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0. Introduccién

Los miembros del género Salmonella han sido muy estudiados como patégenos cuando se encuentran presentes en
ios alimentos. El control de este microorganismo, tanto por parte de las autoridades sanitarias, como en las plantas
procesadoras de alimentos, depende en cierta medida del metodo analitico utilizado para su deteccion.

Este microorganismo fue inicialmente identificado en muestras clinicas y los métodos empleados para estos casos se
adaptaron posteriormente para su deteccidn en alimentos. Las modificaciones a los métodos consideraron dos
aspectos principales, el primero es el debilitamiento o dafo a las células bacterianas presentes en un alimento, debide
al proceso a que esta sujeto (por ejemplo: tratamiento térmico, secado, etc.) y segundo, la variabilidad inherente a |a
naturaleza del producto bajo estudio.

Para diversos alimentos existen diferentes protocolos para ei aislamiento de Salmonella, todos ellos son
esencialmente similares en principio y emplean las etapas de preenriquecimiento, enriquecimiento selectivo,
aislamiento en medios de cultivo selectivos y diferenciales, identificacion bioquimica y confirmacion serologica de los

microorganismos,

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece un método general para la determinacion de Salmonella en alimentos.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las personas fisicas y
morales que requieran efectuar este método en productos nacionales y de importacién para fines oficiales.

2. Fundamento

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

2.1 Preenriquecimiento, es el paso donde la muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo, que permite
restaurar las células de Saimonella dafiadas a una condicion fisiolégica estable.

2.2 Enriquecimiento selectivo, empleado con el propdsito de incrementar las poblaciones de Salmonella e inhibir otros
organismos presentes en la muestra.

2.3 Seleccién en medios sélidos, en este paso se utilizan medios selectivos que restringen el crecimiento de otros
generos diferentes a Salmonella y permite el reconocimiento visual de colonias sospechosas.

2.4 Identificacién bioguimica, este paso permite la identificacion generica de los cultivos de Salmonella y la eliminacion
de cultivos sospechosos falsos.

2.5 Serotipificacion, es una técnica serolégica que permite |a identificacidén especifica de un cultivo.

3. Referencias

Esta norma se complementa con la siguiente Norma Oficial Mexicana:




NOM-109-SSA1-1994 Procedimiento para la toma, manejo y transporte de muestras de alimentos para su analisis
microbiolégico.*

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

4.1 Deteccion de Salmonella: determinacion de la presencia 0 ausencia de estos mICroorganismos en una masa
determinada de producto, cuando las pruebas se llevan a cabo de acuerdo con esta norma,

4.2 Salmonella: microorganismo patdgeno perteneciente al grupo de Enterobacterias. Bacilo gram negativo, aerobio,
no esporulado que forman colonias tipicas en medios selectivos solidos y que presentan ademas las caracteristicas
bioguimicas y serologicas descritas cuando los procedimientos se efectlan de acuerdo con esta norma.

5. Simbolos y abreviaturas
Cuando en esta norma se haga referencia a las siguientes abreviaturas, se entiende por:
g gramos

&ordm;C grados celsius

I litros

ml mililitros

cm centimetros

mm milimetros

min minutos

h hora

&plusmn; mas, menos

p. ejem. por gjemplo

N Normal

&micro;m micrémetro

ib libras

chp cuanto basta para

% por ciento

X por

pH potencial de hidrogeno

6. Reactivos y materiales

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




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

6.1.1 Medios de pre-enriquecimiento

6.1.1.1 Agua de peptona tamponada

Formula

ingredientes Cantidades Unidades

Peptona 10,0 g

Cloruro sédico 5,0 g

Fosfato sodico dibasico 3,5 g

Fosfato petasico menobasico 1,5 g

Agua 1,01

Preparacion

Disolver los componentes en agua, calentando si es necesario.
Ajustar el pH, si es necesario, después de la esterilizacion a 7,0.

Distribuir en recipientes de vidrio esterilizables con la capacidad necesaria para obtener las porciones necesarias para
la prueba,

Esterilizar por 20 min a 121 &plusmn; 1&ordm:C.

6.1.1.2 Caldo lactosado

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Extracto de came 3,0 g

Peptona 5,0 g

Lactosa 50 g

Agua destilada 1,0 |

pH final: 6,9 &plusmn; 0,2

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua, calentande a 85&ordm;C.

Distribuir en porciones de 225 ml, en frascos de 500 mi.

Esteritizar durante 15 min a 121&ordm;C &plusmn; 1&ordm;C.
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6.1.2 Caldo de enriquecimiento
6.1.2.1 Caldo selenito-cistina
Férmula

fngredientes Cantidades Unidades
Triptona o polipeptona 5,00 g
Lactosa 4,00 g

Fosfato disédico 10,00 g

Selenito acido de sodio 4,00 g
L-cistina 0,01 g

Agua destilada 1,001

pH final: 7,0 &plusmn; 0,2 a 25&ordm:C
Preparacion

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril y distribuir en volimenes de 10 y 225 ml en recipientes
esterites, segln se requiera.

El caldo asi preparado es transparente. De preferencia usarlo el mismao dia de su preparacian.

Si se desea conservar el medio por varios dias, puede exponerse al calor en autoclave por 5 min a 110&ordm:C
&plusmn; 1&ordm;C, tomando entonces un color salmaen.

