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RESUMEN

Antecedentes: La venta de pescado en comercios ambulantes surge de la
necesidad de abastecer a la poblacién de uno de los productos bésicos en la dieta
del ser humano, sin embargo, se deja de lado la evaluacion de la calidad
microbiolégica del mismo, poniendo en duda las condiciones sanitarias de pesca
transporte y almacenamiento, siendo un riesgo potencial causante de
enfermedades transmitidas por alimentos.

Objetivo: Evaluar la calidad microbiologica del pescado comercializado en
expendios no fijos en la ciudad de Tijuana, Baja california.

Metodologia: se tomaron 3 muestras de cada una de las 9 delegaciones de la
ciudad de Tijuana, las muestras se sometieron a un analisis para la busqueda de
coliformes totales, coliformes fecales, Staphylococcus aureus, Salmonella spp. y

Vibrio spp. de acuerdo a las Normas Oficiales Mexicanas.

Resultados: Se encontraron coliformes totales en el 85.4% de las muestras y
coliformes fecales en el 74%, el 51% de las muestras rebasaron los limites
establecidos para Staphylococcus aureus, el 11.1% resulto con presencia de Vibrio

spp, el 74% de las muestras presento Salmonella spp.

Conclusiones: El 92.6% de las muestras estan por encima de los limites permisibles

siendo asi el pescado comercializado en expendios no fijos un riesgo de salud publica.

Palabras clave: calidad microbiol6gica de pescado, microbiologia de alimentos,

calidad microbiol6gica de los alimentos.
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ANTECEDENTES

Pescado como alimento
El pescado a lo largo de los afios ha sido parte fundamental de la dieta humana,
esto debido a que suministra una buena cantidad de proteina de alto valor biologico

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 1995).

La composicion quimica de los peces varia considerablemente entre las diferentes
especies y también entre individuos de una misma especie, dependiendo de la
edad, sexo, medio ambiente y estacion del afo, el contenido de grasa, ya que
existen muchas variedades de especies que son consumidas por el ser humano
pero en la mayoria de las ocasiones contiene menos grasa que la carne, suministra

ademas tiamina, riboflavina y niacina, que son escasas en los productos carnicos.

Tabla No. 1 Aporte de energia y proteinas general de 100gr de carne de

pescado fresca (Food and Agriculture Organization , 2004)

Componente Valor promedio
Agua 66-81%
Proteinas 18.4 gr
Lipidos 0.8¢gr
Carbohidratos 2.3 gr

Adaptado de (FAO, 2004)

Ademas, es fuente rica de hierro, zinc, fésforo, magnesio, selenio, y yodo (en
pescados de mar), asi mismo contiene vitaminas hidrosolubles como B1, B2, B3,
B12 y liposolubles como A, D y en menor proporcion E (Food and Agriculture
Organization , 2004).

La cantidad de vitaminas y minerales en los pescados es especifica de la especie
y, ademas, puede variar con la estacion del afio. En general, la carne de pescado
es una buena fuente de vitamina B y en el caso de las especies grasas, también de

vitaminas A y D, los minerales en la carne de pescado se considera una fuente



particularmente valiosa de calcio y fésforo, asi como también de hierro y cobre. Los
peces de mar tienen un alto contenido de yodo (Murray, 1969).

Existen constantes variaciones en la composicion quimica del pez, estas estan
estrechamente relacionadas con la alimentacién, migracion y cambios sexuales
relacionados con el desove, ya que el pez tiene periodos de inanicion por razones
naturales, fisiologicas o factores externos como la escasez de alimento. Durante los
periodos de intensa alimentacion, el contenido de proteinas del musculo aumenta
hasta una extension que depende de la cantidad de proteina agotada; por ejemplo

con relacion a la migracion por el desove (Sikorski, 1994).

En Norteamérica y Centroamérica el pescado aporta poco mas del siete por ciento
de la proteina animal, y mas de nueve por ciento en Europa, en Africa proporciona
mas de 17% en Asia mas de 26%, y en los paises de bajos ingresos con déficit de
alimentos, incluida China, representa casi el 22% (FAO, Organizacion de las

Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 1995).

El consumo de pescado incluso en pequefias cantidades, puede mejorar
considerablemente la calidad de las proteinas que se consumen diariamente, al
aportar los aminoéacidos esenciales que suelen ser pocos en la alimentacién sin el
mismo, ademas las grasas de algunos pescados proporcionan mejor que ningun
otro alimento el tipo de grasa vital para el desarrollo normal del cerebro en nifios en
etapa gestacional y en los recién nacidos. Sin una cantidad adecuada de esos
acidos grasos, no se da un desarrollo normal del cerebro. En general, la
alimentacion diaria de la poblacion de los paises en desarrollo contiene mas

pescado que la de los habitantes del mundo desarrollado (Perea, 2008).
Clasificacion segun su contenido de grasa:

El contenido de grasa del pescado varia segun diversos factores, como la
temporada, especie, habitat, la cantidad y calidad de alimento que tienen al alcance
por lo que los limites para esta clasificacion no estan totalmente definidos. Las
especies que llevan a cabo largas migraciones antes de alcanzar las zonas

especificas de desove o rios, degradaran -ademas de los lipidos- las proteinas

10



almacenadas para obtener energia, agotando las reservas tanto de lipidos como de
proteinas, originando una reduccién de la condicion biolégica del pez, esa es una

de las principales razones de variacion en la cantidad de grasa (Sikorski, 1994).

De forma general existen 3 tipos de pescado con respecto a su contenido de grasa:

Tabla No. 2 Tipo de pescado de acuerdo a su clasificacion por contenido
de grasa

Blancos o Magros Semigrasos Azules o Grasos

Contenido graso maximo | Contenido graso del 2- .
Contenido graso mayor

del 2%. 5%
6%, son ricos en Omega
Ej. bacalao, cabirilla, 3.
lenguado, lubina,
merluza, raya, etc. Ej. trucha, mojarra, _ ]
tilapia, etc. Ej. arenque, atun,

salmon, sardina,

angelito, etc.

Adaptado de (Larrafiaga, 1998)

La grasa del pescado a diferencia de la grasa en carnes rojas, le brinda mayor
calidad al mismo, ya que los pescados con mayor cantidad de la misma son ricos
en 4cidos grasos como el oleico, linoleico y omega 3, los cuales son sumamente
demandados por tener la capacidad de disminuir las lipoproteinas de baja densidad,

reduciendo asi la formacién de coagulos (Larrafiaga, 1998).

Los lipidos presentes en las especies de peces 0seos pueden ser divididos en dos
grandes grupos: los fosfolipidos y los triglicéridos. Los fosfolipidos constituyen la
estructura integral de la unidad de membranas en la célula, por lo tanto, a menudo
se le denomina lipidos estructurales. Los triglicéridos son lipidos empleados para el

almacenamiento de energia en depdsitos de grasas, generalmente dentro de
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células especiales rodeadas por una membrana fosfolipidica y una red de colageno
relativamente débil. Algunos peces contienen ceras esterificadas como parte de sus

depdsitos de grasa (Ackman, 1980).
Consumo mundial de pescado

El consumo de pescado en el mundo ha ido aumentado de forma constante en las
dltimas cinco décadas, tiene una tasa media de incremento anual del 3.2 %,
superando asi la tasa de crecimiento de la poblacion mundial del 1.6 %, por lo que
el aumento del consumo de pescado no solo se debe al aumento de la poblacion
sino también a el incremento del pescado en la dieta de la poblacion ya existente

(Fondo Internacional de Desarrollo Agricola , 2013).

El aumento del consumo mundial es de un promedio de 9.9 kg per capita en el
decenio de 1960 a 19.2 kg en 2012, el incremento tan radical se debe a una
combinacion de crecimiento demografico, aumento de los ingresos y urbanizacion
de la industria pesquera, ademas existe una fuerte expansién de la produccién
pesquera y la mayor eficacia de los canales de distribucion. EIl pais que mas ha
aportado a este incremento drastico es China ya que su consumo de pescado per
capita anual aument6 6.0 % en el periodo 1990-2010, es decir en el 2010 en China
el consumo de pescado por persona fue de 35.1kg, mientras que en el resto del
mundo, el suministro anual de pescado per cépita correspondié a unos 15.4 kg en
2010, sin embargo los paises en desarrollo tienen un consumo notablemente mas
elevado que en los paises de bajos ingresos (Food and Agriculture Organization,
2014).

Especies de pescado méas consumidas en el mundo

En el mundo existen muchas especies que son consumidas por el ser humano y
varia mucho el indice de consumo segun cada region, pero existen 10 especies que
a nivel mundial representaron aproximadamente el 24% de la produccion de la
pesca de captura marina en 2011, las especies principales de anchoveta del

Pacifico sudoriental, la de colin de Alaska (Theragra chalcogramma) del Pacifico
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norte y las de arenque del Atlantico (Clupea harengus), son las mas comunes,
posteriormente el bacalao del Atlantico (Gadus morhua), estornino (Scomber
japonicus), listado (Katsuwonus pelamis), son las especies que mas son explotadas
en la pesca, en estan las especies de atunes como la albacora (atun blanco),
patudo, atin rojo (tres especies), listado y rabil, de estas especies de atin
aproximadamente el 68% de estos procedieron del Pacifico (Food and Agriculture
Organization, 2014).

Consumo de pescado en México

En México hay una creciente constante del consumo de pescado, al igual que en el
consumo mundial. México es el pais nUmero 18 con mayor consumo de pescado
teniendo un valor de 10kg per capita segun estadisticas de la Organizacion de las
Naciones unidas para la alimentacion y la agricultura (Database, 2014), pero el
consumo ha ido aumentando afio con afio, segun estadisticas de México
proporcionadas por Comision nacional de acuacultura y pesca en el periodo del
2011 - 2015 se incremento en 2.5 kilos el consumo per capita de pescado de 8.9 a

11.4 kilos (Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca, 2015).

En el 2016 la Organizacion de Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura
(FAO) declaro que México se posiciono en el lugar #1 de consumo de pescados y
mariscos en américa latina y el caribe, obteniendo 12kg per capita (Secretaria de

Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y Alimentacion, 2016).

El crecimiento del consumo del pescado se debe principalmente a la promocién de
una dieta balanceada baja en carnes rojas por el sector salud, ya que lo usan como
sustituto para las mimas, ademas de que se han fomentado las propiedades
nutrimentales del mismo, sin embargo debido a los altos precios la poblacion de
bajos recursos dificilmente tiene acceso a este alimento, sin embargo en zonas
pesqueras la mayoria de los habitantes tienen al alcance los productos marinos

(Procuradoria Federal del Consumidor, 2011).
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Pesca en México

En el pais la pesca se ha estabilizado alrededor de 1.5 millones de toneladas en
peso vivo, siendo notoria la creciente produccion acuicola, el volumen de la pesca
corresponde en 80% al litoral del Pacifico, 18% al Golfo de México y Caribe, y 2%

a los cuerpos de aguas continentales (Instituto Nacional de Pesca , 2010).

Los estados con méas cantidad de toneladas de pesca son Sonora con 487097
toneladas, Sinaloa con 236,687 toneladas, Baja California Sur con 114,561 y Baja
California con 114,561 toneladas. Los peces mas comunes son la mojarra, atin
sardina, huachinango, robalo, corvina, etc. (Comision Nacional de Pesca y
Acuacultura, 2012).

El ingreso econdmico en el 2013 debido a la pesca fue 19,913,988 pesos, segun
CONAPESCA (Comisién Nacional de Acuacultura y Pesca, 2013), dejando asi una

gran derrama econdmica en el pais.
Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son patologias provocadas por el
consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos, parasitos o las
toxinas que estos producen. Estas enfermedades constituyen un importante
problema de salud a nivel mundial ya que originan infecciones o intoxicaciones

segun sea el caso.

Tabla No. 3 Diferencia entre enfermedades transmitidas por
alimentos
PATOLOGIA DEFINICION AGENTES CAUSALES
Invasion y multiplicacion de virus, bacterias o
Infeccion microorganismos en un drgano parasitos

de un cuerpo vivo.
Toxinas 0 venenos
Conjunto de alteraciones producidos por hongos,

Intoxicacion fisiologicas originadas por la bacterias o animales
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exposicion a una toxina o (ej.:toxina botulinica,
veneno. enterotoxina de
Staphylococcus)
Adaptado de (Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia
Medica, 2017)

Las enfermedades trasmitidas por alimentos se presentan en brotes, es decir
cuando dos 0 mas personas manifiestan una enfermedad semejante después de la
ingestion de un mismo alimento y los andlisis epidemioldgicos apuntan al alimento
como el origen de la enfermedad. Los alimentos involucrados con mas frecuencia
en estas enfermedades son los de origen animal, como carne bovina, huevos, carne
porcina, carne de aves, pescados, crustaceos, moluscos, o productos lacteos

(Organizacion mundial de la Salud , 2017).

