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0. Introduccién

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un alimento, {a técnica
comiunmente utilizada es la cuenta en placa.

En realidad esta técnica no pretende poner en evidencia todos los microorganismos presentes, La
variedad de especies y tipos diferenciables por sus necesidades nutricionales, temperatura
requerida para su crecimiento, oxigeno disponible, etc., hacen que el nimero de colonias contadas
constituyan una estimacion de la cifra realmente presente y la misma refleja si el manejo sanitario
del producto ha sido el adecuado.

Por ofra parte el recuento de termofilicos, psicrofilicos y psicotréficos es importante para predecir la
estabilidad del producto bajo diferentes condiciones de almacenamiento.

Para obtener resultados reproducibles y por lo tanto significativos, es de suma importancia seguir
fielmente y controlar cuidadosamente Ias condiciones.

Esta técnica puede aplicarse para la estimacion de microorganismos viables en una amplia
variedad de alimentos.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método para estimar la cantidad de microorganismos
viables presentes en un alimento, agua potable y agua purificada, por la cuenta de colonias en un
medio s6lido, incubado aerdbicamente.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el Territorio Nacional para las
personas fisicas o0 morales que requieran efectuar este método en productos nacionales y de
importacion, para fines oficizles.

2. 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 incubacion, presuponiendo que cada

colonia proviene de un microorganismo de la muestra bajo estudio. El método admite numerosas
fuentes de variacién, algunas de ellas controlables, pero sujetas a fa influencia de varios factores,

3. Referencias
Esta Norma se complementa con lo siguiente:

NOM-109-SSA1-1994 Procedimiento para la Toma, Manejo y Transporte de Muestras de Alimentos
para su Anadlisis Microbiologico.”

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




4. Definicién
Para fines de esta norma se entiende por:

Unidades Formadoras de Colonias (UFC), t&rmino que debe utilizarse para reportar la cuenta de
colonias en placa, las cuales pueden surgir de una célula o de un cumulo de células.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a Ias siguientes abreviaturas y simbolos se entiende
por:

g gramo
| litro
mi mililitro

°C grado Celsius
pH potencial de hidrégeno

% por ciento

UFC unidades formadoras de colonias

h hora

6. Reactivos y materiales

6.1 Reactivos

Los reactivos que a continuacion $e mencionan, deben ser grado analitico.
Cuando se indique agua, debe entenderse agua destilada, con pH cercano a la neutralidad.
Medio de Cultiva.

Agar Triptona-Extracto de Levadura {agar para cuenta estandar).

FORMULA

INGREDIENTES CANTIDADES

Extracto de levadura 2,5 g

Triptona 5,0 g

Dextrosa 1,0 g

Agar 150 g




Agua 1,0
Preparacion del medio de cuitivo.

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

Distribuir en recipientes de vidrio esteritizables de capacidad no mayor de 500 ml, cantidades de
aproximadamente ta mitad del volumen del mismo. Esterilizar en autoclave a 121 + 1,0 °C, durante
15 minutos. El pH final del medio debe ser 7.0+0,2 a 25°C,

Si el medio de cultivo es utilizado inmediatamente, enfriar a 45°C + 1,0 °C en bafio de agua y
mantenerlo a esta temperatura hasta antes de su uso. El medio no debe de fundirse mas de una
vez.

En caso de medios deshidratados seguir las instrucciones del fabricante.

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

6.2 Materiales

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

Se requiere, los materiales mencionados en la NOM-110-8SA1-1994, Preparacion y Dilucidon de
Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico,

7. Aparatos e instrumentos

Se requiere, ademas de los mencionados en |a NOM-110-SSA1-1994, Preparacién y Dilucién de
Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico, los siguientes:

Incubadora con termostato que evite variaciones mayores de = 1,0°C, pravista con termémetro
calibrado.

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

Registrador mecanico o electrénico.
Microscopio optico.

Bario de agua con o sin circulacién mecanica, provista con termometro calibrada con divisiones de
hasta 1,0 6C y que mantenga la temperatura a 45 + 1,0 gC.

8. Preparacion de la muestra

Para |la preparacion de la muestra seguir la NOM-110-SSA1-1994, Preparacion y Dilucion de
Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico.

9. Procedimiento




9.1 Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la inoculacion: la adicién 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 inoculacién y correr por duplicado.

9.2 Despugés de inocular las diluciones de las muestras preparadas segun la NOM-110-SSA1-1994,
Preparacion y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico, 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 inoculo en el
medio; cuidar que e! medio no moje la cubierta de las cajas. Dejar solidificar.

9.3 Incluir una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente preparadc como testigo de
esterilidad.

9.4 Ef tiempo transcurrido desde el momento en que fa muestra se incorpora al dituyente hasta que
finalmente se adiciona el medio de cultivo a las cajas, no debe exceder de 20 minutos.

9.5 Incubar las cajas en posicion invertida {la tapa hacia abajo) por el tiempo y la temperatura que
Se requieran, segun el tipo de alimento y microorganismo de que se frate, véase el cuadro 1.