6.1.2 2 Caldo tetrationato

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades
Proteosa peptona o triptona 5,0 g

Sales biliares 1,0 g

Carbonato de caicio 10,0 g

Tiosulfato de sodio pentahidratado 300g¢g
Agua destilada 1,0 |

pH final: 7.0 &plusmn; 0,1

Preparacién

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada estéril.

Distribuir, agitando constantemente, en porciones de 10 y 225 ml, en recipientes estériles, Guardar en refrigeracion.




...

Antes de usar el medio, agregar 2 ml de una solucion yodo-yoduro y 1 ml de solucién de verde brillante al 0.1% por
cada 1OQ ’ml de caldo. El medio una vez adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo dia de su
preparacion,

6.1.2.3 Vassiliadis-Rappaport

Formula

Solucién A

Ingredientes Cantidades Unidades

Triptona 5,0 g

Cloruro de sodio 8,0 g

Fosfato de potasio dihidrogenado 1,6 g

Agua destilada 1,0 {

Disolver los componentes en agua por calentamiento cercano a 70&ordm;C.

Solucion B

Ingredientes Cantidades Unidades

Cloruro de magnesio hexahidratado 400,0 g

Agua destilada 1,0 |

Disolver el cloruro de magnesio en agua.

Como esta sal es muy higroscopica es conveniente disolver &l contenido entero de cloruro de magnesio desde un
recipiente recientemente abierto de tal modo que la concentracion de la solucién sea de 0,4 g/ml.

Conservar en frasco ambar a temperatura ambiente.
Solucion C

Ingredientes Cantidades Unidades

Oxalato de verde de malaquita 0,4 g

Agua destilada 100,0 m|

Disolver el oxalato de verde de malaquita en agua.
Conservar en frasco ambar a temperatura ambiente.
Medio completo

Ingredientes Cantidades Unidades

solucién A 1000 ml

solucion B 100 mi
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Preparacién

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

Almacenar en refrigeracion.

6.1.2.4 Caldo de soya tripticasa

Férmula

Ingredientes Cantidades Unidades

Tripticasa o triptosa 17,0 g

Fitona 3,0 g

Glucosa 2,5 g

Clorurc de sodic 2,5 g

Agua destilada 1,01

pH final: 7,3 &plusmn; 0,2

Preparacion

Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destilada, calentando lentamente hasta su disolucién completa.

Distribuir porciones de 225 ml dentro de matraces de 500 m! y esterilizar en autoclave durante 15 min a 121&ordm:C
&plusmn; 1&ordm;C.

6.1.2.5 Leche descremada reconstituida

Suspender 100 g de leche descremada en polvo en un litro de agua destitada. Agitar circularmente hasta disolucién,
Distribuir en volimenes de 225 m! en matraces Erlenmeyer de 500 ml. Esterilizar a 1218&o0rdm;C &plusmn; 1&crdm;C
per 15 min. El volumen final debe corregirse para mantener 225 mi.

6.1.2.6 Caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio

Adicionar al caldo soya tripticasa 5 g de sulfito de potasio por cada 1000 m! de medio, quedando una concentracion
final de sulfito de potasio del 0,5%. Adicionar el sulfito de potasio antes de esterilizar en autoclave en |a forma
habitual.

§.1.3 Medios de aislamiento

6.1.3.1 Agar verde briliante {(VB)

Farmula

Ingredientes Cantidades Unidades




Extracto de tevadura 3,0000 g
Polipeptona (Proteosa peptona No. 3} 10,0000 g
Cloruro de sodio 5,0000 g

Lactosa 10,0000 g

Sacarosa 10,0000 g

Rojo de fenol 0,0800 g

Agar 20,0000 g

Verde brillante 0,0125 g

Agua destilada 1,0000 |

pH final: 6,9 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender tos ingredientes en un litro de agua destilada y caientar a ebuiticion, hasta disolucion completa. Ajustar el
pH.

Esterilizar en autoclave por 15 min a 121&ordm:C &plusmn; 1&ordm:C. El sobrecalentamiento del medio disminuye su
selectividad.

Enfriar el medio a 50&ordm:C y distribuirlo en cajas de petri estériles. £ aspecto del medio es obscuro, de color
marron.

6.1.3.2 Agar con sulfito de bismuto

Férmula

Ingredientes Cantidades Unidades
Extracto de carne de res 5,000 g
Mezcla de peptonas 10,000 g
Glucosa 5,000 g

Fosfato disodico (anhidro) 5,000 g
Sulfato ferrose (anhidro) 0,300 g
Sulfito de bismuto 8,000 g

Verde brillante 0,025 g

Agar 20,000 g

Agua destilada 1,000 |

pH final: 7,6 &plusmn; 0,2




Preparacign

Suspender los ingredientes en un litro de agua. Calentar hasta su disolucion completa, agitando frecuentemente.
Ajustar el pH.

Enfriar a 45&ordm;C y verter en cajas de petri estériles, distribuyendo de manera homogénea el precipitado propio del
medio.

El aspecto de las placas es opaco, de color verde palido y deben usarse el mismo dia de su preparacion. Sila
coloracion es parda, no deben utilizarse.

Ei medio no debe esterilizarse en autoclave; el sobrecalentamiento afecta su selectivigad.
6.1.3.3 Agar xilosa lisina desoxicolato (XLD)
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Xilosa 3,75 g

L-lisina 5,00 ¢

Lactosa 7,50 g

Sacarosa 7,50 g

Cloruro de sodio 5,00 g

Extracto de levadura 3,00 g

Rojo de fenol 0,08 g

Agar 15,00 g

Desoxicolato de sodio 2,50 g
Citrato férrico-aménico 0,80 g
Tiosulfato de sodio 6,80 g
Agua destilada 1,00 |

pH final: 6,9 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender los ingredientes en un litro de agua destilada, y calentar en bafic de agua a 55&ordm;C, agitando
frecuentemente, hasta disolucion completa. Ajustar el pH.

