UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

FACULTAD DE QUIMICA

VALIDACION DE METODOS MICROBIOLOGICOS RAPIDOS PARA LA
DETECCION DE PATOGENOS EN LA INDUSTRIA DE LAS BOTANAS

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
QUIMICO DE ALIMENTOS

PRESENTA:

ARTURO PEREZ BONASTRE

MEXICO, D. F., Octubre de 2008



e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



JURADO ASIGNADO:

PRESIDENTE: Federico Galdeano Bienzobas
VOCAL:Amelia Maria de Guadalupe Farrés Gonzalez Saravia
SECRETARIO:Felipe de Jesus Rodriguez Palacios

1ER SUPLENTE:Fabiola Gonzalez Olguin

29 SUPLENTE:Aleida Mina Cetina

SITIO DONDE SE DESARROLLO EL TEMA: Laboratorio de
Microbiologia; Departamento de Investigacion y Desarrollo, Sabritas S.
de R.L. de C.V.

ASESOR DEL TEMA: Felipe de Jesus Rodriguez Palacios

SUPERVISOR TECNICO: Erika Grajales Esquivel

SUSTENTANTE: Arturo Pérez Bonastre



“"Leave only footprints. Take only memories.™

“"Time. Such an invincible enemy,

such an indispensable ally."

A mis papiringos y avis.
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Resumen

El objetivo principal de este proyecto es el de evaluar la factibilidad para
la utilizacion de métodos microbioldgicos rapidos para la deteccién de
microorganismos patdgenos en la industria de las botanas.

En conjunto a la disminucion de tiempos de respuesta obtenida se

espera una reduccién de costos en la elaboracién de la prueba y una

mayor facilidad en la interpretacién de resultados.

Se compararon las metodologias oficiales o tradicionales para la

identificacion de Salmonella y la determinacién de Coliformes Totales y

E. coli por NUmero mas Probable y Vaciado en Placa, contra los métodos

alternativos de Filtracién de Membrana con Reticula Hidrofébica y la

utilizacion de Agares Cromogénicos, ademas se evalud el desempefio de
los métodos en producto terminado y en materia prima obteniéndose los
siguientes resultados:

» No se encontrd una diferencia estadisticamente significativa entre los
métodos alternativos propuestos y el método oficial para la
identificacion de Salmonella tanto en materia prima como en
producto terminado, por lo que el método oficial puede ser sustituido
por alguna de las alternativas propuestas.

» Se considera que la mejor alternativa para implementarse, es la que
consiste en la utilizacion de Agar Cromogénico, ya que ademas de

obtenerse una reduccién de tiempos y costos de prueba, sino que no
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requiere la compra de equipos e implica menor trabajo para los
analistas.

En el caso de la determinacion de Coliformes Totales y E. coli se
observd que no existe diferencia estadisticamente significativa entre
la utilizacion de los diversos métodos, por lo que se considera que la
mejor alternativa para sustituir a los métodos tradicionales son

aquéllos en los que se utiliza Agar Cromogénico.
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Introduccion

Una de las principales desventajas de la realizacion de las pruebas
microbioldgicas en el sector de los alimentos, es que éstas requieren
demasiado tiempo, ya sea en las operaciones de preparacidén y proceso
de la muestra o durante su incubacién, por lo que la obtencion de
resultados se prolonga. Ademas, este tipo de pruebas son demasiado
costosas.

Por esta situacion surgid la necesidad de encontrar otras alternativas
que puedan facilitar el trabajo y al mismo tiempo que agilizar la
obtencion de los resultados confiables, los cuales tienen impacto no sdlo
en el ambito econdmico, sino también en la toma de decisiones.
Partiendo de esta premisa se decidi6 enfocarse en la evaluacién de
algunas metodologias rapidas para la identificacion y en algunos casos
la cuantificacion de microorganismos patégenos que tienen gran
importancia para la industria de los alimentos, Salmonella spp.,
Coliformes y E. coli los cuales estan dentro del grupo de los
microorganismos indicadores (aunque en el caso de E. coli algunas de
sus cepas son consideradas como patdgenos para el hombre). Con la
finalidad de poder incrementar la capacidad de analisis del laboratorio
con lo que se podran procesar de manera confiable un mayor niumero de

muestras, y se lograra asi una mayor productividad en el mismo. El
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sector especifico en el que se centrd este trabajo es el de la Industria de

las Botanas.
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Antecedentes

Para facilitar el entendimiento del lector sobre los aspectos de los que se
trata este trabajo, se ha decidido dividir la informacién en diversas
secciones las cuales presentan generalidades sobre los temas principales
a tratar:

