IS
O
urcv

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA
DEL CENTRO DE VERACRUZ



lcb //
hr CV / Universidad Tecnologica del Centro de Veracruz
y

Universidad Tecnoldgica del Centro de Veracruz

Programa Educativo de Ingenieria en Procesos Bioalimentarios.

Reporte para obtener el titulo de
Ingeniero en Proceso Bioalimentarios.

Proyecto de estadia a realizarse en el laboratorio de ensayo de alimentos de la
Universidad Tecnoldgica del Centro de Veracruz.

Nombre del proyecto

Desarrollo del procedimiento para el analisis microbiolégico en base a la NOM-
210-SSA1-2014. Apéndice H. (Método aprobado para la estimacion de la
densidad de coliformes totales, fecales y E. Coli por la técnica del NMP
presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua).

Presenta

TSU. Galdino Lino Namigtle Oltehua

Cuitldhuac/Maltrata, Ver., a 3° de mayo de 2017

Universidad Tecnoldgica del Centro de Veracruz

Av. Universidad No. 350, Carretera Federal Cuitidhuac - La Tinaja
Congregacion Dos Caminos, C.P. 94910. Cuitldhuac, Veracruz
Tel. 01 (278) 732 20 50

www.utcv.edu.mx



&
Universidad Tecnolégica del Centro de Veracruz
arcv

Programa Educativo
Ingenieria en Procesos Bioalimentarios.

Nombre del Asesor Industrial
MCIBQ. Darney Citlali Martinez Diaz

Nombre del Asesor Académico

MC. En Alim. Olivia Rodriguez Alcala

Jefe de Carrera

MCIBQ. Darney Citlali Martinez Diaz

Nombre del Alumno

TSU. Galdino Lino Namigtle Oltehua

Av. Universidad No. 350, Carretera Federal Cuitidhuac - La Tinaja
Congregacion Dos Caminos, C.P. 94910. Cuitldhuac, Veracruz
Tel. 01 (278) 732 20 50

www.utcv.edu.mx



lcb //
hr CV / Universidad Tecnologica del Centro de Veracruz
y

AGRADECIMIENTOS

A DIOS

Por darme cada dia devida ypermitirme seguir creciendo y prendiendo de la vida, por
darmela en milinea de vida la posibilidad de encontrar y conocer a muy buenas personas a los
cuales tengo mucho que agradecer, por su apoyo y aprecio.

A MIS PADRES

Que siempre me han apoyado, y me han impulsado a seguir adelante, con sus sabios consejos y
su muy incondicional amor de padres, gracias a ellos por los valores que me inculcaron para salir
y convivir con la sociedad, con respeto, dignidad, responsabilidad y tenacidad.

A MIS PROFESORES

Por su invaluable conocimiento lo cual me ha formado como profesionista, a esos profesores que
me motivaron y apoyaron mas que como profesores como unos amigos gracias

A MIS AMIGOS

Gracias por estar siempre en las buenas y en las malas, por tantas experiencias compartidas, pero
sobre todo por permanecer que al final eso es lo mdas importante.

“Nuestro legado va mas alld de nuestra profesién, mas alld de nuestros logros, mas alla de
nuestros éxitos.

Nuestro legado es la huella que dejamos en las personas, el trato humano que damos, la
esperanza e inspiracién que proyectamos a los demas que sirve para inspirar a vivir una mejor
vida. Nuestro legado se constituye a base de nuestra ética de trabajo, al ser fiel a nosotros
mismos, en defender y actuar conforme a nuestros valores.

Nuestro legado no es un premio ni un castigo simplemente es la retribuciéon de lo que hemos
dado.

Nuestro legado se puede convertir en una huella imborrable que ayuda a crear un mejor mundo “

Av. Universidad No. 350, Carretera Federal Cuitidhuac - La Tinaja
Congregacion Dos Caminos, C.P. 94910. Cuitldhuac, Veracruz
Tel. 01 (278) 732 20 50

www.utcv.edu.mx



9,
Universidad Tecnolégica del Centro de Veracruz
arcv

RESUMEN

El desarrollo de un procedimiento el cual describe la metodologia de analisis microbioldgico
dentro de un laboratorio acreditado es la primera etapa para la implementacion de una método
de analisis acreditado, si se emiten normas de actualizacion sobre procedimientos de
identificacion y cuantificacién del analito de interés o microorganismos los laboratorios estan
obligados a realizar actualizaciones del método con ello sustituyendo o cancelando la
metodologia antes establecida

La metodologia empleada para desarrollar el proyecto se propuso en 4 etapas:

La primera etapa consistio en realizar un analisis de la NOM-210-SSA1-2014, la segunda etapa se
centré en la identificacién de formatos y procedimientos establecidos en el laboratorio, la tercera
etapa fue realizar una comparacion de métodos para evaluar si se sustituia el anterior o
simplemente se generaba un nuevo método y por ultimo la cuarta etapa se propuso la estructura
final del procedimiento esto para su redaccién.

El desarrollo de este procedimiento ayudard a incrementar las técnicas que se desarrollan en el
laboratorio de ensayos de la universidad Tecnolégica del Centro de Veracruz.
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CAPITULO 1.

INTRODUCCION

La actualizacién de la NOM-210-SSA1-2014.-Productos y servicios. Métodos de prueba
microbioldgicos. Determinacién de  microorganismos indicadores. Determinaciéon de
microorganismos patégenos, la cual como objetivo de esta norma es establecer los métodos
generales y alternativas de prueba para la determinacidon de los indicadores microbianos vy
patdgenos en alimentos, bebidas y agua para uso y consumo humano. (salud, 2014). La norma
entrada en vigor el dia 3 de octubre del 2014 deja sin efecto a la NOM-112-SSA1-1994 la cual el
laboratorio de ensayos de la UTCV tiene acreditado como técnica de analisis microbioldgica.

Una de las actualizaciones que impactan directamente a los laboratorios que tienen
acreditaciones en métodos microbiolégicos, es el apéndice H “Método aprobado para Ia
estimacion de la densidad de Coliformes totales, fecales y E. Coli por la técnica del NMP presentes
en muestras de alimentos para consumo humano y agua. La cual sustituye a la NOM-112-SSA1-
1994 Determinacion de bacterias Coliformes. Técnica del nimero mas probable, esta actualizacidn
impacta directamente al laboratorio de ensayos de la UTCV, ya que al ofrecer andlisis externos a
la industria de la regidn se tiene que actualizar la metodologia de analisis.

Es por esto que el laboratorio de ensayo de alimentos de la UTCV mediante el presente proyecto
tiene como objetivo implementar una nueva técnica de analisis microbioldgica, con el propésito
de poder ofrecer a las industrias técnicas de analisis actualizados y asi cumplir con la normativa en
vigor y con esto poder seguir dentro del mercado.

Este proyecto tiene como finalidad la implementacion de técnicas de analisis de alimentos del
laboratorio de ensayo de la Universidad Tecnoldgica del Centro de Veracruz, con el fin de
implementar en el laboratorio andlisis microbiolégicos de mayor relevancia en el medio de la
industria alimenticia, que ademas contaran con un tiempo razonable en la obtencién de resultados
los cuales seran confiables gracias a que se propone como nueva técnica acreditada por la
entidad mexicana de acreditacion (EMA)



1.1 Estado del Arte.

En los dltimos anos, la busqueda de indicadores del grado de contaminaciéon microbiana de una
muestra de agua y alimento es uno de los aspectos en que mas énfasis se ha hecho en los
laboratorios de analisis de agua, aguas residuales y alimentos. Es de vital importancia en la
microbiologia ambiental contar con un control de la calidad, dentro del cual, debe considerarse el
método de ensayo, de modo que se garantice una dptima calidad de los datos resultantes (
(Martinez Morales , 2006), es por ello que en la actualidad los laboratorios que ofrecen servicio
de analisis de ensayos para la identificacién de microrganismos indicadores o patégenos tiene
que tener cierto sistema de calidad esto para asegurar los resultados que emite el laboratorio
y asi poder dar soporte y valides a los ensayos emitidos por los laboratorios.

La norma ISO/IEC 17025 constituye la base técnico-metodoldgica para la acreditacidon de los
laboratorios que realizan analisis microbioldgicos. Por la importancia y alcance de esta nueva
norma internacional, es necesario un enfoque acerca de su imprescindible asimilaciéon en la
economia, teniendo en cuenta que el ensayo y la calibracién de los instrumentos de medicién son
la base objetiva e indispensable en el proceso de evaluacién de la conformidad de un servicio.
(Martinez Morales , 2006). La importancia de la implementacién de esta norma es para asegurar
una buena administracidn de los recursos dentro del laboratorio, asi como asegurar un buen
sistema de gestidn de calidad y asi poder asegurar los resultados, emitidos, dando un cierto nivel
de confianza al cliente.

Un factor importante para el desarrollo de técnicas microbioldgicas en los laboratorio tal como
lo menciona (Maria Luisa Camarod-Salaa, 2013) en el desarrollo y realizaciéon de analisis de control
microbiolégico es una herramienta que tiene una repercusidon decisiva en el ambito del
diagnéstico clinico, de la salud publica, de la tecnologia alimentaria y del medio ambiente. En los
ultimos afios las actividades relacionadas con la verificacion y validacion de métodos analiticos
han cobrado gran importancia debido por un lado al continuo desarrollo y actualizaciéon de
técnicas y equipos analiticos cada vez mas complejos, y por otro lado al interés de los
profesionales en garantizar la calidad de sus procesos y resultados. (Maria Luisa Camard-Salaa,
2013).

Los analisis microbioldgicos incluyen ensayos de esterilidad, deteccion, aislamiento, recuento e
identificacion de microorganismos y sus metabolitos en diferentes materiales y productos de
cualquier otro tipo en el que utilicen microorganismos como parte de un sistema de deteccion. La
importancia de la validacidn o verificacién de estos ensayos en los laboratorios hoy en dia es
para aportar un grado de confianza y una margen de error contemplado por el laboratorio y los
analistas que realizan la técnica.