CUADRO 1

Grupo Bacteriano Temperatura Tiempo de Incubacion
Termofilicos aerobios 55+ 2°C 48 + 2 h

Mesofilicos aerobios* 35+ 2°C 48 + 2 h

Psicrotréficos 20 + 2°C 3 - 5 dias

Psicrofilicos 5 + 2°C 7 - 10 dias

9.6 En la lectura seleccionar aquellas placas donde aparezcan entre 25 g 250 UFC, para disminuir
el error en la cuenta.

9.7 Contar todas las colonias desarrolladas en las Placas seleccionadas (excepto las de mohos Yy
levaduras), incluyendo las colonias puntiformes. Hacer uso del microscopio para resclver 10s casos
en los que no se pueden distinguir las colonias de las pequenas particulas de alimento.

10. Expresion de resultados

10.1 Calculo del método.

10.1.1 Después de la incubacion, contar las placas que se encuentren en el intervalo de 25 a 250
colonias, usando el contador de colonias y ef 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, veéase el cuadro 2, ejemplo 1. Calcular la cuenta promedio por gramo o mililitro de dicha
dilucién y reportar.

10.1.2 Cuando dos diluciones estan en el intervalo apropiado, determinar la cuenta promedio dada
por cada dilucion antes de promediar la cuenta de las dos diluciones para oblener la cuenta en
placa por gramo o mililitro, véase el cuadro 2, ejemplo 2.




10.1.3 Ceon el fin de unifarmar los criterios para el reporte de las cuentas en eénsayos donde las
placas presenten situaciones no centempladas en (os gjiemplos anteriores, se presentan las
siguientes guias:

10.1.3.1 Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor dilucian
Muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el namero de colonias presentes en dicha
dilucién, promediar el numero de colonias y multipiicar por el factor de dilucién para obtener el valor
estimado de cuenta en placa, Aclarar en su informe esta situacién agregando {a leyenda "valor
estimado", véase ef cuadro 2, ejemplo 3.

10.1.3.2 Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el numero de colonias por placa exceda de
250, contar las colonias €n aquellas porciones de I3 placa que sean fepresentativas de Ia

distribucién de colonias. Contar per ejemplo, una cuarta parte o una mitad del area de la cajay
multipficar el valor obtenido por4 ¢ 2, respectivamente. Si solamente pueden contarse algunos

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

10.1.3.3.1 Cadenas de colonias No separadas claramente entre si, Que parecen ser causadas por
la desintegracion de un cumulo de bacterigs.

10.1.3.3.2 Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.

10.1.3.3.3 Colonias que se desarrollan en peiicula en Ia orilla de la caja sobre la superficie dej
agar,

10.1.3.3.4 Colonias de crecimiento extendido Y en algunas ocasiones acompafiadas de inhibicion
dei crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de |a Caja o represion del crecimiento que por sj
mismo excede el 25% de Ia superficie de la caja.

Se encuentre dentro del rango y otra dilucion presente colonias de crecimiento extendido, reportar
la dilucién en la que se Pueden contar las colonias, véase el cuadro 2, ejemplo 5

10.1.4 Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran colonias,
feportar la cuenta en placa como menor que una vez el valor de ia dilucién mas baja usada, véase
el cuadro 2, ejemplo 6.

10.1.5 Placas corridas por duplicado, una con crecimiento dentro del intervalo adecuado Yy otra con
mas de 250 colonias.- Cuando una placa tiene entre 25 y 250 colonias y su duplicade mas de 250
colonias, contar ambas placas incluyendo la que esta fuera del intervalo para determinar la cuenta
en placa, véase el cuadro 2, gjemplo 7.




10.1.6 Placas corridas por duplicado, una placa de cada dilucion dentro del intervaio de 25 a 250
colenias.- Cuando una placa dentro de diferentes diluciones contiene el nimero de colonias

10.1.7 Placas corridas por duplicado, ambas placas de una dilucion dentro del intervalo de 25 g
250 y solo una de la otra difucion dentro def mismo. Contar las cuatro cajas incluyendo aquélla con
menos de 25 0 mas de 250 colonias, para calcular la cuenta en placa, véase el cuadro 2, ejemplo
9.

10.1.8 Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas, multiplicar por la inversa
de la dilucion para obtener el numero de UFC por mililitro o gramo de la Muestra. Redondear |z

cifra. Para redondear, elevar el segundo digito al nimero inmediato Superior cuando ef tercer digito
de la derecha sea cinco o mayor (por ejemplo: 128 redondear a 130). Si el tercer digito es cuatro o
menos, reemplazar el tercer digito con cero y el segundo digito mantenerlo igual {Por ejemplo:
2417 a 2400):

11. 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 horas a
°C.

CUADRQ 2

Calcuto de los valores de la cuenta en placa
(Ensayos por duplicado)

Ejemplo Colonias contadas UFC/goml
namero 1: 100 1: 1000 1: 10000
1>250a 178 16 180000

> 250190 17

2 > 250 220 25 250000

23828

318 20 1600b

1400

4 > 250 > 250 512 50000000

> 250 > 250 495

8 > 250 240 34 290000




> 250 235 crecimiento
extendido

6000<100c

7 > 250 240 24 250000

> 250268 19

8 > 250 216 23 280000

> 250 262 42

9> 250 215 20 230000

> 250 23528

> 250 275 32 270000

> 25022526

12. Concordancia con normas internacionales
Esta Norma no tiene concordancia con normas internacicnales.
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14. Observancia de la norma
La vigilancia del cumplimiento de ta presente Norma corresponde a la Secretaria de Salud.

15. Vigencia

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

Sufragio Efectivo. No Reeleccitn.

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

Fecha de publicacién: 12 de diciembre de 1995