£Qué es una Validacion?
Una validacidn es un proceso con el cual se demuestra con evidencia
documentada que una metodologia o procedimiento genera resultados
confiables.!
Existen tres tipos o tres estrategias que comiUnmente son utilizadas para
el proceso de una validacién que son: Validacion Retrospectiva,
Validacion Concurrente y Validacidon Prospectiva.?
¢Validacion Retrospectiva: Este tipo de validaciones se usan
principalmente cuando el producto ya ha sido distribuido y se desea
analizar para saber en qué punto del proceso se pudo generar una
desviacién, la cual generd una falla en la calidad del producto. La
informacion que se utiliza es acumulado de produccion, pruebas y datos
de control.
¢Validacion Concurrente: Este tipo de validacion corresponde al

proceso de la recoleccién y evaluacién de la informacién recolectada

! NOM-059-SSA1-1993
2Keener, 2006
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sobre algun proceso y la aplicacidon de éste. Este tipo de validaciones se
aplica cuando se realiza una variacidn en un procedimiento o método ya
validado con anterioridad.

¢Validacion Prospectiva: Este tipo de validaciones, a diferencia de las
dos anteriores, requieren un plan para el muestreo, recoleccion y
evaluacién de los datos. Este tipo de validaciones se utilizan para
aprobar nuevos métodos o nuevos procedimientos. Su principal
aplicacién es para determinar qué tan confiable puede ser un
procedimiento o método y garantizar que el producto que se va a liberar
es seguro.

El problema que se plantea en este trabajo requiere de este tipo de
validacién.

El proceso de una validacion se divide en dos grandes etapas, una etapa
precolaborativa y otra etapa colaborativa. La parte precolaborativa es la
etapa en la que se realiza la prueba de la matriz en un solo laboratorio,
mientras que la etapa colaborativa se realiza antes de la implementacién
para poder correlacionar los resultados entre distintos laboratorios.
Para los objetivos de este trabajo Unicamente se realizd la validacion en

la etapa precolaborativa.

Validaciéon de los Métodos Microbioldgicos de Ensayo’

3 Guia Para la Acredicacién de Laboratorios que Realizan Anélisis Microbiolégicos, 2002
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Lo que uno espera de una validacidn es que ésta refleje en sus
resultados condiciones reales del ensayo que se esté realizando. Es por
eso que se requiere utilizar producto contaminado, ya sea naturalmente
o por inoculacién.

¢éQué se valida? En el caso de los métodos de caracter microbioldgico,
la validacion dependera del método en si; es decir, si se esta utilizando
un método nuevo, se validara para ver si funciona. Y en el caso de que
sea un método existente y si va a utilizar en alguna matriz alimentaria
con la que no se ha probado el método, lo que se valida es la matriz y la
aplicacién de éste. Para el caso de este trabajo, lo que se realizara es
una validacién de una matriz.

En el siguiente esquema se presentan las semejanzas y diferencias
entre los requerimientos para validar un método cualitativo y uno

cuantitativo.

Especificidad,
Desviacion
Positiva,
Exactitud Relativa, Desviacién Sensibilidad,

Limite de deteccién Negativa, Exactitud
Reproducibilidad,
Repetibilidad,
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No se debe olvidar que los resultados deben ser evaluados con métodos
estadisticos apropiados, los cuales permitan determinar si existe o no
una diferencia en los resultados atribuida a la matriz que se esta
utilizando.