Enfriar a 50&ordm;C y verter en cajas de petri estériles. No se esterilice.

El sobrecalentamiento produce una precipitacion; la reactividad del medio puede ser satisfactoria, pero las colonias
suelen ser muy pequefas,

El aspecto del medio es claro y de color rojo brillante.




6.1.3.4 Agar para Salmonella y Shigella (SS)
Formula

ingredientes Cantidades Unidades
Extracto de carne 5,000 g

Polipeptona * 5,000 g

Lactosa 10,000 g

Sales bitiares 8,500 g

Citrato de sodio dihidratado 8,500 g
Tiosulfato de sodio pentahidratado 8.500 ¢
Citrato férrico 1,000 g

Agar 13,500 g

Rojo neutro 0,025 g

Verde brillante 0,330 mg

Agua destilada 1,000 |

pH final: 7,0 &plusmn; 0,2

Preparacion

Suspender ios ingredientes en un litro de agua destitada estéril y calentar a ebullicién hasta disolucién completa.
Ajustar el pH. No esterilizar en autoclave.

Enfriar a 50&ordm;C y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asepticas.
El aspecto del medio fundido es claro y de caolor rosado.

6.1.3.5 Agar entérico Hektoen

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Proteosa peptona 12,000 g

Extracto de levadura 3,000 g

Lactosa 12,000 g

Sacarosa 12,000 g

Salicina 2,000 g

Sales biliares 9,000 g
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Cloruro de sodio 5,000 g
Tiosuifato de sodio 5,000 g
Citrato amaénico férrico 1,500 g
Azul de bromotimol 0,064 g
Fuscina &cida 0,100 g

Agar 13,500 g

Agua 1,000 |

pH final: 7,5 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender los ingredientes en agua destilada, hervir con agitacion hasta compileta disolucion del agar. No
sobrecalentar.

Dejar enfriar a 55-60&ordm:C y distribuir en cajas de petri estériles en condiciones asépticas.
6.1.4 Medios para pruebas bioquimicas
6.1.4.1 Agar de tres azlcares y hierro (TSI)

Férmula

Ingredientes Cantidades Unidades
Peptona de carne * 1,0 g
Peptona de caseina* 1.0 g
Cloruro de sodio 0,5 g
Lactosa 1,0 g

Sacarosa 1,0 g

Glucosa 0,1 g

Agar 1,3 g

Rojo de fenof 2,5 mg
Sulfato ferroso aménico
pentahidratado 20,0 mg
Tiosulfato de sodio 20,0 mg

Agua destilada 100,0 m!

pH final: 7,3 &plusmn; 0,2




Freparacién

Suspender los ingredientes en 100 ml de agua destilada. Calentar a ebullicién, agitando ocasionalmente, hasta
disolucion completa.

Enfriar a 60&ordm;C y ajustar el pH.

Distribuir en volumenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm v esterilizar a 1218o0rdm;C &plusmn; 1&ordm;C durante 15
min. Inclinar los tubos de manera que el medio de cultivo en el fondo alcance una altura de 3 cm y una profundidad de
4 cm. El medio es de color rojo.

6.1.4.2 Agar de hierro y lisina {LIA)
Férmula

Ingredientes Cantidades Unidades
Peptona de gelatina 0,5 g

Extracto de levadura 0,3 g
Glucosa 0,1g

L-lisina1,0g

Citrato férrico-amoénicg 50,0 mg
Tiosulfato de sodio anhidro 4,0 mq
Purpura de bromocresol 2,0 mg

Agar 1,5¢g

Agua destilada 100,0 m|
pH final: 6,7 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender los ingredientes en e agua destilada y mezclar bien, calentar hasta ebullicion con agitacion frecuente
hasta conseguir |a disolucion completa. Ajustar el pH.

Distribuir en volimenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm, con tapén de rosca.

Esterilizar en autoclave a 121&ordm;C &plusmn; 1&ordm;C durante 12 min. Dejar que los tubos se enfrien en posicion
inclinada, de tal modo que se obtengan columnas de medio de 4 cm y una superficie inclinada de 2 cm.

Ef medio ya preparado es de color plrpura.
§.1.4.3 Agar nutritivo
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Extracto de carne 3,0 g




Peptona 5,0 g

Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 |

pH final: 6,8 &plusmn: 0.2

Preparacion

Suspender los ingredientes en agua. Dejar reposar de 5 a 10 min.

Calentar a ebullicién hasta disolucion completa. Distribuir en tubos de 13 x 100 mm, en cantidades de 1/3 de su
volumen.

Esterilizar a 121&ordm:C &plusmn; 1&ordm;C por 15 min. Inclinar los tubos antes que el agar solidifique,
6.1.4.4 Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad)

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Extracto de carne 3,000 g

Peptona 30,000 g

Hierro peptonizado 0,200 g

Tiosulfato de sodio 0,025 g

Agua destilada 1,000 |

pH final: 7,3 &ptusmn; 0,2
Preparacion

Suspender ios ingredientes en el agua destifada, calentar a ebullicion agitando frecuentemente hasta lograr una
disolucion completa.

