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i blen ®s Cierto gue la loche en polvo esta siendo utilizacds
cada dia mae y €sta sustituwve en una buena parte & la leche 1(,—-
quida, np siempre la leche en polvo estd 1ibre de contaminacian,
Y& que fsta mantiene la mayoria de suUus nutrimentos Drincipales
los cualedt podrian ser utilirzados por $iEroor dani Smos, OCAZip—=
nando problemas de salud 1gual o mayores gque ana leche 1fgQuida
on mal estado.

El presente trabajo pretende  aportar méyor nformacicn con
respecrto a la caligac microbpioldgica cde la leche en polvo utili-
zeda en lss andustrias proresadorac de alimentos; &€n  las cuales
o5 la materia prima principal o un ngrediente secundario.

Debido a las caracteristicas #isiscas v guimices gque presen
ta la leche en polvo, el crecimiento  de micr OOr QAN SMDS SC Ve
disminuido} £in embargo Cs5t0s s entuentran ampliamente distribuy
dos &n la naturaleza y activos siempre que las condiciones 1o
permitan.

Las caracteristicas mas importantes Que condicionan el creci-—
siento cde los mictoorgand smos son : La humedad, La ac:dez y el
pH (potencial de nidrogens’3 asimicmo Sstas determinan 21 tipo
de n::ronrg‘n{smos Que pueden desarrollarse,

Dentro de !os microorgan{emos que se consideran de 1mportan—
cia en el precente estudio, por ser de peligro para la salud se
encuentr &N Hohgos, bLevaduraés y Col:formes, ademas de las prin—--
Cipales bacter.as pa(cﬁ;enas como son: SSAGNHYVIOODCOCOWUS aureus, Ba-——

i = gereus y Saisonella. Por lo que a efecto de conocter cuales
de €sto: mcroocr ganismos prescolan «hc ®ayDr inridencia en la le
che en polvo; €} oesarrollo de €sta investigacicn se orienta a la
cusntificacidn ,’0 identifitacicn de &cstos. Para e€stos fines se -
muestraron tres indastrias procesadoras ge alimentos, OF las cua-
les s€e obtuvieron !5 muestra en total, realizando por triplicado
el andlicis de cada uno ce los parametros, tanto §isicos vy aqufmi-
ce»;,i;:H, H.Lﬂl‘:-du\d’, acidez), como microb:oleogicos t‘cuenta de micrp
SrGgeninmde meteoflililicus sronioz, hengon, lowador s ol farres,

S.aureus, B. cereus y Salmonelltal.




Finalmente se obtuvieron resul tados que permiten ampliar el --
panorama sobre la calidad m::rbnioloqxca de la leche en polvo,
y# gue se analizaron 4 pardmetros mas de los especificados en la
Norma oficial de calidad para la leche en polvo F—24—-1982 de la
Direccidn General de Normas (D.G.N), perteneciente a la Secreta
ria de Comercio y Fomento Incdustrial. Los pardmetros incluidos —-
son : Cuenta de hongos,levaduras vy Bagillus cereus, asi compo pH.

Loz resultados indican que un S0Y de la leche anxlirada cumple
con las ¢ pecificecidnes estahblecidas en la Norma,sin embargo —-—
algunas dc las muestras (pertenecientes al SO0X), presentan —-—
cuentas attas de los mi:roorgan{smcs Que no se especitican en di-
cha narma. Por otro lado, el 3507 restante presenta serios proble-
mas , en &lgunos de los andlisis microbiocldgicos, ya que spbre ——
pasa los 1/mites estanlecidos por la Norma Oficial Mexicana

En conclusidn se propone Que las pruebas de hohgos, levaduras '
B.cereus se incluyan en los andlisis de rutina practicades a la -
leche en polve utilizada en leos procesos industriales , va que --—
wstos amplian el panorama sobre su calicad, manejo, almacenamien—
to y utilizacicn.

Es conveniente puntualizar que en base a los andlisis realaica
noi se oblervo que la humpdad es el parametro gue tiene una rela_
cidh mis directa con el crecimiento microbiano.



Generalmente la leche se considera como uno de lops alimentos
mas completos y nutritivos, sin embargo, debido a la gran canti-
dad de hidratos de carbono , prnteiggs, grasas y otros componens
tes contenidos en 1a leche fresca, €sta se hace mas susceptible
a lea degradacidn por microorganismos, ( 11 )

Tomando como base 1o anterior, s hizo Necesario adoptar té:-—
nicas que permitieran, ademas de la conservacicdn en un pericdo --
de tiempo mas largo {(almacenamiento) ,un manejo eficiente,asi como
una calidad nutritiva y 1a seguridad de nO pravocar da]ﬁcs de sa-—
lud pUblica. Originalmente la t€cnica de pasteurizacion ayudd mu-
cho a resolver parte de ¢stas necesidadesy en la_actualidad las -
Industrias procesadoras de alimentos requieren que las tecnicas -
de almacenamientc y mane jo sean épttmns asi como el transporte
Mmas economico.

En virtud de que & deshidratacion de la leche reduce y margi-
na #l crecimiento de microorgan{smos, ya que modifica el medio en
el que €sios se desarrollan, se obtiene un mejor y mas prolonga--—
do almacenamiento y por sus caracter{sticas , Bs muy sencillo -
manelarla y transportarla; sin embargo reguiere de buenas practi-
tas de manufactura e higiene para todas las fases del procesp;z --
puesto Que los microorgan{smos, gener almente las bacterias;inva——
den la leche como contaminantes provenientes del polvo ( 12 3.

Consider ando que la leche deshidratada o en polvo representa
una gran ventaja en 1o0s aspectos ya menclionados, es necesario co-
nocer sus caractertsticas tanto fisicas ’ qu{mi:as Y bacteriolo-
gicas, para as{ determinar su calidad.

.
Generalmente se hace una’clasxfica:xnn de la leche en polve

que se basa en la composicion final de 1la leche deshidratada
(2&), &2ta es ¢
1) Leche entera en polvo,

2! teche parcialmente dewcremada en polvo

3 teche descremaga e polvo



Esta :!Asx{x:acxun es en s( un reglarmento para ev:tar la adul-—
teracich de los alimentos lacteos y se reconocen ademds dos ti-—
pos de acuerdo al uso dedo ( 5 )} y estos son

1) Para alimentacion humana directa .
2) Para materia prima de 1a industria alimentaria

La mayor parte de la leche en polvo se elabora a partir de la
leche descremada, ya que el porcentaJe de grase contenida en la
leche entera, dificulta la ‘abrscac)an de productoce de buena ca-
lidad, debido a la oxidacion de esta, 1o cuaL confiere enrgﬁ:ia—
miento a los productos durante la conservacion ¢ 1% ! jademas de
wer dificil de disolver (24&) .

Las taracter{sticas de la leche en polvo dependen tambien del
métudo de desecacidn; actualmante existen dos metodoe de deseca-
cionl el de tambor o cilindros y el de aspersidn o atomizacion .
El métodc de tambor somete a !a leche a un tratamiento térmico
tal gue modifica su compos:::nn 6:51co-qu{mncs ¥y la hace difi1-
cil de disolver. Por ~“wmto motive es que la leche obtenida por es—
te método » SO destxhd para la al:mentacton de ganado (1?).Por
otro lade, el metodo de atomizacion es el mds uti)izado para ob-
tener una buena calidad, ya que por ette process casi No se alte-—
ra la campa-icin’n ${si co—qu(mica; por lo que se consigue una le-
che estructuralmente poco modificada y de buena solubilidad (19).

En general existen normas para la lechs ¢n polvo entera y le-
che en polvo descrpsada § san embarga para la leche en polvo semi
descrenada, s en gierta forma di¢fcil de crear, ya que existen
varios niveles de desnatamiento (72.

La técnica de deshidratacicn de la leche ha proporcionado a
laas industrias grandes beneficios de manejo y almacenamiento, por
lo que actualmente se deshidratan grandes cantidades gue se con——
servan en buen estado por mucho tiempo, dada la reatriccich de --
humedad, la cual afecta el! contenidoc mx:rcbxolchco.

Debido a que los m:croorgan{smos estan ampl:amente distripui——
dos en la naturaleza y que los productos alimenticios en un momen
to o en otro estan en contacto con el sueln el polvs se anmti
cipa que estos estardn activos siempre que las condicidnes lo ——
permitan, sin embargo un métocdo obvio de control es la restric—-—
cidn de humedad para su vrecimiento. La cantidad de humedad en ol
alimento establete cuales microorganismos tendran oportunidad de
crecer § asi se tiene gque los hongos pueden crecer en los subs —
tratos alimenticios con una humedad tan baja de aproximada mente—

2% y se conocen algdhas que crecen 2n alimentos,con menos de 5%
dg bunedad. Las bhacterias y las levaduras requieren de un aivel -
mas alto de humedad,generalmente 30% 1&).

-4 -




Las bacterias patSgenas sdlo ocamionalmente son capaces de re-
sistir @) medic circundante desfavorable, aunque algunas sobrevi-

ven a los procesos de deshidratacidn creando entonces, un pel{gro
potencial a la ud plblica (13,




A N T E C E D E N T E &

Se han realizado diversas inv-stiga:io’ne. para conocer los di-—
ferentes factorec que influyen en el desarrpllo de las bacterias
de la leche ®n polvd, ante todo se han estudiado por medio de la
tetnica de placta el desarrollo de las bacterias y tipos de orga—
nfsmos presentes (6).

&@ sabe Que la carga microbfana de los productos 1dcteos des—
hidratadu- por calor. dependen del contenido de microorganismos
del producto lxquidn Que se deshldrata. as{ comp de su procesado

’(:ont-mlna:: Sn y proliferacicn microbians de las tuberias y de-
positos, asi como del aire utilizado ?>. Si1n gmbargo €1 contenido
de agua de 10s productos lécteos deshidretedos es ten bajo gQue
impide @] crecimiento microbianao, no obetante las posibilidade
de supervivencia de los microorganismos en los productos !actecs
es variable (77,

Actualmente se sabe que las bacterx-s termodiricas estan pre-
sentes en la leche en polvo, ya que pst_al tienesn la capacidad de
sobrevi vir ®1 proceso de pasteurlza:lon 7).

Recientemente la leche en polvo win grasa se ha empleado
Para la prap-g.clo'ﬂ de cultivos inic n‘u—es,--{ como para la pre-
paracidn de leches con cultivos y esto ha dado lugar al plantea-
miento de varios problemas (16) .

1) Sj la leche en polvo descremada ha sjdo preparada con leche
bronca de mala calidad, pueden encontrarse reciduos de antibic-
ticos que pueden 1mpRdir Que los cultivos inicladores se desarro-
llen.

2) Pueden encontrarse presentes ctiertas substancias inhibigoras
producidas por la prol:feracich bacterians antes del secado, lo
cual inhibe la propagacidn de log cultivos iniciadores.

Otrou estuctio Uue gran interes realaado por Reddy y cols. (220
demuestra que existe una relaci ©f estrecha entre la caladad de la
leche que se utiliZa para preparar la leche en polvo ¥y el producs-
1o dcshxdrutau’o. yé que cuando se bDbtienen cuentas altas de bac—
teriss termoduricas y esporas 2n la materia prima. se encontra-
ran taabi€n en le leche en polvo.

- -



El auge gque ha tomado actualmente la utilizacidn de 1a leche
en polvo es tan importante que se han llevado a cabo diversas in-
vestigacidnes para la elaboracidn de nuevos productos. As{ por
ejemplo en 1982 se realizd un estudio para conocer la factibili-
dac le:nolégica para la elaboraci on de gueso fresco a partir de
la leche en pnlvo' y gresa butirica y/o vegetal €¢2%).En dicho
estudio se Wtilizo leche en polvo descremada y se obtuve e} si-—
guisnte andlists m(:rubinlu’glcn del producto elaborado comparando
con la4s Normas que marca la S5.5.A .,

COMPARACION MICROBIOLOSICA DEL QUESD ELABODRADD, CON LAS
ESPECIFICACIONES ESTABLECIDAS POR LA S.S5.A. (23)

! i
! ANALISIS NORMA DE LA 5.5.A. QUEBD ELABORADO H
H !
! Coliformes %000 col /g hax. 2000 col/g !
3 Hongos 20 col/g max. O colsg !
i 5. Aurguy 1000 col/g max. G col/sp 1
H £E. sali < 10 col/g 0 col/g t
t aalaphelle Negativoe Negativo i
i i

Esta tabla nos muestra une disminucidn en el contenido micro—
biocldgico del producto elaborado comparado con el que establece -
iI®a norma pera un Queso elaborado con leche fresca. (23I)

En 1984 se realizo un estudio sobre la manufactura Yy algunos
aspectos de control en la elaboracidh de yogurt, (23); en dicho ,
estucio utilizd  como materia prims leche ®n polvo y se observo
Que como materia prima,ls leche en polvo presenta cierto grado de
:mtmtnn:lcﬁn. por lo que se hizo necesario Dra:tic‘r la pasteu—
rizacicn a la leche reconstituida; esto se refleid en el progucto
obtenido, ya que d#ste presentd buenas cualidades sensoriales y =
buena talidad microbioldgica; cabe mencionar gue la textura y sa-
bor se distorgsionan cuando se utilize leche en polvo con proble-
mas alcrobioldpicos (24).




EVALUACIONES BACTERIGLOGICAS DE LA LECHE RECONSTITUIDA
ANTES Y DESPUES DEL PROCESO DE PASTEURIZACION (24)

! MUESTRA CUENTA TOTAL COLIFORMES HUNGOS LEVRDURASI
i

{leche an polvo 300 col/ml Ocol /m}! 10col /ml Ocol /ml !
‘sin pasteurizar H
i H

lleche en polvo 5 col/ml Ocol /ml 10col /] Ocol /ml
lpasteurl;ada

ANAL I51S  MICROBIOLOGICO  DEL  YOOURT ELABORARO

e e e e e e e e :
t  PRODUCTO HONGCS EVADURAS COLTFORMES !
t e e - :
!YOGURT ELABORADO 0 col/ml c cotsml 0 col/ml !
'

En el trabajo realizado por Goamz Veldzgue: (13} ; se menciona
Que una materia prima de mala calidad origina un producto de aalas
calidad y Que es en la leche y Crema utilizada en dunde 3@ encuen
tra una sayor contaminacidn microbiologica. Dicha contaminacidn -
aporta organ{smos tales como Staphylpcoccys aureyus y varios pato~
genos itestinales, incluyendo Salconella sf. ¥ QACrocoOCcus. ade-—
mas de esporas de bacteri{ias, Escherachia coli, hongos y levaduras
€13).