Si se observa con atencidn el diagrama anterior, algunos de los criterios
que se busca evaluar en estas pruebas son la reproducibilidad y la
repetibilidad, lo que impide utilizar las muestras que poseen una
contaminacidon natural, debido a que disminuyen estos dos factores.
Esta disminucion se debe a que en la muestra no habria una distribucién
homogénea de microorganismos, ademas de que se pueden encontrar
factores de \variabilidad bioquimica y/o fenotipica del mismo
microorganismo, el tipo de matriz o alimento; y la flora acompanante
que puede ser competitiva o contaminante. *

Tampoco es recomendable utilizar las cepas de cultivos puros que
fueron aisladas en el laboratorio ya que, como se menciond, puede
haber una variacion debida a que el microorganismo puede tener un
origen variable o desconocido. Aunado a ésto, se debe hacer una gran
inversidn en preparacion de material y de tiempo los cuales se utilizan
para verificar frecuentemente el fenotipo y las caracteristicas
bioquimicas. Por lo tanto, se recomienda la utilizacién de cepas de

referencia o de coleccion.

4 Food Safety Magazine. Food Safety Insider 2006
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El beneficio que ofrecen estas cepas es que, no sbélo son material de
referencia, sino que también se encuentran estandarizadas y se
presentan por lo general en forma de pellets que son faciles de usar.
Esto permite efectuar rastreabilidad de la cepa no sélo a un nivel local,
sino que se podria tener a un nivel global. Por ultimo, se puede detectar
si existié una contaminacién ya sea de la muestra o una contaminacion
cruzada en el laboratorio.

Ademas existen otras operaciones a realizar como:

¢tMantenimiento: Corresponde a ejercicios de evaluaciéon del
procedimiento con terceros. Lo que se evalla o compara son los datos
provenientes de ejercicios inter comparativos o de validaciones
realizadas por el proveedor, también puede incluirse aqui la recopilacién
de datos de la validacion de kits utilizados.

¢Demostracion: En esta etapa se demuestra que el método alternativo
puede cumplir las mismas especificaciones que el método original. Esto
mediante la comparacion utilizando un disefio de experimentos y un
analisis de resultados con métodos estadisticamente validos.
¢Verificacion: Periodicamente se evalila que el método siga
cumpliendo el parametro determinado. Esta evaluacion se hace
utilizando muestras inoculadas y material de referencia como puede ser
la utilizacién de cepas microbioldgicas de coleccion o la utilizacién de

matrices representativas.
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Cabe mencionar que para los objetivos de este trabajo no se encuentran
contempladas las operaciones de Mantenimiento y Verificaciéon. Esto se
debe al periodo de tiempo en que se encuentra acotado este trabajo.
Técnicas para Analisis Microbiolégico

Siembra en Profundidad o Vaciado en Placa®
La Siembra en Profundidad (SP) o Vaciado en Placa (VP) es una técnica
que tiene dos principales usos: el poder enumerar microorganismos
viables y hacer separacion fisica de los mismos.
Esta técnica es de las mas usadas en la cuantificacién de
microorganismos comparada contra de microscopia, debido a que el
tamafio de la muestra es mayor y a que la mayoria de las técnicas de
cuantificacion microscépicas Unicamente cuantifican microorganismos
totales, mas no indican cual es el nUmero de microorganismos viables.
Ademas el VP es un método mas sensible debido a que en el caso de la
deteccion de bacterias, se permite que una bacteria se amplifique a ella
misma al generar una colonia. ES por eso que se parte del supuesto de
que una bacteria viable es equivalente a una unidad formadora de
colonias.
En esta técnica lo que se hace es preparar una suspension microbiana y
posteriormente se hacen diluciones decimales. De cada suspensién, ya
sea la inicial o una diluciéon, se toma una alicuota que por lo general,

corresponde a un mililitro que se coloca en una placa de Petri.

® Prescott, 2003
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Posteriormente se le adiciona agar fundido a una temperatura entre los
45 y 50°C, con la finalidad de evitar generar un shock térmico a las
bacterias que las podria dejar en un estado no viable (como sucede en
el caso de los psicrétrofos); ya mezclados el agar y el inéculo se agita la
placa suavemente para asi garantizar una distribucion homogénea del
indculo y una separacion fisica entre las bacterias.
Es importante no olvidar que el tiempo de incubacion posterior a que el
agar solidifique con el indculo, la temperatura de incubacién y el tipo de
agar que se utilice para esta técnica dependeran del grupo microbiano
que se desee buscar.
De los resultados que se obtengan de esta prueba, habra que considerar
gue cada colonia que se genere correspondera a un microorganismo,
aungue no se debe de olvidar considerar los factores de dilucién en la
interpretacion de los resultados.