El pescado es uno de los alimentos que causa mayor problema, ya que la mayoria
de las enfermedades transmitidas por alimentos se deben a pescados y productos
de la pesca (Huss, Aseguramiento de la calidad de los productos pesqueros, 1997).
En Estados Unidos entre 1973y 1987 el 10% de las enfermedades transmitidas por
alimentos reportadas fueron originadas por pescados, de las cuales el 66% fueron

causadas por un agente patdgeno bacteriano (Bryan, 1987).

Microbiota en el pescado

La carga microbiana de los peces es un reflejo de la flora microbiana de su entorno
en el momento de su pesca, pero se modifica de acuerdo a su crecimiento o
multiplicacion en los subambientes que constituyen las superficies de la piel, las
agallas y el tracto digestivo. El tejido muscular y los érganos internos de los peces
son normalmente estériles, pero suelen encontrarse bacterias en la piel y agallas,
asi como en el tracto intestinal. El pescado procedente de las aguas proximas a
poblaciones humanas suele tener cargas microbianas muy grandes y formadas por
especies microbianas mas diversas que el de zonas alejadas, la flora microbiana de
los pescados varia segun la especie (International Commission on Microbiological

Specifications for Foods, 2001).
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En aguas limpias no contaminadas es comun que el pescado presente cierta flora

bacteriana, entre las cuales podemos encontrar:

Tabla No. 4 | Biota normal del pescado en aguas limpias.

Gram negativos Gram positivos
Acinetobacter spp. Micrococcus spp.
Flavobactrium spp. Bacillus spp.

Photobacterium spp.
Alteromonas spp.

Vibrio spp.

Adaptado de (FAO, CAMBIOS POST-MORTEM EN EL PESCADO, 2008)

A pesar de lo anterior esta flora normal depende de la localidad donde se pesque,
la especie del pescado, la temperatura del agua y la profundidad de la que se extrajo
el pescado. Las bacterias que forman parte de la flora normal del pescado no deben
causarle ninguna afeccion al mismo o al ser humano y estas se deben de encontrar
suspendidas en el agua de donde fue obtenido. (Food and Agriculture Organization,
2008).

En cuanto a otros microorganismos, como hongos y levaduras, suelen encontrarse
comunmente en productos pesqueros, siendo mas frecuentes en mariscos que en
pescados, incluso pueden actuar como patégenos de los mismos, dependiendo del
ambiente. Los hongos que se suelen encontrar e productos pesqueros son
Aspergillus, Labyrinthomaxa, Oospora, Penicillum,  Scopulariopsis vy
Sporendonema, los cuales estan presentes de manera predominante en moluscos
y almejas (Beltran, 2006). Las levaduras que se encuentran de manera frecuente
en productos pesqueros son Candida, Cryptococcus, Pichia, Daberomyces,
Hansenula, Pullularia, Rhodotorula, Torula, entre otras, al igual que los hongos son
mas comunes en moluscos que en pescado, pero suelen adherirse al pescado estas

son muy abundantes en las aguas donde habita el mismo (Beltran, 2006).

16



La flora normal del pescado depende de muchos factores, sin embargo estos
microrganismos solo se deben encontrar en zonas del pescado que estén
directamente en contacto con el agua, ya que es de esta de donde se obtiene la
carga bacteriana, por lo que las zonas donde se presentan estos microorganismos
son las escamas, boca, 0jos, intestinos, branquias y aletas principalmente, por lo
que el tejido muscular del pescado debe de ser practicamente estéril. (Huaman,
2012)

Calidad microbiolégica del pescado:

A nivel nacional existen pardmetros de calidad microbiologica establecidos por la
Norma Oficial Mexicana 242-SSA1-2009 en la cual se presentan los rangos

permisibles de los siguientes microorganismos:

Tabla No.5 Especificaciones de limites maximos en calidad
microbiol6gica del pescado fresco, congelado o refrigerado

en México.

ESPECIFICACION LIMITE MAXIMO
Coliformes fecales y/o E. coli 400 NMP/g
Vibrio cholerae O:1y no O:1 Ausente en 50 g

Salmonella spp Ausente en 25¢g
Staphylococcus aureus 1000 UFCl/g

Adaptado de la Norma Oficial Mexicana 242-SSA1-2009. Productos y servicios.
Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados. Especificaciones
sanitarias y métodos de prueba.

Para mantener las condiciones anteriores se deben de seguir los pardmetros de
control de calidad, los cuales requieren que la embarcacion que obtenga la muestra
tenga un sitio de depésito para los pescados con refrigeracion de 4°C o en
contenedores flotadores en cuerpos naturales de agua o en tanques que contengan
agua de mar natural o sintética y pueden estar en este recipiente como maximo 25

dias para embarcaciones grandes y embarcaciones menores solo 24 horas.
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Ademas estos pescados se deben extraer de aguas aprobadas que estén vigiladas
por la autoridad sanitaria y que estén libres de marea roja. (NOM-045-SSA2-2005)

Patogenos en el pescado

La presencia de microorganismos patdgenos en el pescado puede deberse a
diversos factores externos, puede ser porgque las aguas de donde fueron extraidos
estaban contaminadas o pueden haberse contaminado en el manejo y transporte
de los mismos, ya que si ho se aplican las debidas medidas sanitarias y condiciones
de temperatura la propia flora normal del pescado puede favorecerse llegando a

afectar al consumidor.

Al momento de la muerte del pez se favorece el crecimiento de microorganismos,
ya que el sistema inmunoldgico colapsay las bacterias proliferan libremente (Murray
J. a., 1979). Las enterobacterias son los patdégenos principales, ya que se
encuentran en altas cantidades en aguas contaminadas, Escherichia coli y
Salmonella son los mas caracteristicos ya que ocasionan infecciones
gastrointestinales fuertes, ademas de que se favorece su crecimiento post-mortem
en el pescado (Water Science and Technology, 2004).Los coliformes suelen
utilizarse como indice de contaminacion en alimentos, esto debido a su frecuencia

en las heces y a su facil identificacion en el laboratorio (Pascual & Calderén, 2000).

Los géneros de bacterias que comunmente actian como patégenos son las

siguientes:

e Salmonella: son patégenos comunes del ser humano, son bacilos gram
negativos que causan severas infecciones gastrointestinales transmitidas
principalmente por alimentos.

o Salmonella typhi: es el patdgeno principal de este género, causa la
fiebre tifoidea. Las salmonellas son ingeridas llegan al intestino
delgado, desde el cual entran a la circulacion sanguinea son
transportadas a muchos 6rganos, secretan endotoxinas que causan

después de 7-20 dias de la ingestion fiebre, malestar, cefalea,
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estrefiimiento, posteriormente diarrea sanguinolenta, bradicardia y
mialgia.

Salmonella enteritidis y Salmonella typhimurium: estas bacterias
causan una de las infecciones gastrointestinales mas comunes, la
enterocolitis en la cual después de 8 a 48 h de la ingestion de las
salmonellas se presentan nausea, cefalea, vomito y diarrea

abundante.

Escherichia coli: es el microorganismo que causa mas enfermedades
gastrointestinales en el mundo, es un bacilo gram negativo, existen
diferentes serotipos y se clasifican segun las caracteristicas de sus
propiedades de virulencia, cada grupo causa enfermedad por diferentes
mecanismos.

o E. coli enteropatogena (EPEC): es una causa importante de diarrea

en los lactantes, EPEC se adhiere a las células de la mucosa del
intestino delgado, mediante adhesinas y lisozimas que lesionan o
aplanan las microvellosidades del intestino lo que genera diarrea
liquida y dolores estomacales.

E. coli enterotoxigena (ETEC): causa “diarrea del viajero”, los factores
de colonizacion de ETEC especificos para los seres humanos,
favorecen la adherencia de ETEC a las células epiteliales del intestino
delgado y secretan una exotoxina termoldbil que cambia la
permeabiliad del intestino causando diarrea intensa.

E. coli enteroinvasiva (EIEC) produce una enfermedad muy similar a
la shigelosis, EIEC produce enfermedad al invadir las células
epiteliales de la mucosa intestinal.

E. coli enteroagregativa (EAEC) produce una diarrea aguda y crénica
de mas de 14 dias de duracion. EAEC produce toxina que cambia la

permeabilidad del intestino y una hemolisina

Otros coliformes: las bacterias de este grupo aparte de E. coli, son Klebsiella,
Enterobacter, y Citrobacter y causan infecciones gastrointestinales similares

a E. coli ya que se adhieren a intestino y generan cambios en la
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permeabilidad del mismo dando como resultado la expulsion descontrolada
de agua (diarrea).

Vibrio:Los vibrios son unas de las bacterias muy frecuentes en las aguas de
superficie de todo el mundo. Son bacilos aerobios curvos y moviles que
poseen un flagelo polar, existen 2 especies patdgenas

o Vibrio cholerae: este Vibrio es el causante del célera epidémico, pero
solo los serotipos O1 y 0139, los otros serotipos de esta especie no
causan colera pero si diarrea leve. El caracter patogénico de Vibrio
cholerae recae en las enterotoxinas termolabiles que se adhieren al
intestino y promueven la secrecion de liquidos constantemente, se da
un inicio brusco de nausea, vomito, una diarrea abundante con célicos
abdominales, las heces se asemejan a “agua de arroz”, contienen
moco, células epiteliales y debido a que hay una pérdida rapida de
liquidos y electrolitos se llega a deshidratacién intensa, colapso
circulatorio y anuria.

o Vibrio parahaemolyticus: produce gastroenteritis aguda tras la
ingestién de mariscos contaminados o pescado crudo. Tras un periodo
de incubacién de 12 a 24 horas, se presentan nausea y vomito, colicos
abdominales, fiebre y diarrea liquida sanguinolenta.

Staphylococcus aureus: son cocOos gram positivos que contienen
polisacéaridos, proteinas antigénicas, factores aglutinacion, adherencia asi
como toxinas exfoliativas, enterotoxinas y de accion especifica como la toxina
de choque toxico y la leucocidina de Panton-Valentin. Las enterotoxinas son
las causantes de las intoxicaciones alimentarias por S. aureus, causan un
cambio en la permeabilidad intestinal originando diarrea acuosa aguda. Las
otras toxinas actlan mayormente en bacteriemia estafilococica y los
abscesos, los cuales no se presentan por el consumo de alimentos (Brooks,
2011).

20



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los alimentos sumamente ricos en nutrientes como el pescado y carnes son
facilmente contaminados por microorganismos, la fuente principal de esto es la
manipulacion erronea de los mismos debido a la utilizacion de malas practicas de

higiene en la extraccion, transporte y manejo de estos productos (Adams, 2008).

Los alimentos que se encuentran contaminados con microorganismos son un
problema de salud ya que el consumo de los mismos trae como consecuencia
infecciones gastrointestinales que pueden variar de duracién e intensidad segun el
namero, género y especie de microorganismos presentes. (Organizacion

Panamericana de la Salud , 2015)

En nuestro pais existen Normas Oficiales que rigen el manejo adecuado de los
productos pesqueros, desde su obtencién hasta su venta y transporte, para asi
poder asegurar la calidad sanitaria de los mismos y asi poder evitar repercusiones

sanitarias (Comision Nacional de Acuacultura y Pesca, 2012).

TablaNo. 6 Normas Oficiales Mexicanas que regulan la calidad de

productos pesqueros.

Norma Aspectos que regula

NOM-242-SSA1-2009: Productos de | Establece las especificaciones sanitarias
la pesca frescos, refrigerados, de calidad fisica y microbiolégica de los
congelados y procesados. productos de la pesca, ademas de
establecer las condiciones adecuadas

de manejo y transporte de los mismos.

NOM-251-SSA1-2009: Practicas de

higiene para el proceso de alimentos, Establece los procesos correctos de

limpieza y almacenamiento de
alimentos.

Recuperado del Diario oficial de la federacion (Diario Oficial de la Federacion,

n.d.)

bebidas o suplementos alimenticios.
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La industria pesquera es una de las florecientes a nivel nacional, en el 2015 se
incrementd 2.5kg el consumo de pescado per capita en México, sin embargo, se
sabe que las practicas de manejo en la pesca y venta informal de este producto no
son las ideales y falta mucho por hacer (Comision Nacional de Acuacultura y Pesca,
2015).