Enfriar a 50&ordm;C vy ajustar el pH.

Distribuir el medio en volumenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm vy esterilizar en autoclave a 121 &ordm;C &plusmn;
1&ordm;C durante 15 min. Se dejan enfriar los tubos en posicion vertical.

6.1.4.5 Agar citrato de Simmons
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades
Fosfato de amonio 1,00 g

Fosfato dipotasico 1,00 g

Cloruro de sodio 5,00 g




Citrato de sodio 2,00 g
Sulfato de magnesio 0,20 g
Azul de bromotimol 0,08 g
Agar 15,00 g

Agua destitada 1,00 |

pH final: 6,8 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebullicidn agitando frecuentemente hasta lograr una
disolucion completa.

Ajustar el pH.

Distribuir el medio en voitimenes de 3 ml en tubos de 13 x 100 mm vy esterilizar en autoclave a 121&ordm;C &plusmn:
1&ordm;C durante 15 min.

Dejar enfriar tos tubos en posicidn in¢linada.

6.1.4.6 Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer)
Farmula

Ingredientes Cantidades Unidades

Peptona 7,0 g

Dextrosa 5,0 g

Difosfato de potasio 5,0 g
Agua destilada 1,0 |

pH final: 6,9 &plusmn; 0,2
Preparacion

Suspender los ingredientes en el agua destilada, calentar a ebuilicien agitando frecuentemente hasta lograr una
disolucion completa.

Ajustar el pH.

Distribuir €l medio en volimenes de 3 m!l en tubos de 13 x 100 mm y esterilizar en autoclave a 121&ordm;C &plusmn:;
1&ordm;C durante 15 min.

6.1.4.7 Caldo manito!
Férmula

Ingredientes Cantidades Unidades

Extracto de carne 1,000 g




Proteosa peptona 10,000 g
Cloruro de sodio 5,000 g

Rojo de fenol 0,018 g

Manito! 10,000 g

Agua 1,000 |

pH final: 7,4 &plusmn; 0,2

Preparacion

Suspender 26 g del medio deshidratado en un litro de agua, mezcfar y ajustar el pH.
Distribuir en voiimenes de 2 a 3 ml en tubos de 13 x 100 mm.
Esterilizar a 121&ordm;C &plusmn: 1&ordm;C durante 15 min.
6.1.4.8 Caldo malonato

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Extracto de levadura 1,000 g

Sulfato de amonio 2,000 g

Fosfato dipotasico 0,600 g

Fosfato monopotasico 0,400 g

Cloruro de sodio 2,000 g

Malonato 3,000 g

Glucosa 0,250 g

Azul de bromotimoi 0,025 g

Agua 1,000 |

pH final: 6,7 &plusmn; 0.2

Preparacion

Suspender los ingredientes en agua, mezciar y ajustar el pH.
Distribuir en tubos de 13 x 100 mm en cantidades de 3 mi.

Esterilizar en autociave a 121&ordm:C &plusmn; 1&ordm;C durante 15 min.

6.1.4.9 Caldo urea




Formula
Ingredientes Cantidades Unidades
Urea 20,00 g

Extracto de levadura 0,10 g
Fosfato monopotasico 9,10 g
Fosfato disédico 9,50 g

Rojo de fenol 0,01 g

Agua 1,001

pH final: 6,8 &plusmn; 0,2
Preparacion

Disolver los ingredientes en agua destilada.

NO CALENTAR. Esterilizar por filtracion a través de membrana 0,45 &micro;m o en autoclave de 5 a 8 Ib de presion
durante 15 min.

Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 ml en tubos estériles de 13 x 100 mm,
6.1.4.10 Caldo de urea rapido
Férmuta

Ingredientes Cantidades Unidades

Urea 20,000 g

Extracto de levadura 0,100 g

Fosfato monopotasico 0,091 g

Fosfato disodico 0,095 g

Rojo de fenol 0,010 g

Agua 1,000 |

pH finai: 6,8 &plusmn; 0,2

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua destilada.

NO CALENTAR. Esterilizar por filtracion a traves de membrana 0,45 &micro:m.

Distribuir asépticamente de 1,5 a 3 ml en tubos asteriles de 13 x 100 mm,

6.1.4.11 Calde infusién cerebro corazon
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Farmula
Ingredientes Cantidades Unidades

Infusién cerebro corazén 2000 g

Infusion de corazén de res 250,0 g

Proteosa peptona 10,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Fosfato disodico dodecahidratado 25¢g

Dextrosa 2,0 g

Agua destilada 1,0 |

pH final: 7,4 &plusmn; 0,2

Preparacién

Disolver los ingredientes en agua destilada, calentar sSuavemente.
Distribuir y esterilizar a 121&ordm;C &plusmn; 18&ordm;C durante 15 min.
6.1.5 Soluciones

6.1.5.1 Solucién verde brillante al 0,1% (1:1000)

Formula
Ingredientes Cantidades Unidades

Verde brillante 0,1 g

Agua destilada estéril 100,0 m|

Disolver 0,1 g de verde brillante en agua destilada estéril hasta completar 100 mi.
6.1.5.2 Solucion de yodo-yoduro

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Cristales de yodo 6,0 g

Yoduro de potasio 6,0 g

Agua destilada 100,0 mi

Disolver los cristales y el yoduro de potasio en agua destilada hasta completar 100 mi.

Conservar en frasco ambar.