Numero Mas Probable®
La técnica del Niumero Mas Probable (NMP) es otro método para la
enumeraciéon de microorganismos viables, que se encuentren en bajas
concentraciones.
Esta técnica consiste en la inoculacion de una serie de tubos por dilucién
gue, no solo son de tipo decimal, sino que deben de ser tres diluciones

consecutivas, por ejemplo: 107%, 102y 1073.

6 Adams, 2005
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Ya inoculados los tubos, éstos se incuban y, al igual que en el caso
anterior, el tiempo y temperatura de incubacion y el tipo de medio
selectivo dependeran directamente del grupo microbiano que se desee
aislar.

La prueba consiste en realizar un conteo de los tubos que se consideren
positivos. Por lo general el criterio para la definicién de un tubo positivo
es que se observe crecimiento o en casos especificos se observe
formacién de gas por la utilizacién de algun sustrato en una campana de
Durham. Posteriormente, con el niumero de tubos positivos por dilucién
debe recurrirse a una serie de tablas o programas estadisticos que
proporcionen un numero aproximado de microorganismos presentes a
un nivel de confianza definido.

Filtraciéon de Membrana con Reticula Hidrofébica’

La Filtracibn de Membrana con Reticula Hidrofébica (FMRH) es una
técnica que corresponde a una variacion del NMP. La diferencia principal
estriba en que en vez de inocular series de tubos de diversas diluciones,
la suspension o dilucion de la muestra se filtra a través de un filtro de
membrana reticulado. A diferencia de los filtros de membrana comunes,
la reticula es hidrofébica con lo que se forman pequeifos

compartimientos para que sean aislados los microorganismos.

” Adams, 2005
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Ya filtrada la muestra, el filtro de membrana se coloca sobre una placa
con agar selectivo y se incuba, para después contar la cantidad de
recuadros en los que se observe crecimiento y se recurre a tablas
estadisticas para poder determinar un numero aproximado de
microorganismos viables en la muestra.
La principal diferencia entre el NMP y la FMRH radica en que en la FMRH
se tiene un mayor numero de compartimientos de prueba. Dependiendo
del nimero de recuadros que haya en la reticula correspondera al
equivalente de numeros probados. Por ejemplo: los dos tipos mas
comunes de filtros de membranas pueden contener 1600 o 36 cuadros,
con lo que se puede decir que el resultado obtenido representara el
haber inoculado 1600 tubos de la misma dilucion.

Agar Cromogénico®
Este tipo de método rapido fue el primero utilizado por la industria de
los alimentos debido a que se requeria satisfacer una demanda para
obtener resultados mas rapidos asi como facilitar la identificacion
certera y precisa de algun microorganismo especifico.
La manera en que funcionan este tipo de medios es muy semejante a
los medios selectivos clasicos, en donde se genera un ambiente que
inhibe a la mayoria de la flora acompafiante al adicionar agentes

selectivos, los cuales pueden ser un sustrato o un compuesto especifico.

8 Food Safety Magazine. Food Safety Insider, 2003
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Ademas de seleccionar qué tipo de microorganismos creceran en el
medio los agares cromogénicos ponen en evidencia alguna o algunas
vias, rutas o reacciones metabdlicas especificas de un microorganismo.
En este caso, lo que se pone en evidencia es la utilizacién o no del
sustrato o compuesto especifico mediante una sefalizacién. Esta
sefializacion se lleva a cabo mediante una reacciéon enzimatica la cual
genera una coloracion en la colonia, si ésta lleva a cabo la via
metabdlica y otro diferente si el microorganismo no la realiza.

No sélo proporcionan como ventaja la disminucién en tiempo de
respuesta y liberacién de producto, sino que permite identificar al
microorganismo de manera mas rapida y sencilla. Con esta forma de
seleccidén se reducen los costos debido a que se disminuye la necesidad
de identificar colonias para asi determinar dicha colonia sea o no el
microorganismo.