El estado de Baja California es un importante productor pesquero, que surte a la
ciudad de Tijuana, la cual debido a su gran poblacién presenta una alta demanda
del producto. Segun estudios de la Universidad Autbnoma de Baja California el
consumo per capita de pescado en la ciudad de Tijuana es de 11.92 Kg, siendo el
municipio de mayor consumo en el estado (Burrola, 2015). Sin embargo, tras la
realizacion de una busqueda de informacion acerca de la calidad microbioldgica del
pescado en la ciudad se denot6 la escasez articulos relacionados a este tema. Por
lo tanto, es indispensable realizar estudios que proporcionen datos sobre la calidad
microbioldgica de productos pesqueros en la ciudad de Tijuana B.C., sobre todo en
productos ofertados en el comercio informal, ya que la calidad y seguridad de los
mismos no esta regulada por lo que no se apegan a la normatividad vigente.
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JUSTIFICACION

El pescado forma parte fundamental de una dieta saludable del ser humano debido
a su alta cantidad proteica y otros valores nutrimentales, ademas de ser econémico,
sobre todo en regiones costeras. (CONAPESCA, 2009).

El comercio del pescado es uno de los més globalizados y normalizados a su vez
ya que una de las caracteristicas del pescado aparte de ser sumamente rico en
nutrientes es que son perecederos y por ello son susceptibles al deterioro por la

accion bacteriana (Pérez, 1985).

Debido a lo anterior requieren una estricta aplicacion y control durante su captura,
distribucién, comercializaciébn y consumo, a fin de evitar que se incorporen o0 se
incrementen las bacterias especificas del deterioro en general. (Lépez Sabater et
al., 1995; Taylor, 1986; Staruszkiewics et al., 2004).

En México existe una gran industria pesquera, las cuales son parte del comercio
formal o informal del mismo, por ello se cuenta con normas oficiales mexicanas, que
establecen los criterios sanitarios para que este pueda preservarse y venderse sin
causar afecciones de salud al consumidor (Quintero, 2012).

La evaluacion microbiologica en alimentos siempre ha estado a la vanguardia,
sobretodo en productos de la pesca, ya que existen muchas fuentes de
contaminacion, siendo considerada el agua del sitio de pesca, hasta el transporte y
practicas de higiene de los comerciantes y es importante mantener un control
sanitario (Franco; Landgra, 2003). Por lo tanto es importante la realizacion de
estudios que permitan el analisis de la carga microbiana del pescado ofertado en
expendios no fijos , para aportar datos del estado sanitario en que los pescados
estan siendo comercializados en la ciudad ademas de contribuir y fomentar las

buenas practicas de manejo de los mismos.
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OBJETIVO GENERAL

Evaluar la calidad microbiologica del pescado comercializado en expendios no

fijos en la ciudad de Tijuana, Baja california.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Establecer con qué frecuencia la poblacion de la ciudad de Tijuana B.C.

consume pescado y de qué tipo de comercio obtiene este producto.

2. Determinar cudles son las delegaciones de la ciudad que presentan mala

calidad microbiologica del pescado comercializado en la zona.

3. Realizar un andlisis de resultados que establezca el perfil sanitario de
pescados comercializados en expendios no fijos de diferentes zonas de la
region de acuerdo a los valores permisibles establecidos en la NOM-242-
SSA1-2009
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HIPOTESIS

El pescado comercializado en expendios no fijos la ciudad de Tijuana B.C. excede
los limites sanitarios de calidad microbiolégica establecidos por la NOM-242-SSA1-
2009, lo cual se considera un factor potencial de riesgo que puede ocasionar una
contingencia sanitaria debido a las infecciones gastrointestinales producidas por el

alimento.

HIPOTESIS NULA

El pescado comercializado en expendios no fijos de distintas zonas de la ciudad de
Tijuana B.C. cumple con el control de calidad microbiolégica ya que los valores
obtenidos estan por debajo de los limites establecidos por la NOM-242-SSA1-2009,
Productos y servicios. Productos de la pesca frescos, refrigerados, congelados y

procesados. Especificaciones sanitarias y métodos de prueba.

25



METODOLOGIA

DESARROLLO EXPERIMENTAL
A) Tipo de estudio

Experimental prospectivo

B) Espacio-temporal

Septiembre 2015 - febrero 2016, en 9 delegaciones de la Ciudad de Tijuana.

C) Sitios de muestreo:

Se tomaron 3 muestras en cada una de las 9 delegaciones de la ciudad de Tijuana

B. C.

Figura 1. Delegacion centro con los comercios ambulantes de donde se obtuvieron

muestras sefialados en rojo.
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DELEGACION

Syl
23

Figura 3. Delegacion la mesa con los comercios ambulantes de donde
se obtuvieron muestras sefialados en rojo.
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Figura 8. Delegacién san Antonio de los buenos con los comercios
ambulantes de donde se obtuvieron muestras sefalados en rojo.
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Figura 9. Delegacién Sanchez Taboada de los buenos con los
comercios ambulantes de donde se obtuvieron muestras sefialados en

rojo.



D) Criterios de Inclusion y Exclusién

Criterios de inclusion:

Para determinar los criterios de inclusion se tomo en cuenta la opinion de la

poblacién respecto a:

1) Pescado de expendios no fijos
2) Tipo de pescado mas adquirido

3) Presentacion en la que se adquiere el producto (filete o entero)
Criterios de exclusion:
Se descartan los productos siguientes:

1) Que sean comercializados en establecimientos permanentes.
2) Que se encuentren empaquetados o congelados.

3) Otros productos de la pesca (moluscos y crustaceos)

Para determinar los criterios anteriores se realiz6 una encuesta (Anexo 5), en el

periodo de septiembre-noviembre del 2015.

E) Variables
Variables independientes:

1) Temperatura de: medio de transporte, conservacion, incubacion de la
muestra y procedencia de la muestra

2) pH del medio de cultivo.

3) Acidez de la muestra.

Variables dependientes:

1) Carga microbiana de la muestra

F) Tipo de poblacion

Adultos mayores de 20 afios que residen en la Ciudad de Tijuana.
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G) Tamafo de la muestra
Para determinar las especias de pescado de mayor consumo se considera el
calculo del tamafio de muestra poblacional mediante el siguiente procedimiento

estadistico.

El nimero de encuestas a realizar se determinara en base a la siguiente formula:

t?x p(1-p)
n= >
m

Dénde

e n=tamafio de la muestra requerido
¢ t=nivel de confianza de 95% (valor estandar de 1.96)
¢ p=homogeneidad estimada de la zona del proyecto (0.5)

e m= margen de error de 5% (valor estandar de 0.05)

Considerando un 95% de confianza, homogeneidad de 0.5, margen de error de
5%, efecto del disefio e imprevistos, tomando en cuenta lo anterior el resultado es

de 806 encuestas distribuidas en las 9 delegaciones de la Ciudad de Tijuana.

H) Parte Estadistica

e Agrupacion de datos: Los datos se agruparon por incidencias de
microorganismos por cada delegacion, por cada tipo de microorganismo contra
las delegaciones y por microorganismos por tipo de pescado.

e Tratamiento de datos. El andlisis estadistico de los datos se tratd mediante el
software estadistico Excel 2016 para determinar el perfil sanitario de las
muestras analizadas.

e Tipo de graficos. Los resultados se expresan mediante Histogramas y

diagramas de pastel para la expresion gréafica de las prevalencias
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) Diagrama de flujo de analisis de muestras

Aplicacion de
encuestas

seleccion de
muestras

Toma de muestra

Analisis de
muestras

Tratamiento de
resultados

Recomendaciones

e Se aplicaron 925 encuestas en las diferentes delegaciones de la ciudad
de Tijuana, en el periodo de Septiembre-Noviembre del 2015.

—

® Las muestras se seleccionaron de acuerdo a los resultados de la
encuesta, siendo elegidas la especie y tipo de pescado.

¢ La recoleccion se realizo en los meses de Octubre del 2015 - Febrero
2016 y se transportaron de 2° a 8°C.

¢ Analizar las muestras inmediatamente despues de su recoleccion
mediante las normas NOM-113-SSA1-1994, NOM-114-SSA1-1994,
NOM-115-SSA1-1994 y ademas de busqueda de coliformes fecales y
Vibrio spp.

e Los resultados se trataron mediante histogramas y graficas de pastel.

e Para la resolucion de problemas encontrados durante la investigacion.

— M S S
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PROCEDIMIENTO

Recabado de datos:

Se realiz6 mediante la aplicaciébn de encuestas (ver Anexo 5), de las cuales los

resultados se muestran en la figura 10.

¢Qué tan frecuentemente consume ¢En qué presentacionlo compra?
pescado?

D

¢Qué clase de pescado compra éDénde compra pescado con mayor
generalmente? frecuencia?

” % . ' ® Establearyiente amiulante
/ ® cabrilla
u corvina
= Mojarra
u Tilapia

¥ voscadenas
& Tendss de autosandcls
¢Cual de los sitios anteriores piensa usted que es el
mas higiénico?

dl

Coda 15 das

2 » 3veces por sernana
Una vez alo semans
Ne o censume

s Entero
» Filete

" Estadledmientoambubnie
® Fescadenizs
» Tiendasde awtoservicio

{usted o algin miembro de su familia se

?
¢Cudl es el sitio de menor higiene? han enfermado poe ¢l consumo de
pescado?

" Estadiecmientosmbinte
 Pescaderiss
* Dendai Oe aUtOsevino

Figura 10. Resultados de encuestas aplicadas en
Tijuana.
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Se analizaron los resultados obtenidos en las encuestas y se seleccionaron los tipos
de pescados mayormente consumidos y comercializados en expendios no fijos

(Mojarra, angelito y cabrilla).

Procedimiento para toma de muestras:

1. Las muestras fueron compradas en expendios no fijos de la ciudad de Tijuana, en
la figura No. 10 se observa uno de los establecimientos no fijos donde se comercializa

pescado.
2. Para la toma de muestra, no se requirieron precauciones estrictamente asépticas.
3. Se abrié la bolsa estéril solo en el momento de depositar la muestra

4. Se etiqueto con fecha, lugar, hora de muestreo, nombre de establecimiento y

numero de muestra.
5. Se transportaron en hieleras a una temperatura de entre 2 y 8 °C.

6. Todas las muestras se analizaron frescas, inmediatamente después de su llegada

al laboratorio.

Figura 11. Comercios ambulantes de pescado en las diferentes delegaciones de la
ciudad de Tijuana.
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- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-113-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA CUENTA DE MICROORGANISMOS COLIFORMES TOTALES
EN PLACA (ANEXO 1)

Pesar 10gr de muestra en una
bolsa estéril

{

Agregar 90 ml de H, O peptonada y
homogenizar la muestra

¢

Realizar diluciones en tubos de 9ml

n =9} ml W,
DLUCION
110010
HOMOGENEIZAR o m
|
w

Figura 11. Diluciones. "

Figura 12. Resultado de la siembra e incubacion
l en RBVA 24hrs a 37°C.

Depositar .25 ml de cada dilucién en
una seccion respectivamente de una
caja cuadruple de medio RVBA

A 4

Incubar 24hrs a 37°C
para coliformes totales
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- METODO PARA LA CUENTA DE MIGROORGANISMOS COLIFORMES FECALES
EN PLACA

Pesar 10gr de muestra en una
bolsa estéril

Agregar 90 ml de H, O peptonada y Y
homogenizar la muestra -

Figura 13. Coliformes fecales en RVBA.

Realizar diluciones en tubos de 9ml

(figura 11)

Depositar .25 ml de cada dilucion en
una seccion respectivamente de una
caja cuadruple de medio RVBA

!

Incubar 24hrs a 45°C para
coliformes fecales, contar solo las
colonias fermentadoras de lactosa.

Recuperado de (Frazier & C., 1993)
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- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-115-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS.
METODO PARA LA DETERMINACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN
ALIMENTOS (ANEXO 2)

Pesar 10gr de muestra en una
bolsa estéril

y
Agregar 90 ml de H, O peptonada y
homogenizar la muestra

'

Realizar diluciones en tubos de 9ml
(Figura. 11)

Depositar .25 ml de cada dilucion en
una seccion respectivamente de una
caja cuadruple de medio MSA

!

Incubar 45-48hrs a 37°C

v

Realizar prueba de coagulasa a aquellas
colonias tipicas que fermenten manitol.
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- NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-114-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO
PARA LA DETERMINACION DE SALMONELLA SPP. EN ALIMENTOS. (ANEXO 3)

Pesar 25¢gr de muestra en una
bolsa estéril

.