6.1.5.3 Solucion salina al 0,85%
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Cloruro de sodio 0,85 g

Agua destilada 100,00 ml

Disotver el cloruro de sodio en e aguay esterilizar a 121&deg;C &plusmn; 18deg;C durante 15 min,
6.1.5.4 Solucion salina formalizada

Férmuia

Ingredientes Cantidades Unidades

Solucion de formaldehido (36-38%) 6,0 m!

Cloruro de sodic 8,5 g

Agua destilada 1,01

Disoiver 8,5 g de cloruro de sodio en 1 litro de agua destiiada. Esterilizar a 1218&ordm:C &plusmn; 1&ordm;C durante
15 min.

Enfriar a temperatura ambiente. Adicionar 6 mi de la solucion de formaldehido. No esterilizar después de la adicién de
formaldehido.

6.1.5.5 Reactivo de Kovac

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades
p-dimetil-aminobenzaldehido 5,0 g
Alcohol amilice 75,0 m|

Acido clorhidrico concentrado 25,0 ml

Disolver el p-dimetii-aminobenzaldehido en el alcehol amilico y después agregar el acido clorhidrico lentamente.
Conservar en frasco ambar en refrigeracion,

6.1.5.6 Solucién de alfa-naftol al 5%
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades
Alfa-naftol 5,0 g

Alcohoi 100,0 m!

Disolver 5 g de alfa-naftol en alcohol hasta completar 100 m|.
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6.1.5.7 Solucion de rojo de metilo
Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Rojo de metilo 0,10 g

Alcohol etilico 300,00 mi

Agua destilada ¢.b.p. 500,00 m|

Disalver ef rojo de metito en el alcohol etilico y adicionar agua hasta completar 500 ml.
6.1.5.8 Solucién de hidréxido de potasio al 40%

Formula

Ingredientes Cantidades Unidades

Hidroxido de potasio 40,0 g

Agua destilada 100,0 ml

Disolver 40 g de hidroxido de potasio en agua hasta completar 100 ml.
6.1.5.9 Solucién de gelatinasa al 5%

Férmula

tngredientes Cantidades Unidades

Gelatinasa 5,0 g

Agua 100,0 m|

Disolver 5 g de gelatinasa en 100 m| de agua destilada. NO CALENTAR.
6.1.6 Antisueros

Antisuero polivalente somatico (O)

Antisuero polivalente flagelar (H)

Antisuero Vi

6.2 Material

Matraces Erlenmeyer de 500 mi

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

Angulos de vidrio

Cucharas, bisturies, cuchiilos y pinzas
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Tubos de ensaye de 16 x 150 mm y de 20 x 100 mm

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

Pipetas bacteriolégicas de 10,0y 5,0 ml, graduadas en 0.1 mly protegidas con tapon de algodén
Pipetas de 1 ml, con graduaciones de 0,01 m|

Cajas de petri estériles de vidrio o desechables

Rejillas para tubos de ensaye

Asa de platino o nicromel de aproximadamente 3 mm de diametro

Papel pH (intervalo de 6-8) con graduaciones maximas de 0,4 unidades de pH para cambios de color
Todo el material que tenga contacto con las muestras bajo estudio debe esterilizarse mediante:

Horno, durante 2 horas a 170-1 75&ordm;C o autoclave, durante 15 min como minimo a 1218&ordm;C &plusmn:
1&eordm;C

7. Equipo
Horno para esterilizar que alcance los 180&ordm:C
tncubadora con termostato para evitar variaciones mayores de &plusmn; 0,1&ordm:C y termémetro

Autociave con termometro o mandmetro, probado con termometro de maximas

Bafio maria con termostato y termdmetro

Balanza granataria con sensibilidad de 01g

Licuadora de una o dos velocidades controladas por un redstato, con vasos esterilizables (vidrio o aluminio)
Mecheros Bunsen o Figher

Potenciometro

8. Procedimiento

8.1 Preparacion de tos alimentos para el aislamiento de Salmonella

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

muestra de 25 g o mas.

8.1.1 Procedimiento general para la preparacion de muestras

Pesar asépticeamente 25 g de la muestra en un vaso esterit de licuadora o en bolsa estéril para trabajar en
hiomogeneizador peristaltico (stomacher). Adicionar 225 m| del medio de preenriquecimiento esteril (generalmente
caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licuar si es necesario durante un min. Transferir asépticamente ia
mezcia homogeneizada a un recipiente estéril de boca ancha con tapon de rosca y dejar reposar por 60 min a
temperatura ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar ei pH aproximado con papel pH. Ajustar,
si es necesario, a un pH 6,8 &plusmn; 0,2 con hidroxido de sodio 1N o acido clorhidrico 1N esteriles. Mezclar y cubrir
el recipiente enroscando suavemente la tapa.
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Incubar 24 &plusmn: 2 h a 35&ordm;C. Continuar como se indica en 8.2.1.

8.1.2 Procedimiento especifico para la preparacién de muestra segun el producto

de agua o por 18 h a una temperatura entre 2-5&ardm;C. Los productos que no son en polvo se trabajan como indica

preenriquecimiento, dejando que el polvo se humecte lentamente. Si es necesario homogeneizando poco a pPOCO COn
una varilla de vidrio estéril u otra herramienta también estéril. Continuar igual que ef procedimiento general.