Microorganismos
Microorganismos Indicadores®

Los microorganismos indicadores son un grupo de microorganismos que
al ser identificados, reflejan de manera indirecta el estado de un
producto desde el punto de vista de su calidad (vida de anaquel del
producto) y al estado sanitario (relacionandose con la presencia de

microorganismos patdgenos).

® Adams, 2005
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Para los fines de este trabajo nos enfocaremos al criterio de inocuidad o

de seguridad alimentaria. Algunos de los requisitos que debe de cumplir

el grupo de microorganismos son:

2

2

Ser facil y rapidamente detectables.

Facil distincidn del resto de la flora.

Encontrarse estrechamente relacionados o asociados con la
presencia del patdégeno que se desea indicar.

Encontrarse siempre cuando el patégeno esté presente.

Poseer requerimientos nutricionales y una cinética de crecimiento
semejante.

La concentracion del indicador debe ser mayor en proporcion a la
concentracion del patdgeno.

Si microorganismo indicador no se encuentra, tampoco debe

encontrarse el microorganismo patdgeno.

N

............
.......
cee.
.
cea,
e

Ndmero >

\ 4

Tiempo =2

Un muy buen ejemplo de este tipo de microorganismos es el grupo de

los Coliformes.
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Coliformes y Escherichia coli

Para los fines de este trabajo se tomara como definicién de Coliformes la
presentada en la NOM-113-SSA1-1994: “Coliformes, bacilos Gram
negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35
oC fermentan la lactosa con formacion de &acido, ocasionando en las
colonias desarrolladas el vire del indicador rojo neutro presente en el
medio y la precipitacién de las sales biliares”.

El grupo de microorganismos coliformes se encuentra representado por
5 géneros de la familia Enterobacteriaceae. Se presentan en el

siguiente esquema:

Dentro del grupo de los Coliformes, el microorganismo mas conocido y
estudiado ha sido Escherichia coli, debido a que es un microorganismo
que se puede encontrar dentro de la flora bacteriana intestinal del ser
humano y se ha encontrado una alta correlacién entre una

contaminacion fecal y la presencia de E. coli, ademas de cumplir en su
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mayoria los criterios que deben de cumplir los microorganismos
indicadores.
Aunque E. coli es el microorganismo mas buscado de entre los
coliformes, la deteccion de Coliformes o de E. coli tiene ciertas
limitaciones, debido a que no todos los microorganismos patdgenos
presentan una correlacion tan estrecha con estos microorganismos
debido a que algunos de los patdégenos no fermentan lactosa como es el
caso de Salmonella, Shigella y algunas cepas de E. coli principalmente
las enteroinvasivas, como es el caso de E. coli 0124.
Otra aplicacién que presenta la deteccion de E. coli es para definir si
existe contaminacion fecal, en esta determinacién algunos de los
coliformes crecen a temperaturas mayores, alrededor de los 44-45°C
con lo que gran cantidad de los microorganismos de la flora
acompanante se ven inhibidos. Aunque también presenta limitaciones
como que algunas cepas de E. coli no se encuentran en el grupo de los
coliformes fecales como es el caso de E. coli 0157:H7.

Salmonella'®
El género Salmonellae se caracteriza por que todos sus miembros son
bacterias entéricas Gram negativas consideradas como patdgenos para
el ser humano. Es importante notar que todos los microorganismos que

forman parte de este género se han agrupado en dos especies, de las

10 Food Safety Magazine, Food Safety Insider 2006; Adams, 2005; Stier, 2007
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cuales todos los miembros que afecten al hombre se encuentran en la
especie Salmonella enterica. En la especie de Salmonella enterica se
pueden encontrar alrededor de 2400 serotipos y la manera en que se
listan se explicard con el siguiente ejemplo: Salmonella entérica
serotipo Newport o Salmonella Newport. De entre esos 2400 serotipos,
alrededor de 230 serotipos pueden ser aislados de los alimentos.

Se considera un microorganismo de gran importancia en la industria de
los alimentos debido a que es el microorganismo del cual se reporta una
mayor incidencia de casos de personas enfermas en Estados Unidos y
ocupa un segundo lugar a nivel mundial, donde la incidencia de casos
relacionados con Sa/lmonella ha incrementado desde el afio 1981.