Agregar 225ml de caldo lactosado y
homogenizar la muestra.

'

Incubar a 37°C durante 24 horas

!

Pasar 1ml de la solucién previamente
incubada a un tubo con 9 ml de CSC e
incubar el mismo a 37°C durante 24 horas.

A 4

Pasar 1ml del caldo selenito cistina a un
medio SS e incubar a 37°C durante 24

horas
I

Colonias sospechosas de Salmonella
spp. realizar pruebas bioquimicas KIA y
LIA para verificar.

Figura 14. Diferentes resultados de la siembra e
incubacién en SS 24hrs a 37°C.
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- DETERMINACION DE VIBRIO SPP. EN ALIMENTOS (ANEXO 4)

Pesar 25gr de muestra en una
bolsa estéril

'

Agregar 225 ml de H, O peptonada
alcalina y homogenizar la muestra

'

Realizar diluciones en tubos de 9ml

(Figura 11)

Depositar .25 ml de cada dilucién en
una seccion respectivamente de una
caia cuadruple de medio TCBS

!

Incubar 24hrs a 37°C

!

Si no hay crecimiento incubar
hasta las 48hrs a 20°C y realizar
Gram si se presenta crecimiento.

——

S -

——

Figura 15. Crecimiento en TCBS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Cuenta total de microorganismos

En la Tabla No. 6 se muestran los resultados obtenidos en la calidad

microbiana del pescado de la ciudad en las diferentes delegaciones de donde se

obtuvieron las muestras, ademas se tiene el tipo de pescado, actualmente no

existen estudios de este tipo en el estado.

Tabla No. 7 Microorganismos presentes en el pescado

DELEGACION

COLIFORMES
(UFCIGR)

COLIFORMES
FECALES
(UFC/GR)

STAPHYLOCOCCUS
AUREUS (UFC/GR)

VIBRIO
SPP.
(UFC/GR)

SALMONELLASPP.

OBSERVACIONES

TIPO DE
PESCADO

CENTRO

CERRO COLORAO

LA MESA

LA PRESA

LA PRESA ESTE

OTAY
CENTENARIO

PLAYAS DE
TIJUANA

2
2485
6720

2820

incontable

120

5184
758
5079

205

0
incontable
27362

incontable

8
3
incontable
118

1718

0

382

4572

470

incontable

18

3435

347

2064

42

21200

673

8300

0

0

incontable

45

460

0
14020

10386

1594
incontable
incontable

0

2383
incontable
incontable

0

868
1815
incontable
incontable

incontable

0

0

0

Staphylococcus
spp. coagulasa -
incontables UFC/gr
Staphylococcus
spp. coagulasa -
incontables UFC/gr
Staphylococcus
spp. Coagulasa -
120 UFC/gr

Staphylococcus
spp. coagulasa -
325 UFC/gr
Staphylococcus
spp. Coagulasa -
705 UFC/gr

Staphylococcus
spp. coagulasa -
312 UFC/gr

Mojarra
fileteada
Angelito

Filete
Cabrilla
filete

Mojarra
fileteada

Angelito
Filete

Cabrilla
Filete

Mojarra
fileteada
Cabirilla
Filete
Angelito
Filete
Mojarra
fileteada

Cabrilla
filete

Angelito
Filete
Mojarra
fileteada
cabrilla
filete
Angelito
Filete

Mojarra
fileteada
cabrilla
fileteada
Angelito
Filete
Mojarra
fileteada
cabrilla
Filete
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0 0 0 0 + Staphylococcus Angelito
spp. coagulasa - Filete
incontables UFC/gr
SAN ANTONIO DE | incontable incontable 0 0 - Staphylococcus Mojarra
LOS BUENOS spp. coagulasa - fileteada
incontables UFC/gr
146 8 68 0 + cabrilla
Filete
237 124 6 0 + Angelito
Filete
SANCHEZ 2825 544 91198 224 + Mojarra
TABOADA fileteada
incontable incontable 0 0 + Staphylococcus cabrilla
spp. coagulasa - fileteada
incontables UFC/gr
0 0 incontable 0 + Angelito
Filete

En las muestras analizadas los se presentaron 7 casos de muestras con crecimiento
incontable de coliformes totales (Grafica No.1), las cuales fueron el angelito de la
delegacion Cerro Colorado, las tres muestras de Presa Este, Angelito de Mesa de
Otay, mojarra de San Antonio de los Buenos y cabrilla de Sanchez Taboada, por lo

gue la delegaciéon con mas incidencia de coliformes totales fue Presa Este.

Grafica No.1. Coliformes totales
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En la Grafica No. 2. Se muestran los resultados de los coliformes fecales donde
hubo 5 muestras que presentaron condiciones de crecimiento incontable, entre ellas
estaban el angelito de la delegacion Cerro Colorado, mojarra de Presa Este, angelito
de Mesa de Otay, la mojarra de San Antonio de los Buenos y cabrilla de Sanchez
Taboada. La delegacién que presento mayor cantidad de coliformes fecales fue

Presa Este y la de menor incidencia La Presa.
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Grafica No. 2. Coliformes fecales

COLIFORMES FECALES

7000
6000
5000

4000

UFC/gr

3000

2000
O —_ [ |
C CC LM LP LPE MO PT SAB ST

DELEGACIONES

Debido al método de andlisis se utilizé el limite establecido para coliformes totales
y Escherichia coli emitido por la NOM-243-SSA1-2010 que es <100 UFC\gr,
pasando asi solo 8 de 27 muestras analizadas, lo que significa que solo el 29.6%
de las muestras cumplen con los limites de calidad microbiologica establecidos en

lo que respecta a coliformes y Escherichia coli.
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En la Grafica No.3. se muestra una comparacion entre la cantidad de UFC/gr de
coliformes totales y fecales, en la cual es aproximadamente un 30% mayor la
cantidad de coliformes totales, sin embargo en delegaciones como Mesa de Otay y

San Antonio de los buenos la diferencia es minima.

Grafica No.3. Coliformes totales y fecales
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Segun estudios del departamento de pescaderias en Canada, la contaminacion por
coliformes fecales es principalmente Escherichia coli y Enterococos spp. y siempre
es menor a la cantidad de coliformes totales que presenta la muestra, ya que
muchos de los coliformes en el pescado provienen del océano mismo y no de
materia fecal (ANDERSON, 1968).
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El 51% de las muestras superaron los limites de la NOM-242-SSA1-2009 para
Staphylocoocus aureus de 1000 UFC/gr, en la Grafica No. 4 se aprecian los
resultados, 8 de las muestras presentaron crecimiento incontable, a diferencia de
los resultados que obtuvieron Danielle Muscolino y Filippo Giarratana en muestras
de pescado para sushi en lItalia, donde solo el 15.79% rebasé los limites
establecidos (Muscolino & Giarratana, 2014).En otro estudio realizado por la
universidad de corea solo el 5.3% de las muestras presentaron Staphylococcus
aureus, lo cual es notablemente menor a lo que se obtuvo (Kim, Hong, & J.1., 2016).

Gréafica No.4. Incidencia Staphylococcus aureus
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La mayoria de las muestras resultaron positivas para Salmonella spp., en la Grafica
No. 5 se muestran los porcentajes de muestras positivas y negativas, el 74% de las
muestras analizadas resultaron positivas a éste microorganismo., a diferencia de
otros autores como Danielle Muscolino, donde todas sus muestras fueron negativas

a Salmonella spp.

Grafica No. 5. Incidencia de Salmonella spp.
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Ninguna de las muestras presento Vibrio cholerae, lo que concuerda con resultados
obtenidos en un estudio realizado por el instituto tecnolégico pesquero de Peru
(Carbajal & Rabelo, 2003), sin embargo 3 muestras presentaron Vibrio spp. en la

Grafica 6 muestran las delegaciones que tuvieron la presencia del mismo.

Gréfica No. 6. Incidencia de Vibrio spp.

INCIDENCIA DE VIBRIO SPP.

250

200

UFC/gr
[ [
o [9,]
o o

50

LPR2 MO ST1
DELEGACIONES

51



DELEGACION CENTRO

En la delegacion centro el 33% de las muestras analizadas resultaron positivas a
Salmonella spp. (Grafica No.7) no cumpliendo con la NOM-242-SSA1-2009,

ademas 2 de las muestras analizadas excedieron los limites de esta norma para

Staphylococcus aureus, la muestra C3 obtuvo muy poco crecimiento y no hubo

presencia de Vibrio spp. tal como se muestra en la Grafica No. 8.

Gréafica No. 7. Salmonella spp. en delegacion centro.

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION CENTRO

EPOSITIVO BNEGATIVO

Gréfica No. 8. Incidencia de microorganismos en delegacién centro
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DELEGACION CERRO COLORADO

El 67% de las muestras de la delegacién Cerro Colorado presentaron Salmonella
spp, siendo asi la mayoria de sus muestras positivas (Grafica No. 9). En lo que
respecta a Staphylococcus aureus y Vibrio spp. no hubo desarrollo, mientras los
coliformes presentaron crecimiento incontable en 2 de las 3 muestras de esta

delegacion (Gréfica No. 10).

Gréafica No. 9. Salmonella spp. en delegacion Cerro Colorado.

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION CERRO
COLORADO
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Gréfica No. 10. Incidencia de microorganismos en delegacién Cerro
Colorado.
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DELEGACION LA MESA

En la delegacion La Mesa ninguna de las muestras cumple con los parametros de
calidad de la NOM-242-SSA1-2009, ya que el 100% de las muestras resultaron
positivas a Salmonella spp. como se muestra en la Grafica No. 11. Ademas 2 de las
muestras resultaron con crecimiento incontable de Staphylococcus aureus y la
tercera muestra a pesar de no ser incontable también sobrepasa los limites

establecidos, no se presentd crecimiento de Vibrio spp. (Grafica No. 12).

Gréafica No. 11. Salmonella spp. en delegacion La Mesa

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION LA MESA

100%

BPOSITIVO BNEGATIVO
Grafica No. 12. Incidencia de microorganismos en delegacion La Mesa.
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DELEGACION LA PRESA

En esta delegacion el 100% de las muestras presentaron Salmonella spp. (Gréfica
No. 13) por lo que ninguna muestra cumple con los requerimientos de calidad
establecidos a pesar de que como se muestra en la Grafica No. 14 no hubo
crecimiento representativo de otros microorganismos, salvo una muestra que

supero el limite establecido de 1000UFC/gr para Staphylococcus aureus.

Gréafica No. 13. Salmonella spp. en la delegacion La Presa
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Grafica No. 14. Incidencia de microorganismos en La Presa
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DELEGACION LA PRESA ESTE

La delegacion Presa Este presento el mayor crecimiento de microorganismos en las
muestras analizadas, el 100% de ellas presentaron Salmonella spp. y coliformes
incontables como se muestra en las Gréficas No. 15 y No. 16. Ademas, las muestras
LPE1 y LPE2 mostraron desarrollo incontable de Staphyloccocus aureus, por lo cual

las muestras no cumplen con los parametros de calidad.

Grafica No. 15. Salmonella spp. en delegacion La Presa Este
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Gréfica No. 16. Incidencia de microorganismos en La Presa Este
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DELEGACION MESA E OTAY

En la Grafica No. 17 se aprecia que solo el 33% de las muestras resultaron positivas

a Salmonella spp., no cumpliendo con los parametros de calidad establecidos, ademas

dos de las muestras de esta delegacion sobrepasaron el limite establecido para

Staphylooccus aureus. En la Grafica No. 18 se denota que la muestra MOS3 resulto

incontable en coliformes totales, fecales y Staphylococcus aureus.

Grafica No. 17. Salmonella spp. en delegacion Mesa de Otay
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Gréfica No. 18. Incidencia de microorganismos en Mesa de Otay
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DELEGACION PLAYAS DE TIJUANA

Las muestras de esta delegacion resultaron en su totalidad positivas a Salmonella
spp., denotando asi que ninguna muestra cumple con los parametros de calidad
microbiolégica establecidos en la NOM-242-SSA1-2009, asimismo 2 muestras
resultaron incontables para S. aureus y la muestra PT3 no obtuvo crecimiento de otro
microorganismo, Unicamente Salmonella spp., como se aprecia e las Graficas No. 19
y No. 20.

Gréafica No. 19. Salmonella spp. en delegacion Playas de Tijuana.