La validacion de una técnica es un proceso por el cual se establece mediante estudios de
requerimiento la aplicacién analitica propuesta, siendo su principal objetivo confirmar vy
documentar la confiabilidad de los resultados obtenidos. Con ella se determina las posibles
variaciones que se presentan entre posibles nimeros de ensayos y de esta manera disminuir las
posibilidades de error dentro de los métodos, generando un grado de confianza en los resultados
arrojados por el método validado (Paez, 2008)

1.2 Planteamiento del Problema

Dentro del rubro de los analisis microbiolégicos que ofrece el laboratorio, se encuentra a la
determinacidn de bacterias Coliformes. Técnica del nimero mas probable (NOM-112-SSA1-1994)
el alcance de esta técnica es aplicable para alimentos vy agua, no obstante, la actualizacién de
métodos es constante, esto ya sea para mejorar la técnica o ampliar el alcance de los métodos, es
por ello que enel 2014 se llevé a cabo una homologacién de métodos en una solo norma la cual
es NOM-210-SSA1-2014.-Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacidn de microorganismos patégenos,

Conla norma que entro en vigor por el diario oficial, el dia viernes 26 de junio del 2015, en la
gue se menciona que se tiene 180 dias naturas para la aplicacién de la norma, mientras que los
apéndices entraran en vigor a plazos en este caso la norma que cancela esla NOM-112-SSA1-
1994, que da un plazo de 270 dias naturas a partir de la norma entrada en vigor (salud, 2014). Es
por ello que se requiere actualizar el método con respecto al apéndice H de la norma NOM-
210-SSA1-2014 para poder estar en competencias en los ensayos microbioldgico con respecta a
las normas actuales.

1.3 Objetivo general.

Desarrollar el procedimiento método de andlisis del apéndice H, de la NOM-210-SSA1-2014, para
su implementacién en el laboratorio de ensayo

1.4 Definicidn de variables

Analizar la técnica de Coliformes totales, fecales y E. Coli por nimero mas probable con lo
establecido en la NOM-210-SSA1-2014.



Establecer el procedimiento de la determinacidn por densidad de coliformes totales, fecales y E.
Coli con respecto a la estructura interna del laboratorio y las especificaciones de la NOM-210-
SSA1-2014

1.5 Hipotesis.

El procedimiento para determinar Coliformes totales, termotolerantes y E. coli en alimentos y
agua para consumo humano describe desde la preparacién de la muestra hasta el conteo y
confirmacién de microrganismos.

1.6 Justificacion del Proyecto

Los laboratorios de ensayo necesitan estar en constante actualizacién referente a las normas
emitidas por el Diario Oficial de |la Federacién, el desarrollo de este trabajo permitird describir el
método de analisis microbioldgico establecido en la NOM-210-SSA1-2014. Apéndice H, con ello se
pretende ampliar el alcance de los andlisis microbioldgicos que se realizan en el laboratorio de la
UTCV.

1.7 Limitaciones y Alcances.

Este trabajo es aplicable para la determinacién por densidad a coliformes totales, fecales y E. Coli.
Por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua,
especificamente a productos con bajos niveles de microorganismos. Mismo que aplica para ser
efectuado en el laboratorio de ensayos de la UTCV, esto bajo las condiciones que describen y
contemplan los controles y pardmetros establecidos internamente.

1.8. UTCV.

La Universidad Tecnolégica del Centro de Veracruz “UTCV” es un organismo publico
descentralizado del gobierno del Estado de Veracruz, con personalidad juridica y patrimonio
propio integrada al Sistema Nacional de Universidades Tecnoldgicas, adoptando el modelo
pedagégico y los sistemas educativos que sefiale el Consejo Nacional de Universidades
Tecnoldgicas y la Secretaria de Educacion y Cultura, asi como por lo establecido en el decreto
publicado el 9 de noviembre de 2004 en la gaceta oficial del Estado, decreto por el cual se crea la
Universidad Tecnoldgica del Centro de Veracruz.



La “UTCV”, se encuentra ubicada en el municipio de Cuitldhuac, en la regién centro del Estado de
Veracruz, e inicia sus trabajos el 3 de enero de 2005, con cuatro Programas Educativos:
Comercializacién, Mantenimiento Industrial, Tecnologia de Alimentos, Tecnologias de Ia
Informacién y Comunicacién, e Informatica Administrativa.

La “UTCV”, estd comprometida con la EDUCACION DE CALIDAD y LA MEJORA CONTINUA, por lo
qgue, uno de sus objetivos estratégicos es certificar todos los procesos que intervienen en el
guehacer diario, con base en el modelo ISO 9001:2000, ISO 14001 Ambiental. Entre ellos, el
proceso educativo, el de gestidn y el de educacién continua; ademas, visualiza acreditar cada uno
de sus programas educativos con talleres y laboratorios reconocidos nacional e
internacionalmente.

1.8.1 Mision institucional.

Contribuir a la formacion de profesionales responsables, comprometidos y creativos, con una
solida preparacidon cientifico-tecnoldgica, cultural y valorar, con vinculacion nacional e
internacional y una imagen institucional sélida.

Con base en un enfoque educativo centrado en el aprendizaje, con profesores vinculados al sector
productivo, con planes y programas de estudio pertinentes al entorno, garantizar el
aseguramiento de la calidad de los procesos: educativo, de educacién continua y de gestion,
mediante la certificacion, la acreditacién y la mejora continua.

Con el propésito de que los egresados coadyuven a la competitividad de las empresas y su
capacidad de respuesta al cambio, para fortalecer la calidad de vida de la sociedad bajo
pardmetros de excelencia académica y la promocién de valores. 3

1.8.2 Valores Institucionales.

Lealtad: Es el sentimiento de apego, fidelidad y respeto; con el que se demuestra el alto sentido
de compromiso a la institucidn y a sus companieros.

Honestidad: Respeto a la normatividad establecida en la Institucién, dentro y fuera de ella.

Responsabilidad: Cumplimiento de las actividades encomendadas, es decir, cumplir el deber, en
tiempo, formay con la calidad deseada.

Trabajo en equipo: Es colaborar con un fin comun, el compromiso es compartido para la
consecucién de metas institucionales y la solucidon de problemas con equilibrio, basados en un
clima de confianza y respeto mutuo.



Igualdad: Es la buena practica institucional por un trato idéntico, sin que medien diferencias entre
todos los que conformamos la comunidad universitaria ya que tenemos los mismos derechos y las
mismas oportunidades.

Cuidado del medio ambiente: Respeto institucional hacia el entorno en apego a las normas
establecidas para cuidar, proteger y preservar el medio ambiente.

La estructura y operacion del Sistema de Gestidn del Laboratorio se lleva a cabo con base en los
requisitos y directrices de:

o NMX-EC- 17025-IMNC- 2006 Requisitos generales para la competencia de los laboratorios
de ensayo y de calibracién

e |SO 19011:2002 Directrices para la auditoria de los sistemas de gestion de la calidad y/o
ambiental

e Manual de buenas practicas de laboratorio

e Métodos analiticos adecuados a su propdsito Guia de laboratorio para validacién de
métodos y tépicos relacionados

1.8.3 Politica de Calidad.

Satisfacer los requisitos de los empresarios y alumnos que reciben nuestros servicios de analisis
fisicoquimicos y microbiolégicos a través del cumplimiento y mantenimiento de las Buenas
Practicas de Laboratorio (BPL) aplicando procedimientos y métodos analiticos (normalizados) con
base en la NMX-EC- 17025-IMNC-2006 y asegurando la mejora continua del sistema técnico y
administrativo que garanticen la confiabilidad de los resultados analiticos.

1.8.4 Laboratorio de analisis de ensayos de la UTCV.

Las labores del laboratorio de ensayos de la UTCV dio inicio la oferta de servicios de andlisis a
la industria de la regidon en 2012-01-27 esto ofreciendo analisis a la industria como lo es analisis
bromatoldgicos para alimentos , fisicoquimicos en agua y microbioldgicos, el laboratorio se
acredito ante la entidad mexicana de acreditacion “ ema” esto para acreditar al laboratorio de
ensayos en la ISO/IEC- 17025 que refiere a la administracion de los laboratorio, asi mismo se
dio de alta unas técnicas para a validacion o la verificacidon del método.

En la actualidad el laboratorio de ensayos de la UTCV cuenta con acreditaciones en analisis
bromatoldgicos, fisicoquimicos y microbioldgicos.

Determinacion de sélidos, sélidos totales y sélidos en suspensién en agua.



e Determinacion de cloruros en agua.

e Determinacion de alcalinidad en agua.

e Determinacion de conductividad en agua

e Determinacion de proteinas en alimentos

e Determinacidn de cenizas en alimentos

e Determinacion de humedad en alimentos por tratamiento térmico.

e Determinacion y enumeracion de organismos coliformes, organismos coliformes
termotolerantes y Escherichia Coli

e Determinacidn de Bacterias Coliformes.

e Meétodo para la Cuenta de Microorganismos Coliformes Totales en Placa.

Actualmente en el laboratorio se mantiene una SGC e base a la ISO 9000 y a la ISO/IEC 17025,
2015 esta en la versidn actual, esto para mantener actualizado vy con mejora continua el SGC del
laboratorio de ensayos



CAPITULO 2.

METODOLOGIA

Para el desarrollo de este trabajo se siguieron los siguientes puntos:

2.1- Andlisis e interpretacién de la NOM-210-SSA1-2014.

Se analizard la estructura de la norma ya que contiene mas métodos de analisis de
patdgenos.

2.2- ldentificacién de formato internos establecidos para los procedimientos de analisis
microbioldgicos.

Se revisaran los procedimientos internos del laboratorio, delimitar si aplica el procedimiento de
verificacion de métodos.

2.3.-Diseno de la estructura del procedimiento de la determinacion densidad de Coliformes
totales, fecales yE. Coli por latécnica del NMP presentes en muestras de alimentos para
consumo humano y agua.

Se realizara un comparativo de la estructura de un procedimiento interno esto respecto a la
estructura de la metodologia del apéndice H.

2.4.-Elaboracidn de procedimientos y formatos.

