

B.4.2.1.5 Soluciones
B.4.2.1.5.1 Solucién verde brillante al 0,1% (1:1000)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Verde brillante 0,1lg
Agua destilada estéril 100 ml

Preparacion: Disolver 0,1 g de verde brillante en el agua destilada estéril hasta completar 100 ml.

B.4.2.1.5.2 Solucién de yodo-yoduro

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Cristales de yodo 69
Yoduro de potasio 69
Agua destilada 100 mi

Preparacioén: Disolver los cristales y el yoduro de potasio en el agua destilada hasta completar 100 ml.
Conservar en frasco &mbar.

B.4.2.1.5.3 Solucién salina al 0,85%

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Cloruro de sodio 0,859
Agua destilada 100 ml

Preparacion: Disolver el cloruro de sodio en el agua y esterilizar a 121 + 1°C durante 15 min.

B.4.2.1.5.4 Solucién salina formalizada

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Solucion de formaldehido (36-38%) 6 ml
Cloruro de sodio 8549
Agua destilada 1000 ml

Preparacioén: Disolver 8,5 g de cloruro de sodio en 1 | de agua destilada. Esterilizar a 121 + 1°C durante
15 min. Enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 6 ml de la solucién de formaldehido. No esterilizar después
de la adicion de formaldehido.

B.4.2.1.5.5 Reactivo de Kovac
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FORMULA
Ingredientes Cantidad
p-dimetil-aminobenzaldehido 5¢g
Alcohol amilico 75 ml
Acido clorhidrico concentrado 25 ml

Preparacién: Disolver el p-dimetil-aminobenzaldehido en el alcohol amilico y después agregar el acido
clorhidrico lentamente. Conservar en frasco &mbar en refrigeracion.

B.4.2.1.5.6 Solucién de alfa-naftol al 5%

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Alfa-naftol 59
Alcohol 100 ml

Preparacioén: Disolver 5 g de alfa-naftol en alcohol hasta completar 100 ml.

B.4.2.1.5.7 Solucion de rojo de metilo

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Rojo de metilo 0,19
Alcohol etilico 300 ml
Agua destilada c.b.p 500 ml

Preparacion: Disolver el rojo de metilo en el alcohol etilico y adicionar el agua hasta completar 500 ml.

B.4.2.1.5.8 Solucion de hidroxido de potasio al 40%

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Hidréxido de potasio 409
Agua destilada 100 mi

Preparacion: Disolver 40 g de hidréxido de potasio en el agua hasta completar 100 ml.

B.4.2.1.5.9 Solucién de gelatinasa al 5%

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Gelatinasa 59
Agua 100 ml

Preparacion: Disolver 5 g de gelatinasa en 100 ml de agua destilada. NO CALENTAR.
B.4.2.1.6 Antisueros

- Antisuero polivalente somatico (O)

- Antisuero polivalente flagelar (H)

- Antisuero Vi

B.4.2.2 Material
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- Matraces Erlenmeyer de 500 ml

- Recipientes de boca ancha, de capacidad apropiada para contener las muestras simples y
compuestas

- Angulos de vidrio

- Cucharas, bisturis, cuchillos y pinzas

- Tubos de ensaye de 16 x 150 mm y de 20 x 100 mm

- Tubos para serologia de 10 x 75 mm o de 13 x 100 mm

- Pipetas bacterioldgicas de 10 y 5 ml, graduadas en 0,1 ml y protegidas con tapon de algodén.

- Pipetas de 1 ml, con graduaciones de 0,01 ml

- Cajas de Petri estériles de vidrio o desechables

- Rejillas para tubos de ensaye

- Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diametro

- Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones maximas de 0,4 unidades de pH para cambios de color

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

horno, durante 2 h, a 170-175°C o autoclave, durante 15 min como minimo, a 121 + 1°C.

B.4.3 Equipo

- Horno para esterilizar que alcance los 180°C

- Incubadora con termostato para evitar variaciones mayores de + 0,1°C y termdmetro.

- Autoclave con termémetro o mandémetro, probado con termémetro de maximas.

- Bafio maria con termostato y termémetro.

- Balanza granataria con sensibilidad de 0,1 g

- Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato, con vasos esterilizables (vidrio o
aluminio).

- Mecheros Bunsen o Fisher

- Potenciometro

B.4.4 Procedimiento

B.4.4.1 Preparacion de los alimentos para el aislamiento de Salmonella

Los siguientes métodos se basan en el analisis de 25 g de la muestra analitica en una proporcion de 1:9
de muestra/ caldo. Esta cantidad puede variarse siempre que se mantenga la misma proporcion. Se
recomienda una muestra de 25 g 0 més.

B.4.4.1.1 Procedimiento general para la preparacion de muestras

Pesar asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en bolsa estéril para trabajar en
homogeneizador peristaltico (stomacher). Adicionar 225 ml del medio de preenriquecimiento estéril
(generalmente caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licuar si es necesario durante un min.
Transferir asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha con tapdn de rosca
y dejar reposar por 60 min a temperatura ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar el
pH aproximado con papel pH. Ajustar, si es necesario, a un pH 6,8 + 0,2 con hidréxido de sodio 1 N o &cido
clorhidrico 1 N estériles. Mezclar y cubrir el recipiente enroscando suavemente la tapa.

Incubar 18 £ 2 h a 37 + 1°C. Continuar como se indica en B.4.4.2.1.
B.4.4.1.2 Procedimiento especifico para la preparacion

B.4.4.1.2.1 Productos que contienen huevo en su formulacién (pastas para sopa, rollos chinos, etc.);
ensaladas preparadas (jamoén, huevos, pollo, atin, pavo); frutas frescas, congeladas o secas; crustaceos
(camarones, cangrejos, jaibas, langostinos, langostas) y pescado.
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Preferentemente no descongelar la muestra antes de su analisis, si esto es necesario, utilizar caldo
lactosado como medio de preenriquecimiento, licuar dos min. Continuar después de la incubacién como en
B.4.4.2.1.

B.4.4.1.2.2 Carnes, sustitutos de carnes, derivados carnicos, sustancias de origen animal, productos
glandulares y harinas (pescado, carne y hueso).

B.4.4.1.2.2.1 Productos procesados térmicamente y productos secos. Se sigue el procedimiento sefialado
en B.4.4.1.1 hasta la homogenizacién. Si la muestra es en polvo o0 molida, el licuado puede omitirse. Después
de reposar, mezclar bien y ajustar el pH como se indica en el procedimiento general. Para emulsionar las
grasas, agregar los detergentes en las mismas proporciones y con las mismas recomendaciones que para el
coco. La cantidad de los mismos dependera en gran medida de la composicion del alimento. Los detergentes
no seran necesarios en los productos glandulares en polvo. Incubar las muestras como se indica en B.4.4.1.1.

B.4.4.1.2.2.2 Productos crudos o altamente contaminados. Pesar porciones de 25 g de producto en dos
vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse y el producto puede
pesarse directamente en matraces Erlenmeyer estériles de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo selenito cistina
0 225 ml de caldo tetrationato (sin verde brillante) a cada muestra analitica. Licuar por dos min y pasar
asépticamente a matraces Erlenmeyer de 500 ml. Dejar reposar y ajustar el pH como se indica en B.4.4.1.1.

Adicionar 2,25 ml de solucién de verde brillante 0,1% y 4,5 ml de solucién yodo-yoduro a la muestra que
se enriquecera con caldo tetrationato. Homogenizar e incubar. Continuar como se indica en B.4.4.2.1.

B.4.4.2 Aislamiento de Salmonella

B.4.4.2.1 Cerrar firmemente el tapon de rosca de los matraces con los cultivos de preenriquecimiento y
agitar suavemente, transferir respectivamente 1 ml de la mezcla a un tubo que contenga 10 ml de caldo
tetrationato y a otro con 10 ml de caldo selenito cistina. Como alternativa, en sustitucién del caldo tetrationato
puede emplearse el medio Vassiliadis-Rappaport.

B.4.4.2.2 Incubar de 18 a 24 h a 35°C o, para alimentos fuertemente contaminados a 42°C por el mismo
periodo. Estriar los productos que fueron directamente enriquecidos en medios selectivos.

B.4.4.2.3 Mezclar el tubo con caldo selenito cistina y estriar en agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar
verde brillante (VB) y una tercera caja con cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico
Hektoen, agar Sulfito de Bismuto o Agar SS).

Efectuar el mismo procedimiento para el caldo tetrationato.
Incubar las placas 24 + 2 h a 35°C.

B.4.4.2.4 Examinar las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de Salmonella, de acuerdo
con las siguientes caracteristicas:

Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o sin centro negro. En algunos casos
las colonias pueden aparecer completamente negras.

Agar VB: colonias rojas 0 rosas que pueden ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las
bacterias fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas.

Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azulverdes con o sin centro negro. En algunos casos las
colonias pueden aparecer completamente negras.