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION PLAYAS DE PLAYAS DE
TUUANA

BPOSITIVO BNEGATIVO
Gréfica No. 20. Incidencia de microorganismos en delegacion Playas de Tijuana.
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DELEGACION SAN ANTONIO DE LOS BUENOS

En la Grafica No. 21 se observa que el 67% de las muestras de la delegacién San
Antonio de los Buenos presentaron Salmonella spp., mientras en la Gréafica No. 22 se
denota que en la muestra SAB 1 hubo crecimiento incontable de colformes totales y

fecales.

Gréfica No. 21. Salmonella spp. en delegacion San Antonio de los Buenos

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION SAN ANTONIO DE LOS
BUENOS
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Gréfica No. 22. Incidencia de microorganismos en delegacion San Antonio de
los Buenos
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DELEGACION SANCHEZ TABOADA

El 100% de las muestras de la delegacion Sanchez Taboada presentaron Salmonella
spp. como se aprecia en la Grafica No. 23, ademas las muestras ST1 y ST3
sobrepasaron el limite de 1000 UFC/gr (Grafica No. 24) establecidos en la norma
correspondiente, mientras la muestra ST2 presentd coliformes totales y fecales

incontables.

Grafica No. 23. Salmonella spp. en delegacion Sanchez Taboada

SALMONELLA SPP. EN DELEGACION SANCHEZ TABOADA

WPOSITIVO ENEGATIVO

Grafica No. 24. Incidencia de microorganismos en delegacién Sanchez
Taboada
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En la Grafica No. 25 se aprecia que el pescado que presentd mayor crecimiento de
microorganismos fue la Mojarra fileteada, superando considerablemente a las
muestras de Cabrilla y Angelito, esto se debe a que el pescado entero contiene la
mayoria de su microbiota y debido a ello existen cambios significativos en su calidad
microbiolégica del pescado si no se conserva adecuadamente (Huss, Quality and
quality changes in fresh fish, 1995).

MICROORGANISMOS POR TIPO DE PESCADO
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Los pescados con mayor incidencia de Salmonella spp. fueron Cabrilla y Angelito con
7 de 9 de sus muestras positivas (Grafica No. 26). Segun estudios del 2005 en ltalia,
estd comprobado que al menos el 0.5% del total de los alimentos extraidos del mar
presentan Salmonella spp., la incidencia de la misma ya depende de la zona de pesca
(Busani L., 2005).

Gréfica No. 26. Incidencia de Salmonella spp. en los distintos de pescados.
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CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos solo 2 de las 27 muestras analizadas en las 9
delegaciones de Tijuana aprueban todos los limites microbiolégicos establecidos en
las metodologias utilizadas, lo cual comprueba que el 92.6% de las muestras estan
por encima de los limites permisibles siendo asi el pescado comercializado en

expendios no fijos un riesgo de salud publica.

Se encontraron coliformes totales en el 85.4% de las muestras y coliformes fecales en
el 74%, mientras el 51% de las muestras rebasaron los limites establecidos para
Staphylococcus aureus, solo el 11.1% resulto con presencia de Vibrio spp. ademas
el 74% de las muestras presento Salmonella spp. un patdégeno causante de

Enfermedades transmitidas por alimentos.

El estado de las muestras es preocupante ya que segun la OMS 1 de cada 10
personas enferman cada afio al ingerir alimentos contaminados y 420.000 mueren
como consecuencia de estas enfermedades, por lo que el consumo de estos

productos implica un riesgo potencial a la salud.
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RECOMENDACIONES

Aseo adecuado de los instrumentos de pesca, transporte y venta del producto.

Mantener una temperatura adecuada (de 2 a 8°C) en el transporte y venta del

pescado.

Realizar andlisis de aguas costeras en el estado para determinar zonas de pesca

seguras.

Evitar extraer el pescado de aguas cercanas a un desague o sitios de desemboque

de aguas negras.
No exponer el producto al aire libre.

Es importante que las autoridades sanitarias realicen y mantengan un registro de la

venta ambulante de pescado, para asegurar la calidad del mismo.

Educar a la poblacién sobre la importancia de la higiene en alimentos y las

consecuencias que podria traer la falta de ésta.
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ANEXOS

ANEXO 1

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
Salud.

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizaciéon de Regulacién y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Orgénica de la Administracion Publica Federal; 38 fraccién
I, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccion | de la Ley General de Salud;
20. fraccion 111, 34, 37, 40 y dem@s aplicables del Reglamento de la 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.

PREFACIO

En la elaboracion de la presente Norma participaron los siguientes organismos e instituciones:
SECRETARIA DE SALUD

Direccion General de Control Sanitario de Bienes y

Servicios

Laboratorio Nacional de Salud Publica

SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL
Comisién Nacional del Agua

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA
Instituto Nacional de la Pesca

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas

INDUSTRIAS VINICOLAS PEDRO DOMECQ, S.A. DE C.V.

JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.

LABORATORIO FERMI, S.A.

LABORATORIO ICCABI, S.A. DE C.V.

LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A. DE C.V. LICONSA

SIGMA ALIMENTOS, S.A. DE C.V.

SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C. NORMEX
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0. Introduccion

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

El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:
La deteccion de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacién de los alimentos.

La evaluacion de la calidad microbiolégica de un producto, aunque su presencia no
necesariamente implica un riesgo sanitario.

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

La calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes areas del procesamiento de
alimentos.

La demostracion y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse mediante el empleo
de medios de cultivos liquidos o sélidos con caracteristicas selectivas o diferenciales.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método microbiolégico para determinar el nimero
de microorganismos coliformes totales presentes en productos alimenticios por medio de la técnica
de cuenta en placa.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las
personas fisicas 0 morales que requieran efectuar este método en productos nacionales o de
importacion, para fines oficiales.

2. Fundamento

El método permite determinar el nimero de microorganismos coliformes presentes en una
muestra, utilizando un medio selectivo (agar rojo violeta bilis) en el que se desarrollan bacterias a
35°C en aproximadamente 24 h, dando como resultado la produccion de gas y acidos organicos, los
cuales viran el indicador de pH y precipitan las sales biliares.

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 Analisis Microbiologico.*

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Andlisis
Microbioldgico.*

NOM-092-SSA1-1994 Método para la Cuenta de Bacterias Aerobias en Placa.*
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NOM-112-SSA1-1994 Determinacion de Bacterias Coliformes. Técnica del Nidmero 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 la lactosa con formacion de acido, ocasionando en las colonias desarrolladas el vire
del indicador rojo neutro presente en el 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
por:

h  hora

g gramo
ml  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 dilucion
UFCunidades 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 Solucion reguladora de fosfatos (solucion concentrada)
FORMULA

INGREDIENTES  CANTIDADES
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Fosfato monopotasico 34,09
Agua 101
Preparacion:

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

Llevar con agua a un litro.

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

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

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

6.1.1.2 Agua peptonada
FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 10g
NacCl 8,549
Agua 1,01
Preparacion:
Disolver los componentes en un litro de agua.
Ajustar el pH a 7,0 con hidréxido de sodio 1,0 N.

Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier volumen multiplo de nueve segun se
requiera.

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

Después de la esterilizacién, los volimenes finales de la solucién de trabajo deben ser iguales a
los iniciales.

Si este diluyente no es usado inmediatamente, almacenar en lugar obscuro a una temperatura
entre 0 a 5°C por un tiempo no mayor de un mes, en condiciones tales que no alteren su volumen o
composicion.

6.1.2 Medio de cultivo

Agar-rojo- violeta-bilis-lactosa (RVBA)
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FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES
Peptona 7049
Extracto de levadura3,0 g
Lactosa 10,0 g
Sales biliares 15¢9
Cloruro de sodio 500
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,002 g
Agarl5,0 g
Agua 1,01
Preparacion:
Mezclar los componentes en el agua y dejar reposar durante algunos minutos.

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

Calentar con agitacion 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 cultivo deshidratado, seguir las instrucciones del fabricante.
6.2 Materiales

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

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

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

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

Horno, durante 2h a 170 - 175°C, 0 1 h a 180°C; o en autoclave, durante 15 minutos como minimo
al21+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 mandmetro, calibrada con termémetro de maximas y minimas.

Bafio de agua con control de temperatura y circulacion mecanica, provista con termémetro
calibrado con divisiones de 0,1° C y 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.

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

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

Registrador mecanico o electroénico.

Microscopio 6ptico.

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

La preparacion de la muestra debe ser de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-1994
"Preparacioén y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiologico".

9. Procedimiento

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

9.2 Repetir el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se requiera sembrar,
utilizando 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 bafio de agua. En
el caso de utilizar cajas de Petri de plastico se vierte de 10 a 15 ml del medio. El tiempo transcurrido
entre la preparacion de la dilucién primaria y el momento en que se vierte el medio de cultivo, no
debe exceder de 20 minutos.

9.4 Mezclar cuidadosamente el inéculo con el medio con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis movimientos en el sentido de las manecillas del reloj, seis movimientos en el sentido
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contrario al de las manecillas del reloj y seis de atrds 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 ml de medio para verificar la esterilidad.

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

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

9.8 Después del periodo especificado para la incubacion, 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 precipitacion debido a las
sales biliares, el cual es de color rojo claro o rosa, la morfologia colonial es semejante a lentes
biconvexos con un diametro de 0,5 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 las placas que contienen el nimero antes mencionado de colonias caracteristicas en dos
diluciones consecutivas. Contar las colonias presentes. Calcular el nimero de coliformes por mililitro
0 por gramo de producto, multiplicando el nimero de colonias por el inverso de la dilucion
correspondiente, tomando los criterios de la NOM-092-SSA1-1994. Método para la 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 niUmero obtenido
seguido de la dilucién correspondiente.

10.1.3 Placas con colonias no caracteristicas.

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

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

En caso de emplear diluciones y no observar crecimiento, informar utilizando como referencia la
dilucién 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 ml".

12. Concordancia con normas internacionales
Esta Norma no tiene concordancia con normas internacionales.

13. Bibliografia
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13.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y
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14. Observancia de la Norma
La vigilancia del cumplimiento de la 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 publicacién en el Diario Oficial de la Federacion.

Sufragio Efectivo. No Reeleccién.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Ruabrica.
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ANEXO 2

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-115-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA

LA DETERMINACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN ALIMENTOS.

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

Salud.

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizaciéon de Regulacion y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 38 fraccion
Il, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccion | de la Ley General de Salud;
20. fraccion lll, 34, 37, 40 y los demas aplicables del Reglamento de la 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.

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

PREFACIO

SECRETARIA DE SALUD
Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios
Laboratorio Nacional de Salud Puablica

SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL

Comisién Nacional del Agua

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA

Instituto Nacional de la Pesca
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.
LABORATORIO FERMI, S.A.
LABORATORIO ICCABI, S.A. DE C.V.

LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A DE C.V. LICONSA
SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.

NORMEX
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0. Introduccién
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El crecimiento de Staphylococcus aureus en alimentos tiene gran importancia por tratarse de un
microorganismo capaz de producir una poderosa enterotoxina que al ingerirse causa intoxicaciones
alimentarias.

Entre las razones para determinar el Staphylococcus aureus en alimentos estan:

Confirmar la presencia de este microorganismo como agente causal de una enfermedad de origen
alimentario.

Determinar si un alimento o ingrediente es fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico.

Demostrar la contaminacion postproceso la cual es usualmente debida a contacto humano o con
superficies inadecuadamente sanitizadas.

Los alimentos sujetos a contaminacién postproceso con tipos enterotoxigénicos de
Staphylococcus aureus representan un riesgo por la ausencia de flora competitiva que normalmente
restringe el crecimiento del Staphylococcus aureus y la produccién de enterotoxinas.

Este tipo de alimentos se vuelven mas peligrosos, si ademas son sujetos a un inadecuado manejo
0 son mantenidos a temperaturas de conservacion inapropiadas.

Los alimentos perecederos tales como: carnes crudas y procesadas, ensaladas, productos de
pasteleria y productos de leche, son los mas comUnmente asociados con intoxicacion
estafilococcica.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método microbioldgico para determinar la cuenta
de Staphylococcus aureus presente en alimentos nacionales o de importacion.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las
personas fisicas o morales que requieran efectuar este método en alimentos, para fines oficiales.

2. Fundamento
Este método permite hacer una estimacion del contenido de Staphylococcus aureus en alimentos,
se efectla directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacion

mediante las pruebas de coagulasa y termonucleasa.

Este método es adecuado para el analisis de alimentos en los cuales se esperen mas de 100
células de Staphylococcus aureus por g.