Se elaborard un procedimiento respecto a la norma NOM-210-SSA1-2014 y a su vez un
procedimiento.
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CAPITULO 3

DESARROLLO DEL PROYECTO

3.1- Andlisis e interpretacion de la NOM-210-SSA1-2014, interpretacion de la norma.

Para iniciar con el andlisis de la norma, se recurrié a la consulta de la norma, la cual se descargd
en el Diario Oficial de la Federacién

Se revisd detalladamente cada uno de los numerales del apéndice H establecidos en la norma
NOM-210-SSA1-20014 junto con el asesor, esto para diferenciar los cambios con respecto a la
norma que sustituyo la NOM-112-1994.

3.2.- Identificacién de formato internos establecidos para los procedimientos de andlisis
microbioldgicos.

Se identificacion de los procedimiento de analisis microbioldgicos que se desarrollan en el
laboratorio los cuales son cualitativos y cuantitativos, es necesario identificar la estructura de los
procedimientos para saber su interpretacién.

Se revisaron los un formatos como lo son las plantillas digitales, observando su estructura
para el desarrollo de los nuevos formatos, la cual se identificaron con los siguientes puntos .

e Informacién de muestra

e Método empleado

e Cantidad vy especificacién de
reactivos utilizados en el andlisis

e Numero de repeticiones, promedios,
desviacidn estandar

e Formulay desarrollo del resultado.

e Controles de calidad
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3.3.-Estructura del procedimiento de la determinacién densidad de coliformes totales, fecales y E.
Coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.

Para la estructura del proyecto se prosiguié con la identificaron de los puntos que conforma un
procedimiento interno y la metodologia planteado por la NOM-210-SSA1-2014 apéndice H.

Estructura de procedimiento interno

Estructura de procedimiento bajo
la normativa

Objetivo Introduccion

Alcance Equipos, materiales y medios de
cultivo

Fundamento Procedimiento analitico

Definiciones Calculos

Materiales , equipos y reactivos Tablas

Limpieza del material

Estabilidad de la técnica microbiana
por la técnica NMP

Procedimiento analitico

Calculo aproximado de NMP y el 95%
de limite de confianza

Calculos

Interpretacion de resultados

Controles de calidad

Medios de control de calidad y

valides la prueba.
Preparacion de medios de cultivo.
1- Comparacidén de estructura de procedimientos:

Tablas

Tabla.

En la tabla 1 se muestra un comparativo de un procedimiento interno y la metodologia de la
normativa correspondiente, esta para marcar un margen comparativo de ambas metodologias, y
proponer una metodologia homologa de ambas.

3.4.-Elaboracion de procedimientos y formatos

El procedimiento de analisis microbioldgicos consta de los siguientes puntos.

Objetivo: se redacta conforme lo establecido en la norma contemplando las competencias del
laboratorio.

Alcance: en este punto menciona el impacto que tiene, en el fundamento y en la describen de
puntos mas importantes del cual conste el método de andlisis.

Definiciones: en este apartado es donde se colocan las palabras clave de la técnica y se describen

brevemente esto para que sea mas  facil de comprender Reactivos, equipos y material: se
enlistan todos los materiales que se requieren para llevar a cabo la técnica, en esta se describe
que tipo de material se debe de utilizar, si es de clase A, material de referencia, equipos vy

materiales con certificado de analisis.
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Descripcion del procedimiento: en este apartado se describen los pasos a seguir para llevar a cabo
la técnica, se realiza una descripcion detallada de cdmo se va a realizar la técnica, en esta incluye
variables que se deben de contemplar, considerar un diagrama de proceso para llevar de forma
sistematica u ordenada cada paso a seguir.

Calculos: se describen los calculos matematicos que se deben de elaborar, en esta incluye la
interpretacion y desarrollo de férmulas para obtener unos resultados de forma numérica

Controles de calidad: Son pardmetros los cuales el laboratorio coloca para asegurar la calidad vy
veracidad de los resultados. Entre los parametros de control de calidad que se pueden aplicar se
encuentra el colocar un blanco de reactivos, realizar un duplicado de cada muestra a evaluar,
utilizar material volumétrico clase A asi como realizar la verificacién del material de medicidny
quipos que influyen en el analisis.

Este equipo o material debe de ser calibrado para tomar en cuenta Ila incertidumbre de
medicion y con ello obtener una medicién un tanto mas precisa, otro pardmetro de control de
calidad es que todos los reactivos que utilicemos cuenten con su certificado de andlisis.
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CAPITULO 4

RESULTADOS Y CONCLUSIONES.

4.1 Resultados.

Como resulto de este proyecto se obtuvo un procedimiento para el analisis microbiolégico en
base a la NOM-210-SSA1-2014, el cual se muestra enelanexo 1, y el formato en el anexo 2

UNIVER SIDAD TECNOLOGICA DEL CENTRO DE VERACRUZ S ceE 5

Apéndice H Normativo. HE P ELE
; . . X N DE LA DACOZ PA
Método aprobado para la estimacion de la densidad de Coliformes totales, EFICACIA
fecales y E. coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos {CODIGO-
para consumo humano y agua. FIRMA)

[basado en la NOM-210-55A1-2014)
No. PROCESO

Pdgina 1 de 18

1. Objetivo.

Describir el método para la estimacion de la densidad de coliformes totales, coliformes fecales y

E. coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua.
2. Alecance.

Este procedimiento es aplicable para la estimacion de la densidad de coliformes totales,
coliformes fecales y E. coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para
consumo humano y agua. Este procedimiento aplica la deteccion de coliformes fecales y E. coli,

especialmente en productos que se encuentran en bajas concentraciones de microrganismos.

3. Fundamento

Figura 2. Estructura de encabezado de documento

En este procedimiento se redacté con las especificaciones internas del laboratorio la cual estd
acreditado con la norma ISO/IEC 17025 en esta se estable un control de documentos, con ciertos
criterios para que estos documentos estan controlados en su limitacion a personas que pueden
tener su acceso por parte del SGC. Se muestra en la figura 2, la portada del procedimiento con
las especificaciones para su control por el SGC.

La estructura del procedimiento se obtuvo una revision y el andlisis de la normativa
correspondiente y los formatos internos del laboratorio, la cual se muestra en el anexo 1.
Procedimiento para la determinacién de coliformes fecales, termotolerantes y E. Coli por la técnica
de numero mas probable. El procedimiento cuenta con un objetivo la cual se generé en base a
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la normativo y a los criterios de la misma, asi también se redacté un alcance en la cual se
estipula las limitaciones y alcance de la misma, puesto que es un procedimiento interno de
laboratorio, la parte de fundamentos vy definiciones se estableci6 mediante referencias
bibliograficas en la cual se describe una breve introduccidn al analisis y los tecnicismos empleado
dentro del procedimiento, los materiales y el métodos se establecié de acuerdo a la normativa
(NOM-210-SSA1-2014 apéndice H ). Asi mismo la expresion de los resultados y los controles de
calidad se determinaron de acuerdo a lo que marca la normativa y a lo establecido por el
laboratorio, en el procedimiento de aseguramiento de los resultados.

UNIYERZIDAD TECNOLGGICA DEL CENTRO DE YERACRUZ CHRICH-RE FHLAR-&

RESFHES
G ticmica del NMP presestes en muestras de alimestos para consumo bumano y  |asiese R
s
a’ cvV gu3- EFICAL]
ruria s [basado en o NHOM-210-35A1-2014) A
: B précEY z
Figina 1 dr 2

AFOECE INCERTIFNHBRE: Tudu ol pranras ar debe rralinar amn banr ro o] FELARES
HEESTEA: ERIRARES: La limpirns de malerial ar debe realinse snn bane en o] FELARER
FELIS: TeL. EHFLEABRS [=L]:
FECHA:
Hatarialar: Cidiquiluats Equipmr: Cildigm Equipmr: Cidigm

Balannaanal lina wnn aranibilidad de LI Falualane
Frabelan de 110 al Harundr prasn Heras

Pulrasibmrlrn sns snmpranadar dr lemprralars Campanadr Flujn Laminar

Trrminmrles Taashadura

-r...:..u..;..s.:...
Farud
R ki plaad Tul Unidad Luts MHarca Criterimr 2 Canriderar Dhrervacimner dal analirta
m unidad

Fyna dralilada

Prplunsdr sanrins
Clarsra dr aniin

Calle A1

Figura 3. Formato para el reporte de analisis.

El formato para el reporte de analisis que se muestra en la figura 3, es una bitacora digital en
la cual se debe de reportar los resultados del andlisis, los materiales y los equipos que se
utilizaron para el desarrollo de la técnica, se estableci6 y se tomd como referencia un forma
interno la cual describe el método para la determinacion e identificacién de Coliformes totales,
termotolerantes y E. Coli, esta por el método de filtracion por membrana.
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4.2.-Conclusiones

Se elabord el procedimiento para la determinacidon de coliformes totales, termotolerantes y E.
Coli, en alimentos y agua para consumo humano, siguiendo la estructura establecida para la
elaboracion de procedimientos dentro del laboratorio de ensayos de la UTCV.

El procedimiento describe la preparacion de la muestra, medios de cultivo, reactivos, la
metodologia empleada para el analisis asi como realizar el conteo de UFC por NMP en la
muestra analizada.

4.3- Trabajos Futuros y recomendaciones

Dar de alta el procedimiento para la asignacién de un cédigo de control por el SGCde la
universidad.

Aplicacién del procedimiento, con sus controles de calidad para cada analisis elaborado.

Se recomienda la verificacion del método de analisis con del desarrollo de un disefio de
experimentos para calcular niveles de confianza del método.

Llevar al proceso de acreditacion ante la Entidad Mexicana de Acreditacidon “ema” para la nueva
metodologia de andlisis propuesta.

Actualizar el método y formato cada determinado tiempo o cuando se detecte una mejora
para su uso.
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ANEXOS

Anexo 1. Procedimiento para la determinacion de coliformes fecales, termotolerantesy E. Coli
por la técnica de nimero mas probable.

