1 MATERIALES Y METODOS

1.1 ESQUEMA DE TRABAJO

Toma de muestr

A 4 A 4

Determinacion de Determinacién de Determinacién d&/ibrio
mesofilicos aerobios po coniformes fecales cholerae O1
cuenta en placa (UFC*), mediante NMP *

A 4 A 4
Determinacion de Determinacion de
Salmonella Staphyl occoccus aureus

*NMP, numero més probable.
*UFC, unidades formadoras de colonias.

1.1.1 TOMA DE MUESTRA

Las muestras se tomaron en el mercado Hidalgon®&dro Cholula y en el mercado de

pescados de las calles 16 y 18 poniente en lactidel®uebla.

El mercado Hidalgo cuenta con 2 establecimientos wenden pescado crudo y 4
puestos ambulantes que venden pescado preparad@mrteya artesanal listo para ser
consumido. Se seleccionaron dos sitios de vengeseado crudo y los dos de venta de
pescado cocido como se indica en la tabla 10.1m&deilomando en cuenta que estos
establecimientos se surten de pescado en la ciuel&liebla, se decidié también tomar

muestras de dos lugares en el mercado de pescéao adles 16 y 18 poniente

Las fechas en las que se hicieron los muestreinslisan en la tabla 10.1.2



Tabla 10.1.1.- Especificaciones de muestreo

Lugar de la toma de muestra Tipo de muestra Caodigo empleado
San Pedro Cholula Pescado crudo San Pedro 1
San Pedro Cholula Pescado crudo San Pedro 2
San Pedro Cholula Pescado preparado artesanalmgnte  Artesanal 5
San Pedro Cholula Pescado preparado artesanalmgnte  Artesanal 6
Puebla (18 poniente) Pescado crudo Puebla 3
Puebla (18 poniente) Pescado crudo Puebla 4
Tabla 10.1.2.- Periodo de muestreo
Periodo de muestreo Cédigo Periodo de muestreo Caédigo
2° semana de agosto M1 3° semana de octubre 2006 M7
3° semana de agosto M2 4° semana de octubre 2006 M8
1° semana de septiembre M3 2° semana de noviembre 2006 M9
3° semana de septiembre M4 4° semana de noviembre 2006 M10
1° semana de octubre M5 1° semana de diciembre 2006 M11
2° semana de octubre M6 3° semana de diciembre 2006 M12




1.1.2 DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES

Se tomaron muestras de filete de pescado crudscage preparado artesanalmente, se

trasladaron al laboratorio donde se procesarondrat@nente. En una licuadora estéril

se colocaron 10 g de pescado y 90 ml de solucihmasisotonica estéril. La muestra se

molié por espacio de 60 segundos, se dejo sedimgndal sobrenadante se tomaron

alicuotas para preparar las diluciones decimalesgmondientes.

Para la determinacion de coliformes fecales, selenrgl método indicado por la FDA

con las modificaciones siguientes:

102%y10°73

Preparacion de diluciones1,0

Inoculacién por triplicado de cada
dilucion en caldo lactosado con
campanas de Durham

Incubacion 24hrs
a 35°C

Formacion de gas

S

\ 4

Re-inoculo en caldo de¢
confirmacion EC* con
campanas de Durham

Sembrar en agar Mac

Conkey (confirmacion|

de lactosa positiva)

'

Incubacion 24hrs

A 4

a 45°C Calculo de NMF

*EC =E. cali

NO




1.1.3 DETERMINACION DE MESOFILOS AEROBIOS

Para el conteo en placa de mesodfilos aerobios,igggdsla NOM-092-SSA1-1994

modificada.
Preparacion de la dilucion R Inocular 1ml de las diluciones Incubar 24hrs
primaria * y a partir de esta, las~”| en cajas Petri con agar nutritivp * a 35°C
diluciones 10° 10*y 10~ (por duplicado).
Seleccion de placas Determinacion de
»|  con 25-225 colonias i UFC/mI

*Dilucion primaria = mezcla 1:9 (10g de pescadasr@@ml de solucidn salina 0.85%).



1.1.4 DETERMINACION DE SALMONELLA SSP

Para la determinacion dgalmonella ssp; se empled la metodologia establecida en la
NOM-114-SSA1-1994 con las modificaciones siguientes

10 g muestra + 90 ml caldo - Dejar reposar 60
lactosado »  Licuar > min
Incubar 24 hrs 4 Transferir Iml a un tubo con Incubar 24 hrs a
> 35°C " 10ml de caldo selenito cisteing. g 35°C
Estriar en agar Incubar 24 hrs a Buscar colonias tipicas
> XLDyen SS i 35°C d
1.-Inocularlas en TSI. Reacciones Galeras para
»|  2.- Prueba de oxidasa ”| positivas a TSI i identificacion
bioquimica (ID 32 E,
Biomérieux.)

XLD.- Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
SS.- Agar salmonella-shigella marca BBL

TSI.- Agar triple azucar-hierro

De acuerdo con la Norma Oficial Mexicana para kemheinacion desalmonella ssp, las
colonias tipicas de este microorganismo se obsewauo a continuacion se describen:

Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden sesparentes con o sin centro negro. En

algunos casos las colonias pueden aparecer compgigta negras.

Agar SS: colonias transllcidas, en ocasiones opadgsnas colonias pueden tener
centro negro.



1.1.5 DETERMINACION DE VIBRIO CHOLERAE

Para la determinacion débrio cholerae, se empleo como guia a lo estipulado por la
FDA, con una serie de modificaciones, la metodalogimpleada se muestra a

continuacion:

10 g muestra + 90 ml agua - Incubar 24 hrs &
peptonada pH= 8.5 Licuar 35°C

A 4

A 4

——»  Sembrar en TCE > Incub3a5r%4 hrs a
Colonias amarillas,
resiembra en:
TSA TSA +
NaCl al 6%
A\ 4

Pruebas bioquimicas:

1.- Produccidn de &cido a partir de Sacarosa
2.- Produccién de acido a partir de Arabinosd.

3.-MIO

4.- Oxidasa
Serotipificacion de cepas probables por el
Instituto Nacional de Diagndstico y Referencja

* TCBS = tiosulfato-citrato-sales biliares-sacatosa
* TSA = agar triptona-soya.
* MIO = movilidad —indol-ornitina.



1.1.6 DETERMINACION DE STAPHYLOCOCCUS AUREUS

Para determinar si las muestras analizadas, teuif@n ausencia o0 presencia de
Saphylococcus aureus, se empled la NOM-115-SSA1-1994 modificada. Lacdelogia

se muestra a continuacion:

Preparacion de la dilucion 1.-Inoculacion de 0.1ml de cada dilucion Incubar a 35°C
primaria y a partir de esta, | en cajas petri con agar Agar Baird Parke por 45-48hrs

N
y
=
A 4

diluciones 10%, 10%y 107

2.-Siembra de testigo positiv8. @ureus).

Seleccion de cajas con 15
150 colonias tipicas de
Staphylococcus aureus

Colonias seleccionadas se siembran ¢én__ | Incubar a 35°C
. e pe ld
0.5ml de infusion cerebro-corazén por 24hrs

A 4

Tomar 0,2 ml del cultivo infusién cerebrog

corazon y adicionar 0,2 ml de plasma
—»{ humand’ diluido 1:1con solucién salina
0.85% estéril.

Incubar en bafio de agua a 35-37°C para
observar la formacion del coagulo.

A 4