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 Analisis Microbiologico.*

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

4. Definiciones

Para fines de esta norma se entiende por:
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Staphylococcus aureus, microorganismo que se desarrolla en medios de cultivo selectivo y

diferencial, que es capaz de dar positiva la prueba de coagulasa y termonucleasa.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende

por:

kg

cm2

ml
cm

mm

min
seg

°C

PM

pH

I+

%

um

UFC

kilogramo
centimetro cuadrado
gramo

litro

mililitro

centimetro

milimetro

hora

minuto

segundo

grados Celsius
normal

molar

peso molecular
potencial de hidrégeno
mas 0 menos

por ciento

por

micrémetro

unidades formadoras de colonias

6. Reactivos y materiales

En caso de disponerse de férmulas comerciales deshidratadas, para su preparacion se deben

seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva.

Cuando se mencione agua debe entenderse que se trata de "agua destilada".
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Los reactivos a emplear en el método objeto de esta norma deben ser grado analitico.
6.1 Reactivos
6.1.1 Soluciones diluyentes
6.1.1.1 Solucién reguladora de fosfatos (Solucién concentrada)
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Fosfato monopotasico 34,0 g
Agua 1,01
Preparacion

Disolver el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH a 7,2 con solucion de hidroxido de sodio 1
aforar conaguaall.

z

Esterilizar durante 15 min a 121°C %1, conservar en refrigeracion (soluciéon concentrada).
Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a 1 | con agua (solucién de trabajo).
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segln se requiera.

Esterilizar a 121°C %1 durante 15 min.

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

6.1.1.2 Agua peptonada
FORMULA

Ingredientes  Cantidad

Peptona 10g
Cloruro de sodio 854¢g
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los componentes en un litro de agua.

Ajustar el pH a 7,0 con solucién de hidréxido de sodio 1N.
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segln se requiera.
Esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.

Después de la esterilizaciéon los volimenes finales y el pH de la solucién de trabajo deben ser
iguales a los iniciales.
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6.1.2 Medios de cultivo
6.1.2.1 Medio de Baird-Parker
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Medio base (6.1.2.1.1) 95,0 ml
Solucién de telurito de potasio (6.1.2.1.2) 1,0ml
Emulsion de yema de huevo (6.1.2.1.3) 5,0 ml
Preparacion
Cuando el medio base esté a 45°C, agregar los demas ingredientes y mezclar.
Colocar de 15 a 20 ml del medio completo, enfriar y dejar solidificar.
Las placas pueden almacenarse por 48 h a temperatura de 0 a 5°C.
6.1.2.1.1 Medio base de Baird-Parker
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Triptona 10,0g
Extracto de levadura 1,09
Extracto de carne 5049
Glicina 12,0 g

Cloruro de litio 5,0 g

Piruvato de sodio 10,09
Agar 20,09
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes o el agar base en agua y calentar con agitacién constante y hervir
durante 1 min. Esterilizar a 121°C %1 durante 15 min.

Enfriar y mantener el medio a 45°C.
6.1.2.1.2 Solucidn de telurito

FORMULA
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Ingredientes  Cantidad
Telurito de potasio 10g
Agua 100,0 ml
Preparacion
Disolver el telurito de potasio en agua y esterilizar.
La solucién puede ser almacenada por varios meses a temperatura de 0 a 5°C.
6.1.2.1.3 Emulsién de yema de huevo
Preparacion
Lavar con agua y jabon los huevos frescos que sean necesarios y limpiarlos con una solucion de
tintura de yodo (solucién alcohdlica al 2%) o sumergirlos en solucién de cloruro mercurico (1:1000).
Enjuagar con agua estéril y secar con gasa estéril.
En campana de flujo laminar o en condiciones asépticas, abrir los huevos y vaciarlos en un
separador de claras estéril. Transferir las yemas a una probeta hasta un volumen de 60 ml y

completar a 90 ml con solucion salina isotonica.

Verter la emulsion a un matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio estéril y agitar fuertemente para
formar la emulsion.

Filtrar a través de gasa.
Las placas deben utilizarse dentro de las 48 h siguientes a su preparacion.
6.1.2.1.4 Solucién salina isoténica
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Cloruro de sodio 0,85¢
Agua 100,0 ml
Preparacion
Disolver el ingrediente en agua y esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.
6.1.2.2 Caldo de infusién cerebro-corazén (BHI)
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Infusion de cerebro de ternera 200,0 ml
Infusion de corazon de res 250,0 ml

Peptona de gelatina 10,0 g
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Cloruro de sodio 5049

Fosfato disddico dodecahidratado 259
Glucosa 209
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua y calentar ligeramente si es necesario.

Distribuir y esterilizar durante 15 min a 121°C +1.
6.1.2.3 Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera.
FORMULA

Ingredientes  Cantidad

Acido desoxirribonucleico helicoi-

dal de timo de ternera o equivalente 0,03 g

Agar 1,009

Cloruro de calcio anhidro (Solucién

0,01 M) (6.1.2.3.1) 0,10 ml

Cloruro de sodio 1,00 g

Azul de toluidina (Solucién 0,1 M)

(6.1.2.3.2) 0,30 ml

Tris-(hidroximetil-aminometano)

(Tris solucién 0,05 M, pH 9)

(6.1.2.3.3) 100,00 ml

Preparacion

Disolver los ingredientes, excepto el azul de toluidina agitando hasta completar la disolucion del

acido desoxirribonucleico y calentar a ebullicion.

Agregar el azul de toluidina. Distribuir en frascos pequefios con tapon de hule. No es necesario

esterilizar.

Este medio es estable a temperatura ambiente hasta 4 meses y funciona perfectamente aun

después de fundirlo varias veces.

Tomar un porta objetos limpio y agregar 3 ml del medio fundido esparciéndolo por la superficie.
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Cuando el agar solidifique, hacer orificios con la punta de una pipeta Pasteur.

Conservar en refrigeracion para evitar la deshidratacion.

6.1.2.3.1 Solucion de cloruro de calcio anhidro 0,01 M

Cloruro de calcio PM = 110,99

Disolver 0,1199 g de cloruro de calcio en 100 ml de agua.

6.1.2.3.2 Solucion de azul de toluidina 0,1 M

Disolver 3,05 g de azul de toluidina en 100 ml de agua.

6.1.2.3.3 Solucién amortiguadora 0,05 M Tris-(hidroximetilaminometano)

(Tris pH 9) PM = 121,1

Disolver 6,055 g de Tris en 100 ml de agua.

6.1.3 Reactivo biolégico:

Plasma de conejo

Emplear plasma de conejo deshidratado o rehidratado siguiendo las instrucciones del fabricante
y agregar acido etilendiaminotetracético (EDTA) en solucion al 0,1% en plasma rehidratado. Si se

utiliza plasma deshidratado diluir con agua estéril en proporcién de 1:3.

Puede emplearse plasma de conejo liofilizado adicionado de EDTA. No debe emplearse sangre
citratada.

6.2 Materiales

Todos los instrumentos que se utilicen para trabajar la muestra deben esterilizarse mediante
horno, durante 2 h de 170-175°C o como alternativa en autoclave durante 15 min como minimo a
121°C #1.

Cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas y separador de huevo.

Tubos de cultivo de 16 mm x 150 mm o frascos de 125 a 250 ml de capacidad.

Tubos de cultivo de 10 mm x 75 mm.

Cajas Petri de 90 a 100 mm de diametro.

Pipetas bacterioldgicas de 1 mly 10 ml de capacidad graduadas en 0,1 mly 1 ml respectivamente
y didametro de 2 a 3 mm.

Pipetas Pasteur.
Probetas.

Varillas de vidrio de 3,5 mm de diametro aproximadamente y 20 cm de largo dobladas en angulo
recto.

Matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio
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Céamara humeda: consiste en una caja Petri en la cual se coloca una varilla de vidrio en forma de
"V" rodeada de algodén humedecido con agua.

7. Aparatos

Horno para esterilizar que alcance 180°C.

Autoclave con termémetro.

Bafio de agua con regulador de temperatura de 35 + 0,5°C.

Bafio de agua con regulador de temperatura de 45 + 0,5°C.

Balanza con capacidad no mayor de 2,500 g y sensibilidad de 0,1 g.
Incubadora a 35 + 1°C.

8. Preparacién de la muestra

La preparacién de la muestra se debe realizar de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-
1994 "Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Analisis Microbiolégico".

9. Procedimiento

9.1 Utilizando diferentes pipetas de 1 ml para cada dilucién, depositar 0,1 ml sobre la superficie
de las placas de agar Baird-Parker.

9.2 Distribuir el in6culo sobre la superficie del agar con varillas estériles de vidrio en angulo recto,
utilizando una para cada dilucion.

9.3 Mantener las placas en su posicion hasta que el in6culo sea absorbido por el agar.

9.4 Invertir las placas e incubar de 45 a 48 h a 35°C.

9.5 Seleccionar las placas que tengan entre 15 y 150 colonias tipicas de Staphylococcus aureus;
si no es posible, seleccionar las placas de las diluciones mas altas no obstante tengan mas de 150

colonias.

9.6 Cuando las placas tengan menos de 15 colonias tipicas también pueden ser utilizadas y al
informe se debe agregar la nota de "valor estimado”.

9.7 Las colonias tipicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de diametro de 1 a 2
mm y muestran una zona opaca y un halo claro alrededor de la colonia.

9.8 Seleccionar las colonias de acuerdo con el siguiente cuadro para realizar las pruebas de
coagulasa y termonucleasa:

CUADRO
NUMERO DE COLONIAS NUMERO DE COLONIAS
SOSPECHOSAS EN PLACA POR PROBAR

Menos de 50 3
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51 a 100 5
101 a 150 o0 mas 7

9.9 Seleccionar el nimero de colonias y sembrar cada una en tubos con 0,5 ml de caldo de
infusion cerebro-corazon.

9.10 Incubar a 35°C durante 24 h.

9.11 Inocular en la misma forma cepas conocidas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis como testigos positivo y negativo.

9.12 Después del periodo de incubacion pasar con una pipeta de 1 ml, 0,3 ml de cada cultivo a
otro tubo de 10 mm x 75 mm y conservarlo para la prueba de termonucleasa. El resto del cultivo se
usa para la prueba de coagulasa.

9.13 Prueba de coagulasa

9.13.1 Agregar a los 0,2 ml del cultivo anterior, 0,2 ml de plasma de conejo diluido volumen a
volumen con solucion salina estéril.

9.13.2 Incubar en bafio de agua de 35 a 37°C y observar durante 6 h a intervalos de 1 h; si no
hay formacién de coagulo, observar a las 24 h. Considerar positiva la prueba si hay formacién de
codgulo.

Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo se afiade una gota de cloruro de calcio
al 5% a 0,5 ml de plasma reconstituido empleado, formandose un coagulo en 10-15 seg.

9.14 Prueba de termonucleasa

9.14.1 Calentar durante 15 min, 0,3 ml de cultivo en caldo de infusién cerebro-corazén en bafo
de agua hirviendo.

9.14.2 Pasar una gota de cada cultivo por medio de una pipeta Pasteur a un orificio del medio,
incluye testigo.

9.14.3 Incubar a 35°C en camara humeda de 4 a 24 h.

9.14.4 La aparicion de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor de la
perforacioén se califica como positiva.

10. Calculo y expresioén de resultados
10.1 Calculo

Hacer el célculo del contenido de microorganismos en el producto tomando en cuenta el nUmero
de colonias totales, el numero de colonias confirmadas, la dilucion y el volumen inoculado (0,1 ml).

Ejemplo 1:
Si la caja tiene 80 colonias en la diluciéon 1:1000
Se toman 5 colonias para la prueba, de éstas dan 4 positivas, el célculo es:

80 x 4 = 64 x 1000 x 10 = 640 000
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5
Ejemplo 2:
Si la caja tiene 14 colonias en la dilucion 1:10
Se toman 3 colonias para la prueba, de éstas dan 2 positivas, el calculo es:
14x2=9,3x10x10=930
3
10.2 Expresidn de los resultados:
Segun ejemplo 1:
Informar como Staphylococcus aureus 640 000 UFC/g
Segun ejemplo 2:
Informar como Staphylococcus aureus 930 UFC/g valor estimado
Si las pruebas confirmativas resultan negativas en todas las colonias probadas, informar como:
0 UFC/g en muestras directas
-10 UFC/g en muestras de dilucion 1:10
-100 UFC/g en muestras de dilucién 1:100

En la practica los resultados pueden variar, esto dependera del técnico que trabaje el método y
el grado de confiabilidad del mismo, que en el 95% de los casos es de + 16% a + 52%.

11. Concordancia con normas internacionales
Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.
12. Bibliografia

12.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.

12.2 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control
Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios. Diario Oficial de la Federacion.
México, D.F.

12.3 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1993. NOM-008-SCFI-1993 Sistema General
de Unidades de Medida. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.