UNIVERSIDAD TECNOLOGICA DEL CENTRO DE VERACRUZ eslilcat-1578 PRLAB
Apéndice H N St RESPOMNSABLE
éndice ormativao.
, o i i DELA DACOZ PA
Metedo aprobade para la estimacion de la densidad de Celiformes totales, EFICACIA
fecales y E. coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos ||:ﬁD|ED- 12/01/2018
para consumo humano y agua. FIRMA)
|basado en la NOM-210-55A1-2014)
No. PROCESD
Pagina 1 de 21

Objetivo.

Describir el método para la estimacién de la densidad de coliformes totales, coliformes fecales y E.
coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para consumo humano y agua,
ejecutable en el laboratorio de ensayos de la UTCV.

2. Alcance.

Este procedimiento es aplicable para la estimacion de la densidad de coliformes totales,
coliformes fecales y E. coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos para
consumo humano y agua. Este procedimiento aplica la deteccién de coliformes fecales y E. coli,
especialmente en productos que se encuentran en bajas concentraciones de microrganismos.

3. Fundamento

En la actualidad se utilizan 3 grupos de indicadores microbianos con diferentes aplicaciones. La
deteccion de bacterias del grupo coliformes se usan como indicador de la calidad sanitaria del
agua o como indicador de las condiciones sanitarias en el procesamiento de alimentos. Los
coliformes totales, fecales y E. coli continldan siendo el indicador de eleccién que manifiesta
contaminacion fecal reciente o condiciones higiénicas inadecuadas.

El principio de la técnica se basa en la dilucidn de la muestra en tubos multiples, de tal forma que
todos los tubos de la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucién mayor sean
negativos. El resultado positivo se demuestra por la presencia de gas y crecimiento microbiano
propiedad de los microorganismos coliformes para producir gas a partir de la fermentacién de
lactosa a 45.5°C + 0.2°C (para alimentos) 44.5°C * 0.2°C (para agua) dentro de las 48h de
incubacién (coliformes fecales y E. coli).

Para obtener el NMP en los resultados se aplica la teoria de la probabilidad, lo cual tiene como
condicidn lo siguiente:

- Una distribucidn aleatoria de las bacterias que existen en la muestra.

- Las bacterias se encuentran como entidades no agrupadas.

- Los microorganismos presentes en la muestra creceran en el medio cuando son incubados.

Una excepciodn es la E. Coli enterohemorrdgica serotipo 0157:H7, que es GUD negativa; por lo que
es comun que esta prueba se utilice para diferenciar este serotipo de las demas E. coli.
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La produccion de GUD por otras bacterias de la familia Enterobacteriaceae es rara. Algunas cepas
o especies de Shigella (44%-58%) y Salmonella spp (20%-29%) son GUD positivas, sin embargo, no
se considera una desventaja de esta prueba para su uso en salud publica.

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 tubos. A medida que el nimero de tubos inoculados para cada
dilucién aumenta, se reducen los limites de confianza.

4. Definiciones

Coliformes: Bacilos Gram negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos, que a 35
°C fermentan la lactosa con la produccién de gas bajo las condiciones especificas.
Termotolerantes: Los coliformes termotolerantes integran el grupo de los coliformes totales, pero
se diferencian de estos ultimos, en que son indalo positivo, su intervalo de temperatura éptima de
crecimiento es muy amplio (hasta 45 °C) y son mejores indicadores de higiene en alimentos y
agua.

Microorganismo indicador: Son aquellos que tienen un comportamiento similar a los patégenos
en cuanto a concentracidn en las aguas y reaccion frente a factores ambientales, pero son mas
faciles, rapidos y econdmicos de identificar.

Medio de cultivo: Un medio de cultivo es un sustrato o una solucién de nutrientes que permite el
desarrollo de microorganismos.

Dilucién primaria. : Es la solucién, suspensién o emulsién obtenida después de pesar o medir una
cantidad del producto bajo examen y mezclarla con una cantidad de nueve veces en proporcion de
diluyente.

Diluciones decimales adicionales: Las suspensiones o soluciones obtenidas al mezclar un
determinado volumen de la dilucidn primaria con un volumen de nueve veces un diluyente y que,
por repeticion de esta operacion con cada dilucién asi preparada, se obtiene la serie de diluciones
decimales adecuadas para la inoculacidon de medios de cultivo.

NMP. Expresion referida a Numero Mads Probable en una determinacion en medios de cultivo
liquidos.

Escherichia coli: bacteria habitual en el intestino del ser humano y de otros animales de sangre
caliente. Aunque la mayoria de las cepas son inofensivas, algunas pueden causar una grave
enfermedad de transmisién alimentaria. La infeccién por E. coli se transmite generalmente por
consumo de agua o alimentos contaminados, como productos carnicos poco cocidos y leche cruda.

5. Materiales, equipos y reactivos

Bafio de agua con cubierta y recirculacién constante que alcance una temperatura de 44.5° C,
45.5°C+ 0.2 °C;

e Lamparade luz UV de 365nm longitud de onda;

e Incubadora de aire que mantenga una temperatura de 35°C £ 0.5°C;

e Balanza con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1g;

e Motor de licuadora u homogeneizador peristaltico;

e Potencidmetro con sensibilidad de 0.1 de unidad de pH;

e Mecheros Bunsen, y
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Autoclave que mantenga una temperatura interna de 121°C bajo una presion de 15 psi (1
bar), equipado con termdmetro calibrado y mandmetro de presion calibrado, previamente
calificada.

MATERIALES.

Tubos de cultivo de 18mm x 150mm, 18mm x 200mm, 16mm x 150mm, 16mm x 160mm,
22 x 175mm con tapdn de rosca;

Tubos de fermentacién (campanas de Durham);

Gradillas de pldstico y metal;

Asas bacterioldgicas;

Lentes protectores

Termdmetro de maximas para autoclave con divisién minima de 0.5°C calibrado. Se
debera registrar la inspeccién trimestral de la columna de mercurio del termémetro con
una lupa en busqueda de rupturas de la misma, si se observa éste debera salir de uso;
Termdmetro de inmersién total de 379mm de longitud de 25°C a 55°C, una escala auxiliar
a 0°C con subdivisiones de 0.1°C con una precisién y exactitud de £ 0.1°C.

Se deberd registrar la inspeccién anual de la columna de mercurio del termémetro con
una lupa en busqueda de rupturas de la misma, si se observa éste debera salir de uso;
Cinta testigo para procesos de esterilizacién por calor humedo;

Vasos de licuadora estéril o bolsas estériles para homogeneizador peristaltico;

Pipetas graduadas bacteriolédgicas de 0.1mL, 1mL, 2mL, 5mLy 10mL;

Probetas de 100mL, 500mL y 1000mL;

Frascos de dilucidn de vidrio de borosilicato con tapén esmerilado;

Frascos con capacidad 500mL con tapa de rosca, y

Espatulas, cucharas, cuchillos, pinzas.

MEDIOS DE CULTIVO.

Caldo A-1;

Caldo lauril triptosa;

Caldo EC;

EMB-L;

Caldo triptona al 1%;

Caldo RM - VP;

Caldo Citrato de Koser;

Citrato de Simmon;

Caldo Lauril triptosa con MUG;
Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis;
Agar Mc Conde;

Agar Nutritivo;

Agar Cuenta Estandar, y

Caldo Lauril con MUG.
REACTIVOS.

Regulador de fosfatos solucion concentrada;
Diluyente de peptona al 0.1%;
Reactivo de Kovac;

Reactivo de VP;

Indicador rojo de metilo, y.
Reactivos para la coloracion de Gram.
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Cepas de referencia.
e F.coliATCC 25922,y
e Enterobacter aerogenes ATCC 13048.

Limpieza del material.

Realiza la limpieza del material de vidrio a utilizar para el andlisis de la muestra de acuerdo al
procedimiento (PRLABO8) y documenta los resultados en el formato (FOLAB119). Una vez lavado
los materiales se procede a la preparacion y esterilizacién de los mismos.

6.- PROCEDIMIENTO ANALITICO.

6.1. Procedimiento para determinar coliformes Totales, Fecales y E. coli en agua y hielo.

6.1. Prueba presuntiva. Agitar vigorosamente la muestra veinticinco veces en un arco de 30° por
7s, la cantidad necesaria para el analisis debera ser de 100mL como minimo e inocular el caldo
lauril triptosa a la concentracion adecuada, como se describe en el punto H.14.1.2.

6.1.2 Agua para uso y consumo humano y envasado. Transferir 5 porciones de 20mL, 10 mL o una
porcién de 100mL. Consultar la tabla H.14.1.2, para seleccionar las diferentes concentraciones de
caldo lauril de acuerdo a los diferentes volimenes de muestra a inocular.

6.1.3 Agua para uso recreativo. Utilizar cinco tubos de caldo lauril por cada porcién de 10mL, 1ImL
y 0.1mL, hacer diluciones decimales cuando se espere una densidad microbiana alta. Consultar las
Tablas H.14.1.2.

6.1.4 Hielo. Fundir por completo el hielo a 45°C y realizar el andlisis como agua para uso y
consumo humano. Incubar los tubos de caldo lauril inoculados a 35°C £ 0.5°C por 24h a 48 h.
Examinar los tubos a las 24h y observar si hay evidente formacién de gas. Si no se observa la
formacidn de gas, incubar 24h mas y anotar los resultados.

6.1.5 Prueba confirmativa. De cada tubo que muestre formacién de gas, tomar una asada y
sembrar en un numero igual de tubos de Caldo EC para la prueba confirmativa; inocular en tubos
de EC un control positivo de E. coli y un control negativo de Enterobacter aerogenes e incubar con
las muestras.

6.1.6 Incubar los tubos para prueba de coliformes totales a 35°C + 0.5°C por 48h + 2h y para la
prueba de coliformes fecales a 45.5°C + 0.2°C en bafio de agua con recirculacidon continua durante
24h, observar si hay formacién de gas, registrar la lectura, en caso de no haber formacion de gas,
incubar 24h mas. Utilizar estos resultados para calcular el NMP de Coliformes totales y coliformes
fecales respetivamente. Consultar la seccion de calculos.

