NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994, BIENES Y
SERVICIOS. METODO PARA LA CUENTA DE MICROORGANISMOS
COLIFORMES TOTALES EN PLACA.

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

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizacién de Regulacion y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Organica de la Administracion Plblica Federal; 38
fraccion II, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccién | de la Ley General
de Salud; 20. fraccion IIl, 34, 37, 40 y demas aplicables del Reglamento de [a Ley General de
Salud en Materia de Control Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios; 8o.
fraccion IV y 13 fraccion | del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud.
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0. Introduccién

El grupo de los microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en ia microbiologia de
los alimentos como indicador de practicas higiénicas inadecuadas.

Ei uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

» Ladeteccién de practicas sanitarias deficientes en ei manejo y en la fabricacion de los
alimentos.

* Laevaluacion de la caiidad microbicldgica de un producto, aunque su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario.

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

* Lacalidad sanitaria del agua y hielo utilizados en Ias diferentes areas de! procesamianto de
alimentos.

* Lademostracion y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse mediante el
empleo de medios de cultivos liquidos o solidos con caracteristicas selectivas o
diferenciales.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece e método microbioiégico para determinar el numero de
microorganismos coliformes totales presentes en productes alimenticios por medio de 1a técnica de
cuenta en placa,

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territoric nacional para ias
personas fisicas o morales que requieran efectuar este método en productos nacicnales o de

importacion, para fines oficiales.
2. Fundamento

Ei método permite determinar el nimero de microcrganismos coliformes presentes en una muestra,
utiizando un medio selectivo (agar rojo vicleta biiis) en el que se desarrcllan bacterias a 35°C en
aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccién de gas y acidos organices, ios cuales
viran el indicador de pH y precipitan las saies biliares.

3. Referencias




Esta Norma se complementa ¢on lo siguiente:

NOM-109-S8A1-1994 Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos
para su Analisis Microbiolégico.*

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis
Microbiotogico.*

NOM-092-SSA1-1994 Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.”
NOM-112-S8A1-1994 Determinacion de Bacterias Coliformes. Técnica del Numero mas Probable *
4, Definiciones

Para fines de esta Norma se entiende por:

Coliformes, bacilos Gram negativos, no.esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35
°C fermentan fa lactosa con formacién de acido, ocasionando en !as colonias desarrolladas el vire
del indicador rojo neutro presente en e medio y la precipitacion de las sales biliares.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta Norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende
poT:

h hora

g gramo

mi mililitro

I litro

mm milimetro

°C grado Celsius

% por ciento

pH potencial de hidrégeno
N normal

RVBA agar-rojo-violeta-bilis-lactosa
1/d inversa de la dilucidén

UFC unidades formadoras de colonias

{ por




6. Reactivos y materiales
6.1 Reactivos

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

6.1.1 Soluciones diluyentes

6.1.1.1 Solucién reguladora de fosfatos {solucion concentrada)
FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Fosfato monopotasico 34,0 g

Agua 1,0 |

Preparacién:

Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucién de hidroxido de sodio 1,0
N.

Llevar con agua a un litro.

Esterilizar a 121+ 1,0°C durante 15 minutos. Conservar en refrigeracion (solucién concentrada).
Tomar 1,25 ml de ta solucion concentrada y llevar a un litro con agua (solucion de trabajo).
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.

Esterilizar durante 15 minutos a 121+ 1,0°C.

Después de la esterilizacion, el pH y los volumenes finales de la solucién de trabajo deben ser
iguales a los iniciales.

6.1.1.2 Agua peptonada
FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 1,0 g

NaCl 8,5 g

Agua 1,01

Preparacion:




Disolver los componentes en un litro de agua.
Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 1,0N.

Distribuir en porciones de 99,90 y9mlioen cualguier volumen multiplo de nueve segdn se
requiera.

Esterilizar durante 15 minutos a 121 +1,0°C.

Después de la esterilizacion, los voldmenes finales de la solucion 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 sy volumen
0 composicion.

6.1.2 Medio de cultivo

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

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Peptona 7,0 g

Extracto de tevadura 3,0 g

Lactosa 10,0 g

Sales biliares 1,5 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Rojo neutro 0,03 g

Cristal violeta 0,002 g

Agar 15,0 g

Agua 1,01

Preparacion:

Mezclar los componentes en e agua y dejar reposar durante algunos minutos.