CONTAMINACION MICROBIANA PRESENTE EN LA MATERIAR PRIMA
UTILIZADA EN LA ELABORACION DE tr CONCENTRADO DE HELADO.
[ e 20N

Como se puede ohservar.en el cuadrc anterior se muestra conta-
minacion por horqos, ademas de una cuenta total gue sobrepasa -
los lfmites establecidos por la S.5.A

8-



EVALUACIONES BACTERIOLOGICAS DE LA LECHE RECONSTITUIDA
ANTES Y DESPUES DEL PROCESC DE PASTEURIZACION (2Z4)

MUESTRA CUENTA TOTAL COL 1FORMES HONGDS LEVADURAS

lech® ®h polvo 300 col/ml Ocol/m] 10col /ml ocol/ml
tsin pasteurizar

i

tleche en polvo 5 col/ml Ocol/ml 10col/ml 0Ocol /m}
lpasteurizada

i

ANAL ISIS MICROBIOLOGICO DEL. YOBURT ELABOPADD
e H
{  PRODUCTOD HORGODS LEVADURAS COLIFORMES @
! == :
I YOGURT ELABORADD © col /m} G cols/ml O col/ml H
i H

En el trabajo realizado por GOmez velazques (13) ; se menciona
Qque uha materia prima de mnala calidad origina un producto de mala
calidad y que es en la le:he y crema utilizada en donde se encuen
tra una mayor contaminaciocn microbiologica. Richa contaminacidn -
aporta organfsmos tales como Staphylococcus sureyg y varios pato-
genos itestinales, incluyendo Salaoonella sp. y mitroooccus, ade—
mas de esporas de bacterias, Eascherichia ¢Qli, hongos y levaduras
(137

CONTAMINACION MICRUOBIANA PRESENTE EN LA MATERIA PRIMA .
UTILIZADA EN LA ELABRORACION DE UN CONCENTRADO DE HELADD.
“uxy,

CUENTA TOTAL COLIFORMES HONGOS

LECHE EN POLVD 4680 conl/g 0 col/g P90 colsg

Como se puede observar,en €l cuadro anterior se muestra conta-

minaciadn por hongos, ademas de una cuenta total Que sobrepasa -
los 1{mites establecidos por ta S.5.4 .

-8~



De los estudios anter 10res Se putde Opsorvoer nue 1a 1noi --
dencia de ciar tos Mmicroorganl smos o< ronstan’rr. sy endc de espe--
cial interes la preseniia de fr Gguni Lmns patilgenos tales comos s,
aureus, B.cervus y coliforaes, asl come Salaponed acbiduy a.Que
su presencia reptecents ademac de cambioe en las caracteristicas
t{sicas y orgunclépticas del producrto que los contiene,un peligro
pare la salud pdblice.

A continnacior se describen aiglnos Hatos Sobre E5t0S milcro-
Y
Or gani smos, 10w gQue ponen de Manif1esto wu carecter patogenc.

Sthaphylotpetus aureus

Son bacterias ge fOrma exferica agrupaedas en forma de racimo
generaimente aercbias, pero pueden ser anaerodbias facultativas, -
tienen la caracter{stica de ser Grum positivas. Son productoras-—-
de enterotorinas altamente peligrosas para la salud bumana, Se —-
sabe ademas Que dicha enterotoxina eps termoestable v que no s -~
precisamente una gran cantidad de S.aureus lo Que provoca danos:
2ino le enteroto.iiha producida por err.cs Yy Que en grances canti—-—
dades prodace 1a auerte.

Se ha ¢ontprobago Que la enterutosna producids por ltos S.au-
reus o5 ademas productora de coagulaesa (+ © =) la gque en un ag -
mento dado se tona como base para determinar la presencia de di~
chas enterotosxina, 3in ombargo muchas cepas de coagulasa positiva
no son toxizas y algunas coagulasa positiva no son toxicas y - -
alguniss coagulasas negativas producen enterolorina.

For 10 que S8 hiTo necesario practicar otra prueba gque fue-
ra mas confiable en ta lnvest;qa:;dﬁ te cepas enterotorigenicas,
encontrundose una Nucleasa teraxoectable. (termonucleasal. (200

En la actualidad se ha relacionedo la produ::xén de termonu-=
cleasa con la capacidad de produsir enterotoxina por cepas de ——
Sthaphylocorzu: sureus , se ha encontrado una relacidn muy acep-
table entre [ow dos 200, . .

Loy sintomas mas frecuentes cauvsades per ingestion de esta —
enterotosina son los siguientest:
Vatato.s fiarres, Abatimiento , Egpa

e 3

cm Andominaly Sstns Li1ntomas
a 8 horas de 1nger:do el ali-

aparecen luegt de transturris o
aento contamscado.

iins Corene

Lo bacterias de L.te GENar0D SUN aErobrOs O anuerchios facul -
tativos, dithos Lucillas _on capaces de ogporulaer, 3cn todo SHdwl -
Blew con agelos peritricsn, poseen whia L‘tJXd>J Y SOn reel sten—
ie Yratias & sus ea;-oras la (empet Glll.’ﬂ minima de cre(l:m.ento -
R R et 133 de TS a-
45 uil, crece ep un vango de hh ﬂn 4 ? 4 9.».

Cato ty sepliamente dist-ibuldo en la natu—
relesa, e BEhCuCHt wuelo 5 en el pol.o v por 10 tantd ==
todo 1o ques asts oA wte —on el, pueds contenerlo.




COLONIAS POR PROBAR DE StaghylRcOttus
EN LA PRUEBA DE AISLAMIENTD SELECTIVO.

NOmero de colonias (Nimero de colonias por probar
sospechosas en placa

!
i
1

hencs de S0 ! tres
1
i

%1 - 100 H cinco
t
!

101 - 150 | siete
!
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gereus se ha declaradoe como importante causante de-
gastroenteritis, aunque en nuestro paf{s se carecen de datos en -
cuanto 3 la frecuencia con le Que e disla de alimentos, asi comp
de que sea causante importante de brotes de gastruenteritis, ya -
qQue la alts endemicidad de otras endermedades chtericas dificulta
®]1 estudio, aunque no por ello deja de ser importante.

En su aislamiento y extudio es importante considerar gue B.-—-
QErgus produce en los medios de cultivo con yemns de huevo una en—
zima llamada lecitina o lnsfolxpasa que tambien se denomina factor
yema de huevo que proporcidna turbider alrededor de 1a coloma.

Dtra caracteri{stica importante es que &% resistente a la po—
limixina B, Sin embargo «% Necesario practicar wuna confirmacion —
bipgquimica a las colonias snspecnos.; de ser de RB. gereus, tales
como: fermentacidn de algunos azucares, Fteducx:ln de Nitratos, 1i-
cuefaccidn de la gelatina, hidrdlaicas de almidbn,la peptonizacicn

con © sin coagulacicdh de la leche tornasolada, asi como la prueba
de Voges Proshauer. (20

tos sintomas mas comunes al
minados con P. cegreus song

Trastorno gastrointestinal, quec e caracteriza en ciertos ca—
s0s por la nanifestacidn repentina de nauseas y vomito y en otro

por col::a. abdominales intensos y diarrea comunmente no persis-—
te mas de 28 horas y rara ve: es mortal,

haber ingerido alimentos conta--

Salmonella sp.

Son bacilos inmoviles o moviles peritricos,
anacrébiow facultativos, fermentan la glucosa con @ %in produc--
cich de Qas, reducen los Nitratos s nitritos y no pOSeen oxidasa.

Estos microorgan{=mos pueden causar una severas enfermnedad ~-
que es Salmonellosis en seres humanos, la cual puede ser mortal,
los desor:ene‘ gactruintestinales son loe mids comunes. LOs anima-—
les tamhxer pueden contaminar se. Animales para consumo humano —-
Que estén infectados pueden transmitir 1a enfermedad & traves de
carne contaminada.

Los wintomzs mas comunes son nauseas, fiebre,
rrea y vomito.

no esporul ados,

espasmoa, dia—

La determinacicn de #stos MicrOOr ganioemps requiere tec.ni cas
de aislamiento diferentes segun £1 alimento en que se encuentren;
el tratamiento al cual ha estado sujeto durante su procesam ento
y la carga microbiana del producto final. Por estas razones son
utilizados diferentes medios de preenr;queci miente y enriqueci-~—
miento, en general la metodologia sigue los sxgu:entes pasos:
aY FPre-enrriqueciments pars el tual se usa
Caldo lactosado

B Frriguecimionto en medios de cuwltivo
Caldo selenito cistina
Caldo tetrationato

(Pprueba presuntival

- 11 -



€) Aislamiento en medios de agar selectiwvo.

Agar xilosa lisina desoxicolato ( K.k.D.?

Agar enterico de Hektoen

Agar sSulfito y bizmuto

Agar mMacConley
d) Prueba biagufmica presuntiva

Agar de hierro y lisina

Agar hierro triple azucar
e) Prueba brogquimce confrimativa.

Medic Bim

Caldo Malonato

Agar Citrato de Simon's

Rm—vp

Caldo Urea

Caldo Lactosa

Caldo Manitol

Caldo (.isina

ONPG. . B

A continuacion se muestran las reacciones caracteristicas en
los medios descritas de Salmonella, Shigella y Arizona.

Dado que en la prueba de enrriquecisientc se espera crecimien—
ento de colonias es necesario observar solo si hay colonias, 1o -
cual hace la prueba pocitiva para continuar con el aislamiento —-
selectivo.

£n el aislamiento selectivo se observan caracteristicas tf—
pPicas en el color y desarrollo de las colonias parasa €l medico es—-
pecifico an Que se encuentran as{ para:

XLD.- deben observarse Ccoloniastransparentes u opacas de 0.5
a 1.%mm de diametro, las coloniasas de microorganiemos coliformes
se¢ encuentran rodeadss de color amarillo.

ABAR SULFITO-BIEMUTO.- son colonias cafés grisaceas o negras,
algunas cepas de Salmonells o Arizona desarrollan con un color —--
verde, fue ®& color mas caracterittico en este medic de c€oliformes.

ENTERICD DE HEKTOEN.- Son colonias verde azdles algunas con
Centro negro y borde blarnco en este medio los coliformes son color
salmon © naranja, proteus puede producir colonias verdes amari-—-—
llientas.

AGAR-MAC CONHEY. - Soun colonias incolorses o transparentes,los
coliformes precipitan en el medio las sales biliares.

- 12 -



CARACTERISTICAS DE Salmonella, Arizona vy Shigella.

!
IPrusba o substrato! Sslmonella

'
! Arizona 1 Shigella ¢
H 1 1 1 H
' Urea ! - 1 - ] - H
1 t 1 H H
i lisina i + H + H - i
{ descarboxilasa | alcelina { alcalina ! 1
i i i H H
1 Malonato t - 1 - 1 -
! 1 1 H !
! Indol t - ] - H - o + H
1 i H H t
H Lactosa 1 - H v ' a o + 1
t 1 1 i H
1 Movilidac i + i + 1 - H
H i i 1 ]
i HO en T61 i + 1 * 1 - H
1 ! 1 1 i
1 v 1 - | - 1 - ]
{ | t ] 3
ICitrato de Simmons! + 1 - 4 - !
1 i ! t 4
! Manitol ! * t * ! + o v t
H H H H b H
i Glucosa (gas) i + i * 1 - o - '
i | 1 1 H
i Borbitol ! + 1 * 1 - ov i
1 1 I H :
1

La mayoria de las cepas de §. gonnei son positivas lentas
Del 10 al B9.9% de las cepas son positivas a las 48 horas.
Algunos bjoserotipos de S. flegxneri producen gas.

€l 90% o més dan positiva la prueba dentro de las 48
horas de incubacidn.

El 90% 0 mas dan negativa la prusba.

s H
[}
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REACCIONES DE ENTEROBACTERIAS PATOBGENAS EN TSI.

i H
!Genero y especie lAgar inclinado! Fondo 1 BGas H Hy8 1
i 1 H f H 1
t Bhigelle ! K ! A 1 - t - !
H i t I ! H
! Gaimpoe}ly typhil [3 l " l - l - = 1
1 i H 1 H i
10tras Salmonellas! K H A | * L.+ + + (=24
! ap 1 1 t t |
H 1 ! i H ]
t Arizona H K (A) ! A H + H + - t
t

K = glcalina
A = acida -
Bimbolos entre parentesis indican reacciones ocasionales.

REACCIONES DE ENTEROBACTERIAS PATODOENAS EN LIA.

] i
{Genero y especie !Agar inclinado! Fondo H Gas H ,H’S ]
1 ! t 1 1 1
i Shiqella H K ! A H - ' - !
i 1 t 1 H i
! Galmonells s ¢ '3 I K o N - 1 - e !
1 1 ! b 1 i 14
igalmonella typhi ! X t K ' - 1+ =1
H i ! i i B i
t Bioserotipo ! 19 ! [} t+ o -1 = L
! Paratyphi ! i ! i !
! 1 t 1 1 H
1 arjizena t [ 4 1 XK a NI - LI A !
1 1
K = gicalina

A = acida

N * neutra

b = algunos cultivos raros de 5. typhi pusden no descarboxilar

la lisina.
(=) © (+) = resaccidnes ocesionales
NOTA & Una reaccidn alcalina en #ste medic indice descarboxilacidn.
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CARACTERISTICAS BIDOUIMICAS DE B. cereus

P R U E B A {COMPORTAMIENTO ¢
Catalesa : + i
Movilidad : + :
Reduccicn de nitratos ; ~C lx
HidrSlisis del almideon ; + :
Rtn::xén de la yema de huevo : + ::
vP (Voges — Proskauer) : - ;
Licuwfaccion de la gelatina l, - :
Glucosa : a lI

Bacerosa ll A :

Glicarol : A :

Balicina ll A :

Manitol ll - :

! [

H H

Leche psptonada Peptonizacidn

= Produccion de acido sin gas.
= Del 10 al 30 X de las cep son positivas.

o>
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ORGANI SMOS COL1FORMES

Son bacilos Gram negativos no esporulados, serohips o facul-
tativamente anaercbios, que fermentan la lactoss £on produccidn
de gas en 48 horas de incubacidn a 35 of, los organismos colifor-
mes constituyen un grupo heterogeneo con hibitat primordialmente

intestinal.

ta 1nve5tiga:ic;n de coliformes en alimentos es un
de contaminacidn fecal o er algunos casos de practicas
inadecuada<,

Dado Que la leche en polvo tiene un procesamiento
temper atura e! nimero de bacterias coliformes esperado

indicador
higienicas

con alta -
es minimo

y para poner ¢on evidencia la presencia de organismos coliformes

se hace necesario usar una pruoeba presuntiva con caldo

lactosado

y una confirmativa con caldo lactosa bilis verde brillante al 2 %

Esta tdcnica tiene una ba

estadistica en la cual =e consi-

deran 5 tubos con caldo lactosado de concentracidn doble y 2 tu-—

bos con caldo lactosadc de concentracicn sencilla para

la prueba

presuntiva, posteriormente se consideran 7 tubos con caldo lacto-
=a bilis verde brillante y se contrastan los resultados con la -
siguiente informacidn.




NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANISMOS
LIMITES PARA VARIAS COMBINACIDNES DE RESULTADDS
POSITIVOS Y NEBATIVOE

Nuserc de tubos positivos

NAMP x 100 ml

Limites de NeWw

1 1
1 1
€inco tubos! wunh tubo | un tubo ! ! lnferior | Superior

de 10 ml it de 1. ml | de 0.1 mli ' i

1 1 1 ] 1
o 1 o 1 <] H 0,0 1 1 5.9
e} 1 1 i o 1 2.0 1 0.05 | 13.0
1 ! e} 1 1 1 2.2 1 0.035 !} 13.0
1 I 1 1 [} 1 4.4 I 0.52 | 14.0
2 1 o 1 [~} 1 8.0 1 o.%4 | 19.0
2 ! 1 i o 3 7.6 1 1.5 1 19.0
3 3 [+] 1 o ] 8.8 ' 1.6 H 29.0
3 1 1 H =] ! 12.0 1 b 791 ' 30.0
Ld { o i 1 1 1%5.0 1 3.3 1 &46.0
L § [« 1 o 1 20.0 ! 5.9 ! 48.0
4 1 1 i o t 21.0 1 &.0 H 53.0
s 1 (<] § o 1 38.0 i 6.4 i 3X0.0
S 4 [e] 1 1 1 9.0 H 12.0 1 370.0
S ! 1 | o H 240,0 ) 12.0 H 3700.0

-] 1 { 1 1 H ! 88.0 i

[} i H 1 i

Lisites para cuande son usados cince tubos con 10 ml, un tubo con 1 Ml
y un tubo con 0.1 ml de wuestra.
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ORGANISMOS MESOFIL ICOS AERDBIOS

Son aquellos microorganismos que proliferan cuando se incu—--—
b2n l1os medios de cult:vo a2 temperaturas definidas entre un rango
de 20 a 45 of en aerchiosis.