Nota: Para todos los alimentos que se les determine coliformes fecales, la incubacién debe ser a
45.5°C £+ 0.2°C por 24h a 48h, excepto para muestras de agua que deberan incubarse a 44.5°C +
0.2°C durante 24h a 48h.

6.1.7. Agua de mar para el cultivo de moluscos bivalvos. Agitar la muestra vigorosamente
veinticinco veces en un arco de 30cm por 7s. Para la prueba de coliformes fecales, inocular la
muestra de agua de mar directamente en cinco tubos conteniendo el Caldo A-1, por dilucién en
porciones de 10mL, 1mLy 0.1 mL en Medio A-1.

Incubar por 3h a 35°C + 0.52C para un periodo de resucitacion, pasado este tiempo de incubacidn

colocar los tubos en un bafio de agua a 44.5°C £ 0.22C por 21h £ 2h.

La produccidn de gas y/o efervescencia manifestada por una agitacion suave de los tubos de Caldo
A-1 incubados dentro de las 24h, indica una reaccion positiva a coliformes de origen fecal. Para
calcular el NMP/100mL consultar la Tabla correspondiente Tabla 2.

6.2. Prueba complementaria.
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6.2.1. Esta es una prueba optativa de calidad para todas las muestras de agua que tiene como
objetivo confirmar el 10% de los tubos positivos de coliformes totales en caldo verde brillante.
Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos de caldo verde brillante y sembrar por estria
cruzada en agar Mc Conkey. Incubar a 35°C £ 0.5°C por 24h £ 2h. Observar las colonias tipicas
fermentadoras de color rosa intenso que pueden estar rodeadas de un halo opaco de
precipitacion de las sales biliares.

6.2.2. Seleccionar 1 o mas colonias aisladas con las caracteristicas anteriores o lo mds parecido a
esta descripcién e inocular igual nimero de tubos de fermentacidn con caldo lauril triptosa y a
tubos con agar nutritivo inclinado. Incubar a 35°C £ 0.5°C examinar los tubos a las 24h y observar si
hay formacion de gas. Anotar los resultados. Si la formacidn de gas no se observa, incubar 24h mas
y anotar los resultados.

6.2.3 Realizar tincién de Gram a partir del crecimiento en el agar nutritivo para observacion de la
morfologia microscdpica de las colonias.

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

6.2.5. Prueba confirmativa para E. coli (por identificacidon bioquimica).

6.2.6. Prueba presuntiva.

6.2.7. Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos de caldo EC y/o Caldo A-1 y sembrar
por estria cruzada en agar EMB-L para su aislamiento. Incubar las placas invertidas a 35°C £ 1°C
por 18°C - 24h. Seleccionar 2 colonias de cada placa con la morfologia colonial tipica: colonias con
centro negro, planas con o sin brillo metalico y sembrarlas en agar cuenta estandar (placa o agar
inclinado), para realizar las pruebas de morfologia microscépica y pruebas bioquimicas. Incubar las
placas o tubos a 35°C + 1°C por 18h -a 24h.

6.2.8. Si no hay colonias con morfologia tipica, probar 1 o mas colonias lo mds parecido a E. coli de
cada placa. Realizar un frotis y tefirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de bacilos
cortos Gram negativos.

6.2.9. Pruebas bioquimicas: Indol, Rojo de metilo, VP, citrato.

6.2.10. Produccion de indol. Inocular un tubo con caldo triptona e incubarlo a 35°C + 0.5°C por 24h
+ 2h. Adicionar 0.2mL a 0.3mL de reactivo de Kovac, dejando caer las gotas del reactivo por las
paredes del tubo y no agitar los tubos para observacién del anillo rojo en la superficie. La
presencia de una coloracion roja en la superficie del tubo se considera una prueba positiva.

6.2.11. VP. Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35°C + 0.5°C por 48h + 2h. Transferir 1ImL
a un tubo de 13mm x 100mm. Adicionar 0.6mL de solucién a -naftol y 0.2mL de KOH al 40% y
agitar. Cuando se desarrolla un color de rosa a rojo en 15min a 30min, se considera una prueba
positiva.

6.2.12 Rojo de metilo. A la otra parte del caldo MR-VP inocular adicionar cinco gotas de solucién
de rojo de metilo. Se considera una prueba positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color
amarillo definido es una prueba negativa.

6.2.13 Citrato. Sembrar con indculo ligero un tubo con caldo citrato de Koser, evitar turbiedad en
el tubo. Incubar a 35°C + 0.5°C por 96h. Una reaccién positiva se observa mediante el desarrollo de
turbiedad detectable. Se puede utilizar como alternativa citrato de Simmon el cual se debe
inocular por estria. Incubar 35°C + 0.5°C por 48h. Una prueba positiva se observa mediante
crecimiento y/o cambio a una coloracidn azul; la ausencia de crecimiento se considera una prueba
negativa.

6.3. Interpretacion de resultados de las pruebas bioquimicas.
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6.3.1 Todos los cultivos que fermenten la lactosa con produccién de gas dentro de las 48h a 35°C,
sean bacilos o bacilos cortos Gram negativos no esporulados y se obtengan las siguientes
combinaciones para el IMViC

Pruebas Biotipo 1* Biotipo 2%
Indol + =
RM or T
VP = =
Crtrato = =

Son consideradas como E. Coli.

6.3.2 Calcular el NMP de E. coli basada en la proporcion de los tubos positivos de caldo EC
confirmados. Consultar el punto H.8 (resultados) Calculos.

6.4. Prueba para detectar E. Coli en alimentos refrigerados o congelados.

6.4.1 Prueba Presuntiva. Seguir lo indicado en el punto 6.5. Utilizando caldo lauril con MUG en vez
de caldo lauril. Inocular un tubo con una cepa de E. Coli GUD positiva como control (ATCC 25922).
Ademas, inocular otro tubo con una cepa de Enterobacter aerogenes (ATCC13048) como control
negativo, para facilitar la diferenciacion entre los tubos que presenten sdélo crecimiento y
crecimiento con fluorescencia. Inocular los tubos por 24h a 48h + 2h a 35°C. Examinar cada tubo
con crecimiento (turbiedad y gas), después, observar los tubos en la oscuridad con una ldmpara de
luz UV. Una prueba positiva para E. Coli es |la presencia de fluorescencia en el tubo. La lectura a las
24h de incubacion, identifica a E. Coli en un 83%-95%, mientras que a las 48h de incubacion la
identifica en un 96%-100%.

6.4.2 Prueba confirmativa. Confirmar todos los tubos positivos estriando en una placa de agar L-
EMB, incubar a 35°C + 1°C por 24h y continuar como se indica en el punto 6.2.7.

6.4.3 Prueba confirmativa para E. coli (por identificacién bioquimica). Calcular el NMP de E. coli
basada en la confirmacién de tubos en las tres diluciones consecutivas.

6.5. Procedimiento para Alimentos.

6.5.1 Prueba Presuntiva. Pesar 25g del alimento en 225mL de regulador de fosfatos o diluyente de
peptona y moler por 2 min en vaso de licuadora u homogeneizador peristaltico, el volumen total
en el vaso debe cubrir totalmente las aspas. Las muestras congeladas deben mantenerse en
refrigeracion (2°C-5°C) un maximo de 18h antes de su andlisis, sin llegar a la descongelacién. En
caso de que la cantidad de muestra disponible sea menor a 25g y el analisis necesite ser efectuado
(por denuncia o queja ante la autoridad), utilizar una cantidad de muestra que represente una
proporcién 1:10.

6.5.2. Preparar diluciones decimales con regulador de fosfatos. La cantidad de diluciones
dependerd de la densidad de coliformes esperada. Agitar las diluciones veinticinco veces en un
arco de 30cm por 7s transferir volimenes de 1mL a tres tubos con 10mL de caldo lauril triptosa,
por cada diluciéon por lo menos tres diluciones consecutivas (el volumen que se transfiera nunca
debe ser menor del 10% de la capacidad total de la pipeta). Mantener la pipeta en angulo de tal
manera que descanse sobre el borde del tubo. El tiempo entre la homogeneizacion de la muestra 'y

la inoculacidn de los tubos no debe exceder de 15 min a 20 min.
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6.5.3 Utilizar como medio de enriquecimiento caldo lauril triptosa, una vez inoculados incubar a
35°C £ 0.5°C. Examinar los tubos a las 24h y observar si hay formacion de gas. Anotar los
resultados. Si la formacién de gas no se observa, incubar 24h mas y anotar los resultados.
6.5.4. Prueba Confirmativa. Continuar como se indica en el 6.1.5. Prueba Confirmatoria,
considerando que si la formacién de gas no se observa, continuar la incubacidn 24h mas.

7. CALCULOS.

7.1. Con frecuencia es necesario calcular el NMP con cantidades de muestra diferentes de los
enlistados en las Tablas H.8.4 desde el primer nimero de la combinacidén encontrada. Si la
cantidad de muestra >0.01g multiplicar el NMP enlistado en la tabla utilizada dependiendo del
procedimiento realizado por 10.

7.2. Una determinacién de cinco tubos que dé tres tubos positivos en 0.01g; dos tubos positivos en
0.001g y un tubo positivo en 0.0001g (3-2-1) el resultado obtenido al leer en la Tabla 2, es 17,
multiplicar por 10 para asi obtener 170 como el NMP final por g de muestra. De igual forma si la
cantidad mas grande utilizada para la tabla de referencia es 1g en lugar de 0.1g, dividir el NMP
derivado de la Tabla entre 10. Por ejemplo, el resultado de la determinacién del NMP en tres
tubos para E. coli que dé tres tubos positivos en 1g; un tubo positivo en 0.1g y ningln positivo en
0.01g (3-1- 0) el resultado obtenido al leer en la Tabla 1 es 43 y dividir entre 10, lo que da 4.3 como
el NMP presuntivo por g de muestra.

7.3 Un método alternativo para obtener el NMP es usando la siguiente férmula:

(NMP/g de la tabla - 100) X factor de dilucién del tubo de en medio = NMP/g.

Para calcular el NMP/100 g multiplicar por 100.