Agar Sulfito de Bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser cafés, grises o negras; con o sin
brillo metalico. Generalmente el medio circundante (halo) es café, tornandose posteriormente negro. Algunas
cepas producen colonias verdes sin la formacién del halo oscuro. Si las placas no muestran colonias tipicas o
no se observa crecimiento, incubar 24 h adicionales.

Agar SS: colonias transllcidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias dan centro negro. Las colonias
fermentadoras de la lactosa son rojas.

B.4.4.3 Identificacion bioquimica

B.4.4.3.1 Seleccionar al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que se encuentren bien
aisladas.

Tocar levemente el centro de cada colonia e inocular dos tubos, uno con agar triple azucar hierro (TSI) y
otro con agar hierro lisina (LIA), por estria en la superficie inclinada y por puncion en el fondo.
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Incubar por 24 £ 2 h a 35°C.

Almacenar en refrigeracion de 5 a 8°C las placas con medios selectivos por si es necesario retomar mas
colonias.

B.4.4.3.2 Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas para Salmonella las
colonias que den las siguientes reacciones:

B.4.4.3.2.1 Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la fermentacién de la
glucosa; en la superficie del medio se observa un color rojo mas intenso que el medio original debido a la no
fermentacién de la lactosa ni de la sacarosa. En la mayoria de los casos se observa coloracion negra a lo
largo de la puncién debido a la produccion de acido sulfihidrico.

B.4.4.3.2.2 Agar LIA, se observa intensificacion del color parpura en todo el tubo por la descarboxilacion
de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que produzcan claramente color amarillo en el fondo del
agar. La mayoria de las cepas de Salmonella producen &cido sulfihidrico en este medio con ennegrecimiento
a lo largo de la puncién.

B.4.4.3.2.3 Retener todos los cultivos que muestren las reacciones caracteristicas de Salmonella en los
medios TSIy LIA para las pruebas adicionales, indicadas en B.4.4.3.3.

B.4.4.3.3 Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella pero que presentan reacciones en LIA
tipicos, deben trabajarse como cultivos presuntivos positivos, ya que en estos casos, el medio LIA permitira
detectar S. arizonae y cepas atipicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa. Descartar solamente los
cultivos que muestren reacciones atipicas en ambos medios.

B.4.4.3.4 Continuar el andlisis a partir de los tubos de TSI con reacciones tipicas. Si el cultivo presenta
reacciones atipicas en este medio, tomar colonias adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo
atipico anterior y sembrar las pruebas bioquimicas nuevamente.

B.4.4.3.5 Continuar la identificaciéon bioquimica y seroldgica a partir de los cultivos recuperados de TSI. Se
recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g de unidad analitica seleccionando colonias procedentes de
ambos medios de enriquecimiento.

B.4.4.3.6 Prueba de ureasa

B.4.4.3.6.1 Prueba de ureasa (convencional). Con una asa estéril, tomar crecimiento del cultivo
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea. Utilizar un control de
medio para comparar el vire parpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 24 + 2
h a 35°C.

B.4.4.3.6.2 Prueba de ureasa (rapida). Tomar dos asadas de crecimiento del cultivo presumiblemente
positivo de cada tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea (rapida). Incubar 2 h a 37 + 0,5°C en bafio
de agua.

Descartar todos los cultivos que den ureasa positiva. Retener los cultivos que den la prueba negativa (sin
cambio de color del medio).

B.4.4.4 Identificacion serolégica
B.4.4.4.1 Ensayo de los antigenos somaticos de Salmonella (Antisuero polivalente O).

B.4.4.4.1.1 Colocar con una asa dos gotas separadas de solucion salina estéril sobre un portaobjetos o en
dos secciones de una placa para aglutinacion. Suspender en cada una de las gotas, una porcion del cultivo
desarrollado en TSI.

B.4.4.4.1.2 Agregar a una de ellas una gota del antisuero polivalente somatico (O) y mezclar con el canto
del asa o empleando aplicadores de madera.

B.4.4.4.1.3 Agitar inclinando la lamina hacia atrds y hacia adelante durante aproximadamente un min.
Observar bajo buena iluminacién sobre un fondo oscuro.

B.4.4.4.1.4 Considerar cualquier grado de aglutinacién como positiva.

La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinacién en la gota con el cultivo y el antisuero y no
aglutinacién en la gota que contiene el cultivo y la solucion salina.

Si se observa aglutinacién en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se debe continuar con las pruebas
bioquimicas complementarias.
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B.4.4.4.2 Cuando la aglutinacion es positiva con el suero polivalente O, puede determinarse el subgrupo
empleando antisueros para los diferentes subgrupos (los grupos B, C, Dy E, suelen ser los mas frecuentes).

B.4.4.4.2.1 Si la aglutinacién con el antisuero O es negativa, utilizar antisuero Vi y efectuar la prueba. Si
hay aglutinacion con Vi calentar el cultivo a ebullicion y repetir la aglutinacion con el antisuero polivalente O.

B.4.4.4.2.2 Si no se cuenta con los sueros grupoespecificos, solicitar la tipificacion de la cepa al
Laboratorio de Enterobacterias del Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia de la Secretaria de Salud o
esta Comision Federal para la Proteccién contra Riesgos Sanitarios.

B.4.4.43 Si se requiere, practicar el ensayo de los antigenos flagelares de Salmonella (Antisuero
polivalente H).

B.4.4.4.3.1 Inocular el crecimiento del tubo de TSI en agar infusion de cerebro corazén e incubar de 4 a 6
h a 35 °C hasta que se observe crecimiento (para ensayo en el mismo dia), o bien, en caldo soya tripticaseina
e incubar por 24 + 2 h a 35°C (para ensayo al dia siguiente). Adicionar 2,5 ml de solucién salina formalizada a
5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazén (BHI).

B.4.4.4.3.2 Colocar 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo para serologia (13 x
100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 ml del cultivo formalizado. Preparar un control de solucién salina
mezclando 0,5 ml de solucion salina formalizada con 0,5 ml del antigeno formalizado. Incubar las mezclas en
bafio de agua a 48-50°C. Observar a intervalos de 15 min por espacio de 1 h. Una prueba positiva es cuando
se observa aglutinacion en la mezcla de prueba pero no en el control. Debe interpretarse como negativa una
prueba en la que ninguna de las mezclas muestre aglutinacion. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se
considera la prueba inespecifica.

B.4.4.5 Pruebas bioquimicas complementarias

Cuando las pruebas serolégicas o bioguimicas iniciales, dan resultados atipicos o no concluyentes,
realizar las pruebas que se describen a continuacion:

B.4.4.5.1 Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM, agar citrato de Simmons,
caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo malonato para confirmar la presencia de la especie S. arizonae.

B.4.4.5.2 Interpretar los cambios en los medios inoculados conforme con lo siguiente:
B.4.4.5.2.1 Agar citrato Simmons

Inocular por estria el tubo.

Incubar 96 + 2 h a 35 £+ 2°C.

- Prueba positiva: crecimiento acompafiado de un cambio de color de verde a azul.
- Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.

B.4.4.5.2.2 Medio SIM

Inocular por puncion.

Incubar 24 h a 35 + 2°C.

Movilidad:

- Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la puncién y en el seno del medio de cultivo.
- Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la puncién exclusivamente.
Produccion de &cido sulfihidrico:

- Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la puncién que puede extenderse a todo el
medio.

- Prueba negativa: ausencia de color negro.

Produccion de indol:

Adicionar al tubo con medio SIM que presente crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de reactivo de Kovac.
- Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.

- Prueba negativa: sin cambio de color.
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B.4.4.5.2.3 Caldo RM-VP

Inocular un tubo con el medio.

Incubar 48 £ 2 h a 35 + 2°C para la prueba de VP y 96 h para la prueba RM.
B.4.4.5.2.3.1 Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Transferir a un tubo un ml del cultivo de 48 h.

Adicionar 0,6 ml de solucion de alfa naftol.

Adicionar 0,2 ml de solucién de hidréxido de potasio 40%.

Adicionar algunos cristales de creatinina (opcional).

Interpretar los resultados después de incubar 2 h a 35 £ 2°C 0 4 h a temperatura ambiente:
- Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.

- Prueba negativa: sin cambio de color.

Reincubar el resto del medio RM-VP 48 h més a 35 + 2°C.

B.4.4.5.2.3.2 Prueba de rojo de metilo (RM)

Adicionar al medio de cultivo de 96 h de incubacién de dos a tres gotas de solucién de rojo de metilo.
Interpretar los resultados inmediatamente:

- Prueba positiva: desarrollo de color rojo.

- Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.

B.4.4.5.2.4 Caldo malonato

Inocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 40 + 2 h a 35 + 2°C.

- Prueba positiva: desarrollo de color azul.

- Prueba negativa: sin cambio de color.

B.4.4.5.2.5 Caldo manitol

Inocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 24 + 2 ha 35 £ 2°C.

- Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.

- Prueba negativa: sin cambio de color.

B.4.4.5.3 Consultar los resultados obtenidos en el cuadro 2 para la identificacion de los géneros de las
bacterias investigadas.

Nota: Los sistemas bioquimicos comerciales validados pueden ser usados como alternativa para las
pruebas bioquimicas convencionales.