De manera general, la sintomatologia que genera este microorganismo
en el hombre podria determinarse por algunos de los siguientes signos y
sintomas: dolor y calambres abdominales, constipacion, escalofrios,
tos, lesiones cutaneas, fiebre, dolor de cabeza, nauseas, vomito,
aparicion de manchas rosadas en el abdomen, y diarrea, la cual en
ocasiones puede presentar sangrado o mucosidad.

Las principales fuentes reportadas para la transmision de Salmonella a
partir de los alimentos son las siguientes: aderezos, agua potable,
alimentos congelados, alimentos deshidratados, carne cruda, carne de

ave cruda, coco, productos de confiteria, crustaceos crudos, huevo,
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leche bronca, leche en polvo, mayonesas, moluscos crudos, nueces y
semillas, pescado crudo, pescado cocido y Sushi.

En la literatura no se encontrdé nada relacionado directamente con
riesgos microbiolégicos en la industria de las botanas. Dado que la
mayoria de las botanas se realizan mediante la fritura, se podria
catalogar a este tipo de productos como productos fritos?!. Dentro de
este grupo de alimentos, tampoco se ha informado sobre casos de
brotes de enfermedades por el tipo de proceso. Lo que si se ha
reportado es que existe un riesgo potencial de supervivencia de
patdgenos como Salmonella en alimentos fritos si el aceite de fritura se
encuentra deteriorado. Otro factor de riesgo para este tipo de productos
podria ser la utilizacion de los condimentos ya que estos pueden
contener derivados lacteos y/o de hortalizas deshidratadas (como los

chiles).

W Stier, 2007
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Objetivos

» Evaluar la viabilidad de la implementacién de nuevas alternativas para la

deteccion de patégenos en productos tipo botana y sus materias primas.

» Determinar la -correlacion de los métodos propuestos contra las

metodologias tradicionales u oficiales.

» Proponer una alternativa que permita disminuir tiempos de respuesta y

operaciones durante la manipulacidon de la muestra.
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Hipotesis

Hipotesis General

Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método de

determinacion propuesto y el método oficial para la determinacién del

microorganismo problema entonces este método puede sustituir al método

oficial.

Hipotesis Particulares

» Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método
de determinacion de Coliformes Totales y E. coli por NUmero Mas Probable
y la determinacion de Coliformes Totales y E. coli por NMP utilizando Agar
Cromogénico Coli ID, entonces este método puede sustituir al método
oficial.

» Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método
de determinacion de Coliformes Totales y E. coli por NUmero Mas Probable
y la determinacién de Coliformes Totales y E. coli por NMP utilizando el
Sistema de Filtracion de Membrana NEO-GRID entonces este método
puede sustituir al método oficial.

» Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método
de determinacién de Coliformes Totales y E. coli por Vaciado en Placa y la

determinacion de Coliformes Totales y E. coli por VP utilizando Agar
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Cromogénico Coli ID; entonces este método puede sustituir al método
oficial.

Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método
de determinacién de Salmonella y la determinacién de Salmonella
utilizando Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella; entonces este
método puede sustituir al método oficial.

Si no existe una diferencia estadisticamente significativa entre el método
de determinacion Salmonella y la determinacion de Salmonella utilizando
el Sistema de Filtracion de Membrana NEO-GEN en 24 horas; entonces

este método puede sustituir al método oficial.
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Metodologia

Todas las operaciones se clasifican en cuatro grupos: reactivacion de la
cepa, cuantificacién del indculo, métodos cuantitativos y métodos
cualitativos. Los dos primeros procesos se realizan para todas las cepas
gue se utilizan. Los procesos para métodos cuantitativos, se realizan
solamente para los métodos que se utilizan para la deteccidon y
cuantificacion de Coliformes totales, mientras que en los Métodos
cualitativos se incluyen todos los métodos para la deteccion de
Salmonella.