Tahblas.
Tabla 1. NMP para 1g de muestra cuando se usan res tubos con porciones de 0.1; 0,01 y DUl g.
Tubos Posihcs Tunos Posltivos Tubos PosEves Tubos Posittvos

01 o011 00 NMP 01 001 0001 NMP 01 OO0 DO NMMP D1 001 000 NP
] ] 0 =3 a ] E 1] 0 91 3 0 ] 23
1] 1] 1 3 a 1 T2 2 o] 1 14 3 [ 1 ]
1] 1] 2 E a 2 1 2 o 2 20 3 [ 2 -5
1] 1] 3 o a 3 15 2 o 3 26 3 [ 3 a5
1] 1 D 3 1 1] 73 2 1 0 15 3 1 o 43
1] 1 1 E.1 1 1 1 2 1 1 20 3 1 75
1] 1 2 02 1 2 15 2 1 2 T 3 2 ia
1] 1 3 12 1 3 19 2 1 3 34 3 1 3 160
1] 2 D B2 2 1] 1 2 2 0 21 3 2 1] a3
1] 2 1 ] 2 1 15 2 2 1 28 3 2z 1 150
1] 2 2 12 2 2 0 2z 2 2 kL 3 2z 2 210
1] 2 3 16 2 3 24 2z 2 3 42 3 2z 3 2
] 3 ] o4 3 ] 15 2 3 0 2 3 3 ] 240
1] 3 1 13 3 1 0 2 3 1 36 3 3 1 460
1] 3 2 16 3 2 24 2 3 2 4 3 3 2 1100
1] 3 3 19 1 3 3 3 2z 3 3 a3 3 ] 3 =110
Referencia: Cfficial Methods of Analysis of ADAC Intemational, 18 ed. 2005. Chapter 17.3, pag. &
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Tabla 2. NMP para 100mL de muestra cuando se usan 5 porciones en cada una de tres diluciones con series geométricas.

M 38 Paacel PR . 0 Thieceh P, . 0 Tl polirecl. W oe 1 iEGk poME e Mc. 38 D alel, QTR W 0% 1EC PO

aml | tmi | Gimi| mee o | twl | Bimd| e om | imi | BAmL [T Bm | im | A i Sami | imi | anmi e saml | iml | GdmL o
[ B a il i [ 3 d [ [ a 14 [ [ i3 B B a =
[ B C i i i [ a i [T a T 4 [ ] ] B C X
[ O ] ) 1 B [ B a B (X a o 5 o Gl 0 g a
[ B ] Ba 1 3 [T a & a ) ] [ ] B B 3 3
[ C 4 T3 i 4 # a 1- a [l e 4 o 4 = 0 B 4 ™
[ C 5 [ i [] i a [ ] a = a [ i [] B 5 -
[ 1 a 18 1 [ an E 1 o [T] C ] ] 1 17 ] 1 a x
[ 1 C ) 1 1 &1 E 1 1 T 5 1 Gl B 1 C -
[ i 2 [T i i E i E i [ i [ B i 2 i
[ i 3 TS i # I i F Er 3 C 5 7 4 i i ] i 3 =
[ 1 5 X 1 i L [l = 5 1 4 ] 0 1 5 ]
[ 1 5 [T 1 B ET] E 1 B ] C 5 ] 1 [ ] 1 0 ]
[ 3 a AT i o [ I ] [ B3 ] C "4 4 I ] 0 3 a =
[ 3 i [T i i [T E ] i i 2 1 T a E ) [] 3 i i
[ 3 ] T4 1 ] Er ] ] m ] E ] ] ] -
[ 3 ] [ 1 T ] B a 5 E ] B 3 3 i3
[ 3 [ 1t i 8 T 2 i [ E 4 el B 3 [ 180
[ 3 5 i i ¥ B ir I ] B = ] 3 X 4 I [ ] 3 5 ]
[ 3 a BB 1 3 o [ ] o 5 ] C T 5 3 E 0 3 a e
" 3 L i 3 i ] 3 i 3 a ] x 5 3 ] [ 3 L 9
[ 3 ] [ i 3 i ] E T 3 3 = 4 3 = 0 3 ] T4
[ 3 3 i 3 8 ] X 3 5 i a 3 ad [] 3 3 1
[ 3 ] 1 1 3 T ] = ] ] 7] ] 3 4 ] ] 3 ] ]
[ 3 5 8 1 3 0 T ] O = ] [ = 5 3 ) B 3 5 0
[ 4 a TE i [ [ [l [ ] i [ H a 4 el [] 4 a i3
[ 4 C W i 4 i 1 ] 1 T 4 1 n 4 4 = ] 4 C i
[ 4 ] 1 [ B 5 ] B o l 3 = 5 3 [ 0 4 ] =
" 4 a 13 i 4 [ i [ [ i 5 1_ 5 4 - ] 4 3 il
[ 4 4 8 i [ 4 T ] [ = 4 [l ] 4 4 4 [ 0 4 4 ]
[ 4 5 i [ [] x [l [ 5 i [ L a 4 3 = [] 4 5 )
[ ¥ a [ ] ¥ [ i ] o T ] C — ] ] B ] 1 a )
[ C 1 1 8 5 1 [T 5 1 =] 5 B 1 a B C 80
[ 3 i1 i L 8 E [ 8 3 X a [] 1 E [] 2 B
[ 3 kT i T ] = 5 D a 4 ] 3 ] ] 3 [
[ 5 1 5 = 5 [l At 5 0 4 0 5 =
" [ ] T i [ ] 34 5 [ = ] [ & 5 B O i ] ] )

s P M tita, o Adivala, O AW raationdd 18 ad SB. Cruamer 178

Tabla 3. NMP 100mL de muestra de agua o hielo e intervalos de confianza del 95% utilizando cinco
tubos con 20 mL de muestra.

95% o Limits de conflanza japroximacds)
Tubos positive | MMP/T0OML — Fupsnior

0 <11 0 20

K 0.0S £32

2 26 0.3 o

3 15 0E 147

4 £l 17 25 4

5 >5.0 a0 -

Referencia: American Public Heath Association. Standard Methods for the examination of Water
and Wastewater. 20th edition 1998. Washington DC.
Tabla 4. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando diez tubos con 10mL

de muestra.
Tz Limilte 0 conflanza

positives MMP100mL TEerion Suparnior

0 1.1 X 33

K 0= 55
2 232 037 3.1
3 36 iE} a7
Z = 16 13
5 3 25 15
5 52 3.3 13
7 12 AE 24
B " 59 EE
3 = 51 53
1 ~23 12 -

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

Tabla 5. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando tres tubos con 0.1g,
0.01gy 0.001g de muestra
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HMF por g de MUssira & INtarvalos O cONMIanza gel 55%%, UtIZanto tres ubos con 0.1g. 0.01g y 0.001g o8
milesTa.
Tubos positives Mg | D= 0% confare TUDOE poBLVE g | LITE e corfanzs
090 | 0071 | 0000 Infenior | Gupaior | 010 | 001 | 0007 Terior | Supesion
0 0 0 = a5 ] 7 D EY Iz FL]
] 0 EXY [RE] T ] 7 IE 57 ]
a i 0 30 (K] 7 ] 7 7 3 57 ]
i B E 18 z 3 D 5 57 ]
] Z 0 .1 F] 15 z 3 3E 87 Y]
i 3 0 a4 3 ] ] i D FE IE ]
1 0 0 3E 017 5 F] i 3E 8.7 110
1 0 1 73 1.3 B E] i 2 E 17 160
1 D 7 11 i6 3 3 1 D 23 5 180
1 i 0 74 E 20 F] 1 i TE 17 200
1 1 19 16 S 3 1 z 120 3 230
1 z D 19 16 ] 3 1 3 150 a0 230
1 Z 1 B 15 42 ] 2 D E 1E £
1 3 o 1E 45 42 3 2 150 T 420
z 0 0 3 ] = ] z Z I a0 ]
2 v 1 14 36 42 3 2 3 230 a0 1,000
z 0 Z 7 iz a2 ] 3 0 =0 Iz 1,000
2 1 v 15 3T 42 3 3 1 S50 a0 2,000
z i 7 iz a2 ] 3 Z Ti00 T80 ZI00
2 1 2 Fr B.¥ EX] 3 3 3 =1100 4301 -
Faleranda: Bactaniological Analylical Manual PO, Gth EWCion, Revision &, 1998 Aciuallzacion DICiembrs 2003,

Tabla 6. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando cinco tubos con 0.1g,
0.01g y 0.001 g de muestra.

NMP por g de muestra e intervalos de confiarnza del 35%, vilizandoe cinco tubos con 01, 0L0Hg v
.00 g de muesira.
Tiubeos. posives KMF7 | LimBe=s de confianza Tubos positteos NMPIg LimBes de
a [ T -]
.1 [=X: T oo Imferior | Swpesor o1 o.a1 0.0 Imferior | Superio
r