B.4.5 Célculo y expresion de resultados

B.4.5.1 Interpretacion de reacciones bioquimicas y seroldgicas.

CUADRO 1
REACCIONES REACCIONES SEROLOGICAS INTERPRETACION
BIOQUIMICAS
Tipica Antigeno O, Vi o H positivo
Cepas consideradas como Salmonella
Tipica Todas las reacciones negativas
Tipica No probada
Puede ser Salmonella
Reacciones atipicas Antigeno O, Vi o H positivo
Reacciones atipicas Todas las reacciones negativas No debe ser considerada Salmonella
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B.4.5.2 Reacciones bioquimicas y serolégicas de Salmonella

CUADRO 2
PRUEBA O SUSTRATO POSITIVO NEGATIVO REACCION
Glucosa (TSI) amarillo rojo +
Lisina descarboxilasa(LIA) parpura amarillo +
H2S (TSl y LIA) negro no negro +
Ureasa rojo-purpura no hay cambio de color -
Caldo de lisina descarboxilasa parpura amarillo +
Caldo dulcitol rojo de fenol 3 amarillo o gas no hay 3 cambio de color, ni gas +b
Caldo KCN crecimiento no hay crecimiento -
Caldo malonato azul no hay cambio de color -
Prueba de indol superficie color violeta superficie color amarillo -
Prueba del antigeno flagelar aglutinacion no hay aglutinacién +
Prueba del antigeno soméatico aglutinacion no hay aglutinacion +
Caldo lactosa rojo fenol amarillo o gas no hay cambio de color, ni gas -
Caldo sacarosa rojo fenol amarillo o gas no hay cambio de color, ni gas -
Prueba Voges-Proskauer de rosa a rojo no hay cambio de color -
Prueba rojo de metilo rojo difuso amarillo difuso +
Citrato de Simmons crecimiento color azul no hay crecimiento no hay cambio v
de color

a+, 90 % o més positivos en 1 6 2 dias; -, 90 % o0 mas negativas en 1 6 2 dias; v, variable.

b La mayoria de los cultivos S. arizonae son negativos.

¢ La mayoria de los cultivos S. arizonae son positivos.

B.4.5.3 Informe de Resultados

Informar: presencia o ausencia de Salmonella en go ml de muestra.

B.5 METODO PARA LA CUENTA DE BACTERIAS AEROBIAS EN PLACA

B.5.1 Fundamento

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

B.5.2 Reactivos y materiales

B.5.2.1 Reactivos

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

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

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

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de levadura 259
Triptona 59
Dextrosa 19
Agar 15¢
Agua 11

Preparacion: Suspender los componentes del medio deshidratado en un litro de agua. Hervir hasta total

disolucion.
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Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables de capacidad no mayor de 500 ml, cantidades de
aproximadamente la mitad del volumen del mismo. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C, durante 15 min. El pH
final del medio debe ser 7 + 0,2 a 25°C.

Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente, enfriar a 45 + 1°C en bafio de agua y mantenerlo a esta
temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse méas de una vez.

En caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante.

El medio de cultivo anterior es el de uso mas generalizado. Para algunos alimentos en particular se
requerira de un medio de cultivo especial que se debe indicar al describir la técnica para ese alimento.

B.5.2.2 Materiales

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

Se requieren los materiales mencionados en B.1.2.2.

B.5.3 Aparatos e instrumentos

Se requiere, ademas de los mencionados en B.1.3, los siguientes:

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

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

Registrador mecanico o electrénico.

Microscopio éptico.

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

B.5.4 Preparacion de la muestra

Para la preparacion de la muestra, seguir el método sefialado en B.1 PREPARACION Y DILUCION DE
MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO.

B.5.5 Procedimiento

B.5.5.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion; la adiciéon de
medio de cultivo y homogenizacion, se puedan realizar comoda y libremente. Marcar las cajas en sus tapas
con los datos pertinentes previamente a su inoculacion y correr por duplicado.

B.5.5.2 Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas segun el método sefialado en B.1
PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE ALIMENTOS PARA SU ANALISIS MICROBIOLOGICO, en
las cajas Petri 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, sobre una
superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa incorporacion del inéculo en el medio; cuidar que el
medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.

B.5.5.3 Incluir una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparado como testigo de
esterilidad.

B.5.5.4 El tiempo transcurrido desde el momento en que la muestra se incorpora al diluyente hasta que
finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20 min.

B.5.5.5 Incubar las cajas en posicién invertida (la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura que se
requieran, segun el tipo de alimento y microorganismo de que se trate, véase el Cuadro 1.

CUADRO 1
Grupo Bacteriano Temperatura Tiempo de Incubacion
Termofilicos aerobios 55+ 2°C 48+2h
Mesofilicos aerobios* 35+2°C 48+2h
Psicrotroficos 20+ 2°C 3-5dias
Psicrofilicos 5+2°C 7 - 10 dias

* En el andlisis de agua potable y agua purificada se debe incubar a 35 + 2°C durante 24 h.
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B.5.5.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 a 250 UFC, para disminuir el
error en la cuenta.

B.5.5.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las placas seleccionadas (excepto las de mohos y
levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resolver los casos en los que
no se pueden distinguir las colonias de las pequefias particulas de alimento.

B.5.6 Expresion de resultados
B.5.6.1 Calculo del método

B.5.6.1.1 Después de la incubacioén, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a 250
colonias, usando el contador de colonias y el registrador. Las placas de al menos una de tres diluciones deben
estar en el intervalo de 25 a 250. Cuando sélo una dilucién esta en el intervalo apropiado, véase el Cuadro 2,
ejemplo 1. Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha dilucién y reportar.

B.5.6.1.2 Cuando dos diluciones estan en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada por
cada dilucién antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para obtener la cuenta en placa por gramo o
mililitro, véase el Cuadro 2, ejemplo 2.

B.5.6.1.3 Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos donde las placas
presenten situaciones no contempladas en los ejemplos anteriores, se presentan las siguientes guias:

B.5.6.1.3.1 Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor dilucién
muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el nimero de colonias presentes en dicha dilucién,
promediar el nUmero de colonias y multiplicar por el factor de dilucion para obtener el valor estimado de
cuenta en placa.

Aclarar en su informe esta situacion agregando la leyenda "valor estimado", véase el Cuadro 2, ejemplo 3.

B.5.6.1.3.2 Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el nimero de colonias por placa exceda de 250,
contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean representativas de la distribucion de colonias.
Contar por ejemplo, una cuarta parte o una mitad del area de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 6 2,
respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que el fondo de una caja Petri
de 100 mm de diametro contiene 65 cuadros de la cuadricula del contador. Aclarar en el informe esta
situacion agregando la leyenda "valor estimado”, véase el Cuadro 2, ejemplo 4.

B.5.6.1.3.3 Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las siguientes formas:

B.5.6.1.3.3.1 Cadenas de colonias no separadas claramente entre si, que parecen ser causadas por la
desintegracién de un cumulo de bacterias.

B.5.6.1.3.3.2 Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.
B.5.6.1.3.3.3 Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la superficie del agar.

B.5.6.1.3.3.4 Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompafadas de inhibicion del
crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de la caja o represion del crecimiento que por si mismo excede
el 25% de la superficie de la caja.

B.5.6.1.3.5 Cuando es necesario contar en cajas que contienen colonias extendidas que no estan
incluidas en B.5.6.1.3.3.4, contar cualquiera de los tipos B.5.6.1.3.3.1, B.5.6.1.3.3.2 o B.5.6.1.3.3.3, como
provenientes de una sola fuente. En el caso de las colonias del tipo B.5.6.1.3.3.1, si la caja contiene una sola
cadena, contar como una sola colonia, si la caja contiene varias cadenas que parecen originarse de fuentes
separadas, contar cada cadena como colonia individual. No contar cada colonia de la cadena individualmente.
Las colonias del tipo B.5.6.1.3.3.2 y B.5.6.1.3.3.3 generalmente se observan como crecimiento diferenciable
de otras colonias y se cuentan como tales. Los crecimientos tipo B.5.6.1.3.3.4, reportarlos como crecimiento
extendido. En caso de que una dilucién se encuentre dentro del rango y otra diluciéon presente colonias de
crecimiento extendido, reportar la dilucion en la que se pueden contar las colonias, véase el Cuadro 2,
ejemplo 5.

B.5.6.1.4 Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias, reportar
la cuenta en placa como menor que una vez el valor de la dilucion mas baja usada, véase el Cuadro 2,
ejemplo 6.

B.5.6.1.5 Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado y otra con mas
de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias y su duplicado méas de 250 colonias, contar
ambas placas incluyendo la que esta fuera del intervalo para determinar la cuenta en placa, véase el Cuadro
2, ejemplo 7.
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B.5.6.1.6 Placas corridas por duplicado, una placa de cada diluciéon dentro del intervalo de 25 a 250
colonias.-

Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el nimero de colonias especificadas en el
intervalo, contar el nimero de colonias de las cuatro placas para calcular la cuenta en placa, véase el Cuadro
2, ejemplo 8.