La tdecnica comunnmente analizade es e! recuento en placa, que
constit., e una estimacicn de la cantidad realmente presente.

HONGOS Y LEVADURAS

Los hongos y levaduras son microorganismos cue tienen inte-—
res comc causa de alteracidn; ciertos hongos pueden producir al -
desarrol larse en el alimento micotoxinas con efecto en ®1 hombre.,

£l proposito primarioc de su 1nves‘1g.:!6n consiste en descu-—
brir ll Expasicidn a fuentes de contaminacion Y defectunsa conser
vacidn de los alimentos, ce por ello que en los andlisisg realiza
dos interesa su abundancia, mis que su sola presencia,

Con base en lo anterior y dado el creciente uso de la leche en
polvo en la tndustria alimentaria, este traba)o pretende aportar
mayor informacich scbre la calidad microbiclogica de la misma en
ciertas industrias de alimentos sn Mexico.
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GENERAL.

1.0 Determinar la calided microbioldgica de 1a leche en polvo de
tres industrias ®n las Que se utiliza dicho producteo.

PART I CULARE S,

1.1 Determinar por medio de las tfenicas microbiol ogicas 1
Cuenta de bacterias mesofflicas aerobias, organismos coli-

formes, cuenta de hongos v levaduras, Salmonella sp , Sta—

phylococcus aureus asf como Bacillus cereus y comparar si
“Las corresponden a las establecidas por la Norma Dficial
Mexicana vigente.

1.2 Determinar ¢l contenido de humedad y acider aci como el va-
lor de pH de la leche en palvo industrial para su compara-
cidn con la Norma Oficial y establecer 'a posible correla-
cidn con las cuentas microbianas obtenidas.

1.3 Evaluar la calidad de 1a leche analizadas en base a los resul

vados obtenidos y comentar sobre su posible utilizacidn in-
dustrial,



Puesto que se tiencn pruebas efectivas de la deficiente cali-
dad microbioltpgica en la leche en polvo de tipo industrial,.luego
entonces en ] desarrollo del presente trabajo se realizara un
conteo de los microorganismos mas importantes desde el punto de
vista de la salud y de e€sta manera recharar o aceptar la calidad
micropiologica de 1& leche en polve, en base a las especificacio—
nees de la Norma Oficial Mesicana Vigente F~26-1982.
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Antes de insciar cuslquier técnica de andlisis microbiolg—-—-
gico, es necesario preparar togo el 21 material & utijizar, ade-—-~
mas de preparar el lugar en donde se va a trabajar, todo el mste-
rial de vidrio agf; come los medios de cultive, deben ser eaterd -
lizados cun &) metodo mds conversente, paras ampliar la informa-- -
cion Ver anexo No. 1.

La cantadad de la muestra « utilizar
segin el andlisis a realizar. sin embargo
sado de las muestras el obzervar riguroso
narlas, atendiendo en extremn ests accion
exurtitud del peso, dichas observationes
en &l anexa No. 2

1o define cada Le’cr\icn.
*s general para el pe-—
cujidatdo en No contam -
y cuidando ademas la -
v tujdados se detallan -

Dado que la muestra a manejar (leche en polvo) requiere de -
un medio de dilucidn, en todag las t€cnicas se manela como tal - -
una so0lucion de TOs7atos esteéri) a la Gue se llams wclucion gilu-
yentes su preparac:dh puede encontrarse en el anexo hNo. 3

La preparaticn de loe metdios de cultive utilizados en el de
sarrollo del presente trabajo se realizo segun
tadas para los medios de cultivo Bioxon (19803,
se indican 1os compones tes
1o medios de cuwltivo.

tins ver planteadas 135 concideraciones anteriores, la meto——
dologfa ae inicia con el muestreo en 1a industria y posteriormen-—
te continua con ¢! trabtajse realizado en el laboratorio.

A continuacidn se describen

g les tetnicas a desarrollar en —
cada uno de €stos lugares.

indicaciones anco-—
en el anexo No. S
y forma de preparacion de cada uno de

— 21 -



MUESTRED EN LAS INDUSTRIAS

Las muestras se colectaron en cada una de las industrils, -
utilizando bolsas de plastico esteriles y una cucharilla mptalica.

En la industria No. % y 3 no se pernitio 1 auestreo personal
%in embargo se les prupor:innn el material ya mencionado para ob-—
tener las muestras, obteniendo as{ cinco muestras en cada una de
las ingustrias, las cuales pertenecen a lotes v marcas diferentes
a dichas muestras se les rotulo como muestras A, B, C, D y E para
Cada una de laz industriaes , rotuledas como industria No., 31, No.2
y No. 3

En la industrise rotulada como No., 2 las muestras se tomaron —
de la siguiente manera.

i.- Cercx del _SaC0 Que contiene la leche en polvo, s& coloca la —
bolsa esteril ligeramente abierta, 1o necesario para introdu-
cir la muestra.

2.~ Con una cucharilla estsril e toma la muestra y s® xntrodu:e
a la bolsa de pladstico. Este procedimiento se realizs hasta—
obtener una muestra de aproximadamente 200 g .

Se tomaron cinco muestras de diferentes lotes, cabe mencionar
Que solo se permitio muestrear tres sacos de cada lote.

3.- Entre e} muestreo de un lote y otro la cucharilla se limpio —
con una solucion de alcohol al 70 % .

Las muestras asi obtenidas se llevaron al laboratorio para
practicarles las siguientes pruebas.
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RECUENTO DE BACTERIARS MESOFILICAS AEROBIAS.

1.~ Pesar 10g d& muestra.

2.~ Adicionar la muestra a un frasco de dilucion que contenga %0
m] de solucidn reguladora de fosfatos (solucidn diluyente).

3.~ Preparar diluciones &n tubos con 9 ml de solucidn diljuyente.
Ver anexo No. 3.

4.- Al concluir cada dilucidn i1nocular 1 a1 de cada una de dstas
®n cajas Petri, previamente estériles y rotuladas. VYer anexe

S.— Adicionar a cada taje de 12 a 15 ml de agar cuenta estandar.

6.~ Incorporar la muestra al medio de cultivo por medio de rota—
ciBn de las cajae Petri en una superficie tisa.

7.~ Dejar solidificar e fncubar a 3% of durante 48 h.

8. - Observar lase cajoc Que contoengan entre I0 y 300 colon:as. Ver
anexo No. &3 multiplicar los resultados gor la inversa de la
Qilucidh correspondiente y reportar colenias por gramo de —
muestra (col/g). (1o

NOTAS

Actualaente los resultados e expreosan como UFC lUnxdade§ formado

ras

da colonias), sin smbargo con motivo de la comparacion de los

resultados obtenidos con los de la Norma Oficial, se expresan en
colonias por gramo .
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RECUENRTD CE HDONGOS b4 LEVADURNE.

Pesar 107 de muestra.

Adicionar 1a’muestra a un frasco de diluciorn Que tontenga 90
ml de solucisdn diluyente.

Agitar vigorosamnete por varios segundos y dejar

repogar por
10 min.

Preparar ©l medic agar paps dextrosa (PTA;,

szidificarlo con
acido tart&rico estdril al 10 % hasts cbtener un pH de 2.5 £V

vaciar en cajas Petri estériles ce 15 a 20 ml y esper ar que-
solidifique.

lnocular 1 @l de @muestra a cada caja con el medio ya sdlido vy
@xtenderla com varilla codada esteril.

Incubar las cajas en poc.x:x:ln nvertida o temprratura ambien-—
te durante 3 dias sin destapar, efectuar un recuento presunti
vo de las colonias de hongoo desarroll adas si egstas yva ze hi-
cicran muy evidentes; en casc contrario incubar las cajas 24

noras mds y ontoncee proceder al recuento final.

Multiplicar la cifra obtenida por la itnversa de 1a diluclén -
correspondiente y reportar las colonias de hongos
de muestra (col/g). Ver anexo Na. &

por gramo -

Para el recuento de levaduras, sembrar | mi de la gilucidn v
adiciorar de 12 3 15 m! de medio agar papa deztrosa; incorpo-
la mLestra cocn 21 medio hactiendo rotacian2s de izquierda a de

recha y viteversa. Esperar a que solidifique e incubar a 35
$ Z oC por 24 h + 3.

Contar el andmero de levaduras en las Placas y reportiar colo——
nias deo levaduras por gramo de muestra tcol,/g). 1o
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DRGANII SHMOS COLIFORMES (N;ﬂ.P’

PRUEBA PRESUNTIVA

1.-

2,-

X, -

., -

-

Pesar 10 g de muestra.

Adicionar la muestra a un frasco que contenga %0 mi de solu-
cidh diluyente .

Inorular con 10 ml de muestra cada uno de los 5 tubos de fer—
mentaci1dn, que contengan caldo lactosado de concentracidh do-
bles un tubo con i ml de muestra Yy un tubo con 0,1 ml en tu-
bos con calde lactosado de concentracion sencilla.

Incubar a2 3% & 2 oC durante 48 & 3 h,
Obtservar cuidadosamente cada tubo. La presencia de gas en -

cuslquier cantidad dentro de la camp a de fermentacidn (Tubo
de Durham) hace la prueba positiva.

PRUEBA CONF IRMATIVA

1.~

Traneferir individusalmente de cada tubo positivo a un tubo de
fermentacidn con caldo bilis verde brillante al 2 %, de = a 3
asadan

Incubar a2 3% ¢ 2 of durante 4B = 3 n.

La formacidn de gas e&n cualquier cantidad dentro de la campa-—
na, hace positiva la prusba.

Determinar el Ndmero Was Frobable de organismos coliformes en
la muestras

Reportar como: N.M.P. de organismos coliforses en 10 g de —
muestra., (207
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1.—

20—

3.-

a.-

S.—

6.~

b 2.

.-

10. -

Al SLAMI ENTO D E Salmonella a2p

Peasar 2% g de muestra y adicionarlos a 225 al de caldo lacto-—
sado y homogenhizar .

Icubar a 35 oC durante 24 nh .,

Inocular 1 ml de la muestra incubada , en 10 m! de caldo se-
lenito - cistina e inocular 1 ml de la muestra incubada en !0
ml de caldo tetrationato.

Inoculer a partir de los tubos de caldo selermato — cistina y
caldo tetraticnato una placa de agar bilis verde brillante,
agar sulfito y bismuto, agar XLD y agar tMac Conkey., Utilizar-
de dos a tres asadas para inoctular cada placa y sembrar de ma
nera que pusdan obtensrse colonias bien aisladas.

Incubar a 35 ofC durante 24 h y obhservar cuidadosamente las -—
colonias desarrolladas.

Seleccionar colonias sospechosas de pertenecer al genero Sal=-
monella o Arizong,

Si no se observan colonias sugestivas del _generc y no hay de~
sarrollo , proscguir la incubacion 24 h mas.

Inocular a partir de una colonia caracteristica proveniente
del caldo selenito - cistina y otra del caldo tetrationato en
los medios TSI (Hierro Triple Azdcar) vy en el medio LIA -——
(Agar Hierro Lisina) .

Incubar a4 35 2 2 oC de 18 a 24 h .

Inocular los cultivos con reaccicnes t(plcas de Salmonella
y/0 Arizqona en los medios adecuados para las siguientes prue-—
bas bioquimicas : Produccifn de Indol, Movilidad, Urea. Malo-
nato,Rojo de metilo, Voges - Proskauer, ONPG, Citrato, Lisina
Lactosa y manitol. (10)
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1.~

RECUENTO DE Staphylococcug qureus

Pesar 10 g de muestra y adicionarlos a 70 ml de snlucién di-
luyente.

Preparar diluciones en tubos con ? @l de zcluciéh di luyente

Preparar cajas Petri estfriles con 1S O 20 m! de Agar Baird -
Farier y esperar a quc snlidifique,

adicionar 0.1 mi de las diluci:dhes clegidas sobre Agar Bairc
Farker y extanderla con varilla de vidrio en toda 1a superfi-
cie del medio, usar una varilla para cada dilucien.

lncubar las placas invertidas a 2% + 2 oC durante 24 - 4B h

despues da 24 h seleccionar las placas que contengan de 50 -
1S5S0 colorias aicladas. Contar y marcar todas aguellas que -
aparezcan negras vy brillantes con o sin ligero borde blanco—
vy rodeadas por zona clara. lncubar 1as placas por 24 h mas e
incluir en 21 computo final las colonias nuevas que reusan -
las caracter{sticas ya sehaladas.

Seleccionar las cajas gue contengan entre 50 y 1%0 colonias
t{picas, efectuar un frcte y tefiir con la tecnica de Gram, -
Ver anexo No. 10 . observar su movilidad y pfectuar las prue-
bas ca fermentacidn de manitol en anaerocbicsis, coagulasa Y
termonucleasa.

Sembrar las colonias escogidas en el caldo Infusidn Cerebro
corazdn, en dos tubos diferentes ,Uno destinacdo a la tetnica
coagulasa y otro para Termonucleasa, incubar a 3% of durante
18 - 24 h. 20
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PRUEBA DE COAGULASA

Al
B)

o

AR una serie de tubbs adicionar 0.5 m! de plasma

Incubar en bafio de agua a 35 oC y cbservar a las 2 y 4 h, los

negativos descartarlos a las 28 h.

Reportar positiva la prueba si hay formaq)dﬁ de coagulo peque-—
fo pero bien constituido o una coagulacion total de la mezcla

200,

PRUEBA DE TERMONUCLEASA

Aa)

B)

A la ptra serie de tubos sembrada «n caldo infusidn cerebro -
coraron practicarle la siguiente prusba.

En una caja petri desechable con 10 ml de medipo de cultivo A——
gar azil de toluidina DNA. Se hacen orificios de 2 mm de dia-
metro.

Colocar una gote del cultivo pbtenido ® incubar a 37 of duran—
te 4 h . Se da como positiva la prueba con la presencia de un
halo color rosa alredetSor de los orificios, que indican hidro
liwmis del DNA.

Computar 2] numero de microorganismos en el producto, tomando

en cuenta 1l numerc de colonias,la ditucidn seleccionada asi
como @1 volumen jinoculado. Ver anexo No & (207 .
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RECUENTOO D E Bacilluys gereus.

{.-Pesar 10g de muestra y adicionarlos & 90 m) de solucidn dilily
yente y agitar vigorosamente por varios segundos.

2.-FPreparar las sDlucicdnes convenientes en tuboas con 9 m]l de so—
lucidn diluyente.

3.-Inocular 0.1 ml de cecda dilucidh mobre la superficie de las
cajas que contienen medio KG solidificado vy extsnder con vari-
lla de vidrio.

4.-Incubar & 30 oC durante 24 h,

S5.-Seleccionar para el recuento las placas gue contengan un
nimer 5 de colonias que permitan Dbl!rv.?l.l’ con claridad, asi
como 10s halos turbios caracter{sticos de sste microorganismo.