o ] [1] .50 - EX [ 2 1 17 .7 34
o ] 0.3 0.0 3.1 g 2 13 E 34
o ] 2 1.8 033 .1 g 2 2 21 o ag
o 1 [1 oS [TN=T) 315 B 2 E] 23 a4
o 1 1.8 033 =1 g 3 i 13 E 34
o 2 1] 1.8 033 R g 3 L 21 o EE
o 2 27 0= 7.2 2 3 2 22 44
o 3 [1 27 [ 7.2 B 3 E] 25 2 =0
1 ] [1 0.5s == s.1 g & i 23 i EE
1 ] 1.3 033 R g 4 L 24 44
1 ] 2 28 0= 7.2 2 ] 2 25 =0
1 1 [1 1.3 033 =7 g I a 23 4 =g
1 1 ] o= 2 g 5 o 22 a4
1 1 2 EE] 4 E] B 5 27 12 =0
1 2 [1] 23 0= 7.2 g 5 2 23 14 =g
1 2 3.8 1.4 E] g 5 a 32 15 =
1 3 1 3.8 1.4 ] g 5 o 27 12 =0
1 3 2.8 21 T B 5 r 30 14 =8
1 & [1 &8 21 g 5 2 33 15 52
2 i) [1 2 037 7.2 g 7 =0 14 =g
2 i r 3 051 7.3 B 7 33 17 T3
2 ] 2 & 1.4 E] g 7 2 35 7 74
F 1 1 3 0LET T8 g ] o T T T3
= 1 a 5.4 ] ] ] Tl T T4
2 1 2 5 21 B i) [& 17 TS ER
2 2 [1 & 1.4 =1 E ] 13 E 34
F 2 1 5 21 1 E ] 2 22 10 EE
F] 2 2 5.1 3 4 E ] E] 24 11 44
F 3 [1] 5.1 21 E 1 i 13 E EE
F 3 5.1 E] 14 E 1 1 23 40
F & [1] 5.1 3 14 E 1 2 25 a4
F] ] L T2 31 B E 1 E] 28 4 =8
F 5 [1] T2 3.1 15 E 1 4 3 4 =8
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= 4 2 14 T 5 i0 2 4 B3 o a0
= 5 0 13 B3 5 D 3 i ] i7 o
= 5 14 T 5 i0 3 LT 0 oo
= -] 0 12 T 5 D 3 2 55 L 120
-] ] i 7.8 ER | i7 i0 3 3 ES o a0
] 0 5.2 15 17 10 3 2 T 24 150
& o 2 11 5 20 i0 3 5 B3 35 10
& 0 3 12 ] 2 10 2 0 & 21 120
& 1 0 5.2 EX, 18 il 4 53 25 120
& 1 11 5 21 10 2 2 T a0 150
& 1 2 12 ] 2 il 4 3 B2 38 B0
-] 1 3 14 T 5 i0 4 4 £ 44 180
] 2 0 11 5 21 il 4 5 110 E0 2D
-] 2 12 EE 2 i0 5 i B2 26 a0
-] 2 2 12 T 5 iD 5 Ta a 150
-] 2 3 15 T4 el i0 5 2 BT 38 10
-] 3 0 12 EE 3 D 5 3 100 a4 fEed
& 3 14 T 25 il 5 4 110 E0 20
-] 3 2 15 T4 el i0 5 5 130 &7 220
-] 2 0 12 T 5 iD 5 B 140 70 280
-] 4 15 T4 el i0 -1 i T3 4 10
-] 2 2 17 5 e iD & £ 38 1E0
-] 5 0 15 T4 el i0 -1 2 110 50 Fa i
-] 5 17 5 £ D - 3 120 &7 20
-] 5 2 13 g 24 i0 -1 4 140 70 280
-] ] 0 17 5 4 D & 5 150 74 280
-] ] 13 5 4 i0 -1 E 180 Ly 350
-] T 0 13 5 4 D T 0 100 a4 Fall
T ] 0 10 4z 20 il T 120 E0 20
T 0 12 5 21 10 T 2 140 E1 280
T ] 2 13 B3 5 il T 3 150 73 280
T a 3 15 T2 28 il T 4 170 EL 350
T 1 0 12 5 2 il T 5 130 EL 350
T 1 13 B3 25 il T B 220 100 380
T 1 2 15 T2 8 10 T T 20 110 480
T 1 3 17 7.7 EL il 8 0 130 B0 250
T 2 0 13 g4 5 iD | 150 70 280
T 15 T2 28 i0 8 2 170 BO 350
T 2 2 17 T H D : 3 200 50 3=0
T 2 3 13 g 24 i0 8 4 220 o0 380
T 3 0 15 T2 El D | 5 250 120 480
T 3 17 5 4 i0 8 E 280 120 480
T 3 2 13 g 24 i0 8 T 310 50 620
T 3 3 21 il 39 il 8 B 350 150 G20
T 4 0 17 g 24 i0 3 i 170 T4 3o
T 4 13 g 4 il 3 200 kL 380

24



T e . 21 10 EL 0 £l . 230 oo 480
T 2 3 23 i1 - 0 g 3 250 120 480
T 5 o 15 £ 24 il £l 4 300 40 620
T 5 L 21 10 35 0 g H 3asa 150 630
T 5 2 23 b 44 0 5 B <00 D 820
T & 0 21 10 39 10 g ¥ £50 210 370
T 6 L 23 i1 24 ol £l B 530 210 ST0
T & & 25 2 4 10 g £l 6510 280 300
T 7 0 23 - il id 0 220 110 480
T 7 L 26 12 S0 ol id f 250 120 620
2 o 0 13 56 a5 10 10 & 350 150 820
k-3 o L 15 T a5 0 ia 3 430 D 570
k-3 o . 17 TE an 0 L1} 4 520 210 0o
k-3 o 3 13 9 24 0 10 H Toa 280 s00
k-3 1 o 15 | 28 0 10 B 520 350 900
k-3 1 L 17 TT 31 0 10 ¥ 1200 480 2400
k-3 i 2 13 g Ee il id B 1500 520 3400
& i 3 21 o 35 0 ia 9 2300 B0 5300

0 10 0 =2300 1200 -

Tabla 7. NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando diez tubos con 0.1g,

0.01gy 0.001g de muestra.
MIAF por grama de muestra & inienvalos de confianza del 959%, uiiEando 10 ubos com 001; 001 ¥0.001 g d= mussima

T posEs . Limi= d= confianza Tk postivos _ LimEe de conflanza
D0.1 0.0 0.00% HIFa rferior Superior o1 | ood 0,001 R risrior Euperior
3 4 0 ] R | 15 g 4 2 Erd i7 T4
3 4 a7 ik 17 g a 3 41 20 a1
3 E 0 HE 16 17 8 4 4 45 A a1
4 0 0 45 15 11 g 5 | 33 7 73
4 0 56 22 12 9 5 i 7 7 T4
4 0 2 6.8 3 14 8 g 2 42 A a1
4 i 56 22 1Z 8 5 3 45 20 a1
4 6.8 3 14 9 5 £ 1 25 120
4 2 ] 16 17 ] g | = 7 T4
4 2 0 6.8 3 5 g B i 43 F. | a1
4 2 ;| ik 7 g B 2 47 2 100
4 2 2 52 3T T 8 g 3 3 25 120
4 3 0 81 ik 7 g 7 0 44 F. | a1
4 3 3.3 45 18 9 7 i 43 2 100
4 3 2 10 < i1 8 7 2 == 25 120
4 4 i 33 45 1& 8 7 3 &0 F. 120
4 4 11 5 0 9 8 | 0 25 120
4 E 0 11 < i1 8 f i 5 25 120
4 5 12 ] rd g 8 2 &1 F. 120
4 B 0 12 ] 3z 2 8 3 = 30 140
E 0 0 § 25 14 ] § | &7 25 120
5 0 72 R | 5 g £ i &3 30 140
5 0 2 85 ik 7 g . 2 o 30 140
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10 17 21
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2 25 120
] 30 142
v e 150
= 3 150
43 21 120
2 25 120
7o 30 150
a2 38 120
o) ) 150
110 50 210
£z 2% 140
T4 30 150
7 e 150
100 44 120
110 50 210
130 57 20
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7 e 120
) 23 150
110 50 210
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140 70 280
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120 50 o
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T Z 15 T2 2= 10 T T Z40 110 S=0
T 3 17 T 31 10 B a 130 &0 Z=0
T Z 0 13 =3 2= 10 B 1 150 Ei ] ZE0
T Z L 15 T2 28 10 B 2 170 80 FE0
7 2 17 T 31 10 B 3 200 50 =0
T Z 3 19 34 10 B £ =20 104 30
T 3 15 T2 30 10 B 5 e 120 420
T 3 17 = a4 1 B & =0 120 4=0
T 3 Fa 13 2 34 10 B T 10 150 EZ0
7 3 3 21 10 35 10 B ] =0 150 E20
T = [ 17 =2 34 10 £ a 17 TE 10
T = L 13 = 34 10 L 1 o0 a1 =0
T 4 Z 21 1o 3= 1 £ 2 =30 104 4=0
T = 3 23 11 24 10 E 3 0 120 250
T S [ 19 = 34 10 £ £ 3000 1<0 =20
T 5. L 21 1o 3= 1 £ 5 =00 150 S0
T E 2 23 11 =4 10 L 5 400 180 220
T B 21 1o 3= 1 £ T 40 210 =T
T E 23 11 24 10 E 8 30 210 fre]
T B Z 25 12 45 10 £ £l =10 280 13900
T T o 23 11 =44 1 0 a 40 110 4=0
T T 26 12 =0 10 10 1 Zo0 120 E20
B o o 13 =4 =5 1 0 2 =00 150 =Z0
B o 15 T 25 10 0 3 230 180 fre]
B 0 Z 17 T 30 10 0 £ S0 210 13900
B o 3 19 = a4 1 0 5 oo 280 1500
B L o 15 71 s 10 10 5 porn] 350 1200
B L 17 71 31 10 0 T 1200 £E80 2400
B 2 13 2 34 10 10 8 100 520 3000
B 3 21 10 3= 10 0 £l Z300 210 S300
10 10 10 =300 1300 —

Tabla 8. NMP por 100mL de muestra inoculando tubos de cada una de tres diluciones geométricas.

Tubos positivos Tubos postves Tubos posieos Tubos posvees
mL Lo mL HEP il mL. R
10 1 o1 10 1 o 10 (1% ~EAF 10 1
a o [ =3 1 o o - =z o o =21 3 a e ]
a (=] 1 3 1 o 1 T2 = o 14 3 a 3a
a o 2 [ 1 o =2 11 - o x 0 3 a e4
a (=] = 5 1 o = 15 = o 3 5 3 a 5
a 1 o 3 1 1 =] 7.3 = O 1= 3 1 43
a 1 1 E 1 1 1 11 - 0 3 1 TE
o 1 z 2.2 1 1 z 15 z 2 27 3 1 120
a 1 = 2 1 1 = 15 = 3 Y 3 1 10
a z [ 2 1 = o 11 z & o Z1 3 2 33
a = 1 3.3 1 = 1 15 = = == 3 2 1=0
a = = 2 1 = = 20 = = 2 e 3 2 =10
a = = B 1 = = oL = = 3 4z 3 2 =20
a 3 o 5.4 1 = o 16 z 3 o =3 3 3 =40
a 3 1 3 1 = 1 30 z 3 L =1 3 3 S50
a 3 z B 1 = z = z 3 2 a3 3 3 1100
a 3 3 E 1 = 3 29 z 3 3 =3 3 3 =1100
Referencia: Recommended Procedures for the Examination of Sea Water and Shellfish. Fourth

Edition 1970. APHA. New York.