12.4 Food and Drug Administration. 1978. Bacteriological Analytical Manual. 6th ed. Cap. XI p.p
4-5.

12.5 Koneman E./Stephen D. Diagndstico Microbiolégico. 3ra. ed. Editorial Médica Panamericana
Uruguay. p.p. 295
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12.6 Secretaria de Salud. Manual para la determinacién de Staphylococcus aureus. Laboratorio
Nacional de Salud Publica. México, D.F. p.p. 12-14 y 26-28.

12.7 NORMA 1SO. 6888. 1983. General Guidance for the Enumeration of Staphylococcus aureus-
Colony Count Technique. International Organization for Standarization

12.8 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1981

NORMA-Z-013/02. Guia para la Redaccion, Estructuracion y Presentacion de las Normas
Oficiales Mexicanas. México, D.F.

12.9 Poelman L.P./Silleker H.J. 1984. Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. Staphylococcus aureus. 2nd ed. Ed. American Public Health Association.
Washington, D.C.

13. Observancia de la Norma

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

14. Vigencia

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

Sufragio Efectivo. No Reeleccién.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Ruabrica.
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ANEXO 3

NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-115-SSA1-1994, BIENES Y SERVICIOS. METODO PARA

LA DETERMINACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS EN ALIMENTOS.

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

Salud.

JOSE MELJEM MOCTEZUMA, Director General de Control Sanitario de Bienes y Servicios, por
acuerdo del Comité Consultivo Nacional de Normalizaciéon de Regulacion y Fomento Sanitario, con
fundamento en los articulos 39 de la Ley Orgéanica de la Administracion Publica Federal; 38 fraccion
Il, 47 de la Ley Federal sobre Metrologia y Normalizacion; 194 fraccion | de la Ley General de Salud;
20. fraccion Ill, 34, 37, 40 y los demas aplicables del Reglamento de la 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.

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

PREFACIO

SECRETARIA DE SALUD
Direccion General de Control Sanitario de Bienes y Servicios
Laboratorio Nacional de Salud Publica

SECRETARIA DE AGRICULTURA, GANADERIA Y DESARROLLO RURAL

Comisién Nacional del Agua

SECRETARIA DE MEDIO AMBIENTE, RECURSOS NATURALES Y PESCA

Instituto Nacional de la Pesca
INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
JUGOS DEL VALLE, S.A. DE C.V.
LABORATORIO FERMI, S.A.
LABORATORIO ICCABI, S.A. DE C.V.

LECHE INDUSTRIALIZADA CONASUPO, S.A DE C.V. LICONSA
SOCIEDAD MEXICANA DE NORMALIZACION Y CERTIFICACION, S.C.

NORMEX
INDICE
0. INTRODUCCION
1. OBJETIVO Y CAMPO DE APLICACION
2. FUNDAMENTO
3. REFERENCIAS
4. DEFINICIONES
5. SIMBOLOS Y ABREVIATURAS
6. REACTIVOS Y MATERIALES
7. APARATOS
8. PREPARACION DE LA MUESTRA
9. PROCEDIMIENTO
10. CALCULO Y EXPRESION DE RESULTADOS
11. CONCORDANCIA CON NORMAS INTERNACIONALES
12. BIBLIOGRAFIA
13. OBSERVANCIA DE LA NORMA
14. VIGENCIA

0. Introduccién
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El crecimiento de Staphylococcus aureus en alimentos tiene gran importancia por tratarse de un
microorganismo capaz de producir una poderosa enterotoxina que al ingerirse causa intoxicaciones
alimentarias.

Entre las razones para determinar el Staphylococcus aureus en alimentos estan:

Confirmar la presencia de este microorganismo como agente causal de una enfermedad de origen
alimentario.

Determinar si un alimento o ingrediente es fuente potencial de este microorganismo
enterotoxigénico.

Demostrar la contaminacion postproceso la cual es usualmente debida a contacto humano o con
superficies inadecuadamente sanitizadas.

Los alimentos sujetos a contaminacién postproceso con tipos enterotoxigénicos de
Staphylococcus aureus representan un riesgo por la ausencia de flora competitiva que normalmente
restringe el crecimiento del Staphylococcus aureus y la produccién de enterotoxinas.

Este tipo de alimentos se vuelven mas peligrosos, si ademas son sujetos a un inadecuado manejo
0 son mantenidos a temperaturas de conservacion inapropiadas.

Los alimentos perecederos tales como: carnes crudas y procesadas, ensaladas, productos de
pasteleria y productos de leche, son los ma&s comuUnmente asociados con intoxicacion
estafilococcica.

1. Objetivo y campo de aplicacion

1.1 Esta Norma Oficial Mexicana establece el método microbioldgico para determinar la cuenta
de Staphylococcus aureus presente en alimentos nacionales o de importacion.

1.2 Esta Norma Oficial Mexicana es de observancia obligatoria en el territorio nacional para las
personas fisicas o morales que requieran efectuar este método en alimentos, para fines oficiales.

2. Fundamento
Este método permite hacer una estimacion del contenido de Staphylococcus aureus en alimentos,
se efectla directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial, con la confirmacion

mediante las pruebas de coagulasa y termonucleasa.

Este método es adecuado para el analisis de alimentos en los cuales se esperen mas de 100
células de Staphylococcus aureus por g.

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 Analisis Microbiologico.*

NOM-110-SSA1-1994 Preparacion y Dilucion de Muestras de Alimentos para su Andlisis
Microbioldgico.*

4. Definiciones

Para fines de esta norma se entiende por:
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Staphylococcus aureus, microorganismo que se desarrolla en medios de cultivo selectivo y

diferencial, que es capaz de dar positiva la prueba de coagulasa y termonucleasa.

5. Simbolos y abreviaturas

Cuando en esta norma se haga referencia a los siguientes simbolos y abreviaturas se entiende

por:

kg

cm2

ml
cm

mm

min
seg

°C

PM

pH

I+

%

um

UFC

kilogramo
centimetro cuadrado
gramo

litro

mililitro

centimetro

milimetro

hora

minuto

segundo

grados Celsius
normal

molar

peso molecular
potencial de hidrégeno
mas 0 menos

por ciento

por

micrémetro

unidades formadoras de colonias

6. Reactivos y materiales

En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, para su preparacion se deben

seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva.

Cuando se mencione agua debe entenderse que se trata de "agua destilada".
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Los reactivos a emplear en el método objeto de esta norma deben ser grado analitico.
6.1 Reactivos
6.1.1 Soluciones diluyentes
6.1.1.1 Solucién reguladora de fosfatos (Solucién concentrada)
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Fosfato monopotasico 34,0 g
Agua 1,01
Preparacion

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

z

Esterilizar durante 15 min a 121°C %1, conservar en refrigeracion (soluciéon concentrada).
Tomar 1,25 ml de la solucién concentrada y llevar a 1 | con agua (solucién de trabajo).
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segln se requiera.

Esterilizar a 121°C %1 durante 15 min.

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

6.1.1.2 Agua peptonada
FORMULA

Ingredientes  Cantidad

Peptona 10g
Cloruro de sodio 854¢g
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los componentes en un litro de agua.

Ajustar el pH a 7,0 con solucidén de hidréxido de sodio 1N.
Distribuir en porciones de 99, 90 y 9 ml segln se requiera.
Esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.

Después de la esterilizaciéon los volimenes finales y el pH de la solucién de trabajo deben ser
iguales a los iniciales.
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6.1.2 Medios de cultivo
6.1.2.1 Medio de Baird-Parker
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Medio base (6.1.2.1.1) 95,0 ml
Solucién de telurito de potasio (6.1.2.1.2) 1,0ml
Emulsion de yema de huevo (6.1.2.1.3) 5,0 ml

Preparacion

Cuando el medio base esté a 45°C, agregar los demas ingredientes y mezclar.

Colocar de 15 a 20 ml del medio completo, enfriar y dejar solidificar.
Las placas pueden almacenarse por 48 h a temperatura de 0 a 5°C.
6.1.2.1.1 Medio base de Baird-Parker
FORMULA

Ingredientes  Cantidad

Triptona 10,0g

Extracto de levadura 1,09

Extracto de carne 5049

Glicina 12,0 g

Cloruro de litio 5,0 g

Piruvato de sodio 10,09
Agar 20,09
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes o el agar base en agua y calentar con agitacion constante y hervir

durante 1 min. Esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.
Enfriar y mantener el medio a 45°C.
6.1.2.1.2 Solucién de telurito

FORMULA
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Ingredientes  Cantidad
Telurito de potasio 10g
Agua 100,0 ml
Preparacion
Disolver el telurito de potasio en agua y esterilizar.
La solucién puede ser almacenada por varios meses a temperatura de 0 a 5°C.
6.1.2.1.3 Emulsién de yema de huevo
Preparacion
Lavar con agua y jabon los huevos frescos que sean necesarios y limpiarlos con una solucion de
tintura de yodo (solucién alcohdlica al 2%) o sumergirlos en solucién de cloruro mercurico (1:1000).
Enjuagar con agua estéril y secar con gasa estéril.
En campana de flujo laminar o en condiciones asépticas, abrir los huevos y vaciarlos en un
separador de claras estéril. Transferir las yemas a una probeta hasta un volumen de 60 ml y

completar a 90 ml con solucion salina isotonica.

Verter la emulsion a un matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio estéril y agitar fuertemente para
formar la emulsion.

Filtrar a través de gasa.
Las placas deben utilizarse dentro de las 48 h siguientes a su preparacion.
6.1.2.1.4 Solucién salina isoténica
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Cloruro de sodio 0,85¢
Agua 100,0 ml
Preparacion
Disolver el ingrediente en agua y esterilizar a 121°C +1 durante 15 min.
6.1.2.2 Caldo de infusién cerebro-corazén (BHI)
FORMULA
Ingredientes  Cantidad
Infusion de cerebro de ternera 200,0 ml
Infusion de corazon de res 250,0 ml

Peptona de gelatina 10,0 g
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Cloruro de sodio 5049

Fosfato disédico dodecahidratado 259
Glucosa 209
Agua 1,01

Preparacion

Disolver los ingredientes en agua y calentar ligeramente si es necesario.

Distribuir y esterilizar durante 15 min a 121°C +1.
6.1.2.3 Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera.
FORMULA

Ingredientes  Cantidad

Acido desoxirribonucleico helicoi-

dal de timo de ternera o equivalente 0,03 g

Agar 1,009

Cloruro de calcio anhidro (Solucién

0,01 M) (6.1.2.3.1) 0,10 ml

Cloruro de sodio 1,00 g

Azul de toluidina (Solucién 0,1 M)

(6.1.2.3.2) 0,30 ml

Tris-(hidroximetil-aminometano)

(Tris solucién 0,05 M, pH 9)

(6.1.2.3.3) 100,00 ml

Preparacion

Disolver los ingredientes, excepto el azul de toluidina agitando hasta completar la disolucion del

acido desoxirribonucleico y calentar a ebullicion.

Agregar el azul de toluidina. Distribuir en frascos pequefios con tapon de hule. No es necesario

esterilizar.

Este medio es estable a temperatura ambiente hasta 4 meses y funciona perfectamente aun

después de fundirlo varias veces.

Tomar un porta objetos limpio y agregar 3 ml del medio fundido esparciéndolo por la superficie.
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Cuando el agar solidifique, hacer orificios con la punta de una pipeta Pasteur.

Conservar en refrigeracion para evitar la deshidratacion.

6.1.2.3.1 Solucion de cloruro de calcio anhidro 0,01 M

Cloruro de calcio PM = 110,99

Disolver 0,1199 g de cloruro de calcio en 100 ml de agua.

6.1.2.3.2 Solucion de azul de toluidina 0,1 M

Disolver 3,05 g de azul de toluidina en 100 ml de agua.

6.1.2.3.3 Solucién amortiguadora 0,05 M Tris-(hidroximetilaminometano)

(Tris pH 9) PM = 121,1

Disolver 6,055 g de Tris en 100 ml de agua.

6.1.3 Reactivo biolégico:

Plasma de conejo

Emplear plasma de conejo deshidratado o rehidratado siguiendo las instrucciones del fabricante
y agregar acido etilendiaminotetracético (EDTA) en solucién al 0,1% en plasma rehidratado. Si se

utiliza plasma deshidratado diluir con agua estéril en proporcién de 1:3.

Puede emplearse plasma de conejo liofilizado adicionado de EDTA. No debe emplearse sangre
citratada.