B.5.6.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucién dentro del intervalo de 25 a 250 y
s6lo una de la otra dilucién dentro del mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con menos de 25 o
mas de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase el Cuadro 2, ejemplo 9.

B.5.6.1.8 Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa de la
dilucion para obtener el nimero de UFC por mililitro o gramo de la muestra. Redondear la cifra obtenida en la
cuenta de manera que s6lo aparezcan dos digitos significativos al inicio de esta cifra. Para redondear, elevar
el segundo digito al nimero inmediato superior cuando el tercer digito de la derecha sea cinco o mayor (por
ejemplo: 128 redondear a 130). Si el tercer digito es cuatro 0 menos, reemplazar el tercer digito con cero y el
segundo digito mantenerlo igual (Por ejemplo: 2417 a 2400):

B.5.7 Informe de la prueba

Reportar como: Unidades formadoras de colonias,___ UFC/g o ml, de bacterias aerobias en placa en agar

triptona extracto de levadura o agar para cuenta estandar, incubadas__~ _horasa__ °C.
CUADRO 2
Célculo de los valores de la cuenta en placa
(Ensayos por duplicado)
Eiemplo Colonias contadas
njﬂm;o 1: 100 1: 1000 1: 10000 VFcig om!
1 > 250a 178 16 180000
> 250 190 17
2 > 250 220 25 250000
238 28
3 18 2 0 1600b
14 0 0
4 > 250 > 250 512 5000000b
> 250 > 250 495 290000
> 250 240 34
> 250 235 crecimiento
extendido
6 0 0 0 <100c
7 > 250 240 24 250000
> 250 268 19
8 > 250 216 23 280000
> 250 262 42
9 > 250 215 20 230000
> 250 235 26
> 250 275 32 270000
> 250 225 26

a Cuenta por arriba de 250 colonias.

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

¢ Debe informarse de acuerdo con la menor dilucién ensayada y contada, en este
caso 1:100.
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B.6 DETERMINACION DE LA ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DEL
NUMERO MAS PROBABLE. DETERMINACION DE BACTERIAS COLIFORMES, COLIFORMES FECALES
Y Escherichia coli POR LA TECNICA DE DILUCIONES EN TUBO MULTIPLE

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

B.6.1 Fundamento

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

Para obtener el Nimero Méas Probable (NMP) en los resultados se aplica la teoria de la probabilidad, lo
cual tiene como condicién lo siguiente:

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

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

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

B.6.2 Equipo, materiales y reactivos.

No aplica.

B.6.3 Procedimientos

B.6.3.1 Uso de tablas de NMP con 95% de limite de confianza

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

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

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

Con frecuencia es necesario el NMP desde el inicio con volimenes diferentes de los enlistados en las
tablas 1-5. Si el volumen de muestra es mayor que 0,01 g multiplicar el NMP enlistado en la tabla por 10. El
resultado de una determinacion de 5 tubos que dé 3 tubos positivos en 0,01 g; 2 tubos positivos en 0,001 gy 1
tubo positivo en 0,0001 g (3-2-1) leer en la tabla No. 2 como 17 y multiplicar por 10 para asi obtener 170 como
el NMP actual por gramo de muestra. De igual forma si la cantidad mas grande utilizada para la tabla de
referencia es 1 g en lugar de 0,1 g, dividir el NMP derivado de la tabla entre 10. Por ejemplo el resultado de la
determinacion del NMP en 3 tubos para Salmonella spp que dé 3 tubos positivos en 1 g; 1 tubo positivo en 0,1
g Yy ningun positivo en 0,01 g (3-1-0) leer en la tabla No. 1 como 43 y dividir entre 10, lo que da 4,3 como el
NMP presuntivo por gramo de muestra.
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Un método altemativo para obtener el nimero mas probable es usando la siguiente farmula:
NMPF ! g =(NMP/g de la tabla — 100) = factor de dilucicn del tubo de en medio

Para calcular el NMPM00 g multiplicar por 100.
B.6.3.2 Calculo aproximado del NMP y 95% de limite de confianza

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

P

NMP/g=——
g (NxT }l- ]

En donde:

P = numero de tubos positivos

N = cantidad fotal de muesira (g) en todos los tubos negativos

T = cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.

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

MUESTRA (G) No. DE TUBOS No. DE TUBOS POSITIVOS
[ 5 5
4 g 4
2 5 2
1 5 0
05 5 1
025 5 0

El nimero de tubos positivos es:
P=(5+4+2+1)=12

N =(8x0)+(4x1)+(2x3)+(1x5)+(0,5x4) +(0,25x5) =18,25

T=3x%(8+4+2+1+05+023)=T78,75

2

NMF/g= - 1 ==032/go32/100g

(18,25x78,75)"

Los limites de confianza del 95% estimados, pueden obtenerse del antilogaritmo de base 10 con la
siguiente ecuacion:

12

Limite de confianza del 95% estimado =14:|g.i"._"-'|rﬂ:‘.-"gil.{13x( loga [
Lom

En donde:
a = radio de dilucidn

n = n es el nimero de tubos por dilucion. Esta expresion asume que el radio de dilucion es diferente de
1:10 (por ejemplo 1:2). Para diluciones de 1:10, la cantidad por restar o sumar debera ser de 1,14(n)*z para la
mejor estimacion. Si el nimero de tubos por dilucidn (n;) es desigual (por ejemplo: un accidente de laboratorio)
para la dilucion k reemplazar n por la expresion ny (media armonica) por el ndmero de tubos por dilucion (ny).



dan

Lunes 10 de septiembre de 2012 DIARIO OFICIAL (Cuarta Seccién) 67

La media armdnica se define como:

k
HH = I
n,
En donde:
k = numero de dilucicnes. Por ejemplo: Suponiendo que el resultado de 3 diluciones en n; fuera 5-4-4.
Por lo tanto:
3
, =———— =473
AU S
5 4 4

Para el ejemplo anterior el NMP con n = 5 v un limite de confianza aproximado de 95% sera 1 siguiente:

i AN
Limite de confianza del 93% estimado =1log 0.32/g+1 08 x| 10%_ | =-0495+0.265
\ 3

A

Entonces el limite inferior es el anfilogaritmo (-0,76) = 0,17/g o 17100 g y el limite superior es el
tilogaritmo {-0,23) = 0,59/g o 59100 g. Cuando se compara con las tablas el NMP podria ser 0,31/ con

limites de confianza de 0,16/q v 0.57/q.

Tabla No. 1

Seleccién del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacidn utilizando 3
tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra

No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de
(ml)2 confianza (ml)2 confianza

0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior Superior 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <3,0 - 9,5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3,0 0,15 9,6 2 2 1 28 8,7 94
0 1 0 3,0 0,15 11 2 2 2 35 8,7 94
0 1 1 6,1 1,2 18 2 3 0 29 8,7 94
0 2 0 6,2 1,2 18 2 3 1 36 8,7 94
0 3 0 9,4 3,6 38 3 0 0 23 4,6 94
1 0 0 3,6 0,17 18 3 0 1 38 8,7 110
1 0 1 7,2 1,3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3,6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7,4 1,3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3,6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3,6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9,2 1,4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3,6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 4,5 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3,7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4,5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8,7 94 3 3 3 >1100 420 -

a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),
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Tabla No. 2

Seleccién del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacion utilizando 5
tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra?

No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de
(ml)a confianza (ml)a confianza

0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior Superior 0,1 ( 0,01 | 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <18 - 6,8 4 0 2 21 6,8 40
0 0 1 1,8 0,09 6,8 4 0 3 25 9,8 70
0 1 0 1,8 0,09 6,9 4 1 0 17 6 40
0 1 1 3,6 0,7 10 4 1 1 21 6,8 42
0 2 0 3,7 0,7 10 4 1 2 26 9,8 70
0 2 1 55 1,8 15 4 1 3 31 10 70
0 3 0 5,6 1,8 15 4 2 0 22 6,8 50
1 0 0 2 0,1 10 4 2 1 26 9,8 70
1 0 1 4 0,7 10 4 2 2 32 10 70
1 0 2 6 1.8 15 4 2 3 38 14 100
1 1 0 4 0,7 12 4 3 0 27 9,9 70
1 1 1 6,1 1.8 15 4 3 1 33 10 70
1 1 2 8,1 3,4 22 4 3 2 39 14 100
1 2 0 6,1 1,8 15 4 4 0 34 14 100
1 2 1 8,2 3,4 22 4 4 1 40 14 100
1 3 0 8,3 3,4 22 4 4 2 47 15 120
1 3 1 10 3,5 22 4 5 0 41 14 100
1 4 0 11 3,5 22 4 5 1 48 15 120
2 0 0 4,5 0,79 15 5 0 0 23 6,8 70
2 0 1 6,8 1.8 15 5 0 1 31 10 70
2 0 2 9,1 3,4 22 5 0 2 43 14 100
2 1 0 6,8 1,8 17 5 0 3 58 22 150
2 1 1 9,2 3,4 22 5 1 0 33 10 100
2 1 2 12 4,1 26 5 1 1 46 14 120
2 2 0 9,3 3,4 22 5 1 2 63 22 150
2 2 1 12 4,1 26 5 1 3 84 34 220
2 2 2 14 5,9 36 5 2 0 49 15 150
2 3 0 12 4,1 26 5 2 1 70 22 170
2 3 1 14 5,9 36 5 2 2 94 34 230
2 4 0 15 5,9 36 5 2 3 120 36 250
3 0 0 7,8 2,1 22 5 2 4 150 58 400
3 0 1 11 3,5 23 5 3 0 79 22 220
3 0 2 13 5,6 35 5 3 1 110 34 250
3 1 0 11 3,5 26 5 3 2 140 52 400
3 1 1 14 5,6 36 5 3 3 180 70 400
3 1 2 17 6 36 5 3 4 210 70 400
3 2 0 14 5,7 36 5 4 0 130 36 400
3 2 1 17 6,8 40 5 4 1 170 58 400
3 2 2 20 6,8 40 5 4 2 220 70 440
3 3 0 17 6,8 40 5 4 3 280 100 710
3 3 1 21 6,8 40 5 4 4 350 100 710
3 3 2 24 9,8 70 5 4 5 430 150 1,100
3 4 0 21 6,8 40 5 5 0 240 70 710
3 4 1 24 9,8 70 5 5 1 350 100 1100
3 5 0 25 9,8 70 5 5 2 540 150 1700
4 0 0 13 4,1 35 5 5 3 920 220 2600
4 0 1 17 5,9 36 5 5 4 1600 400 4600