A.—Contar las colonias t{picas de B, cereus las cuales son redon-
das, planas, secax, transluridas, cremosas, rodeadas por un
halo denso de precipitacicdn sobre el fondo rojo violeta del
medio.

7.-Confirsar la presencia de microorganismos de la siguiente mene

ra
8) Transferir de 5 - 10 colonias sospechosas de la placa sele-
ccionada ( Oue contenga alrededor de 100 col ), cada una a

un tubo de geleosas nNutrativa inclinado.
® incubar a 30 oC durante 24 h.

b

preparar an frotis y tenirlo por la té€cnica de Bram,para ob
observar la pureza del cultivo. ver anexo No.1lC

c} Preparar una suspensidn en solucidn salina y observar al
microorganismo al microscopio para determinar su movilidad
que debe ser del S0 - P0 % de las cepas.

dr Si el cultivo esta purD v es movtl continuar con €l estud:io
inncular tubos de fermentacioh coni caldo olucosa, caldo sa
carosa, caldo manitol, caloo glicerol, calco sallcilina, -
caldo nitrato, leche tornasolada, gelatina nutritiva, gelo-—
sa almidoh, caldo Voges-Proskauer.

&) Incubar a 30 of durante 24 h. excepto el ultimo caldo que -
ragquiere do 88 h.

L 2] Comparar loe resultados de las pruebas de fermentacicn de -

los azdcares, VP, leche tornasolada y licuefaccidn de la ge
latina con las ceracter{sticas broquimicas de P. CRrMuUS.

g} A partir del porctnta;e de colonias confirmadas Jr B.Csrasus
calcular el ndmero de colonias poOr gramo de aumstra. (20>
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DETERMINACILI ON DE HUMEDAD

ar con exactitud 4 g de muestra en una :‘bsula de n(qupl -]
acrero inoxidable previamente desecada, extendiendo la PMIB(FG
@n una capa lo més fina posible scbre la base de la capsula.

2.- Colocar la cépsula con su contenido en la @#stuéa a 103 ol y —
desecar durante 4 h.

3.~ Retirar la capsula, enériar en desecador y pesar.

4.- Volver agolocar la cépsula en la estufa y desecar nueva_mente
durante unos 30 min ,retirar, enfriar y pesar.

S5.- Continuar la de acidn hasta alcanzar peso constante.

&.- Calcular el contenido en humadad a partir de la perdida de pe
ac de la muestra. 17y

Pm —
% HUMEDAD = ——w———————- x 100
"
DONDE 2
FPm = Peso de la capsula con la muestra aun humeda.

Ps = Peso de la cdpsula con la muestra seca.

M = Feso de 1a muestra en gramos.



DETERMINACLCTION D E ACIDEZ

1.~ Pesar 10 g de muestra
2.- Afadir SO0 ml Ode agua destilada medida con una bureta.
I.=- Hervir durante S minputos y despues enfriar antes de titular,

4,- Titular con hidroxido de sodio 0.1 N usando fenoftaleina como
indicador

5.~ Cuando se aproxime al punto final, afadir la aclucidn de hi—-
droxido de sodio gota a gota, cerciorandose de que la colora-
cion final no desapareica. {(17)

&.- Calcular el porcentaje de acidez con la siguisnte expresicn 1

m! NaDH x N x 0.09 x 100

Acidez = = g % de acido lactico
"

DONDE

N = Normalidad del NaDH

M = mililitros de muestra

0.09% = miliequivalentes dgel acido lactico

M EDICIDN D E pH

1.~ Pesar 10 g de muestra.
2.~ ARadir 50 ml de agua destilada.
3.- Hervir durante S5 min y despues enfriar a temperatura ambiente

4.- Calibrar el poter-iometro @ introducir el electrddo a la mues
tra, leer en la surcala correspondientes a pH.

S.—~ Reportar pH de 1la muestra. (%)
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A continuacidn se presentan lops resultados obtenidos en l1os
andlisis microbioldgicos y fisico-guimicos practicados 4 las 15
muestras obtenidas €n las tres industrias,

PRUEBAS DE COLIFORMES (N.M.P.)

El cuadro No. ! nos muestra los resultadoz obtenidos en 1lac
pruebas presuntiva y confirmativa practicadas a cada una de las=s -
muecstras proporcionadas por las 3 industrias.

Compc se puede observar en la prueba presuntiva, se 1noculan 7
tubos cua caldo lactosado; 5 de concentracicdn doble y dos de con-
centracidn sencilla; si se obtienen resultados posjtivos (forma--
cion de gas) se realiza la prueba confirmati.a inoculando en cal-
do lactosa bilis verde brillante al 2 % ,si =¢ obtienen resulta-
dos negativos la prueba confirmativa mo se reasliza, tal es i ca-
s0 de las muestras A y E de la industria 3,

La expresidn (xo) corresponce a los casos en los Que existe
crecimiento de microorganismos mas no presenta formacidh de gas -
en la campana de Durham, si1n embargo se practica la prueba convar
mativa, para asegurarse de que dichos microorganismos no son coli
formes.
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RESULTADDS DE LAS PRUEBAS MICROBIOLOGICAS PRESUNTIVh Y CONFIRMATIVA

CUADRD

No.

1

PARA ORGANIEMOS COLIFORMES .

(N. M. P.)
" i 1" INDUSTRIA 1 " INDUSTRIA t INDUSTRIA 3 1
t PRUEBA {IMEDIO DE CULTIVO!! T 1
1 1 A B CDE t A B CDE I A B CDE i
1A n
3 A " L i + + + + 40 I ~ 4D +0 +0 -~ K}
K} 11CALDD LACTOSADD 1! LN IR tt + + + ¢ 40 I - 40+ 40~ [
15 | IDE CONCENTRACIONI | L R i + + 4+ 4+ 40 t -~ 40 + 40 - K]
L i DOBLE H L i + + + 4+ 40 i ~ 40 + 40 - "
i1 PREBUNTIVA 11 " + o+ s 1 4 + + + 40 " ~ 40 + +0 - 1K
1t ' " B i n
" L ICALDD LACTOSADO 1! - - - = 4+ N - -+ ¢ - ih! ~ 40 + 40 - "
1 ! IDE CONCENTRACION! | H " 1}
N [ BENCILLA 1§} - - - - - 1 - - - 1N = 40 + 40 - B}
i t 1K} 3] 1 1A
X} [} H - - - - = b - - 4 - = H ~ 40~ - * [
3 18 " - - - - - i - = 4+ - - 1 S~ 40~ -7 13
] 11 CALDD LACTDSA 11 - - - - - t - - = = = [h} A s+ - ~ 1"
L ICONFIRMATIVA!!  BILIS VERDE t - - - - - [ - - + = = H ~ 40+ - "
t 1t BRILLANTE 2% It - - - = - 1} - - - - = 1 A 40 - -~ 1"
1 i " - - = - = " - - - - - i ~ 40 - = = H
" i " - == - - 1 - == - - 81 ~ 40 - = ° 1N

ESTA PRUEBA SE PRACTICO POR TRIPLICADO PARA CADA UNA DE LAES MUESBTRAS DE LAS DIFERENTES INDUSTRIAS,
ANDTANDD EN EL CUADRD EL RESULTADO PROMEDIO.

NOTA:

+0 No presentaron gas, solo crecimiento

~
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Dadus los resultados anteriores, no se practlcé la prueba



Sslmonella so.

El analisis practicado en la prueba de Salmonellas sp. ala -
leche &n polvo se resume en e! cuadro No. 2 en e! que se observan
las prueb,s realizadas, los medios de cultivo utilizados en cada
prueba asi como loe resultados para cada una de las muestras pro-
porcionadas por las tres industrias.

Analizando el seguimiento de las pruebas practicadas a cada
muestra se nota que para cada medio de cultivo se tiene un resul-
tado que puede cer (+) o (-), 1o que indica la presencia o ausen—
cla de crecimiento, sin embargo estos signos (+) o (-} no tienen
&1l mismo significado en la prueba bioqu(mica confirmativa, pues -
#n wstas denotan reacciones de metabolismo, las cuales se compa——
ran con el cuadro tl’pu:o de reaccidnes cspeci1ficas de Salmonella.

El simbolo (D) representa crecimiento de colonias no tfpicas
a las esperadas on el medio de cultive en £]1 Que e encuentran, y
el simbolo (™) 1ndica que no se realizd la prueba, dado que los —
resultados anteriores son negati vos.

Es importante observar la muestra E de la industria 2 que —-
presenta positivas las pruebac; presuntiva, aislamiento selectivo
y biogufmica presuntiva, ademas la prueba biogufmica confirmativa
no corresponde al comportamiento de Salmpnella, comparandn las ca
racter {aticas bioqufmicas obtenidas con las ya mencionasas en 10s
antecedentes su comportamiento corresponde al de Shigella, que ——
es también un organismo patdgenc importante.




c u A D R o No, 2

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS DE AISLAMIENTO SELECTIVO Y PRUEBAS BIDQUIMICAS PARA Salmonella wp

0N F B R T B e S AR 1 T B Bl B

1 HEDIOS DE i INDUSTRIA 1 11 INDUBTRIA 2 it  INDUSTRIA 3
PRUEBA 1! 1t { s "
1 CuLTIVO 1HAIB!CID,CI!AIBICIDIEILAIBICID!
[ O s | t
11 CALDD LACTOSADD 11 ¢ | ¢ L + {41 ¢ {1+ 1 ¢l el el el el el tls]s
PRESUNTIVA 1! BELENITO-CIBTINA 11 = [ ¢ 1 -1 ¢ 1+ f1 =t =1 =l =1+ ite]+i+ls]|+
11 CALDD TETRATIONATD {} & | & L 4 1 ¢ 1 =11 =1 =t =t 1 ¢ tlaeteielel
t 1t 1" 1
1Y AGAR XILOSA LISINA I} _ 1 _ L _t _ 1 _t4 _t _t t_1+t131a19:¢ !
tODESOXICOLATO (XLDY t¢  + ¢ ¢t 4t 0t T oo ot T
: 1 1 1
AIBLAMIENTO 1t AGAR BULFITODE {1 _ { _ 0 _ 0 _ 1 _ 8t _ bt _ b _tett _t_ 1 _t_t
1" BISHUTO [ S Y T (T T N T R T B B
i 1t 1 21y
SELECTIVO  I! AGAR ENTERICO DE 0 _ f _ 0 _ & _ % _ i _ b _ 0t _1_t+119ata1ai_t
1 HEKTOEN [ T T T [ T L T A T R B
1 1 1 "
Il ABAR MAC-CONKEY 11 = f =1 =1 =t =1l=1=1=0=1+11913¢t _t_1
1t 1 ' 1t
11 AGAR DE HIERRO t! t 1 1 1 | S T T S S R S BN
BlOGUIMICA 1! LISINA (LIA) R B S B B T B S S S ¥ B SR S S
1 1 1 1
PREBUNTIVA ||  ABAR HIERRD [ T T B [ T T TR S € S N R B
VITRIPLE AZUCAR (TSI) (1 ~ b ~ b~ 1~ 1~ i~ ~t~b~g 111 s~
1 1 : 1
i MEDIO SIM [ R R R B R R B I B T R I N |
1 I ! amnll
it CALDOD MALONATO 1} " F 2t~ i~ ]~~~ i~ r i+l sint 1~
1 1 i 1
t! ABAR CITRATO DE (1 | 1 & 1 [ N R N I I
1 SIMON'S [ N B B T N T T S N T F N N B S|
it 1 1 - e
BIODUINICA 1} RM - VP [ R R B B T B B I O N T Bl B SN ol |
1 1 ! i
1 CALDO UREA [ R B B B T T T B T 1 Il Bl BRI N |
CONFIRMATIVA {l==res Pemem : H
1L CALDO LACTASA 11~ 1~ ~ 1~ "1~ "~~~y s~
b t H iwe
1t CALDD MANITOL [ R B e B T A R BN BN RS § B SR B
1 1 [Pm—— sam ) fen
18 CALDDLISINA 18~ 1A 7patar st~ i ~tedl b~~~
1t 1t 1 1
1 i :

CL ARALIGIS SE REALITO POR TRIFL
MICA CONFIRMATIVA EN LA MUESTRA "

" DE LA INDUSTIRIA 2.
NOTA

~ = Dador log resultadus anterlores, no e practicd la prueba
9 = Crecimienlo de colontas no tfpicss de Salmonella sp, Shigells v Arizona.
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ADD ¥ SOLO SE DBTUVIERON RESULTADDS POSITIVOS EN LA FRUEBA BIOQUI-



Bacillus cereusg

se observan los resultados obzenidns'eg
aislamiente selective v confirmacion

En el cuadro No 3 -
las pruebas de aislamiento,

bioquimica de g .
Al practicarles el alslamiento en agar ¥G a las muestras to-

madas en las diferentes industrias se obtuvieron resultados posi-
tivos, el namer> entero dencta las colenias promedio, Que son to-
madas coma base para seleccionar pl nlmero de colonias por probar
los simbolos negativos indican Qque nd hubo crecimiento y por lo -
tanto no se practico ninguna otra prueba.

Los resultados obtenidos en la confirmacich banufhl:a. se —
comparan con las caracteristicas mencionadas en los antecedentes

para Bacillus cereus,
Finalmente e calcula el numero de colonias de Bagillus ce-—

reys de la siguiente manera.

En la muestra A ce la industria ! se encontraron 80 colomas

wn la dilucion 167 y se probaron 5, de las cuales 4 resultaron po

sitivas a todas las pruebus, de modo que las oOperacicnes son las
siguientes;:

Colon:as probagas S5 -

Colonl as en total BO -—-

~=-= 4 resultaron pcosjitivas
—-=~ X total de colonias positivas

X = &4
64 x o.1 ml x 17107
Colonias Volumeh inocul)ado Inversa de la
positiva gilucion utilizada

Se multiplica (0.1) (10) = a | m! para obtener resultados —-
de colonias por miltlitro.

&4 X 1 X 10 = &40 Col/ml

Los caltulos finales para todas las muestras se reportan en
®l cuadro No.
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c u a D R O No. 3

RESULTADOY DE LAS PRUEDAS DE:  AISLAMIENTO, AISLANIENTO SELECTIVO Y CONFIRMACION BIOGUINICA PARA Bacillus cereut.