Reactivaciéon de la Cepa’
Debido a que la cepa se encuentra liofilizada, ésta debe de ser
reactivada. Para la reactivacion, se seguira la metodologia del American
Proficiency Institute.
El vial que contiene los pellets liofilizados se saca de refrigeracion y sin
abrir se deja en la campana de flujo laminar para que se equilibre a
temperatura ambiente. Mientras tanto se precalienta la solucion de
diluyente durante 60 minutos en una incubadora a 37°C.
Se abre el vial en condicién aséptica y se remueve la almohadilla
desecante que se encuentra junto a los pellets liofilizados. Se vacian

todos los pellets en la solucién diluyente precalentada, se agita para que

! American Proficiency Institute, Folder con Instrucciones Generales para el:  Food
Microbiology Proficiency Testing Program 2007 1st Test Event.
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todos los pellets se humedezcan. La suspension se incuba por 30
minutos a 37°C para que el material se disuelva por completo.
Cuantificacién del Inéculo?

Para poder realizar el estudio, se debe conocer la concentracidon celular
gue se inoculara. El método mediante el cual se realizara la
cuantificacion del inéculo es el de Densidad Optica utilizando un
turbidimetro HATCH serie N2100, en unidades de nefelometria (NEPH).
Por eso previo a la activacidn o durante a la activaciéon, se debe realizar
una curva de calibracion, que para esta ocasidon es una curva de
McFarland. Esta curva se realizard con una suspension de cloruro de
bario en acido sulfurico. La preparacidén de la curva se realiza bajo las

condiciones que se indican en la siguiente tabla:

NUmero
aproximado de
Numero de tubo Bl L0 ShsiCy S0 i bacterias
mi mi representadas por
105/ml
1 0.1 9.9 300
2 0.2 9.8 600
3 0.3 9.7 900
4 0.4 9.6 1200
5 0.5 9.5 1500
6 0.6 9.4 1800
7 0.7 9.3 2100
8 0.8 9.2 2400
9 0.9 9.1 2700
10 1.0 9.0 3000
Blanco de calibracién
0 10 ml de H,0 | 0

2 Ramirez Gama, R.M.; Luna M., B.; y Tsuzuki R., G.. Cuantificacién de microorganismos,
M¢étodos Directos, Turbidimetria. En Manual de Practicas de Microbiologia General, Ramirez
Gama, R.M.. Editor. UNAM, México, D.F., pag., 146-147. 1998.
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La manera, en la que se realizard la cuantificacion del indculo se

presenta en forma de listado para fines didacticos:

1.

Tomar 25 mililitros de la suspensidon previamente preparada (en el
proceso de reactivacién de la cepa), e inocularlo en 225 mililitros

de caldo nutritivo.

. De la misma manera, tomar 3 mililitros de la suspensién e inocular

una celda del turbidimetro con 27 mililitros de caldo nutritivo.

. Realizar la lectura turbidimétrica de la celda inoculada, la cual

correspondera a la lectura en tiempo cero.

. El frasco inoculado y la celda se incuban a 35°C durante 2 horas

en las cuales se suspendera temporalmente la incubacidon para
determinar de nuevo la densidad dptica. Terminado la operacion

se continuara la incubacién del frasco y la celda.

. La operacién del paso anterior se repetira de manera constante

hasta obtener al menos 4 lecturas en ese dia. Luego se
interrumpird el registro de la densidad o6ptica hasta el dia
siguiente, para iniciar de nuevo la determinacion de la densidad
optica periddicamente.

Si no se observa buen desarrollo, se suele repetir la operacidon a

las 48 horas de incubacion.
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7. Concluida la incubacién el frasco y la celda se deben almacenar en
refrigeracion.
Previo a la inoculacién de las muestras, se debe recordar atemperar el
frasco y la celda. Registrar antes de inocular las muestras la densidad
Optica para tener registro si hay cambio en la concentracidon microbiana.
Métodos Cuantitativos
Debido a que este tipo de pruebas son de tipo cuantitativo, se requiere
trabajar con 4 niveles de indculo, y para cada uno se requieren tener 5

muestras. Los cuatro niveles con los que se trabajé fueron:

Nivel de .,
. Descripcion
inoculo
Sininéculo | = ----------
Bajo En el limite de deteccion
Medio Un ciclo logaritmico mayor
Dos ciclos logaritmicos
Alto 9
mayores

Se hace notar que para cada método se requiere procesar 20 muestras,
las cuales deben ser sembradas en cada uno de los métodos con los que
se trabajo.