5 5 5 >1600 700 -

a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),
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Tabla No. 3

Seleccion del NMP con un limite de confianza de 95% para la prueba de fermentacion utilizando 10
tubos: con porciones de 0,1, 0,01 y 0,001 g (ml) de muestra?

No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de No. de tubos positivos | NMP/g 95% de limite de
(ml)a confianza (ml)a confianza
0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior Superior 0,1 | 0,01 | 0,001 Inferior Superior
0 0 0 <,90 - 3,1 8 2 0 17 7,7 34
0 0 1 0,9 0,04 31 8 2 1 19 9 34
0 0 2 1,8 0,33 51 8 2 2 21 10 39
0 1 0 0,9 0,04 3,6 8 2 3 23 11 44
0 1 1 1,8 0,33 51 8 3 0 19 9 34
0 2 0 1,8 0,33 51 8 3 1 21 10 39
0 2 1 2,7 0,8 7,2 8 3 2 24 11 44
0 3 0 2,7 0,8 7,2 8 3 3 26 12 50
1 0 0 0,94 0,05 51 8 4 0 22 10 39
1 0 1 1,9 0,33 51 8 4 1 24 11 44
1 0 2 2,8 0,8 7,2 8 4 2 26 12 50
1 1 0 19 0,33 57 8 4 3 29 14 58
1 1 1 2,9 0,8 7,2 8 5 0 24 11 44
1 1 2 3,8 1,4 9 8 5 1 27 12 50
1 2 0 2,9 0,8 7,2 8 5 2 29 14 58
1 2 1 3,8 1,4 9 8 5 3 32 15 62
1 3 0 3,8 1,4 9 8 6 0 27 12 50
1 3 1 4,8 2,1 11 8 6 1 30 14 58
1 4 0 4,8 2,1 11 8 6 2 33 15 62
2 0 0 2 0,37 7,2 8 7 0 30 14 58
2 0 1 3 0,81 7,3 8 7 1 33 17 73
2 0 2 4 1,4 9 8 7 2 36 17 74
2 1 0 3 0,82 7,8 8 8 0 34 17 73
2 1 1 4 1,4 9 8 8 1 37 17 74
2 1 2 5 2,1 11 9 0 0 17 7,5 31
2 2 0 4 1,4 9,1 9 0 1 19 9 34
2 2 1 5 2,1 11 9 0 2 22 10 39
2 2 2 6,1 3 14 9 0 3 24 11 44
2 3 0 51 2,1 11 9 1 0 19 9 39
2 3 1 6,1 3 14 9 1 1 22 10 40
2 4 0 6,1 3 14 9 1 2 25 11 44
2 4 1 7,2 3,1 15 9 1 3 28 14 58
2 5 0 7,2 31 15 9 1 4 31 14 58
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3 0 0 3,2 0,9 9 9 2 0 22 10 44
3 0 1 4,2 14 9,1 9 2 1 25 11 46
3 0 2 53 2,1 11 9 2 2 28 14 58
3 1 0 4,2 14 10 9 2 3 32 14 58
3 1 1 53 2,1 11 9 2 4 35 17 73
3 1 2 6,4 3 14 9 3 0 25 12 50
3 2 0 53 2,1 12 9 3 1 29 14 58
3 2 1 6,4 3 14 9 3 2 32 15 62
3 2 2 7,5 3,1 15 9 3 3 36 17 74
3 3 0 6,5 3 14 9 3 4 40 20 91
3 3 1 7,6 3,1 15 9 4 0 29 14 58
3 3 2 8,7 3,6 17 9 4 1 33 15 62
3 4 0 7,6 3,1 15 9 4 2 37 17 74
3 4 1 8,7 3,6 17 9 4 3 41 20 91
3 5 0 8,8 3,6 17 9 4 4 45 20 91
4 0 0 4,5 1,6 11 9 5 0 33 17 73
4 0 1 5,6 2,2 12 9 5 1 37 17 74
4 0 2 6,8 3 14 9 5 2 42 20 91
4 1 0 5,6 2,2 12 9 5 3 46 20 91
4 1 1 6,8 3 14 9 5 4 51 25 120
4 1 2 8 3,6 17 9 6 0 38 17 74
4 2 0 6,8 3 15 9 6 1 43 20 91
4 2 1 8 3,6 17 9 6 2 47 21 100
4 2 2 9,2 3,7 17 9 6 3 53 25 120
4 3 0 8,1 3,6 17 9 7 0 44 20 91
4 3 1 9,3 4,5 18 9 7 1 49 21 100
4 3 2 10 5 20 9 7 2 54 25 120
4 4 0 9,3 4,5 18 9 7 3 60 26 120
4 4 1 11 5 20 9 8 0 50 25 120
4 5 0 11 5 20 9 8 1 55 25 120
4 5 1 12 5,6 22 9 8 2 61 26 120
4 6 0 12 5,6 22 9 8 3 68 30 140
5 0 0 6 2,5 14 9 9 0 57 25 120
5 0 1 7,2 31 15 9 9 1 63 30 140
5 0 2 8,5 3,6 17 9 9 2 70 30 140
5 0 3 9,8 4,5 18 10 0 0 23 11 44
5 1 0 7,3 31 15 10 0 1 27 12 50
5 1 1 8,5 3,6 17 10 0 2 31 14 58
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5 1 2 9,8 4,5 18 10 0 3 37 17 73

5 1 3 11 5 21 10 1 0 27 12 57

5 2 0 8,6 3,6 17 10 1 1 32 14 61

5 2 1 9,9 4,5 18 10 1 2 38 17 74

5 2 2 11 5 21 10 1 3 44 20 91

5 3 0 10 4,5 18 10 1 4 52 25 120
5 3 1 11 5 21 10 2 0 33 15 73

5 3 2 13 5,6 23 10 2 1 39 17 79

5 4 0 11 5 21 10 2 2 46 20 91

5 4 1 13 5,6 23 10 2 3 54 25 120
5 4 2 14 7 26 10 2 4 63 30 140
5 5 0 13 6,3 25 10 3 0 40 17 91