8. ESTIMACION DE LA DENSIDAD MICROBIANA POR LA TECNICA DE NMP. Uso de Tablas de NMP

con 95% de limite de confianza.
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8.1 Las tablas 5, tabla 6 y tabla 7 presentan la estimacion estadistica de los valores del NMP que
corresponden al 95% de limite de confianza cuando se utilizan tres, cinco y diez 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 estdn incluidos en las Tablas, se debera
repetir la prueba a partir de la muestra original. Si no es posible, el NMP se puede obtener
aplicando una ecuacién (véase H.9 y el 95% de Limite de Confianza) para tener el NMP aproximado
(para las combinaciones de tres y cinco tubos).

8.2 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.

8.3 Cuando se preparan mas de tres diluciones de una muestra, el NMP debera determinarse a
partir de los resultados de tres diluciones consecutivas. Primero, para todas las diluciones que
tengan todos los tubos positivos, seleccionar la dilucion mayor. Después usar las dos siguientes
diluciones mayores. Cuando en ninguna de las diluciones probadas hubiera crecimiento en todos
los tubos, seleccionar (si es posible) las primeras tres diluciones consecutivas para que la dilucion
media contenga resultados positivos. Cuando se presenta un resultado positivo en la dilucion mas
alta no seleccionada (menor cantidad de muestra), sumar el nimero de tubos positivos a la
dilucion mas alta seleccionada. Cuando todos los tubos de todas las diluciones son positivos
seleccionar las tres diluciones mas altas.

8.4. Ejemplo para determinar el NMP estimado en series de 3 tubos con 1g (mL) de muestra pon
tubo.

Eiemplo Cantidad de muestra (g o mLja Valores positivos gm;adufg .
0.1 001 (0001 00001 [0.00001 |reportados mlb

A 3 S ENN T E D EE 130 330

E ETE) N ERNEEEE EEE e 130 5300

4 73 A T 1 R [ 5By E)

D EVE] T ER T EI T E R BT 133 7100

E ETE) RN R EEEEE 133 >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/100g (mL)
8.5. Ejemplo para determinar el NMP estimado en series de cinco tubos con 1g (mL) de muestra

por tubo.
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ciemplo Cantidad de muestra (g o mLja Valores positivos :;t.q;adufg .
01 001 (0001 (00001 |0.00001 |reportados mLb

A 5/5 5/5 2/5 0/5 05 5240 450

B 5/5 5/5 5/5 2/5 /s 5-240 4500

C 0/5 0/5 1/5 0/5 o/5 0-1-0 18

¥ 5/5 5/5 3/5 1/5 1/5 5-3-2 1400

E 5/5 /5 5/5 5/5 S/5 555 =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).

9. CALCULO APROXIMADO DEL NMP Y EL 95% DE LIMITE DE CONFIANZA.

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

NMP/g=P/(NT)1/2
Ddnde: P es el nimero de tubos positivos, N es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos

negativos y T es la cantidad total de muestra (g) en todos los tubos.
Por ejemplo, considerando que se tuvieran serie de diluciones al doble:

MUESTRA No. DE Mo. DE
() TUBOS TUBOS
POSITIVOS

8 5 5

4 5 4

2 5 2

1 5 0

0.5 g 1

0.25 5 0

El nimero de tubos positivos es:
P=(5+4+2+1)=12;
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N = (8x0) + (4x1) + (2x3) + (1x5) + (0.5x4) + (0.25x5) = 18, 25; y
T=>5(8+4+2+1+0,5+0,25) = 78,75
NPM/g = 12/(18,25 x 78,75)1/2 = 0,32/g 0 32/100 g.

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

Log (NMP/g) £1,078 [(log a)/n 11/2

Log (NMP/g) + (1,96) (0,55)

Dénde: a es el radio de dilucién 2 y

N es el nimero de tubos por dilucion.

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

Log 0,32 +(1,078) [(log a)/n]1/2

=-0,495 + 0,265

Entonces el limite inferior es el antilogaritmo (-0,76) = 0,17/g 0 17/100 g y el limite superior es el
antilogaritmo (-0,23) = 0,59/g o 59/100 g. Cuando se compara con las Tablas el NMP podria ser
0,31/g con limites de confianza de 0,16/gy 0,57/g.

10. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

10.1 Expresar en NMP/g o mL para alimentos y NMP/100mL para agua.

10.2 Cuando se obtienen resultados negativos (ausencia de gas en los tubos), informar el limite de
deteccidn que corresponde a menos del valor mas bajo del NMP de la Tabla utilizada. Excepto en
los casos de agua para uso y consumo humano que como lo indica la Modificacién a la Norma
Oficial Mexicana NOM-127-SSA1-1994, Salud Ambiental. Agua para uso y consumo humano.
Limites permisibles de calidad y tratamientos a que debe someterse el agua para su potabilizacion,
debe expresarse como "No detectable" o "ND".

11. CONTROL DE CALIDAD.

11.1 Verificar la funcionalidad del procedimiento analitico mediante cultivos control con cepas de
E. Coliy E. aerogenes para coliformes fecales y E. Coliy K. pneumoniae para la determinacién de E.
Coli con caldo EC-MUG.

11.2 Registrar las temperaturas de incubacién con termdmetros verificados.

11.3 Pesar la muestra en balanza calibrada y verificada.

11.4 Verificar el ciclo de esterilizacién de autoclaves con indicador biolégico y termdmetro de
maximas calibrado o verificado.

Se colocara en cada carga de materiales y reactivos a utilizar en el ensayo, el termémetro de

maximos y minimos para evaluar la efectividad del esterilizado y se reportara dicho proceso en el
FOLAB23. En caso de que la temperatura registrada en el termdmetro no alcance los 121°Cy no se
cumpla el ciclo de 15 min., se procedera a esterilizar nuevamente el material hasta completar
dicho ciclo. Para el caso de agua de dilucion y medios de cultivo se comenzard nuevamente el
proceso de preparacion y esterilizacion
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Control de esterilidad en medios.

Se realiza la Verificacién de la esterilidad del medio de cultivo, una vez que se preparan vy
esterilizan los medios de cultivo, se toma al menos un tubo de cada medio de cultivo que se
prepare y se realiza la incubacion a 35 £ 0.5 °C por 24 £ 2 h. Un resultado positivo de crecimiento
indica esterilizacion no adecuada.

11.6 Realizar control ambiental por el método de sedimentacidn.

Control del ambiente del area de siembra.

Se esteriliza el drea de siembra con ldmpara UV por un tiempo de 15 min. Esta actividad es
verificada colocando los medios de cultivo a exposicién durante el tiempo que se trabaja la
muestra. Una vez concluido el trabajo con la muestra, los tubos de cultivo son retirados e
incubados a 35 + 0.5 °C por 24 + 2 h. Un resultado positivo de crecimiento indica contaminacion
del ambiente.

11.7Realizar control de medios de cultivo con cepas tipo (evaluacién bioldgica) y evaluacion fisica.
Verificar el crecimiento de controles positivos y negativos de cepas con ATCC en cada uno de los

medios preparados, se debe utilizar al menos un control positivo o negativo. Se realiza una
siembra de las cepas en los medios de cultivo que se preparen en este método y se realiza la
incubacién a 35 £ 0.5 °C por 24 £ 2 h. Los resultados de esta actividad se deben leer como lo
indican las tablas 1, 2y 3.

Tabla 1. Control positivo y negative del caldo lactos=do

Microorganismao ATCL Caracteristicas de las colonias

Escherichio coli 25523 Crecimiento satsfactorio, con
produccion de gas.

Tabla . Control positive y negative del caldo laurnil sult=to triphosa

Microorganismeo ATCC Caracteristicas de las
colonias
Escherichia coli 25022 Crecimiemto

satisfactono, oon
produccion de gas.
Stophylococcus aurews BS3E Inhibido, sin formacicon
de gas.
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Tabla 3. Controles positivos y negativos del caldo verde brillzmte bilis lactosa

Microorganiszmo ATCC Caracteristicas de las
colonias
Escherichia coli 25923 Buen crecimisnto con

formacicon de gas,

recuperacion mayor

S95%
Entercbacter 13048 Busn crecimiento con
TErNTgErnes formacion de gas,

recuperacion mayor
5%

Staphylococous aurews | 25923 Crecimiento inhibido,

recuperacion 09

12. Elaboracién del informe de ensayo.

Se elabora el informe de ensayo utilizando el FOLAB llenando adecuadamente cada uno de los
datos correspondientes a la muestra, la técnica y la cantidad de muestra empleada para el analisis.
Ademas de cualquier suceso particular observado durante el curso del andlisis y cualquier
operacion no especificada en el método o considerada opcional que pueda haber influido en los
resultados, cuando aplique

12 VALIDEZ DE LA PRUEBA.

12.1 Cuando todos los tubos de la menor dilucién sean positivos y todos los tubos de la dilucién
mayor sean negativos o la combinacién de ambos.
12.2 Si el crecimiento de los controles no es caracteristico, la prueba se invalida.

Bibliografia.
NOM-210-SSA1-2014, Apéndice H Normativo. Método aprobado para la estimacién de la densidad
de Coliformes totales, fecales y E. Coli por la técnica del NMP presentes en muestras de alimentos

para consumo humano y agua.
NOM-112-SSA1-1995. Determinacion de coliformes totales por nimero mas probable NMP
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Anexo 2. Formato para el reporte de
E. Coli por la técnica del NPM.

are Cﬁv

la determinacion de coliformes

UNIYERSIDAD TECNOLOGICA DEL CENTRO DE YERACRUZ
la técnica del NMP p

totales, termotolerantes y

CERIGH-RE reLan-&

&5 en as de ali
humano §y agua.
[basado en la NOM-210-55A1-2014)

OF para ¢o
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