TALS! AMIENTO!

|Alsu\mnﬂul 1 C OFIRMACION BICDOUIMICA
ISELECTIVO ¢
! AGAR KB ! GELOSA  IREDUCCION nsmmnﬂuﬁlamspccmn DE LI\' RM-VP ILICUEFACCION DE! CALDD | CALDD | CALDD ! CALDO | CALDO ! LECHE
IKIN-GEOPFERT! NUTRITIVA 1 NITRATOB {DE ALWIDONIYEMA DE HUEVO i LA GELATINA | GLUCOBA IBACAROBA IGLICEROL !SALICINA ! MANITOL 1TORNASOLAD
ameoe s ] =1
i A PN A PN A z....uo;.c-x....m...-.»..ou.u..
- -1
' _ H < ' - S | N VA - HIEN
N S - NN
!
vae [ ses Toes
N vy - HIS
¢ - - [ - '
[ BRI T N N N L L Tt S 1
1 AR R R R R R R R R
e 1 '
[ e R 1 H
! l
! - - [ ! !
! - N HE H
v
1 - - [ '
tooae e e 1
PR T R T L S S P e LR
« v~ N TN N
- ~ oo ~ R R e

Dados 105 recultasos anteriores, no se phu’llch la prueba.
W ¢ Mimero tolal de colonias de Baclllys cereus en agar KG (Kim-Geopfert).
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Staphylococous daureus

En el cuadro Mo. 4 se observan 1os analisis realisados para
la prueba de Staphyleoceccuys aureus. Cada muestra se inoculo en a~
gar Baird Parker obtentendo cierta ndmero de :olcnlas, por 1o que
se considera pocitiva la prupeba, mientras que las muestras que no
Se obtuvo crecimiento deé colonias la prueba se considera negativa

De acuerdo 2 la cantidad de colontas obtenidas en el agar --—
Baird Parker se toma un ndmero de colonias por probar como se men
ciona en los antecedentes y se realiza la pruebs de fermentacicn
de manitol , que s® caractaricza por &1 desprendimiento de gas, ——
siendo positivos los resultados cuando existe la presencia de gas
Y negatives cuando hay ausencia de éste.

Or dinariamente a 1as ¢olonias que son positivas en la prueba
de fermentacion de manitol se les inocula en caldo (B H 1), sin
embargo en cste estudio también se inocularon las tolonias que —-—
dieron negativa esta prueba y as! comprobar que 10s microorganis-—
mos presentes no son Staphylocogeus aureus; una ves incculados en

{ BH 1) sa les prattica la prueba de Coagulasa y Termonucleasa
que son las pruebas mas importantes para determinar su patogeni--—
cidad.

Para obtener un nmumero real de Staphylocpccus aureus totales,

, S ayreus coagulasa positivo y Staphvlococtus aureus
termonucleasa positiva se realizan los siguientes calcules :

Staghwylocgccus aureus totales

Se considera el nimero de fcolonias encontradas en las placas
de agar Baird Parker,la dilucion utilizada y €l volumen inoculado

Asy para la muestra D de la industria No. 1 ss encontraron 7
colonias en la dilucioh xo", inoculando 0.1 ml de muestra; cabe
seflalar gque para que 1os resul tados sc expresen en calonias por—-
mililitro de muestra e@s necesario multiplicar 0.1 x 10 = 1 ml

¢ 73 1y /80 ) = €7 ) 13y ¢ 10 = 70 col/ml.



Staphylotorcus aureus termonucleasa positiva

Fara esta miama nuestra de la misma industria se probaron --—
bioquimicamente = colonias, de las cuales | resulto positiva por-
1o que los cdlculps se hacen e la siguiente manera:

Colonias probadaes 3
Colonias en total 7

1 resulto positiva
X total de colonias positivas

X =(7) (1373 =233 ————n2

Tomando en cuenta la dilucicn utilizade, asi como €1 voldmen
inoculado ee tiene:

€2 ¢ o.1 ) €102 € 17210 = 2 (1) ¢ 10 ) = 20 colsml

Sthaphylocozsecus aurcus coagulasa positvs

Egte cuenta se calctula de igual manera que termonucleasa —-
positiva.
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c u A o R a No, 4

KESULTADOS DE LAS FRUTBAS MICROBIOLEGICAS PARA Staphylococous aureu

1 ! AGAR IFERMENTACION: (B H 1} 'PRUEBN DE! PRUEBA DE !
INDUSTRIAIMUESTRAT OAIRD : DE B INFUSION H :
] I PARKER HMANITOL ICEREBRD CORAZON CAGLILASA | TERMDNUCLEASA L

memmess deEEE ey At Ce e AR

17 . P POV P

.- -

NOTAs .
~ Cadoe los resultadou antericres, N9 e practicd la prueba.

N
G
1



CUADRD No 5

A continuacidn se muestra el cuadro No S que contiene todos
los resultados de las pruebas tanto microbiologicas como +{sicas
y quimicas as{ como también las especificacidnes de la Norma Ofi1-
cial Mexicana.

En €ste cuadro se aanejan z0lo los resultados finales obte—
nidos de las pruebas antes mencionadas,de manera que puede apre--
ciarse la situacidn de cada muestra en todas las pruebas realiza-
das.
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ANAL IB1S D E RESULTADDOS



Mo, 5

OF LAS MLESIRAS ORIEKILAT EN 1AS TRES INDUSTRIAG.
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El andlisie de los resultados < inicia con 1oe cuadros ref
rentes a las prusbas miceobioldyicas de los microorgani smos que
desde el punta dc vista de la salud son mds 1mportantes.

ORGANISMOS COLIFDRMES

En ¢l cuadro Mo. | <& obuervan l1o0s resul tados de las prucbacs
presuntiva y confirmativa para arganismos coliformes, para la in-
dustria No.1 se obtuvieron en la prueba presuntiva para todas las
muestras (A, B, C, D y €) resultados positivos en el caldo lacto-
sacddo de concentracion doble, 1o gue pudicra indicar la presenc:a
de organismos coliformes en las muestras. (200,,, en &l caldo lag
tosado de concentracich sencilla solo una mucstra, la E, presenta
resul tados positivos, sSin embargo al practicarle la prueba confir
mativa en el caldo lactosa bilis verde brillante se observa que -
ninguna de las muestras presenta crecimiento de microorgani smos -
ni formacidn de gas, fsto demuestra que los microorganismos detec
tados en la prueba presuntiva no pertenecen al grupe celiforme, =
pues en este grupo se tncluyen otros bacilos gram negativos espo-—
rulados que fermentan la lactosa con produccion de gas como 1o ha
cen los Organismobs del grupo coliforme, ast también se inmcluyen -
ciertas bacterias propias de! suelo y vegetales que fermentan la
lactoza sin ser del grupo califorme. (20)

Para la i1ndustria No. 2 en el cuadro No.l sk observa creci -
miento y formacicon de gas en las muestras A, B, C y D para la At
pruebha presuntiva, mientras gue la muestra E splo presenta creci-
miento de microorganismos, sin formacidn de gas, lo que indica ——
Que la muestra E no contiene microorganismos del grupo coliformep
no asf para la muestra C que al practicarle la prueba confirmati-
va, presenta crecimiento vy formacicn de gas,dande asi positiva la
srueba de organicmos coliformes. Por otro lado las muestras A, B
y D presentun recul tados negativos en la prusha confirmativa.

En 2! caso de la industria No. 3, las muestra & v E no pre —
sentan crecimiento de microorganismos ni formac:dn ge gas en la -
prueba presuntiva, por 1o que No se practico la prueba confirmati
va, puesse da por hecho que no evisten microorgani smos coliformes
La muestra B presenta desde la prueba presuntiva crecimiento sin
formacioh de gas y alpracticarle la prueba confirmativa se tienen
los mismos resultados; por 1o que se deduce que los microorganis—
ne son del grupo coliforme. (20). La muestra D presenta el mismo
caso en la prueba presuntiva , 5010 que =e obtienen resultados ne
gativos en la prueba canfirmativaj; por lo que se deduce Que on es
ta muestra no stan presentes organismos coliformes,



La muestra C de esta 1ndustria presenta resul tados interesantes,
pues en la prueba presuntiva exi{iste un ensayo que solo presenta -
crecimjento sxn formacicn de gas y los demas presentan crecimien=
to ¥y fr:.rmac-on de gas, 1o gque indita presencia de organismos colz
formes, €cto se comprucba al practicar la pruepe confirmativa, -——
puec no' ensayocs con calde Jactasa bilis verce brallante resultan
po'xtxvoc cE decir, presentan crecimiento ge mitroorgani Smbs y —-
for maciSn de gas, por 1o tanto existen coliformes, aunque en bajas
concentracidnes

Salmonella sp.

I's ©! cuadro No. T se mucstran los resultados de las pruebas pre-
suntiva, aislamiento selectivo, bioquimica prezuntiva y biogui-

mica confirmativa, que £oh ewsencirales en,la determ: nacidn de Sal -~
mponelia 0. dada la 1mportancia que tiene por su texicidad al es-—
tar pre- ate en los alimentps. Como puerde observarse en la indus-
tria Ho. 1 la muestra B vy D denntan resul tados positives en cal-
do lactosadc, raldo selemitc-cietina y caldo tetrationato,que con
forman la pruebs presuntiva y Que tiene como proposito faczlitar

a las Sal~gnellan presentes en el alimento una recuperacidn del -
est ado en gque se encuentran, sin embargo, estos medios no contie-
nen substancias inhibitor as por 1o que mo impide a los demas mi -
croorganismos desarrollarse, de alli que sea necesario practicar

un aislamiento selectivo (33, En las muestras A, £ y E se presen
tan resul tados positives para alquncs de los medicos de la prueba-
presuntiva y por 1o tanto se les practico la prueba de aislanien—
to zelectivo para tener una visidh mds amplia de los microorgantis
mos detectados.

Para e! asislamiento selectivo practicadeo en agar xilosa lisi
na desoxicolato (X L D!, agar sulfito de bismuto, agar entérico -
de Hektoen y agar Mac-Conkey todas las muestras de &sta industria
presentan resultados negautivos, ya que no se cbservd ningiin tipo
de crecimiento y por 1o tanto no se practicaron las pruebas bio——
qufmicas presuntiva y confirmativa.

En la industria No. 2 se observa que en la prueba presuntiva
las muestras A, B, € y D sclo presentan resultados positivos en -
caldo lactpsado, mientras gue en el caldo selenito-cistina y en —
el caldo tetrationato los resul tados son negatiwvos, asi tambign -
en &1 aislamiento selectivb las muestras A, B, C y D recultan fe-
gativas,por 1o que no sc practicd la prueba bioguimica presuntiva
ni la confirmativa. No as) para la mustra E, que desde la prusba-—
presuntiva presenta resul toodos positives, los cuales se confirman
en el aictamiento selectivo, ya que hubo crecimiento de col onias
bien definidas y t{ipicas en «! agar entérico de Hektoen,en el XLD
y ©n @l agar '-acCDnl:ey.’ Ver anexo No.E. ’Dadcs los recul tados en -
25ta prueba sc practico la prucbo bioquimica presuntiva en medio
egar hierro triple azucar (T S 1)y que se utiliza para determinar
la capacidad de un microorganismo para atacar los carbohidratos =~
con © sin produccion de H,S5. (20),,, Para esta prueba e utt tam
bien agar hierro lisina, que se utiliza para medir ta capacidad -
enzimatica de¢ un orgamicmo para descarborilar este ami nodcido Y
formar una amina danda por resultado una alcalinidad en el medio

25).ver Anexu No. B
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Dado que en la prucba blaqu{mi:a presuntiva se obtuvieron re
sultados positivos,se practicd l1a prueba bioqufmica confirmativa,
Como pusde observarse en en el cuadro No. 2 en €sta prueba se ob~
tienen tambien resultados positivos en caldc malonato,agar citra-
to de Simons y en caldo lactosa, manitol y Jisina asi como en el
ONPG, sin cmbargo estos no son’tx'nicos de Salmgnella, Por 1o que
se descarta es _po-xbi”dadx mas al analizar su comportamiento -~
bioqufmico de este microorganismc wse cbserva que presenta carsc-
teristices mis semejantes a ghigella, pues los resul tados en me -
dic SIM, caldo malonato, agar citrato de Simons, RM-VP, caldo —-
urea, caldo lactosa, caldo manitocl, caldo lisina y ONPG. son tf-
picos del comportamiento biogufimico de Shigella. Ver anexo No. 8

En la industria No. 3 se observa Que para todes los medios -
utilizades #n 1a prusba presuntiva todas las muestras presentan-
crecimiento, y en el aislamiento selectivo todas las muestras prg
sentan resultados negativos en el agar sulfito y bismuto y en los
medipDs de agar XD y agar enterico de Heltoen las muestras A, B,
C y D presentan crecimiento de colonias no t(picls de €ste grupa,
Y 1as muestras D y E presentan resultados negativos en este medio
asi mismo existe crecimiento en el agar Mac Conkey pere les myes-—
tras A Yy B y las muestras C, D y € denotan resultados negativos.

Dado que el crecimiento presentado por algunas de las mues—-
tras en el aislamiento selectivo no es t{pico del grupo en cues -
tion y qQue otras de las muSstras se presentan con resultados nega
tivos) no es practico hacerles la prueba bloquﬁnl:n presuntiva, -

. para tener la plena seguridad de gue las coloni as encrontadas co-
®c no tipicas, no son Salmgngllas sp. , se practicd la prueba —-
bioqufomica presuntiva) obteniendo pars «#sts resultados negativos.

Bacillus cCer e us.

Este microorganismo ha sido de poco interes sanitario hasta
hace pocos afios en america, sin embargo en suropa es uno de los -~
principales microargeni smos causantes de gastroenteritis. (20)

En huestro pais se carece de datos =n cuanto a la frecuencia
conque se aisla de los alimentos; incluso adn no se especifican -
normas ®n cuanto al conteni{do de este microorganismo en lps ali-—-
mentos, €3te &5 €] caso para la leche en polvo. 8in embargo se ha
visto que se reguiere de un nimero elevado de mi:rdaorqanismos vig
ables para causar enfermedad, gue va de 10°a 109col /8. (14

En @l presente trabajo se realisaron pruebas de aislamiento,
aislamiento selectivo y confirmacidnbioquimica rara Bacillus ce——
rEus., Ver cuadro No. 3



En el cuadro No. 3 se puede observar en la industria No. 1
crecimiento positive en las muestras A y D en el agar Kim - Geop—
fert (KG) que contiene una enulsion de yema de huevo, ademas de -~
polimixina B; 1o cual significa que son positivas a la reaccidn —
yema de huevo y resistentes a la polimizina B , por 10 que se con
tinuo el andlisis y se practicd un aislamiento selectivo. para és
ta prueba se toman en cuenta el nimero de colonias observadas en
el agar KG y sz eligen las colonias por probar y con este mismo -
nimer o se continua la confirmacidn bioqufmica.

Asi para la muestra A se practica un aislamiente selectivo -
y confirmacifén bioqufmxca & ciInco colonias y los resultados se -—
comparan con la informacion amtes mencionada tcompor tamiento bio
qufmiceo) y al realizar los cdlculoe se toma ®n cuenta ademac del-—
tamafic ¢n la muestra e! volumen inoculado como se indita en los -
resul tagus obteniendo asi para la muestra A &80 colsg

Para la muestra D se prcbacpn tres colonias en el aislamien-—
to selectivo y en la confirmacidn bioquimicas obteniendo f{inal --
asnte 20 col/g.

En la industria No. 2 e£e observo la presencia de B. cereus —
e®n dosk muestras, la muestra B y la muestra €, siendo la muestra B
la que obtuvo mayor niimero de colonias 700 col/qg fgue es la cifra
mayor encontrada en todas las muestras de las tres industrias, oi
#ntras que de la muestra C se obtuvieron 320 col/g.

En la industria No. 2 se observa que dos muestras contienen
B. cereus, las muestras B y €, que presentan las cuentas m&s ba -
Jas comparadas con lass industrias No. 1 y 2, pues presentan 70 -
col/g y 130 col/g respectivamente como se indica en el cuadro -—-—
No. S

St aphylococcus aureus

La presencia de S.auresus en ciertos alimentos ®s de gran im—
portancia, por tratarse de un microorganismo habitus)l del! hombre
y de animales superiores.,

For su capéecidad para producir, en determ nadas condiciones,
una podernsa enterotoxina es un microorgani smo muy importante.la
situacidn adquiere mayor significado conforme el numero encontra—
do se eleva por arriba de 100 y 1000 tol/g © col /m]l de alimento.