5 5 1 14 7 26 10 3 1 47 20 100
5 6 0 14 7 26 10 3 2 56 25 120
6 0 0 7,8 3,1 17 10 3 3 66 30 140
6 0 1 9,2 3,6 17 10 3 4 77 34 150
6 0 2 11 5 20 10 3 5 89 39 180
6 0 3 12 5,6 22 10 4 0 49 21 120
6 1 0 9,2 3,7 18 10 4 1 59 25 120
6 1 1 11 5 21 10 4 2 70 30 150
6 1 2 12 5,6 22 10 4 3 82 38 180
6 1 3 14 7 26 10 4 4 94 44 180
6 2 0 11 5 21 10 4 5 110 50 210
6 2 1 12 5,6 22 10 5 0 62 26 140
6 2 2 14 7 26 10 5 1 74 30 150
6 2 3 15 7,4 30 10 5 2 87 38 180
6 3 0 12 5,6 23 10 5 3 100 44 180
6 3 1 14 7 26 10 5 4 110 50 210
6 3 2 15 7,4 30 10 5 5 130 57 220
6 4 0 14 7 26 10 5 6 140 70 280
6 4 1 15 7,4 30 10 6 0 79 34 180
6 4 2 17 9 34 10 6 1 94 39 180
6 5 0 16 7,4 30 10 6 2 110 50 210
6 5 1 17 9 34 10 6 3 120 57 220
6 5 2 19 9 34 10 6 4 140 70 280
6 6 0 17 9 34 10 6 5 160 74 280
6 6 1 19 9 34 10 6 6 180 91 350
6 7 0 19 9 34 10 7 0 100 44 210
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7 0 0 10 4,5 20 10 7 1 120 50 220
7 0 1 12 5 21 10 7 2 140 61 280
7 0 2 13 6,3 25 10 7 3 150 73 280
7 0 3 15 7,2 28 10 7 4 170 91 350
7 1 0 12 5 22 10 7 5 190 91 350
7 1 1 13 6,3 25 10 7 6 220 100 380
7 1 2 15 7,2 28 10 7 7 240 110 480
7 1 3 17 7,7 31 10 8 0 130 60 250
7 2 0 13 6,4 26 10 8 1 150 70 280
7 2 1 15 7,2 28 10 8 2 170 80 350
7 2 2 17 7,7 31 10 8 3 200 90 350
7 2 3 19 9 34 10 8 4 220 100 380
7 3 0 15 7,2 30 10 8 5 250 120 480
7 3 1 17 9 34 10 8 6 280 120 480
7 3 2 19 9 34 10 8 7 310 150 620
7 3 3 21 10 39 10 8 8 350 150 620
7 4 0 17 9 34 10 9 0 170 74 310
7 4 1 19 9 34 10 9 1 200 91 380
7 4 2 21 10 39 10 9 2 230 100 480
7 4 3 23 11 44 10 9 3 260 120 480
7 5 0 19 9 34 10 9 4 300 140 620
7 5 1 21 10 39 10 9 5 350 150 630
7 5 2 23 11 44 10 9 6 400 180 820
7 6 0 21 10 39 10 9 7 460 210 970
7 6 1 23 11 44 10 9 8 530 210 970
7 6 2 25 12 46 10 9 9 610 280 1300
7 7 0 23 11 44 10 10 0 240 110 480
7 7 1 26 12 50 10 10 1 290 120 620
8 0 0 13 5,6 25 10 10 2 350 150 820
8 0 1 15 7 26 10 10 3 430 180 970
8 0 2 17 7,5 30 10 10 4 540 210 1300
8 0 3 19 9 34 10 10 5 700 280 1500
8 1 0 15 7,1 28 10 10 6 920 350 1900
8 1 1 17 7,7 31 10 10 7 1200 480 2400
8 1 2 19 9 34 10 10 8 1600 620 3400
8 1 3 21 10 39 10 10 9 2300 810 5300
10 10 10 >2300 1300 -

a Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml),
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Tabla No. 4
Nimero mas probable (NMP) para 1 g de muestra cuando se usan 3 tubos con porciones de 0,1,0,01y
0,001 g (ml)
Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos Tubos Positivos
0,1 |0,01 |0,001 |[NMP |0O,1 (0,01 |0,001 |NMP |0,1 |[0,01 (0,001 [ NMP 0,1 |0,01 |0,001 | NMP
0 0 0 3 1 0 0 3,6 2 0 0 9,1 3 0 0 23
0 0 1 3 1 0 1 7,2 2 0 1 14 3 0 1 39
0 0 2 6 1 0 2 11 2 0 2 20 3 0 2 64
0 0 3 9 1 0 3 15 2 0 3 26 3 0 3 95
0 1 0 3 1 1 0 7,3 2 1 0 15 3 1 0 43
0 1 1 6,1 1 1 1 11 2 1 1 20 3 1 1 75
0 1 2 9,2 1 1 2 15 2 1 2 27 3 1 2 120
0 1 3 12 1 1 3 19 2 1 3 34 3 1 3 160
0 2 0 6,2 1 2 0 11 2 2 0 21 3 2 0 93
0 2 1 9,3 1 2 1 15 2 2 1 28 3 2 1 150
0 2 2 12 1 2 2 20 2 2 2 35 3 2 2 210
0 2 3 16 1 2 3 24 2 2 3 42 3 2 3 290
0 3 0 9,4 1 3 0 16 2 3 0 29 3 3 0 240
0 3 1 13 1 3 1 20 2 3 1 36 3 3 1 460
0 3 2 16 1 3 2 24 2 3 2 44 3 3 2 1100
0 3 3 19 1 3 3 29 2 3 3 53 3 3 3 >1100
Tabla No. 5

Nimero més probable (NMP) para 100 ml de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de 3
diluciones con series geométricas

No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos No. de Tubos
Positivos Positivos Positivos Positivos Positivos Positivos
10 1 01 10 1 0,1 10 1 01 10 1 0,1 10 1 01 10 1 01
m | mlIm [N [mlfml{ml [N [ml{ml|{ml (N [ml{ml|{ml{N |m|ml|m [N [m|m |m [N M
M M M M M P
P P P P P
0o (0o |o 110 |0 |2 |2 |0 |O |45|3 (0 |O |78|4 |0 |O |13 |5 |0 |0 |23
0 |0 1 1811 |0 |1 |4 2 (o J1 (683 |O (1 |11 |4 (O |1 |17 |5 |O |1 |31
oo (2 (36|1 (0 (2 (6 [2 [0 |2 [91(3 |O [2 |13 (4 (O (2 (21 |5 [0 [2 (43
oo (3 [(54|1 (0 (3 (8 (2 (0 |3 |12 (3 |O |3 |16 (4 (O (3 [25|5 [0 [3 (58
oo (4 (72|1 (0 (4 (10 (2 (O |4 |14 [3 |O [4 |20 |4 (O (4 (30 |5 [0 [4 (|76
o (o (5 (901 (O (5 (12 (2 (O |5 |16 [3 |O |5 |23 |4 (O (5 (36 |5 [0 [5 [95
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Tabla No. 6

Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de tres tubos con 1 g (ml) de muestra por tubo

_ Cantidad de muestra (g o ml)a Valores positivos _
Ejemplo NMP estimado/g o mlP
0,10 0,001 | 0,001 0,0001 | 0,00001 reportados
A 3/3 3/3 213 0/3 0/3 3-2-0 930
B 3/3 3/3 3/3 213 0/3 3-2-0 9300
C 0/3 0/3 1/3 0/3 0/3 0-1-0 30
D 3/3 3/3 213 1/3 1/3 3-2-2 2100
E 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 3-3-3 110000

a Numerador/denominador = nimero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados.

b Multiplicar todos los valores de NMP/g (ml) por 100 para expresarlos como NMP/100 g (ml).
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Tabla No. 7
Ejemplos para determinar el NMP estimado en series de 5 tubos con 1 g (ml) de muestra por tubo
] Cantidad de muestra (g o ml)a Valores positivos .
Ejemplo NMP estimado/g o mlIP
0,1 0,01 0,001 0,0001 0,00001 reportados

A 5/5 5/5 2/5 0/5 0/5 5-2-0 490
B 5/5 5/5 5/5 2/5 0/5 5-2-0 4900
C 0/5 0/5 1/5 0/5 0/5 0-1-0 20
D 5/5 5/5 3/5 1/5 1/5 5-2-2 1400
E 5/5 5/5 5/5 5/5 5/5 5-5-5 160000

a Numerador/denominador = nimero de tubos positivos/nimero de tubos inoculados.

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

B.6.3.3 Determinacion de bacterias coliformes, coliformes fecales y Escherichia coli por la técnica de
diluciones en tubo mdltiple

B.6.3.3.1 Fundamento

Este método se basa en la propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de
glucosa y fermentacion de lactosa dentro de las 48 h de incubacion a 35 + 1°C (coliformes) y 44,5 + 0,2°C
(coliformes fecales y E. coli).

B.6.3.3.2 Equipo y materiales

= Ademas de los mencionados en el método Preparacion y dilucién de muestras de alimentos para
andlisis microbioldgico, lo siguiente:

= Bafio de agua con agitacién continua cubierto y con termostato que evite variaciones mayores a
0,2°C.

= Termdmetro calibrado y verificado 1/10

= Tubos de cultivo de 20 x 200 y de 16 x 160 mm con tapén de rosca
= Campanas de fermentacion (tubos de Durham)

. Gradillas

= Asas bacteriolégicas de 3 mm de diametro

= Lampara de luz ultravioleta de longitud amplia 4 watts.

. Lentes protectores.

= Medios de cultivo: En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, se debe demostrar
que cumplen con lo indicado en este método de prueba, para su preparacién deben seguir las
instrucciones impresas en la etiqueta respectiva. Cuando se mencione agua debe entenderse que se
trata de “agua destilada” los reactivos a emplear en el método de esta norma deben ser grado

analitico.
Caldo lauril
FORMULA

Ingredientes Cantidad
Bacto triptosa 209
Bacto lactosa 59
Fosfato potasico, dibasico 2,759
Fosfato potasico, monobasico 2,759
Cloruro de sodio 59
Lauril sulfato de sodio 0,19
Agua destilada 1000 mi

pH final: 6,8 + 0,2 a 25°C.
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Preparacién: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Ajustar el pH. Distribuir en tubos de
ensaye con campanas de Durham. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo. Esterilizar en autoclave durante
15 min a 121°C. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para que no queden burbujas
en las campanas de Durham.