Mezclar perfectamente y ajustar el pH a 7,4 con acido clorhidrico 0,1N o con hidroxido de sodio
1IN a 25°C, de forma que después del calentamiento se mantenga en este valor.

Calentar con agitacién constante y hervir durante 2 minutos.




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 cultive deshidratado, sequir las instrucciones del fabricante,
6.2 Materiales

Pipetas bacteriolégicas para distribuir 10y 1 ml (o si es necesario de 11y 2 ml), con tapén de
algoddon. Las pipetas pueden ser graduadas en vollimenes iguales a una decima de su volumen
totat.

Frascos de vidrio de 250 mi con tapén de rosca.

Tubos de 16 X 150 mm con tapén de rosca.

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

Cajas Petri.

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

Horno, durante 2 h a 170 - 175°C,0 1 ha 180°C: o en autoclave, durante 15 minutos como minimo
2121+1,0°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.

7. Aparatos e instrumentos

Horno para esterilizar que alcance una temperatura minima de 170°C.

Autoclave con termémetro y manometro, calibrada con termémetro de maximas y minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulacién mecanica, provista con termometro
calibrado con divisiones de 0,1° C ¥ que mantenga la temperatura a 45 + 1,0°C.

Licuadora de una o dos velocidades Controladas por un redstato o bien un homogeneizador
peristaltico (Stomacher).

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

fncubadora con termostato gue evite variaciones mayores de + 1.0° C, provista con termoémetro
calibrado.




Contador de colonias de campo oscuro, con luz adecuada, placa de cristal cuadricutada y iente
ampilificador.

Registrador mecanico o electronico.

Microscopio éptico.

Potenciémetro con una escala minima de 0,1 unidades de pH a 25 °C.
8. Preparacion de la muestra

La preparacién de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en la NOM-1 10-85A1-1994
"Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbioiogico”.

8. Procedimiento

9.1 Colocar en cajas Petri per duplicado 1 ml de la muestra liquida directa o de fa dilucién primaria,
utilizando para tal proposito una pipeta estéril.

9.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimaies se requiera sembrar,
utiizando una pipeta estéril diferente para cada dilucion.

9.3 Vertir de 15 a 20 ml del medio RVBA fundido y mantenido a 45 + 1,0°C en bafo de agua. En el
caso de utilizar cajas de Petri de plastico se vierte de 10 a 15 m! del medio. El tiempo transcurrido
entre la preparacion de la dilucion primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no
debe exceder de 20 minutos.

9.4 Mezciar cuidadosamente el inoculo con e medio con seis movimientos de derecha a izguierda,
seis movimientos en el sentido de ias manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido contrarig
al de las manecillas del relo] 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,

9.5 Preparar una caja control con 15 mi de medio para verificar |a esterilidad.

9.6 Después de gue esta el medio completamente solidificado en |a caja, verter aproximadamente
4 ml del medio RVBA a 45 + 1,0°C en Ia superficie del medio inoculado. Dejar que solidifique.

9.7 Invertir las placas y colocarlas en |a incubadora a 35°C, durante 24 + 2 horas.

9.8 Después del periodo especificado para la incubacién, contar las colonias con el contador de
colonias,

9.9 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 didmetro de 0.5 a 2,0 mm.

10. Expresion de los resultados

10.1 Calculo del método




10.1.1 Placas que contienen entre 15 y 150 colonias caracteristicas.

Separar |as placas que contienen el numero 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 nimero de colonias por el inverso de la dilucion

correspondiente, tomando los criterios de 1a NOM-092-SSA1-1994. Método parata Cuenta de
Bacterias Aerobias en Placa.

10.1.2 Placas que contienen menos de 15 colonias caracteristicas.

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

10.1.3 Placas con colonias no caracteristicas.

St en fas 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 difucién.

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

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

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

12. Concordancia con normas internacionales

Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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14. Observancia de la Norma
La vigilancia del cumplimiento de ia presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15, Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter de obligatorio a los 30 dias
siguientes a partir de su publicacion en el Diario Oficial de |a Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de Mayo de 1995.- El Director General, Jose Meljem Moctezuma.- Rubrica.