En el cuadro Np. 4 se observa Que en la industria No. 1 y 2
existe una mayor incidencias de estos microorganismos, mientras—
que la industria No. 3 presenta cuenta de Staphylotoccus aureus -
solo en una amuestra, S8 observa también que eh la industria No. 2
en las muestras D y £ se presentan las cuentacs m#s altas lpcaliza
das en las tres industrias.
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Aungue este anilisic presenta cuentas altas asi como cuentas
relativamente bajas de dstos microorganisme y que en su confirma-
cion bioquimica algunas dan resultados de coagulasa negativa y/o
termonucleasa negativa no se debe olvidar que en la norma oficia—
mexicaha se Pspecifica que esta prueba debe ser negativa.

En el miamo cuadro se observa tambien que casi la mitad de -
las muestras presentan Staphyvlococgus aureus. Cabe hacer notar -—-
que la muestra A aunque presenta en agar baird parker una cuenta-
de 19 colonias, en el cuadro No. 5 se reporta como negativa ya —--
que las pruebas de coagulasa y termonuclesa son negativas.

ORGANISNDS MESDF 1L1COS AERDODBI DS

Con la cuenta total o cuenta estandar se pretende investigar
el contenido de microorganismos vivos, (mesofilicos aerobios);gque
mon aquellos que crecen en el intervalo de 20 a 35 oC. (1)

€n zi dsta todenica no pretende poner en evidencia a todos ——
los microorganismos presentes, dada la variedad de espeties y ti-
pos diferentes por sus distintas necesidades nutricionales, tempe
ratura requerida para s5u crecimiento, oxigeno disponible etc. Sin
embargo haese que el niumero de colonias encontradas constituyan ——
una estimactidn aceptable de la cffra presente. (2%)

En el cuadro No. 5 sc pucde observar que todas las muestras-—
analizadas, presentan cuentas de organismos mescofilicos aerobios,
sin embargo la industria Mo. 2 presenta las cuentas mids altas de-
#stos microorganismos, € incluso 1a muestra D y la muestra E  so-
brepasan 1los linites estableaidos por la norma oficial. En segun-—
do lugar tenemos a la industria No. 1 que presenta cuentas un po-
co mas bajas que la idustria No.Z y que son menores a la cantidad
establecida gor la norma,finalmente la_ industria No. I presenta -
las cuentas mac bajas pncontradas en estec trabajo.
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HONGOS Y LEVADURAS

Los hongos y lev-duras SOn microorganisamos que tienen inte--
res como causa de alteracich y cromo elementos hiulogi:oa uti{liz=a-
dos en algunns alimentos sin embargo ciertos hongos pueden produ-
cir ciertas to:inas al desarrollarse en el alimento. las gue gene
ralmentc reciben @1 nombre de micotoxinas. Los hongos tienmen una-
qQran ubicuidad en la naturaleza, siendo muy comunes en el polvo-

y #Quipo defectuosamente lavados. (10?

En e« cuadro No. S se observa que la prusba de hongos en to-
das la,s muestras presenta resul tados negativos,de hecho este tipo
de analisis No 1o marca la Norma Oficial Mexicapa.

En cuanto las levaduras se phserva su presencia en dos de las
mueastras de la industria Nn. 2 muestras T y E. Sin embargo sus -——
cuentas son altas en relacion a otros productos elaborados con le
che es el casp de la crema y e! Queso asi como de la margarina de
mesa segln la norma NOM-F-16-S-1979 que especifica como cuenta de
hongos y levaduras 20 col/g. (8)
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PARAMETRDS F1s1CcO - DUINMICOS
HUMEDAD

la humedad #s5 uno de lps 4actores Qque determinan &n un momen
to dado la viabilided de los microorganiemos, asi el agua es tan
indispensable para el crecimiento de las bacterias como el sumi-—
nistro de substamcias nutritivas,pues las bacterias no pueden ali
mentarse sin agua debido a gque los elementes nutritivos deben es—
tar disucltos antes de que puedan ser absorbidos a traves de las
parcdes celulares de los mi:raorgan\smos. 2}

Es por ello gque el andlisis de la humedad representa un dato
muy importante en el presente estudip.

En ®)] cuadro No. S5 se observa que la mayoria de las muestras
sobrepasa ¢l 1{mite establecido por por la norma oficial (max3.2)
Yy ®€ observa Que solo cinco muestras , la A de laindustria Ne., 2
y 1a Ay, C, D yv E de la industria No. 3 se apegan mas a 10 estable
cido por la norma,esto explica los bajos nimeros de microorganis-—
mos mesofilicos aerobios encontrados, de hecho en los resul tados
presentados en el cuadro No.5 , se observa que ha mayor humedad -
mayor cuenta de organiemos mesoff{licos aerobios.

ACIDEZ Y Ph

El grado de acidez o alcalinidad de lclu:xéhes acuosas, Como
los medios de cultivo, se expresa en terminos de concentracidn de
hidrogeniones tOH) , vy el grado de acidez o alcalinidad se deter—
mina por la concentracidn de hidrogeniones en el medio, y una ma-
nera de expresar la concentracion de hidrogeniones es en terminos
de normalidad (N), sin embhargo seria muy engorrosoc expresar en —
terminos de la concentracion real de hidrogeniones la acidez o al
calinidad de alguna splucich, en lugar de ello los cientificos ——
utilizan el termino pH . Se define el pH de una solucion, como el
reciproco del logaritmo negativo de la concentracion de hidroge -
niones. (2)

La mayoria de las bacterias son muy sensibles al pH del me—-
dio en Que se desarrollan,y cada especie prerfiere la reaccion -
caracterfastica de su habitat natural. (2)

En el caso de la acidez ,presentada por las muestras anali -
zadas se observa gque solp tres estan dentro de las especificacid-
fAgs que marca la norma ( de ©.1 a 0.2 ) j estas 8son la A, By E
de la industria KNo. 3 Todas las demas muestras eitan por arribea
del intervalo que marca la Norma.

Del cuadro No. S se observe que el pH de las muestras anali
radas va del 6&.31 a 6.% y que practicamente no varia mucho entre
las muestras analizadas, este es uno de los plranetral Que no se
especifican en la Norma.
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Como se puede apreciar en el cuadro No. 5 en general la le —
che en polvo analizada no presenta problemas de coliformes, sin —
embargsn sus cuentas cuando estan presentes, estan por abajo de --
las establecidas ern 1a Norma Oficial Mexicana.

Dado que la presencia de organiemos cpliformes en la leche —
en polvo tiene gran importancia como 1ndicador de contaminacidn,—
2% NECEsario que esta se apegue estrictamente a la Norma Dficial
Mexicana (8). En conclusion, se puede decir que la calidad en
cuanto a organismos coliformes es aceptable en las tres indus -
triaz, ya que mds del BO % de las muestras estan exentas de orga-—
nismos coliformes.

Para la prueba de Salmonella podesos obhservar en el cuadro -~
No. 5 que todas las muestras analizadas resultaron negativas co-
mo 1o especifica la Norma Oficlal Mexicana y que por ese lado no
se puede objetar nada sobre la_calidad de l1a leche anaiizada. sin
embargo, romo 10 muecstra el analisis de resultadoeps de la indus ——
tria No. 2 en la muestra E se encontro la presencia de Shigella -
SR. QUe ®% una bacter:ia que afecta principalmente a 108 nifos y
que presenl. una alta peligrocicad, pues la entermedad producida
por dste microorganismo ec de tipo infeccioso. (200

Para Bacillius cpreus on conclusidn se puede decir que su in-—
cidencia #n la leche en polvo manejada es considerable, pues de——
qQuince muestras , seis de ollas contienen dste microorganismo, -
aungue las muestras obtenidas son en algunos casos relativamente
bajas, debe tomarse en cuenta Su presencia, pues como sabemos el
nivel toxico rebasa en gran medida lam cuentas obtenidas en estas
muestras, mas no, se debe olvidar que 1o realmente peligroso son —
1886 esporas de £atos microorgani smos que al resistir 1os procesos
de dcinca:ion en la leche en polvo s& vuelven activas en cuanto -
las circunstancias lo permiten.

En cuanto a Staphylococcus aureus se refiere se concluye gue
@stos microprganismos tienen una incidencia muy alta en la leche
en polve analizada , puss el 46.66 X de las muestras analizadas
ouestran st presencia j cu-ndo la leche en polvo debe reportar —
negativa la prueba, segun 1o marca la Norma Dficial Mexicana, mas
aun que alg@unas de las cuentas obtenidas presentan a éstos orga-—
nisemos como formadores de enterotoxinas.

En general la leche en polvo analizada en cuanto a corganis-
s meeoé{licos aerobios se refiere eos ateptable, pues splo dos -
suestras , la Dy la E de la industria No. 2 presentan cusntas de
€stos microorganismos mds altas a 1o gc&ab\eztﬂn por ls Norme.



En cuanto a la presencia de hongos y levaduras podemos con -
cluir que la leche analizada es aceptable y que la presencia de
levaduras en las muestras D y E de la 1ndustria No. 2 se deben -
principalmente al manejo o almacenamicnto que se le da a la leche
en polvo, y no al proceso de secado.

En general se purde observar gque de la leche analizada, -
aproximadamente la mitas presenta buenas :aracter(sllca;, pues -~
ocho de las quince suestras cumplen casi en su totalidsd con lo -
ecpeci ficado por la Norma Dficial Mexicana, mientras que relativa
mente la otra mitad de las muestras presentan problemas al presen
tar cuentas altas en uno o mds anflisis microbioldgicos, ver cua-
dro Na.S

Dado 1o anterior no se puede afirmar que toda la leche en -
polvo de tipo industrial es de buena calidad ni toda esta es de -
mala calidad, pues en gran parte la presencia de microorganismos
se debs al mal manejo y almacenamiento que se le da a la leche en
pelvo, mas que a un procesade deficiente, eso se menciona ya que
dos de las industrias No. | y 3 presentan en si resultados adecua
dos.

Relacionando 1os anilisis ffsicos vy qufm::os practicados a
las muestraa con 10s andlisis bacteriolcgicos se observa que en
la mayoria de las muestras en las que la humedad sobrepasa el 1{~
mite establecido por la norma se presenta upa mayor Incidencia de
microorgani smos, originando generalmente aumento en la cuenta de
mesofilicos aercbios ,asi como la presencia de levaduras y de &,
2UreuYs en las muestrus D y E de la industria No. 2 ; aunque esta
relacidn no es estrictamente proporcional, si se observan los re-
sultados del cuadro No. 5 podemos concluir qQque la humedad aumenta
en buena mecdida el contenido de microorganismos .

En cuanto al pH y la acidez detectada en las muestras analiza
d‘as podemos concluir dque dado a la minima variacidn encontrada en
€stos parametros No se puede afirmar Que tengan una influencia di
recta o inversamente proporcional en el crecimiento de los micro—
nrg-nfsmos contenidos en las muestras.

Aunque de la bibliagraf{a sabemos que ei pH ¥ la acidex son
factores que influyen en el crecimiento de los ni:rnorganfsmns’en
los resultados obtenidos no se logra apreciar blen esta relacion.

Al observar el estado actual de la leche en polvo, es pertd
nente sugerir su usSo con base en 10s conocimientos que se tienen
sobre £u utilizacich, es decir, se recoeienda que en los procesos
en 10s cuales al elaborar un producto con leche y se& {involucre —
una pasteurizacidn,horneado u otro proceso que limite o elimine —
el contenido microbloldgico se utilice la leche con mayor humedad
a la establecrida por la norma.
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Enr los procesos en los que se utiliza la leche como un ingre
diente de una mezcla gue no sufre ninqﬂn tratamiento térmico, ttal
es ®]1 caso de las bebidas con chocolate © las mezclas preparadas
para helado) debe utilizarse leche con una humedad menor o igual
4 la establecida por la Noerma Of¢icial Mexicana vigente, cuidando
ademas en extremo su almacenamiento, asi como su manejo.

As{ mismo se recomienda que la leche utilizada en cualquier
procesc sea analizads micrnhiolégt:- Y F(li:n—qu{mi:amente. Yy en
base al uso que se desee dar y al analisis obtenido, se exija a-—
los provesdores la calidad que en la Norma Oficial Mexicana se es
pecitica.
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A N E x O No. 1
EBTERILIZACION Y PREPARACION DEL MATERIAL




antes de empezar a trabajar, debe estimarse ia cantidad de -
material y utensilios que se utilizaran durante =l musstreo, pre-
paracidn de la muestrs, ditucidnes ¥ liembra, ¥ es muy ’importgnt-
que todo @l material que se utilice sea esteril,los metodos gene-—
ralmente utilizados son

EXPOSICION AL AIRE CALIENTE ( HORNO DE CALOR SECO )

Por éste método pusden esterilizarse, tubos dg snsaye, frascow,
cajas de petri y otros objetos vacios de vidrio; sste método re-

Quiere de una lxpulicién de por lo meanos una hora a una temperatu-—
ra de 160 - 170 o . (M

EBTERILIZACION POR PRESION DE VAFOR

Este tipo de esterilizacidn se realiza con una autoclave. Los
abjetos que se osterilizan por dute mdftodo generalmente se some -~
ten a una presidn de vapor de 15 lb que wgquivalen a una temperatu-
ra de aproximadamente 121 ol por 20 o 30 minutos. El tiespo de ex
posici depende en parte de la naturaleza del material, los obja
tos o paquetes mnuy grandes o apretados requieren mayor tiempo y —
tonperatura.

D eate modo pustden esterilizarse smedios de cultivo, solucid-
nes, cultivos desechados, etc. (9

ROTULADO DEL MATERIAL

En el rotulaedo del material es muy importante anctar en cada
cajs clave, fecha y toda ln‘nrnaclSh necesaria para tener un ss-
Quiailento de 106 resultados; las anctaciones deben hacerse en la
tas dedben ser las minimas necesarias. (20)

- 55 ~



P E 8 O

D



La medicidn o peso de la muestra debe hacerze en la mesa de
trabajo completamente limpia y esterilizada con fenol al 5% conh-
e)] mechero encendido 2 unos 30 cm de distancia y dentro de un or—
den extremo,cuidanda de reducir al minimo cualquier contaminaci
al producto. El sobrante de #ste conviene conservarlo en refrige—
racidn hasta llevar las placas a la incubadora.

Antes de realizar la wedicidn o pesada de la muestra, debe —
calibrarse la balanza; #sta debe tener una seansibilidad de 0.01 g

Sobr! la balanza s® coloca un frasco de dilucidn con 90 ml
de solucidn diluysnte, ver ANEXO No. 3 ; se tara la balamra y se
procede del siguiente modo.

Tomar la muEstra con una cucharilla l-tl’ril y adicionarla al
frasco de dilucién, repwtir la cperacidn, hasta completar 10 g.
(2 2]
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SOLUCION PATRON

Pesar 34 g de KH 2 PO 4 y disolver en 500 m]l de agua desti-—-—
lada, ajustar el pH a 7.2 con hidroxido de sodio (NaDH) 1.0 N3 vy
llevar a un litro con agua destilada. Esterilizar a 121 oC por --
20 min, Conservar en ra(riqeraciéh. ¢ 10 )

SOLUCION DILUYENTE:

Tomar 1.25 ml de solucion patron y llevar a un litreo con agua
destilada; esta es la solucidh de trabajo, la cual es colocada en
volumenes de 9C ml y/o 9 ml segun lo requiera la tétnica, antes -
debe esterilizarse a 12t oC por 20 min y enfriarse a temperatura
ambiente. (10}
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ANEXO No, 4

PREPARACION DE LAS DILUCIODNES



E} peso de 10 g de murstra en 0 ml de snlucxén diluyente —
constituye la& primera dilucidn Ue la muestra ( 1110

Pnrl preparar las moluciSnes siguientes, se colocan 9 ml de

solucidn diluysnte en tubos com tapon de rosca previamente elt-—-
riles.