Preparacion de caldo lauril triptosa

INOCULO (ml) CANTIDAD DE MEDIO POR | VOLUMEN DE MEDIO MAS CALDO LAURIL TRIPTOSA
TUBO (ml) INOCULO (ml) REQUERIDO g/l
1 10 o més 11 o més 35,6
10 10 20 71,2
10 20 30 53,4
20 10 30 106,8
100 50 150 106,8
100 35 135 137,1
100 20 120 213,6
Caldo EC (E. coli.)
FORMULA
Ingredientes Cantidad
Bacto triptosa 20g
Bacto lactosa 59
Bacto sales biliares No. 3 15¢g
Fosfato dipotasico 49
Fosfato monopotasico 15¢g
Cloruro de sodio 59
Agua destilada 1000 mi

pH final: 6,9 + 0,2 a 25°C.

Preparacioén: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente para que se
disuelva por completo. Ajustar el pH. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham. Adicionar 10 ml
de medio para cada tubo. Esterilizar en autoclave durante 15 min a 121°C. Antes de abrir el autoclave, dejar
bajar la temperatura a 75°C para evitar que queden burbujas en las campanas de Durham.

Caldo lactosa bilis verde brillante (medio de confirmacion)

Lactosa bilis verde brillante

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Peptona 109
Lactosa 1049
Sales biliares 2049
Verde brillante 0,0133 g
Agua 11

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

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Proteasa peptona o polipeptona 39
Peptona o gelizante 17 g
Lactosa 109
Sales biliares No. 3 15¢9
Cloruro de sodio 59
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001 g
Agar 13,59
Agua destilada 1000 mi

pH final: 7,1 £ 0,2 a 25°C

Preparacién: Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. Calentar hasta ebullicion para
disolver por completo. Ajustar el pH. Esterilizar a 121°C durante 15 min. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas
Petri.

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

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Peptona 109
Lactosa 10g
K,HPO, 29
Eosina Y 049
Azul de metileno 0,065¢9
Agua destilada 1000 mi

pH final: 7,1 £ 0,2

Preparacioén: Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua. Calentar hasta ebullicién para la
disolucion completa. Distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no mas de 121°C por 15 min.
Fundir antes de su uso y adicionar a cada porcién de 100 ml.

a) 5 ml de solucién de lactosa al 20%.
b) 2 ml de solucidn acuosa de eosina al 2%.
¢) 4,3 ml de solucién acuosa de azul de metileno al 0,15%.

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

Caldo triptona al 1% (triptofano)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Triptona o tripticasa 10¢g
Agua destilada 1000 mi

pH final: 6,9 + 0,2

Preparacioén: Disolver los ingredientes. Distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 o
16 x 150 mm. Esterilizar a 121°C por 15 min.
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Caldo MR-VP
Medio 1
FORMULA
Ingredientes Cantidad

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

pH final: 6,9 £ 0,2

Preparacion: Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario. Distribuir en volimenes
de 10 ml en tubos de ensaye de 16x150 mm. Esterilizar a 121°C por 15 min.

Caldo citrato de Koser

FORMULA
Ingredientes Cantidad
NaNH4HPO, *4H,0 159
KH,PO4 (monobasico) 1lg
MgSO, *7H,0 0,2g
Citrato de sodio *2H,0 39
Agua destilada 1000 ml

pH final: 6,7 + 0,2.

Preparacion: Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca. Esterilizar a 121°C por 15
min. Esta formulacién se recomienda en los Métodos de Andlisis Oficial de AOAC y en los Métodos
Estandares para el Andlisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). Este difiere de la composicion del medio
deshidratado disponible comercialmente y es recomendable su uso.

. Reactivos

Reactivo de Kovacs

FORMULA
Ingredientes Cantidad
p-dimetilaminobenzaldehido 59
Alcohol amilico (normal) 75 ml
HCI concentrado 25 ml

Preparacion: Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehido en alcohol amilico normal. Adicionar lentamente el
HCI. Almacenar a 4°C.

Para la prueba de indol
1. Adicionar 0,2-0,3 ml del reactivo a 5 ml del cultivo de bacteria en caldo triptona.
Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la superficie del tubo.
Reactivo de Voges-Proskauer (VP)
Solucion 1
FORMULA
Ingredientes Cantidad
alfa-naftol 59
Alcohol absoluto 100 g
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Solucion 2
FORMULA
Ingredientes Cantidad
Hidroxido de potasio 4049
Agua destilada para llevar a 100 ml

Prueba de Voges-Proskauer (VP)

1. Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 h de incubacion a un tubo de ensaye.

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

3. Agitar después de la adicion de cada solucion.

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

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

El desarrollo de una coloracion rosa es una prueba positiva.

Reactivos para la coloracién de Gram

Cristal violeta

Solucion A
FORMULA
Ingredientes Cantidad

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

Solucion B
Oxalato de amonio 0,89
Agua destilada 80 ml

Indicador rojo de metilo (R44)

1. Mezclar la solucion A 'y B. Almacenar por 24 h.
2. Filtrar a través de un papel filtro aspero.

lodo de Gram

FORMULA
Ingredientes Cantidad
lodo 1g
loduro de potasio (KI) 29
Agua destilada 300 ml

. Colocar el Kl en un mortero.

. Adicionar el yodo.

. Triturar con el pistilo por 5 al10 seg.

. Adicionar 1 ml de agua y triturar.

. Adicionar 5 ml de agua y triturar.

. Adicionar 10 ml de agua y triturar.

. Vaciar esta solucion en una botella de reactivo.

0 N o oA WN P

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

Colorante de contraste (solucién concentrada)
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FORMULA
Ingredientes Cantidad
Safranina O 259
Etanol al 95% 100 ml

Solucidn de trabajo: Adicionar 10 ml de la solucion concentrada a 90 ml de agua destilada.
Procedimiento para la tinciéon de Gram

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

. Adicionar la solucion de cristal violeta al frotis.

. Dejar actuar por un minuto.

. Lavar con agua corriente y escurrir.

. Aplicar la solucién de yodo por un minuto.

. Lavar con agua corriente y escurrir.

. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloracién azul deje de fluir (aproximadamente 30 seg).

. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente.

© 00 N oo o b~ W N P

. Escurrir.

10. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 seg.
11. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio.
Medio EC-MUG

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

B.6.3.3.3 Procedimiento
B.6.3.3.3.1 Alimentos
B.6.3.3.3.1.1 Prueba presuntiva

B.6.3.3.3.1.1.1 Preparar la muestra como se indica en el método Preparacion y dilucion de muestras de
alimentos para analisis microbiolégico; y de acuerdo con el tipo de producto, utilizar las diluciones apropiadas,
segun se indica en el procedimiento de la densidad microbiana por la técnica del nimero mas probable.

Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa y continuar como en el punto (B.6.3.3.3.1.1.2).
B.6.3.3.3.1.2 Prueba confirmativa. Continuar como en el punto (B.6.3.3.3.1.3).
B.6.3.3.3.1.3 Prueba confirmatoria

Confirmar la presencia de Escherichia coli en por lo menos el 10% de las pruebas con resultados positivos
a coliformes fecales por cultivo en placas de agar McConkey a partir de los tubos que demostraron la
presencia de gas en la prueba confirmativa. Incubar las placas a 35 + 0,5°C durante 24 + 2 h, observar las
colonias tipicas fermentadoras de color rojo rodeadas de un halo opaco de precipitacion de sales biliares.
Seleccionar 1 o més colonias aisladas y pasar a tubos de fermentacidon con caldo lauril triptosa, continuar
como se indica en el punto (B.6.3.3.3.1.1). Hacer tincién de Gram para observacién de la morfologia de las
colonias.

B.6.3.3.3.1.4 Interpretacién de resultados

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

B.6.3.3.3.1.5 Calculos

Calcular la densidad microbiana en ndmero mas probable conforme con el procedimiento sefialado
anteriormente, para estimar la poblacion de bacterias coliformes y bacterias coliformes fecales de acuerdo con
las diluciones empleadas y expresar en NMP/g o ml para alimentos y NMP/100 ml para agua. En el caso de
usar volimenes de 20 ml de muestras de agua en 5 tubos o 10 ml de muestras de agua en 10 tubos, utilizar
las siguientes tablas:
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TABLA 1

negativos cuando se usan 5 tubos con 20 ml de muestra de agua o hielo

No. DE TUBOS NMP/100 ml 95% DE LIMITE DE CONFIANZA (APROXIMADO)
Positivos Inferior Superior
0 1,1 0 3,0
1 1,1 0,05 6,3
2 2,6 0,3 9,6
3 4,6 0,8 14,7
4 8,0 1,7 26,4
5 8,0 4,0 Infinito

Indice del NMP con 95% de limite de confianza para varias combinaciones de resultados positivos y

TABLA 2

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

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

B.7 METODO DE PRUEBA PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE ALIMENTOS ENVASADOS
HERMETICAMENTE Y/O ESTERILIZADOS COMERCIALMENTE

B.7.1 Fundamento
B.7.1.1 Examen microbiolégico de latas no alteradas

Este examen tiene por objeto determinar la presencia de microorganismos viables latentes, que resistieron
el tratamiento térmico debidamente aplicado y que en determinadas circunstancias pudieran desarrollarse,
produciendo alteraciones en el alimento y representando un riesgo para el consumidor.