6.2 Materiales

Todos los instrumentos que se utilicen para trabajar la muestra deben esterilizarse mediante
horno, durante 2 h de 170-175°C o como alternativa en autoclave durante 15 min como minimo a
121°C #1.

Cuchillos, pinzas, tijeras, cucharas, espatulas y separador de huevo.

Tubos de cultivo de 16 mm x 150 mm o frascos de 125 a 250 ml de capacidad.

Tubos de cultivo de 10 mm x 75 mm.

Cajas Petri de 90 a 100 mm de diametro.

Pipetas bacterioldgicas de 1 mly 10 ml de capacidad graduadas en 0,1 ml y 1 ml respectivamente
y didametro de 2 a 3 mm.

Pipetas Pasteur.
Probetas.

Varillas de vidrio de 3,5 mm de diametro aproximadamente y 20 cm de largo dobladas en angulo
recto.

Matraz Erlenmeyer con perlas de vidrio
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Céamara humeda: consiste en una caja Petri en la cual se coloca una varilla de vidrio en forma de
"V" rodeada de algodén humedecido con agua.

7. Aparatos

Horno para esterilizar que alcance 180°C.

Autoclave con termémetro.

Bafio de agua con regulador de temperatura de 35 + 0,5°C.

Bafio de agua con regulador de temperatura de 45 + 0,5°C.
Balanza con capacidad no mayor de 2,500 g y sensibilidad de 0,1 g.
Incubadora a 35 + 1°C.

8. Preparacién de la muestra

La preparacién de la muestra se debe realizar de acuerdo a lo establecido en la NOM-110-SSA1-
1994 "Preparacién y Dilucién de Muestras de Alimentos para su Andlisis Microbiolégico".

9. Procedimiento

9.1 Utilizando diferentes pipetas de 1 ml para cada dilucién, depositar 0,1 ml sobre la superficie
de las placas de agar Baird-Parker.

9.2 Distribuir el in6culo sobre la superficie del agar con varillas estériles de vidrio en angulo recto,
utilizando una para cada dilucion.

9.3 Mantener las placas en su posicion hasta que el in6culo sea absorbido por el agar.

9.4 Invertir las placas e incubar de 45 a 48 h a 35°C.

9.5 Seleccionar las placas que tengan entre 15 y 150 colonias tipicas de Staphylococcus aureus;
si no es posible, seleccionar las placas de las diluciones mas altas no obstante tengan mas de 150

colonias.

9.6 Cuando las placas tengan menos de 15 colonias tipicas también pueden ser utilizadas y al
informe se debe agregar la nota de "valor estimado”.

9.7 Las colonias tipicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de diametro de 1 a 2
mm y muestran una zona opaca y un halo claro alrededor de la colonia.

9.8 Seleccionar las colonias de acuerdo con el siguiente cuadro para realizar las pruebas de
coagulasa y termonucleasa:

CUADRO
NUMERO DE COLONIAS NUMERO DE COLONIAS
SOSPECHOSAS EN PLACA POR PROBAR

Menos de 50 3
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51 a 100 5
101 a 150 o0 mas 7

9.9 Seleccionar el nimero de colonias y sembrar cada una en tubos con 0,5 ml de caldo de
infusion cerebro-corazon.

9.10 Incubar a 35°C durante 24 h.

9.11 Inocular en la misma forma cepas conocidas de Staphylococcus aureus y Staphylococcus
epidermidis como testigos positivo y negativo.

9.12 Después del periodo de incubacion pasar con una pipeta de 1 ml, 0,3 ml de cada cultivo a
otro tubo de 10 mm x 75 mm y conservarlo para la prueba de termonucleasa. El resto del cultivo se
usa para la prueba de coagulasa.

9.13 Prueba de coagulasa

9.13.1 Agregar a los 0,2 ml del cultivo anterior, 0,2 ml de plasma de conejo diluido volumen a
volumen con solucion salina estéril.

9.13.2 Incubar en bafio de agua de 35 a 37°C y observar durante 6 h a intervalos de 1 h; si ho
hay formacién de coagulo, observar a las 24 h. Considerar positiva la prueba si hay formacién de
codgulo.

Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo se afiade una gota de cloruro de calcio
al 5% a 0,5 ml de plasma reconstituido empleado, formandose un coagulo en 10-15 seg.

9.14 Prueba de termonucleasa

9.14.1 Calentar durante 15 min, 0,3 ml de cultivo en caldo de infusién cerebro-corazén en bafo
de agua hirviendo.

9.14.2 Pasar una gota de cada cultivo por medio de una pipeta Pasteur a un orificio del medio,
incluye testigo.

9.14.3 Incubar a 35°C en camara humeda de 4 a 24 h.

9.14.4 La aparicion de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor de la
perforacién se califica como positiva.

10. Calculo y expresioén de resultados
10.1 Calculo

Hacer el célculo del contenido de microorganismos en el producto tomando en cuenta el nUmero
de colonias totales, el numero de colonias confirmadas, la dilucion y el volumen inoculado (0,1 ml).

Ejemplo 1:
Si la caja tiene 80 colonias en la dilucién 1:1000
Se toman 5 colonias para la prueba, de éstas dan 4 positivas, el célculo es:

80 x 4 = 64 x 1000 x 10 = 640 000
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5
Ejemplo 2:
Si la caja tiene 14 colonias en la dilucion 1:10
Se toman 3 colonias para la prueba, de éstas dan 2 positivas, el célculo es:
14x2=9,3x10x10=930
3
10.2 Expresidn de los resultados:
Segun ejemplo 1:
Informar como Staphylococcus aureus 640 000 UFC/g
Segun ejemplo 2:
Informar como Staphylococcus aureus 930 UFC/g valor estimado
Si las pruebas confirmativas resultan negativas en todas las colonias probadas, informar como:
0 UFC/g en muestras directas
-10 UFC/g en muestras de dilucion 1:10
-100 UFC/g en muestras de dilucién 1:100

En la practica los resultados pueden variar, esto dependera del técnico que trabaje el método y
el grado de confiabilidad del mismo, que en el 95% de los casos es de + 16% a + 52%.

11. Concordancia con normas internacionales
Esta norma no tiene concordancia con normas internacionales.
12. Bibliografia

12.1 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1992. Ley Federal sobre Metrologia y
Normalizacion. Diario Oficial de la Federacion. México, D.F.

12.2 Secretaria de Salud. 1988. Reglamento de la Ley General de Salud en Materia de Control
Sanitario de Actividades, Establecimientos, Productos y Servicios. Diario Oficial de la Federacion.
México, D.F.

12.3 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1993. NOM-008-SCFI-1993 Sistema General
de Unidades de Medida. Diario Oficial de la Federacién. México, D.F.

12.4 Food and Drug Administration. 1978. Bacteriological Analytical Manual. 6th ed. Cap. Xl p.p
4-5.

12.5 Koneman E./Stephen D. Diagndstico Microbiolégico. 3ra. ed. Editorial Médica Panamericana
Uruguay. p.p. 295
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12.6 Secretaria de Salud. Manual para la determinacién de Staphylococcus aureus. Laboratorio
Nacional de Salud Publica. México, D.F. p.p. 12-14 y 26-28.

12.7 NORMA 1SO. 6888. 1983. General Guidance for the Enumeration of Staphylococcus aureus-
Colony Count Technique. International Organization for Standarization

12.8 Secretaria de Comercio y Fomento Industrial. 1981

NORMA-Z-013/02. Guia para la Redaccion, Estructuracion y Presentacion de las Normas
Oficiales Mexicanas. México, D.F.

12.9 Poelman L.P./Silleker H.J. 1984. Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Foods. Staphylococcus aureus. 2nd ed. Ed. American Public Health Association.
Washington, D.C.

13. Observancia de la Norma

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

14. Vigencia

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

Sufragio Efectivo. No Reeleccién.

México, D.F., a 10 de mayo de 1995.- El Director General, José Meljem Moctezuma.- Ruabrica.
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ANEXO 4

NORMA Oficial Mexicana NOM-242-SSA1-2009, Productos y servicios. Productos
de la pesca frescos, refrigerados, congelados y procesados. Especificaciones
sanitarias y métodos de prueba. (APENDICE NORMATIVO B)

B.18. PREPARACION DE LA MUESTRA PARA LA DETERMINACION
DE VIBRIO CHOLERAE.

Las submuestras de pescado ahumado en filete deben analizarse
individualmente.

B.18.1 Incubacioén de las muestras a 35-37°C.

De cada submuestra tomar 25 g, cortar en piezas pequefias e introducirlas en un
vaso de licuadora de 500 ml de capacidad que contenga 225 ml de agua peptonada
alcalina (APW) y homogeneizar por 2 min a la maxima velocidad. Esta es la dilucién
1:10. De esta dilucion preparar la dilucion 1:100 y 1:1000, en 9 o0 90 ml de agua
peptonada alcalina.

Incubar las tres diluciones de 35 a 37°C.
B.18.2 Incubacion de las muestras de 35-37°C y 42°C.

Si se van a incubar los enriquecimientos a dos temperaturas para una muestra,
homogeneizar una porcion de 50 g de cada submuestra en 450 ml de agua
peptonada alcalina (APW). Esto hace la dilucion 1:10. Verter 250 ml (g) de la
dilucién 1:10 a un segundo recipiente estéril. Prepare dos series de diluciones de
1:100 y 1:1000. Por lo tanto tenemos dos series de 3 diluciones. Incubar una serie
de 35 a 37°C y la otra a 42°C. Proseguir con el paso de resiembra marcado en la
NOM-031-SSA1-1993. Productos de la pesca. Moluscos bivalvos frescos-
refrigerados y congelados. Especificaciones sanitarias.
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ANEXO 5

Encuesta y resultados en tabla de la encuesta aplicada a la poblacion Tijuana,
B.C.

¢Cada cuanto

U ESRE 3 uA
B

Universidad Auténoma de Baja California X
Facultad de ciencias quimicas e mgemena
Verdnica Castro Simental
¢ :Qué tan frecuentemente consume pescado?
D Una vez a la semana D 2 a 3 veces por semana D Cada 15 dias DNO lo consumo

® :Qué clase de pescado compra generalmente?

[Jcabrila  []Bagre [CJcorvina []Mojarra [T] Tilapia

e En qué presentacion lo compra?
D Filete Entero

Otro;

e ;Donde compra pescado con mayor frecuencia?
D Pescaderias tiendas de autoservicio Establecimiento ambulante (sobrerruedas, swap

meet, tianguis)

e ;Cual de los sitios anteriores piensa usted que sea mas higiénico?

D Pescaderias D tiendas de autoservicio D Establecimiento ambulante (sobrerruedas, swap
meet, tianguis)

¢ Y cual de ellos el de menor higiene?

D Pescaderias D tiendas de autoservicio D Establecimiento ambulante (sobrerruedas, swap

meet, tianguis)

e ;Usted o algin miembro de su familia se han enfermado por el consumo de pescado en mal estado?

DSE D No

¢ Qué clase de

¢En qué

¢Donde lo compra?

Establecimiento

Establecimiento

¢Algan miembro de su

consume pescado presentacion mas limpio mas sucio familia se ha enfermado por
pescado? consume? lo compra? consumo de pescado?
cada 15 554 | Bagre 40 entero | 110 | Establecimientos | 138 38 663 no 599
dias ambulantes
2a3 107 | cabrilla | 100 | filete 815 | pescaderias 464 691 45 Si 326
veces
unavez 234 | corvina | 31 Tiendas de 323 196 217
autoservicio
no lo 30 mojarra | 351
consumo
tilapia 403
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ANEXO 6

MATERIALES Y EQUIPOS

1. EQUIPO DE TRANSPORTE DE MUESTRA

EQUIPO MARCA

Hielera Igloo

a) Equipo para procesamiento de muestra:

EQUIPO MARCA
Refrigerador Sci-cool
Incubadora Quincy lab
Balanza analitica Mettler Toledo
Balanza granataria Ohaus
Campana de flujo laminar Envirco

2. MATERIALES y REACTIVOS

MATERIAL MARCA
Bolsas estériles 100ml Whirl-pak
Bolsas esteriles 250ml Whirl-pak
Pipetas de 1ml VWR
Cajas Petri 15x100mm VWR
Medios de cultivo: BD
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Rojo violeta bilis agar

Agar salmonella- shigella
Manitol Salt Agar

Tiosulfato citrato bilis agar
Caldo selenito cistina
gradillas

Matraz Erlenmeyer 1L
Matraz Erlenmeyer 500m|
Termometro

Tubos de ensayo de 13x100

Botellas de vidrio de 250ml

Scienceware

pyrex
pyrex

Fro-Temper HB instruments
vwr

Pyrex
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