S« utilizara una pipeta diferente para cada dilucirfn; .l --
volumen Que e transfiere nuncs sers menor del 10 X de 1a capaci-
dad totsl! de la pipeta.

Antes de :hoculer cuslquier tubo, el snterior debe ser agi-—
tado, siempre de la miwsma manera ( 2% movimientos de abajo a —--——
Arriba e un arco de 30 ca, completando 7 segundos.)

Es conveniente transferir la muestra de ceds dijucidn a las
cajew petri destinadas pere #llo » fin de evitar confusiones. (10?

PREFARACION DE DILUCIDNES

we LT ST EN
30m1
L

duestra 1310 1:100 1:2000 1320000
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ABGAR CUENTA ESTANDAR

FORMULA EN BRAMOS POR L1TRO DE ABUA DESTILADA

Peptona de seina 5.0
Extracto de ievadura 2.%
Dextrosa 1.0
1%5.0

ar
PH final 7.0 + 0.1
PREPARACION:

Pisolver los componentes en un litro de agua destilada, di—
0] ver sta obtener una ‘u-penssén homogeriea. Caliente y hierva
durante un ainuto, esterilice a 121 oC durante 15 minutos.

Enfrie a 43 0 45 oC antes de usarlo. « 3

ABAR PAPA DEXTROSA

FORMULA EN GRAMDS POR LITRO DE ABUA DESTILADA.

Infusidn de papa 200
Dextrosa 20
Agar 15

PH final S.6 + 0,2

PREFPARAC 10N:

Disolver y sszclar jos componentes agitando fr.:urntemente
hervir por un minuto y esterilizar a 121 o€C{1S libras de pr.slon)
dureante 15 minutos. ajustar e1 pH afadiendo 14 ml de dcido tarta
rico al 10 % estdril y enfriado. (3

CALDO LACTOSADO

FORMULA EN BRAMOS PDR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de gelatina 5.0
axtracto de carne de res 3.0
Lactosa S.0

PH final &£.9 + 0.1

PREPARACIDN:

Risolver los componentes en w1l agua destilnu- y esterilizar
en autoclave a 121 oC (15 libnras de preslon) durante 15 minutos.
D.(;l;u.l de l1a esterilizacién entériar tan rdpido como se pusda.
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CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADR

Bilis de buey deshidratadae 20,0
Lactose 10.0
Peptona de gelatinas 10.0
Verde brillante ©.0029

pH $inal 7.2 ¢+ 0.2

PREPARACION
Disolver los componentes #N agua Jdestilada . Distribuir volu-—
menes de 10 ml en tubos de ensayo con campanas de Durham. Esteri-

1izar en autoclave a 121 off (15 libras de presion) durante 15 ain
2.

CALDO BSELENITO CISTINA
FORMULA EN GRAMOS POR L1TRO DE AGUA DESTILADA

Mezcla de peptonas 5.0
Lactosa 4.0
Fosfeto de sodio i0,0
Selenito acido sodico 4.0
L =Cistina 0.01

PH ¢final 7.0 & 0.2

PREPARACI ON

Suspender los cosmponentss &n un litro de agua destilads y ca
lentar hasta tener una buena disclucicn. Distribuir y esterilizar
exponiendo el medio al flujo de vapor durante 15 minutos.

si @l caldo se va ha utilizar inesadiatanente no necesita ser
estarilizado.

El caldo esterilizado pusde conservarse varios meses en re-
frigeracidn, tomando precauciones para evitar su lvnpar-:ion. (&3]

CALPO NITRATO

FORMULA EN ORAMDS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de carne 3.0
Peptona S.0
Nitrato de potasio 1.0
PREPARACTON

Disolvar y distribuir &n tubos de cultive y esterilizar a -
121 of (1S libras de pr--lm) durante 15 minutos. (3)



CALDD INFUSION CEREBRC CORAZON (B H I

FORMULA EN GRAMDS POR LITRD PE ABUA DESTILADA

Infusidn de cerebro de ternera 200.0
Infusidn de cerebro de vacuno 2%0.0
Peptona © proteasa peptona 10.0
Claoruro de sodio s.0
Fosfato disodico 2.5
Deaxtrosa 2.0

PH 7.4 + 0.2
PREPARAC 1ON
Disolver los componentes #h un litro de agua destilada,distribuir

on volumenes de 3 ml y esterilizar en autoclave a 121 oC (15 1i-
bras de pr.lién ) durante 15 minutoes, (3}

CALDD PARA FERMENTRCION DE CARBOHIDRATOS

FORMULA EN GRAMDS POR LITRO DE ABUA DESTILADA

Peptona 10.0
Extracto de carne 3.0
Cloruro de sodio S.0
Rojc de fenpl 7.2 (@1,0.2%%)
Carbohidrato 10.0

PH éinal 7.3 + 0.1}

PREPARACION

Disolver los componentes &«n un litro de agua destilada, dis-
tribuir en tubhos con cempanas Durham y esterilizar & 118 ol duran-
te 10 ainutos. Algunhos carbohidratos como el manitol,la celobiosa
Yy la salicina pueden umarse en cantidad de S g . (3

BASE DE CALDO ROJDO DE FENDL

FORMULA EN GRAMOE PCR LITRD DE ABUA DESTILADA

Peptona de caseina 10.0
Cloruro de sodio 5.0
Rojo de fenol 0.018
PREPARACION

Se disuelven los componentes en un litro de agua destilada,

adicionar de % a 10 gramos del carbohidrato que se necesite,

S& puwden adicionar 0.5 a 1.0 gramos de ager si el medio va
ha ser destinado al cultivo de organismos anaerobios.

61 se desea investigar la formacién de gasen. emplear campa-
nas de Durhae.

Esterilizar de 114 a 118 oC (no mas de 12 libras de presién)
durante 15 minutos. (3
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BASE PARA AGAR BAIRD PARKER

FORMULA EN GRAMDS FOR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de caseina 10.0
Extracto de carne 5.0
Extracto de levadura 1.0
Cloruro de litio S.0
Agar 17.0
Blicina 12.0
Piruvato sodico 10.0

pH €final 6.9

PREPARAITON

Disuslva los componentes en un litro de agusa destilada. Ca-
liente agitando frecusntements y hierva un minuto. Distribuya y -
cologque en ®l autoclave a 121 o€ (15 libras de presidn) durante 15
minutos, enfrie a 4% a %0 o€ y agregue 10 ml de sclucién de telu-
rito de potasio al | % y 50 ml de esulsidn de yema de huevo.

Homogenaizar poco a poco y vertir en placas. Si se refrigera
en recipientes sellados, en frascos o tubos con tapones de rosca
cerrados, la base puede conservarse durante grandes periodos de —
tieapo ¥y pusdae volverse & fundir y emplearse a nedida que se ne-—
cenite. (3)

ABAR K a
FORMULA EN GRAMOS
Peptona 1.0
Extracto de levadura 0.8
Rojo de fencl ©. 025
Agar 18.0
Agua destilada 900.0 ml

PREPARACION
Disclver los componentes en 900 ml de agua destilada y ajus
tar a pH 6,8 vy esterilizar @] medio base a 121 OC (15 libhras de -
presicn)! durante 20 min, enfriar a 50 oC y adicionar 100 ml de la
solucidn By 1 ml de 1 olucidn C y distribuir en cajas Petri
Las cajas pusden almacenarse durante 7 dias a &4 oC . (3)

SOLUCION B - e
Preparar una emulsidn de yema de huevo esteril, y de ésta -
esmulsidn adicionar 100 ml por cada §00 m! del medio base.

sOLuUCION C©

Bul fato de polimixina B : & una ampolleta que contenga 500,000
U.1. o %0 mg por vial, adicionar en condiciones asepticas 35 ml de
agua destilada estéril y de esta s0lucidén tomar 1| ml para cada 14
tro de aedio. (3)
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ABAR CITRATO DE SIMONS
FORMULA EN GRAMOS POR L1TRO DE AGUA DESTILADA

Fosfato de amonic 1
Fosfato dipotasico 3
Cloruro de sodio 5
Citrato de sodio 2
Bul fato de magnesio [+]
RAgar 15
Azul de bromotimol [+]
pH final 4.9 & 0,2

FPREPARAC 10N

Suspender los ingredientes en un litro de agqua destilada y
remojar de S a 10 min, mezclar y calentar suavemente hasta hervir
durante un minuto.

Dl-trlbuir‘nn tubos ¥y esterilizar en autoclas a 121 of (15
libras de presion) durante !5 min. Dwijar enfriar sn posicidn in-
clinada, también pusde usarsam como madio en placa. (3

CALDD MALONATO

FORMULA EN GRAMDS POR LITRD DE AOUA DESTILADR

Extracto de levadura 1.00
Bulfato de amonio 2.0
Fomfato dipotésico .60
Fosfato sonopotasico 0. 40
Clorure de sodio 2.0
Malonato de sodio 3.0
Dextrosa 0.25
Azul de bromotimol 0.023

PH final 6.7
PREPARAC 1ON
Disolver los componentes @n un litro de agua destilada, d&l;

tribuir y ssterilizar en autoclave a 121 of (1S libras de presion)
durante 15 minutom. (3)
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cALDO URER

FORMULA EN GRAMOS POR LITRDO DE AGUA DESTILADA

Fomfato mnoput-'s!:a 9.1

Fosfato disddico .5

Extracto de lsvadura 0.1

Urea 20.0

Rojo de fenol 0.0t
PREPARAC 10N

Pisol ver los componentes en agua destilada y pasarlo a tra-
vez de un filtro bacteriolodgico estdril, también se puede esteri-
lizar en autoclave a S u 8 libras de presidn durante 15 min. (3

ABAR HIERRO LIBINA «tL I A

FORMULA EN GRAMDS POR LITRO DE RGBUA DESTILRDA

Peptona de gelatina 5.0
Extracto de levadura 3.0
Dextrosa 1.0
L = lisina 10.0
Citrato de hierro y amonio 0.50
Tiosul+fato de amonio 0.04
Purpura de broaocresol 0.02
Agar 13.50
PREPARACION

Disolver los componentes en un litro de agua destilada,calen
tar para disoclver y hervir durante un minuto. distribuir en tubps
y witerilizar en autoclave & 121 ol durante 12 minutos. Enfriar
®n posicidn inclinada. (%)

MEDIO D E 81 M

FORMULA EN GRAMDS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona de caseina 20,0
Peptona de carne [T
Sul fato de hierro y emonio G.2
Tiosul fato de sodio 0.2
Agar 3.5

pH final 7.3 + 0.2

PREPARACION

Disolver los componentes, calentar y hervir durante un ainuto, -
distribuir vy esterilizar en autoclave a 121 of por 1% ainutos.
3



MEDIO TSI

FORMULA EN GRAMDS POR LITRC DE ABUA DESTILADA

Mezclas de peptonas 20.0
Cloruro de wmodio 3.0
Lactosa 10,0
Sacarosa 10.0
Daxtrosa 1.0
fulfato da amonio ferrico 0.2
Tiosulfato de sodio 0.2
Rojo de fenol ©.025
13.0

Agar
pH ¢inal 7.3 ¢ 2
PREPARACION

Suspender i1os componentes en un litro de agua destilada, ca-
lentar agitando frecusntemente hasta ebullicidn. Distribuir en tu
bos vy esterilizar a 121 oC (15 libras de presi ) durante 15 min.

tos tubas se deben enfriar en posicidn inclinada, de manera
qQue w1 eedioc de cultive en el fondo del tubo alcance una profup -
didad de 1.5 a 2.0 cm. (3?

AGBAR MAC CONKEY

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Peptona cde gelatina 17.0
Mezcla de peptonas 3.0
Lactoma 10.0
Mezcla de sales bhiliares 1.3
Cloruro de sodio 5.0
Agar hact-rinlﬁqi:c 13.%
Rojo neutro 0,030
Cristal violeta 0,001

pH final 7.1 + 0.2
PREPARAC IDN

Disclver los componentes en un litro de agua destilada, mez-—
clar y agitar frecuentemente y hervir durante un minuto.

Esterilizar en autocla 2121 oC ( 15 libras de pres£6n) du-
rante 1% minutos. Enfriar a 45 - %0 of y distribuir en cajas de
petri esteériles. (3)

- 65 —



ASBAR ENTERICD DE HEKTOEN

FORMULA EN BGRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTiILADA

FPeptona 12.0
Extracto de levadura 3.0
Sales biliares ?.0
Lactoma 12.0
Gacarosa 12.0
Galicina 2.0
Cloruro de sodio 8.0
Tiosul fato de sodio s.0
Citrato de hierro y amonio 1.5
Agar 14,0
Azul de bromotimol Q. 06%
Fucsina acida 0.1

pH final 7.5 &+ 2
PREPARACION

Suspender los componentes en un litro de agua destilada, ca—
lentar y hervir hasta disolver completamente por | o 2 minutos.No
ssterilizar en autoclave . Enfriar a B0 oC v vaciar en cajas de -
petri estériles. (3)

MEDIO DE LECHE TDRNAGOLADA

FORMULAR EN GRAMOS POR LITRD DE ABUA DESTILADA
Leche descremada en polvo 100, 0
Tornasol 0.75
PH final &.8
PREPARACION

Di sol ver y[dtltrlb\ur on tubos y wsterilicar a 121 oC (15—
libras de presiocn) durante 1% minutos . (3)
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AGAR BULFITO DE BISMUTD

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA

Mexcla de peptonas 10.0
Extracto de carne S.0
Dextrosa 5.0
Fosfato disodico 4.0
Bulfato ferrosc 0.3
Indicador sul f¥ito bismuto 8.0
Verde brillante 0.025
20.0

Agar
PH final 7.5
PREPARACION

Digolver los ingredientes en un litro de agua destilada, mez
clar bien hesta lograr una -usp-nsxﬁn uniforme, calentar agitando
frecusntemente y hervir durante un minuto. Dejar enfriar a 45 oC
agitar y rotar e! recipiente para dispersar el precipitado y ver-
tir on placas. Las placas deben mstar parcialmente descubiertas
hasta tue se seque la Supwrficie del medio, El medio en las pla -
cas debe se 21 mismo adia de su prepara:xon. (33

BELOSA NUTRITIVA

FORMULLA EN BRAMOS POR LITRO DE ABUA DESTILADA
Extracto de carne 3.0
Peptons 5.0
Agar 15.0

pH {inal 7.0 + 0.2

PREPARACIDN

Disolver y calentar a ebullicidn, distribuir y esterilizar
a 121 DT ( 15 libras de presidn ) durante 15 minutos. (3)
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AGAR XL D

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE ABUA DESTILADA

Xilosa 3.5
L -lisina 5.0
l.actosa 7.5
Bacarosa 7.5
Cloruro de sodio 5.0
Extracto de levadura 3.0
Rojo ¢enol 0.08
Agar 13.5
Deroxicolato de sodio 2.5
Tiosul fato de sodio 6.8
Citratc de hierro y amonio 0.80

pH Final 7.4

PREPARRAC ION

Disolver los componentes en un litro de agua destilade y ca-
lentar agitando frecuentemente, justamente hasta que hierva el me-
dio. Transferir tnmediatamente a bako maria a S0 of, vertir en -
placas tan pronto como se halla enfriado e)! medio, ! medio debe
tener color rojizo y estar transparente, el calentamiento cxceﬁivo
o la preolongada estanclie en el bafio maria produce precipitacion.