Los envasados, aun los bien procesados, pueden contener esporas de bacilos termofilicos, las cuales son
muy resistentes al calor, pero no se desarrollan en las condiciones normales de almacenamiento y no
producen problemas de descomposicion del producto ni representan un peligro para el consumidor.
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La prueba de esterilidad comercial, puede efectuarse por la observacion y analisis del contenido del
producto, su apariencia, color, olor, pH y examen microscopico.

Estas observaciones se hacen después de la incubacion de las latas y siempre comparandolas con otras
no incubadas.

Si es necesario efectuar el cultivo o si el producto después de incubarse presenta cualquier cambio, ya
sea en apariencia, olor, color, pH, o bien presencia de gas o espuma, proceder como se indica en (B.7.1 o
B.7.2), dependiendo del pH del alimento.

B.7.1.2 Examen microbiolégico de latas alteradas

Este analisis tiene por objeto determinar el origen de la alteracién, la cual puede ser causada por
microorganismos que sobreviven al tratamiento térmico o por la introduccion de éstos después del
tratamiento, por defectos de las cerraduras o por golpes que lesionen el envase. Conociendo la naturaleza del
alimento y su tratamiento, es posible predecir el tipo de organismo responsable de la alteracion.

Numerosas investigaciones han demostrado que el tipo de alteraciones guarda relacion con el grado de
acidez del alimento procesado, por lo que éstos se dividen en dos grandes grupos:

B.7.1.2.1 Alimentos de baja acidez, con pH > 4,6, entre los que se encuentran productos carnicos, lacteos,
marinos, algunos vegetales, guisados, sopas, etcétera.

B.7.1.2.2 Alimentos acidos, con pH < 4,6, entre los que se encuentran tomates, frutas, jugos de citricos,
encurtidos, entre otros.

B.7.2 Reactivos y materiales

A continuacion se presentan las férmulas y los procedimientos para preparar los medios y reactivos
empleados en el analisis microbiolégico de los productos envasados herméticamente y sometidos a
esterilizacion comercial. En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas equivalentes, se
deben seguir las instrucciones del fabricante.

B.7.2.1 Medios de cultivo y soluciones

B.7.2.1.1 Caldo glucosa purpura de bromocresol (CGPB)

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Glucosa 100 g
Extracto de carne 3049
Peptona (P. Ej. caseina) 5049
Pdrpura de bromocresol 20 ml
1 6% en etanol)
Agua destilada 1 0000 ml

pH final = 7,0 £ 0,2

Procedimiento: Disolver los ingredientes en el agua, ajustar el pH y envasar en tubos de 22 x 175 mm, en
volimenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C por 15 min.

7.2.1.2 Caldo de higado picado o caldo carne cocida (CH o CCC)

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Higado o carne magra de res 500 g
Agua destilada 800 ml
Peptona 109
Fosfato dipotésico 1lg
Almiddén soluble 1g

pH final =7,0+£ 0,2
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Procedimiento: Poner el higado o la carne picada en agua, calentar a ebullicion y dejar a fuego lento
durante una hora. Enfriar, retirar la capa de grasa, ajustar el pH y hervir otros 10 min. Filtrar a través de gasa o
manta de cielo, presionando para quitar el exceso de liquido. Enfriar y agregar al caldo la peptona, el fosfato y
el almidén soluble. Ajustar el pH y llevar el volumen del caldo a 1 000 ml con agua destilada. Filtrar a través de
papel filtro grueso; en este paso el caldo y la carne pueden guardarse en refrigeracion, si el medio no puede
terminarse el mismo dia. Envasar en tubos de 22 x 175 mm volimenes de 10 a 12 ml de caldo y depositar
suficiente higado o carne picada para que ocupe una altura de 1,25 cm del fondo del tubo. Esterilizar a 121 +
1°C por 15 min.

B.7.2.1.3 Caldo extracto de malta

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de malta 69
Maltosa 159
Glucosa 69
Extracto de levadura 1lg
Agua destilada 1 000 ml

pH final = 4,7 £ 0,2

Procedimiento: Disolver los ingredientes con agitacion constante. Ajustar el pH a 4,7 + 0,2, envasar en
tubos de 22 x 175 mm en volumenes de 12-15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C por 15 min. Exponer al
calor el menor tiempo posible.

B.7.2.1.4 Caldo acido

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Proteosa peptona 59
Extracto de levadura 59
Glucosa 59
Fosfato dipotasico 49
Agua destilada 1 000 ml

pH final =5,0 £ 0,2

Procedimiento: Disolver los ingredientes en 1 | de agua y envasar en tubos de 22 x 175 mm en
volimenes de 12 a 15 ml. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C por 15 min.

B.7.2.1.5 Agar papa dextrosa o dextrosa Sabouraud

B.7.2.1.5.1 Agar papa dextrosa

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Infusién de papa 200 ml
Glucosa 209
Agar 159
Agua destilada 1 000 ml

pH final = 3,5
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Procedimiento: Lavar, pelar y rebanar papas de tamafio mediano (250 g). Hervir durante 30 min en 290
ml de agua destilada. Filtrar varias veces a través de gasa y algodon. En esta infusion, disolver los demas
ingredientes. Afiadir agua destilada hasta completar el volumen (1000 ml). Calentar a ebullicion, hasta la
disolucion total de los ingredientes. Ajustar el pH a 5,6 + 0,2. Distribuir en volumenes de 100 ml y esterilizar en
autoclave a 121 + 1°C. Enfriar a 45-48°C y acidificar a pH 3,5 con solucion estéril de acido tartarico al 10%
(aproximadamente 1,4 ml de &cido por cada 100 ml de medio). Una vez que se ha agregado el &cido tartarico,
no se vuelve a calentar el medio.

B.7.2.1.5.2 Agar dextrosa Sabouraud

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Polipeptona o neopeptona 10¢g
Dextrosa 4049
Agar 159
Agua destilada 1000 mi

pH final =5,6 £ 0,2

Procedimiento: Calentar hasta disolucion completa. Esterilizar en autoclave a 118-121°C por 15 min, no
exceder de 121 + 1°C.

B.7.2.1.6 Agar higado de ternera

FORMULA

Ingredientes Cantidad
Infusion de higado 50¢g
Infusién de ternera 500 g
Proteosa peptona 204¢
Neopeptona 1349
Triptona 139
Glucosa 59
Almidén soluble 10g
Caseina isoeléctrica 59
Cloruro de sodio 59
Nitrato de sodio 29
Grenetina 209
Agar 159
Agua destilada 1000 mi

pH final = 7,3+ 0,2

Procedimiento: Mezclar los ingredientes con agua destilada y calentar a ebullicion hasta su disolucion
total. Ajustar el pH y esterilizar a 121 + 1°C por 15 min.
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B.7.2.1.7 Agar nutritivo

FORMULA
Ingredientes Cantidad
Extracto de carne 3g
Peptona 59
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mi

pH final =7,3+0,2

Procedimiento: Suspender los ingredientes en agua destilada y disolverlos por ebullicion. Ajustar el pH.
Distribuirlo en volimenes adecuados en matraces o botellas y esterilizar a 121 + 1°C por 15 min.

B.7.2.1.8 Solucion estéril de &cido tartarico al 10%
Disolver 10 g de &cido tartarico y llevar a 100 ml con agua destilada. Esterilizar en autoclave a 121 + 1°C.
B.7.2.1.9 Colorante de azul de metileno

Solucion A:

Azul de metileno (pureza no < 90%) 0,3 g

Etanol (95%) 90,0 ml

Solucién B:

Solucion 0,01% de hidroxido de potasio100 ml
Mezclar Ay B.

B.7.2.1.10 Colorante de cristal violeta

Cristal violeta (pureza no < 90%) 2 g

Etanol (95%) 20,0 ml

Agua destilada 80,0 ml

B.7.2.1.11 Colorante de Gram

Solucién A;

Cristal violeta (pureza no < 90%) 2 g

Etanol (95%) 20,0 ml

Solucién B:

Oxalato de amonio 0,8 g

Agua destilada 80,0 ml

Mezclar solucion Ay B, dejar reposar 24 h al abrigo de la luz, filtrar por papel filtro grueso.
B.7.2.1.12 Solucién de yodo para Gram

Yodo (cristales) 1 g

Yoduro de potasio 2 g

Agua destilada 300,0 ml

Mezclar el yodo y el yoduro de potasio en un mortero y triturar hasta fino polvo. Agregar 1 ml de agua y
mezclar, agregar 5 ml de agua y mezclar, agregar 10 ml de agua y mezclar. Vaciar esta solucién a un frasco
reactivo, lavar el mortero y el pistilo con suficiente agua hasta completar los 300 ml.

(Contintia en la Quinta Seccion)