8.1.2.2 Productos no pasteurizados congelados de huevo

Descongelar Jla muestra como se indica en 8.1.2.1 Pesar asepticamente y por duplicado 25 g de muestra. Colocar en
un matraz con 225 ml de caldo selenito Cistina una de las muestras y la otra en un matraz con 225 ml de caldo
tetrationato, sin verde brillante. Proceder como en 8.1.1 hasta ajustar el pH. Adicionar 2,25 ml de verde brillante al
0.1% y 4,5 ml de solucien yodo-yoduro a la muestra contenida en el caldo tetrationato y mezciar bien. Incubar coma
se indicaen 8.2.2.

8.1.2.3 Productos que contienen huevo en su formulacion (pastas para sopa, rollos chinos, etc.); ensaladas
preparadas (jamén, huevos, pollo, atin, pavo); frutas frescas, congeladas o secas; crustaceos {camarones, cangrejos,
jaibas, langostinos, langostas) y pescado.

Preferentemente no descongelar I3 muestra antes de su analisis, si esto es necesario, proceder igual que en 8.1.2 1
utilizando caldo lactosado como medio de preenriguecimiento, licuar dos min. Continuar despues de Ia incubacion

comoen 8.2.1.

8.1.2.4 Leche en polvo, entera, semidescremada o descremada
Seguir el procedimiento general para el pesado de la muestra y adicionarla lentamente a un matraz Erlenmever con

225 ml de solucion verde brillante al 0,1%, procurando que ¢ polvo quede en la superficie del liguido y se hidrate
Suavemente. Dejar la mezcla en reposo por 80 min, e incubar como se indica en 8.1.1.

8.1.2.5 Queso

Proceder igual que en 8.1.1 utilizando agua de peptona tamponada como medio de Areenriquecimiento,

8.1.2.6 Caseina

Seguir el procedimiento sefialado en 8.1.1, licuar por dos min Yy ajustar cuidadosamente el pH.

8.1.2.7 Coco

Proceder como se indica en 8.1.1 hasta ajustar, si es necesario, el pH a los valores indicados. Adicionar hasta un
maximo de 2,25 ml de Tergito! anisnico 7 estéril (121&ordm;C &plusmn; 1&ordm;C/15 min) y mezclar bien. Puede
utilizarse Tritén X-100 estéril. Usar (a cantidad necesaria de estos detergentes utilizando el volumen minimo para que
se inicie la formacion de espuma. Puede ser, para el Triton X-100 de dos a tres gotas. Incubar como se indica en

8.1.1.

8.1.2.8 Levadura seca

Seguir ! procedimiento de §.1 -1, utilizando como medio de enriguecimiento caldo soya fripticasa esteéril. Mezclar para
formar una suspension homogeénea. Ajustar el PH y terminar e! procedimiento como en§.1.1,




8.1.2.9 Carnes, sustitutos de cames, derivados carnicos, sustancias de origen animal, productos glandulares v harinag
{pescado, carne y hueso).

licuadora. Sila muestra es en polvo o molida, el licuada puede omitirse v el producto puede pesarse directamente en
matraces Erlenmeyer estériles de 500 mi, Adicionar 225 ml de caldo selenito cistina 0 225 mi de caldo tetrationato {sin
verde brillante) a cada muestra analitica. Licuar por dos min y pasar asépticamente a matraces Erlenmeyer de 500 ml.
Dejar reposar y ajustar ef pH como se indica en 8.1.1.

Adicionar 2,25 ml de solucion de verde brillante 0,1% v 4,5 ml de sotucion yodo-yoduro a la muestra que se
enriquecera con caldo tetrationato. Homogeneizar e incubar. Continuar cOMo se indica en 8.2.1.

8.1.2.10 Dulces y dulces cubiertos {incluyendo chocolate)

Pesar asépticamente 25 g de fa muestra en un vaso para licuadora agregando 225 ml de leche descremada
reconstituida. Licuar por dos min. Manejar igual que en 8.1.1 hasta después de ajustar el pH. Adicionar 0,45 ml de Ia
solucion verde brillante al 0,1% y mezclar bien. Incubar como se indica en 8.1.1.

8.1.2.11 Especias

8.1.2.11.1 Pimienta negra, pimienta blanca, semilla de apio, comino, perejil seco, romero, tomillo, chile en polvo,
paprika o pimenton, ajonjoli, hojuelas de vegetales (vegetales secos).

Pesar asépticamente 25 g de la muestra y verter en un recipiente de tapén de rosca de 500 mi con 225 mi de caldo
soya tripticasa estéril y mezclar bien. Continuar con el procedimiento 8.1 1

8.1.2.11.2 Ajo en polvo u hojuelas; cebolla en polvo u hojuetas

Pesar asépticamente 25 g de la muestra y verter en un recipiente de tapdn de rosca de 500 mi con 225 m| de caido
soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio y mezclar bien. Continuar con el procedimiento 8.1.1.

8.1.2.11.3 Pimienta de Jamaica (Pimienta inglesa), clavo de especia, canela y orégano

No se conoce un método para neutralizar la toxicidad de estas cuatro especias. Diluir por lo tanto, mas alla de su
poder de toxicidad. Examinar la pimienta, canela y oregano en una proporcién 1:100 muestra/ caldo, v el clavo a
1:1000 muestra/caldo. Seguir el procedimiento igual que en 8.1.2.11.1.

8.1.2.12 Gelatina
Pesar asepticamente 25 g de muestra en un recipiente de boca ancha y tapon de rosca de 500 ml. Adicionar 225 m|
de caldo lactosado estéril con 5 mi de solucién acuosa de gelatinasa al 5% y mezclar bien. Dejar reposar 60 min y

continuar igual que el procedimiento 8.1.1.