33

BASE DE CALDO TETRATIDNATO

FORMULA EN BRAMOS POR LITRO DE ABUA DESTILADA

Mezcla de peptonas 5.0
Mezcla de sales biliares 1.0
Tiosul fato de sodio 30.0
Carbonhato de calcio 10.0
PREPARACION

Disolver los componentes en un litro de agua destilada, mex-—
clar y calentar hasta wbullicidn. Enfriar a 45 oC y adicionar 20
al de solucidn de yoduro . Mexclar y distribuir en porciones de =~
10 m1 en tubos tdriles . No calentar despues de haber adiciona-
do la solucidn de yoduro.

La base de caldo tetrationato se puede guardar durante algun
tiempo, pero w] medio completo dJebe emple e ol mismo dia de su
preparacidn. (3)

SOLUCION YDDO -~ YODURADA

Yodo 6.0
Yoduro de potasio 3.0
Agua destilada 20.0

Disolver primero el yoduro de potasio y en #sta solucion di-
solver el yoda. (200
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MEDID DE NITRATOS Y MOVILIDAD

FORMULA EN GRAMOS POR L1TRO DE AGUA DESTILADA

Extracto de carne 3.0
Peptona S.0
Nitrato de potasio 1.0
Agar 3.0
PREPARACION

Disolver los cosmponsntes por calentamiento en un litro de ——
agua destile heste Que la mezcls tenga una apariencia crists—
l1ina « AJustar el pH a 7.& ¢ 0.1

Distribuir en porciones de 3 ml en tubos de 13 x 100 con ta-
pon de rosca, wsterilizar a 121 of ( 1S libras de presion)durante
18 sinutos. (20)
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ANEXDO No. &

RECUENTO DE COLONIARB EN LAS PRUEBAS MICROBIOLOGICAS




CUENTA ESTANDAR, HONGOS Y LEVADURAS

Una vez terminado el anflisis se procede a contar todas las
colonias en aguellas cajas que contengan menos de 3I00; una mitad
representativa de las cajas si contienen aproximadamente entre
301 -~ SO0 colonias y multiplicar el resultado por 23 una cuarta -
parte representativa de la caja, si e} ndmero en toda la placa es
de aproximadamente de 501 — BOO colonias y multiplicar por 4; con—
tar los cuadros mayores de la cuadricula del contador al azar y -
sacar la media aritmetica, multiplicar por 4% el total contado si
el ndmerc es mayor de BOO. (10}

Al resultade final de los ce:u.ntos. multiplicarlo en cada
caso por 1a inversa de la dilucidn correspondiente. (10).

COLIFORMEE TOTALES

Esta t€cnica esta basada en un procedimiento estadistico vy
matematico que expresa en forma cuantitativa la densidad de micro-
organismos contenidos en una muestra, La prueba consiste en inocu-
lar series de tubos con algin medio nutritivo y un dispositivo in-
dicador que permita poner de manifiesto a un microorganismo O gru-
po particular de e!los. Despues de la incubacidn es de esperarse
s 1a d)strlbu:ion de germenes viables es hnmaqene% en la muestra
original, un admero de tubos positivos en proporcion dire:t- ay -
contenide microbianc de la muestra.Para cada combinacidn de tubos
positivos, con respecto a 1o5 inoculados, existe un numero que -
puede consultarse en una tabla que para tal efecto acompinan al -
mfeodo. (10)

Salsonella

En este snilisis solo we reporta, de acuerdo a la presencia
O ausencia de Salmonglle como positiva 0 negativa la prueba en -
25 g de muestra. (20)

Ataphylococous dureus

Calcular el contenido de microorganismos en 1- muestra, to——
mando en cuenta el nmero de colonias, la dilucidn seleccionada -
para el recuento y el volumen inoculadoi (20, como en el ejeaplo
siguiente @

Si la dilucidn seleccionada para el calculo §inal es 10
Yy se epcontraron 148 colonia=. probar 7, si de ellas, S resultan
positivas a la prueba de coagulasa y termonucleasa el calculoc 4i-
nal sera 3

a) Total de colonias coagulz=a positiva y termonucleasa po—
sitiva en la placa.

7 colonias —
148 colonias -

- 5 positivas
x

X = 105 colonias positivas en la dilu:nén
10 de la placa inoculada con 0.1 ml
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b) Redondeando la cifra a dos digitos significativos:

€) Como 0.1 ml de la dilucidn 10" corresponden & § ml de la
dilucion 10 s, multiplicar el ndmero de colonias por la
inverss de esta dilucidén.

100 x = 100 x qu = 1000000

d) Reportar Stapbylococcus aurgus coagulasa positiva y termo—
nucleasa posttiva col/g de alimento.

Si la prueba de coagulasa resulta negativa en todas las co—
loniaw probadas reportar © col/g.

Bagjllus cereug

A partir del portentaje de tolonlas confirmadas de B.
calcular el ndmero de germenes por gramo de mueatra (col/g?. No
olvidar que ®l1 volumen inoculado fue de 0.1 ml (20).

Ver inciso (a) del anexo No. 8.
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ANEXO No. 3
PRUEBAS BIOGUIMICAS



FORMACION DE ACIDO SULFHIDRICOC

Esta prueba se base en la formacion oe acido sulfhidrico por
actividad bacteriana sobre un medio organico 1{fquido, conteniendo
cistina como compuesto, con azufre, Esta prueba dependr de la so-
lubilidad del H S, que determinard su liberacidn del medio, asi-
aismo, snfluyn el grado de anserobiocsis gue se tenga va que la -—
producicSn del HyS no ocurrira si hay un alto grado de awreacicn.

Los tubos de ensaye se inoculan por puncién hasta el fondo
en medio SIM, se incuban a 30 oC durante 24 h. La prusba se con—-
sidera positiva si en el medio sparece un color negruzco. (2%5)

REDUCCION DE NITRATOS A NITRITOS

La prueba de rcduc:l&h de nitratos a nitritos se lleva a ca-—
bo adicionando al caldo nitrato 0.5 ml de acido sulfanitico y 0.5
ol de alfa naftilamina, se agita y se ocbserva la presencia de una
coloracion rosa o rolo (prueba positival.

Esta prusba s® basa en que lo% organi smos Gue reducen los -
nitratos & nitritos son estrictamente aerobios y autotrofos y que
usan 21 nitrato comc uvhnica fuente de nitrogeno, (25

PRODUCCION DE INDOL

La tormacidn de indol, se amocia con la presencia de la -
onzioa triptofanasae; que degrada al aminoacida triptofano.

Para deterainar la formacidn de €sta enzima, se inoculan -
tubos de ensaye conteniendo medio SIM (ver anexo No. 3) se incu--
ban & 37 oC por 24 h, despues e adiciona al tubo 0,2 de reactivo
de Kovacs y agltar suavementej un color rojo hace la prueba post-
tiva, (25)

PRUEBA DE LA MDVILIDAD

Se basa en la movilidad © inmovilidad de un organismo. las
bactegriam tienen movilidad por medio de sus flagelos, gque se en——
cuentran principalmente #n los bacilos, sin embargo algunas for-—-—
sas de cocos son moviles. .

Los organismos se inoculan por puncion hastae el fondo, en
tubos que contengan medio SIM y s® incuban a 37 of durante 24 h.

El microorganismo es movil si Sc obser va desarrollo (entur—
hamiento) fuera de la picadura, son inmoviles si aplo crecen a lo
largo de la picadura. (25)

PRUEBA DE LA UREA

Con esta prusba se determina la capacidad de un organismo —
pPara romper la urea, formando amoniaco por la accidn de la enzima
ureasa. .

Los tubos 1noculades para esta prueba en caldo urea, (ver
anexo No. 3) se incuban a 35 oC de 24 a 48 h.

La prueba es positiva si degpues de la Ancub.cidn e obser—

va un intenso celor rosa o rojo en todo el cultivo. (2%

-T2 -



PRUEBA DEL. MALDNATO

Esta prueba es para determinar le capacidad de un organismo
para utilizar el malonato de sodioc como uUnica $uente de carbono,
productiendo alcalinidad en el medio.

Los micraorganismos lnoculados eh caldo malohato (ver anexo
No, 5) se incuban a 35 s 2 ofC de 24 a

La prusta es positiva si s& observa un color azdl brillan-—
te o aziil de prusia wn el medio. (25)

CALDD ROJO O METILD ¢t RM )

Este prueba mide la capacidad de un organimmo para producir
y santener como producta final un acido estable a partir de la —
farmentacion dl la glucosa) &s una prueba cualitativa que mide la
produccicén de atido por medio de la variacicn del pH. (25}

Los microorgani smos inoculados en caldo rojo de metilo, ===
{ver anuxo No. 5) se incuban a 30 o€ + 5 oC de 3 a 5 dias.

8i @l cultivo es suficientemente dcido, permite que el reac—
tivo RM permanezca rojo (pH 4.4) en la superficie del medio.

La prusba es negativa cuando el medio permanece amarillo.

51 se obhserva un cnlnr naranja, la reaccidn os lenta Yy s -
debe continuar la incubacicn 4 dias més y repetir la prueba. (23

PRUEBA EN CALDD YOBES~-PROSKAUER

Esta prueba ®s pa determinar lae cepacidad de algunos mi-—-
croorganismns para formar un producto final neutro, el acetil me-
til carbinol (acetoina) a partir de l!a fermentacion de la glucosa.

Los microorganismos {noculados en el caldo Voges-Proskauer -
deben incubarse a 35 + 2 of durante 24 a 4B h.

Antes de leer la prueba adicionar 0.4 ml de alfa naftol y -
0.2 ml de KOH al 40 X , es importante agitar vigorosamente el tu-
bo dewpues de adiclionar 1os reactivos para que el 0, atmosferico
puede axld.r la acetoina y se obtenga €l color caracteristico de -
la r.c:clnn, por 1o menos deben pasar 15 minutos para proceder a-
lesr la pruesba.

Ge da la prusba como positiva cuando se observa color rosa
o rojo en la superficie del medio (acetoina presente). (2%)

ABAR CITRATO DE SIMMONS

Esta prueba es para determinar si un organismo es capaz de —
utilizar el citrato como unica fuente de carbono para su creci-—-—
miento, produciendo alcalinidad en el medio.

Dejar los microorganismos inoculados en ‘ite agar por 24 a
4B h a 35 » 2 oC si la prueba es negativa en este tiempo, incubar
por 3 dias afs. ,

La prueba es positiva si el crecimiento es de color arul —-
intenso en el agar inclinado. La prusba es negativa st no hay ——-—
cambio de color, ni crecimiento. (25
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CALDD ONPG

Esta prueba es para demostrar la presencia o ausencia de la
anzima Qgalattosidasa, por medio de la utilizacion del compuesto
organico orto-nitrofenifl -@ -D- galactopiranosido (DNPG).

Los tubos de ONPG inoculados deben incubarse a 335 + 2 oC —
de 18 & 24 h.

La prucba se da como positive con ®]1 cambio de color del -

medio, de incoloro a amarillo. (23)

CALDO LACTDSA Y CALDO MANITOL CON INDICADOR ROJO DE METILO

Las prucbas de fIrmantn:ién o dlqr.d.:lén de carbohidratos
se utilizan para d rminar la capacidad de un organismo para de-
gradar u., carbohidrato especifico itncorporado a un médio basal, -
por aedioc de la produccion de Acido o acido y Qas.

PRUEBA POSITIVA .~ Cuando hay cambio de coloracidn de rojo & ama-
rilio, Que indita cambio de pH, en esta prueba
puede © no haber formacidn de gas.

PRUEBA MEGATIVA .- Cuando no existe cambio de colora:t6n, el me——
dio permanece rojo o rosa., (252

HIDROLIS!S DE ALMIDON
Para la prueba de hidrélisis del almicdén, se cubre 1a placa

con una 'nlutidh de lugol y despues de 30 a 40 segindos se obser-
va la formacion de halos incoloros alrededor de las colonias ami-—
1ol{ticas (prumba pomitiva). (2%)

PRUEBA DE LA CATALASA

La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacte-
rias aercbias y anaerobias facultativas que contienen citocrémo.
La gran mayoria de los microorganismos aerobios, producen -

catalasa, que desdobla el peroxido de hidrogenc en agua oxigeno.

(2%5)
Para esta prueba, basta afiadir sobre las colonias de éitns

microorganismos de dos a ctuatro gotas de perdxido de hidrdgeno al-

30 % .
S® considera positiva la prueba i hay tesprendimiento de —

gas sobre la colonia.

PRUEBA DE LA GELATINA

Esta prueba se basa en la capacidad de un organismo para ——
producir enzima tipo protecl{co t(gelatinasas) que licGan la gwl a~
tina.
Se ftnoculan por punclén hasta ®1 fondo de los tubos, conte-—
niendo gelatina bacterioldgica, (ver anexo No. S !} incubandose a
temperatura ambiente durante 5 dias aproximadamente.

La prueba se :onsidgra positiva si despues del tiempo pro--
pumsto la gelatina se licua. (25)
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ANEXD No. B

REACTIVOS Y PROCEDINIENTOS PARA LA COLORACION DE GRAM



REACTIVOE 1

EOLUCIQN DE CR1STAL VIDLETA OXALATO DE AMONIO
Solucion A’S 2.0 g de cristal violeta, disueltos en 20.0 ml de —
alcchol etilico al 95 %4 .

Solucidn B = 0.8 g de oxalato de amonio, disueltos en B0 mi de ——
agua destilada.

Diluya la solucibn A en 4 purte; de agua destil ada y mez——-
clar con una cantided igual de dolucion B. (2)

SOLUCION YODRO-YDDURADA DE LUGDL

Disolver 1 ¢ de yodo y de 2 a 5 g de yoduro de potasio en -
300 ml de agua destilada y dejar reposar 24 h. (2}

AGENTE DECOLORANTE
Alcohol dtilico al 95 %

COLORANTE DE CONTRASTE (SOLUCION DILUIDA DE SAFRANINAY
Disolver 2.5 g de safranina en 100 ml de alcohol etflico al 95 %
mezclar 25 ml de esta solucidn con 7% ml de agua destilada. (2)

PRUOCEDIMIENTO PARA LA TINCION DE GRAM

1.— Cubra el frotis con la aplucidh de cristal violeta oxalato de
amonio por 30 segundos.

2+.— Enjuage el colorante con agua y aplique la solucion yodo-yodu-—
rada de 30 a 60 segundos.

3.- Lave la solucion yodada con agua y seque el exceso de agua.

4. - Decolorar mediant® aplicacidn de alcobol al 9% % permitiendo-
qQue se seque y observando cuidadosamente.

S.— Cuando ya no se aprecie el color en e] frotis, lavarlo inme——
diatamente (la coloracion sclo dureé unos cuantos segundos).

4.— Cubra el frotis con un colorante de contraste (safranina) du-
rante un minuto.

7.~ Lave &1 colorante de contraste con agua y seque el frotis. (2)
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