8.2 Aislamiento de Salmonella

8.2.1 Cerrar firmemente el tapon de rosca de los matraces con los cuftivos de preenriquecimiento y agitar
suavemente, transferir respectivamente 1 ml de la mezcla a un tubo que contenga 10 m! de caldo tetrationato Y a otro
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¢on 10 ml de caldo selenito cisting. Como alternativa, en sustitucion del caido tetrationatg puede emplearse el medio
Vassiliadis-Rappaport.

8.22Incubarde 18a24h a 35&ordm;C o, para alimentos fuertemente contaminados a 428&ordm;C por e! mismo
periodo. Estriar los productos gue fueron directamente enriquecidos en medios selectivos.

8.2.3 Mezclar el tubo con caldo selenito cistina y estriar en agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), agar verde brillante

(VB) y una tercera Caja con cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen, agar Suifito de
Bismuto o Agar S8).

Efectuar el mismo procedimiento para el caldo tetrationato.
Incubar las placas 24 &plusmn; 2 h a 35&ordm:C.

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

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

Agar VB: colonias rojas o rosas gue pueden ser transparentes rodeadas por medio enrojecido; las bacterias
fermentadoras de la lactosa dan colonias amarillas,

Agar entérico Hektoen: colonias verdes 0 azulverdes con o sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden
aparecer completamente negras.

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

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

8.3 Identificacion bioquimica
8.3.1 Seleccionar al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que se encuentren bien aisladas.

Tocar levemente el centro de cada colonia e inocular dos tubos, uno con agar triple aztcar hierro (TS!) y otro con agar
hierrg lisina (LIA), por estria en la Superficie inclinada y por puncién en el fondo.

Incubar por 24 &plusmn; 2 h a 35&ordm;C.

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

8.3.2 Observar el crecimiento en los tubos y considerar presuntivamente positivas para Saimonella las colonias que
den las siguientes reacciones:

8.3.2.2 Agar LIA, se observa intensificacian del color plrpura en todo el tubg por ta descarbaoxitacion de la lisina.
Considerar negativos aquellos cultivos Que produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de
fas cepas de Salmonella producen acido sulfihidrico en este medio con ennegrecimiento a lo largo de la puncion.
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8.3.2.3 Retener todos Ios cultivos que muestren las reacciones caracteristicas de Salmonella en los medios TS| y LIA
para las pruebas adicionales, indicadas en 8.3.3.

8.3.3 Los cultivos con TS| que no parecen de Saimonella pero que presentan reacciones en LIA tipicos, deben
trabajarse como cultivos presuntivos positivos, ya que en estos Casos, el medio LIA permitira detectar S arizonae y
cepas atipicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa, Descartar solamente 10s cultivos que muestren
reacciones atipicas en ambos medios.

8.3.5 Continuar la identificacion bioquimica vy serologica a partir de los cultivos recuperados de TSI, Se recomienda
trabajar seis cultivos por cada 25 g de unidad analitica seleccionando colonias procedentes de ambos medios de
enriquecimiento.

8.3.6 Prueba de ureasa

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

8.3.6.2 Prueba de ureasa (répida). Tomar dos asadas de crecimiento de! cultivo presumiblemente positivo de cada
tubo de medio TSI e inocular tubos de caldo urea (rapida). Incubar2 h a 37 &plusmn; 0,58o0rdm;C en bafio de agua.

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

8.4 Identificacion serologica

8.4.1 Ensayo de los antigenos somaticos de Salmonelia (Antisuero polivalente o)

8.4.1.1 Colocar con una asa dos gotas separadas de solucion salina estéril sobre un portaobjetos 0 en dos secciones
de una placa para agiutinacion. Suspender en cada una de las gotas, una porcion del cultivo desarrollado en TS|,

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

8.4.1.3 Agitar inclinando la lamina hacia atras y hacia adelante durante aproximadamente un min. Observar bajo
buena iluminacion sobre un fondo oscuro.

8.4.1.4 Considerar cualquier grado de agiutinacién como positiva.

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

Si se observa agiutinacién en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se debe continuar con las pruebas
bioguimicas complementarias,

8.4.2 Cuando la aglutinacion es positiva con el suero polivalente O, puede determinarse el subgrupo empleando
antisueros para los diferentes subgrupos (los grupos B, C, D y E, suelen ser los mas frecuentes).

8.4.2.1 Si |a aglutinacion con ef antisuero O es negativa, utilizar antisuero Vi y efectuar la prueba. Si hay aglutinacion
con Vi calentar el cultivo a ebullicien y repetir la aglutinacién con el antisuero potivalente O,

8.4.2.2 Si no se cuenta con los sueros grupoespecificos, solicitar la tipificacion de la cepa ai Laboratorio de
Enterobacterias del Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia de la Secretaria de Salud o al Laboratorio Nacional

de Salud Publica.
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8.4.3 Si se requiere, practicar el ensayo de los antigenos flagelares de Salmonelia {Antisuero polivalente H).

8.4.3.1 Inocular el crecimiento del tubo de TSI en agar infusion de cerebro corazén e incubarde 4 a6 h a 35&ordm;C
hasta que se observe crecimiento (para ensayo en el mismo dfa), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24
&plusmn; 2 h a 358&0rdm:C (para ensayo al dia siguiente). Adicionar 2,5 ml de solucién salina formalizada a 5 mi del
cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazon (BHI).

8.4.3.2 Colocar 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo para serologia {13 x 100 mm
aproximadamente). Adicionar 0,5 mi del cultivo formalizado. Preparar un control de solucion salina mezciando 0,5 m!

8.5 Pruebas bioquimicas complementarias

Cuando las pruebas serolégicas o bioquimicas iniciales, dan resultados atipicos 0 no concluyentes, realizar |as
pruebas que se describen a continuacion:

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

8.5.2 Interpretar los cambios en tos medios inoculados conforme lo siguiente:

8.5.2.1 Agar citrato Simmons

Inocular por estria el tubo.
Incubar 96 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C.

Prueba positiva: crecimiento acompahado de un cambio de color de verde a azul.

Prueba negativa: ausencia de crecimiento ¥y 8in cambia de color.

8.5.2.2 Medio SIM

Inocular por puncion.,

Incubar 24 h a 35 &plusmn; 2&ordm:C.

Movilidad.

Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la puncién y en el seno del medio de cultivo.
Prueba negativa: crecimiento a lo largo de fa puncion exciusivamente.

Produccion de acido sulfihidrico.

Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la puncion que puede extenderse a todo el medio,
Prueba negativa: ausencia de color negro.

Produccion de indol

Adicionar al tubo con medio SiM que presente crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de reactivo de Kovac.




Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
Prueba negativa: sin cambio de color.

8.5.2.3 Caldo RM-vP

Inocular un tubo con el medio.

Incubar 48 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm;C para Ia prueba de VP y 96 h para la prueha RM.
8.5.2.3.1 Prueba de Voges-Proskauer (VP)

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

Adicionar 0,6 ml de solucién de alfa naftol,

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

Adicionar algunos cristales de creatinina (opcional).

Interpretar los resultados después de incubar 2 h a 35 &plusmn; 2&ordm:Co 4 h a temperatura ambiente.
Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo,

Prueba negativa: sin cambio de color.

Reincubar el resto del medic RM-VP 48 h mas a 35 &plusmn: 2&ordm:C.
8.5.2.3.2 Prueba de rojo de metilo (RM)

Adicionar al medio de cultivo de 96 h de incubacion de dos a tres gotas de solucion de rejo de metilo.
Interpretar los resultados inmediatamente.

Prueba positiva: desarrollo de color 0j0.

Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.

8.5.2 4 Caldo malonato

Inocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 40 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn: 2&ordm;C.

Prueba positiva: desarrollo de color azul.

Prueba negativa: sin cambio de color,

8.5.2.5 Caldo manitol

fnocular un tubo conteniendo el medio.

Incubar 24 &plusmn; 2 h a 35 &plusmn: 2&ordm;C.

Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.




Prueba negativa: sin cambio de color.

8.5.3 Consultar los resultados obtenidos en ef Cuadro 2 para la identificacion de los géneros de las bacterias
investigadas.

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

9. Calculo y expresion de resultados
9.1 Interpretacién de reacciones bioquimicas y seroldgicas.
CUADRO 1

Reacciones Reacciones Interpretacion
bioguimicas serol6gicas

Tipica Antigeno Q, Cepas consideradas
Vi o H positivo come Salmonella

Tipica Todas las reacciones

negativas

Tipica No probada Puede ser
Salmonella

Reacciones Antigeno O,

atipicas Vio H
positivo

Reacciones Todas las No debe ser

atipicas reacciones considerada

negativas Salmonella

Nota: Ver apéndice informativo A,

9.2 Reacciones bioquimicas y serologicas de Saimonella
CUADRO 2

Prueba o sustrato Positivo Negativo Reaccion
Glucosa (TSI) amarilto rojo +

Lisina descarboxitasa purpura amarillo +

{LIA)

H2S (TS y LIA) negro no negro +
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Ureasa rojo-parpura no hay cambio -

de color

Caldo de lisina purpura amarillo +
descarboxilasa

Caldo dulcitol amarillo 0 gas no hay cambig +b
rojo de fenol de color ni gas

Caldo KCN crecimiento no hay -

crecimiento

Caldo malonato azul no hay cambio ¢

de color

Prueba de indol superficie color superficie color -

violeta amarillo

Prueba del antigeno aglutinacion no hay +

flagelar agiutinacion

Prueba del antigeno aglutinacion no hay +
somatico aglutinacién

Caldo lactosa amarillo o gas no hay cambio ¢
rojo fenol de color ni gas

Caldo sacarosa amaritlo o gas no hay cambio -
rojo fenol de color ni gas

Prueba Voges- de rosa a rojo no hay cambio -
Proskauer de color

Prueba rojo de metito rojo difuso amarillo difuso +
Citrato de Simmons crecimiento no hay v

color azul crecimiento, no

hay cambio

de color

a+, 90% o mas positivos en 1 0 2 dias: -, 90% o mas negativas en 1 o0 2 dias; v, variable.
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b La mayoria de los cultivos S. arizonae son negativos.
¢ La mayoria de fos cultivos S. arizonse son positivos.

9.3 Informe de resultados

Informar: presencia o ausencia de Salmonella en go m! de muestra.

10. Concordancia con normas internacionales
Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.
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12. Observancia de la norma

La vigilancia del cumplimiento de la presente norma cormesponde a la Secretaria de Salud.




13. Vigencia

La presente Norma Oficial Mexicana entrara en vigor con su caracter obligatoria a los treinta dias siguientes a partir de
Su publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccion.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- £l Director General, José Meljem Moctezuma.- Riibrica.
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APENDICE INFORMATIVO A
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