Dentro de este tipo de métodos de prueba, se encuentran los métodos

para la Cuantificacion de Coliformes.

Métodos Cualitativos
Debido a que este tipo de pruebas son cualitativas y sdlo se espera una

respuesta de presente o ausente, se requiere trabajar con 3 niveles de
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indculo, y se deben procesar 25 muestras, las cuales se dividen de la

siguiente manera:

Nivel de NUumero de muestras
indculo requeridas
Sin indculo 5 muestras
Bajo 20 muestras
Alto 20 muestras

Los métodos de prueba que se encuentran dentro de este tipo de son los
de Identificacidn de Salmonella.
Debido a que la Identificacién de E. coli se realiza a partir de la marcha
de cuantificacién de coliformes, se hara una excepcion y se realizara el
analisis con 20 muestras las cuales corresponderan a la inoculacién de
los métodos cuantitativos.

Métodos Analiticos

Cuantificacion de Coliformes Totales e Identificacion de E. coli por

Numero Mas Probable

Método de Referencia: El Procedimiento Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como
método de referencia consiste de los siguientes pasos principales:
(a) enriquecimiento selectivo en Caldo Lauril Triptosa (CLT;
Becton Dickinson and Company) por 48%+2 horas a 35%2°C
(Incubadora Lab-line Instruments, Inc. Model 310 Imperial III);
(b) subcultivo a Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB; Becton,

Dickinson and Company) por 48+2 horas a 35+29C y a caldo EC
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(Becton, Dickinson and Company) por 24+2 horas a 45.5°C; (c)
subcultivo en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB; Becton,
Dickinson and Company) por 18-24 horas a 35+2°C; (d)
subcultivo en medio en Agar Cuenta Estandar (Becton, Dickinson
and Company) de 18 a 24 horas a 35°C; (e) subcultivo y
confirmacién bioquimica de colonias presuntivamente positivas
provenientes del agar. [Ver apéndice E]

Metodo de Prueba 1: Se partié del Procedimiento Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como
método de referencia, realizando un cambio a partir del
aislamiento en placa para la identificacidn con agar cromogénico.
Los pasos principales de este método son: (a) enriquecimiento
selectivo en Caldo Lauril Triptosa (CLT) por 48+2 horas a 35+£2°C;
(b) subcultivo a Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB) por 482
horas a 35+20C y a caldo EC por 24+2 horas a 45.5°C; (c¢)
subcultivo en Agar Cromogénico COLI ID (Biomérieux) por 18-24
horas a 35+2°C. [Ver apéndice F]

Método de Prueba 2: Como segundo método de prueba se utilizé
el método de Total Coliform / E. coli del Manual de Métodos de
ISO-Grid. El método consiste en los siguientes pasos: (a)
filtracion de una porcién de 1ml a partir de la dilucion inicial a

través de unidad de Filtracion NEO-GRID(Neogen) e incubado en
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Agar LMG (Acumedia Manufacturers, Inc.) por 24+2 horas de 35 a
37°C; (b) examinacion del filtro para identificacion de colonias
positivas de coniformes y conteo; (c) Transferencia de Ia
membrana a Agar BMA (Acumedia Manufacturers, Inc.) e incubar
por 2 horas de 35 a 37°C; (d) Identificacién de colonias de E. coli
con luz UV (Lampara UV UL Listed 977C). [Ver apéndice G]

Cuantificacion de Coliformes Totales e Identificacion de E. coli por

Vaciado en Placa

Método de Referencia: El Procedimiento Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como
método de referencia consiste de los siguientes pasos principales:
(a) enriquecimiento selectivo en Agar Bilis Rojo Violeta (RVBA,
Becton, Dickinson and Company) de 18 a 24 horas a 35°C; (b)
conteo de colonias representativas de coniformes y subcultivo a
Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB) de colonias sospechosas
por 48+2 horas a 352 ©°C; (c) subcultivo y confirmacion
bioguimica de colonias presuntamente positivas provenientes del
agar probadas en CBVB. [Ver apéndice H]

Método de Prueba 1: Se partié del Procedimiento Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como
método de referencia, se modificé el método al sustituir el agar

RVBA por agar Cromogénico, con lo que se elimina etapa de
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confirmacién. Los pasos principales de este método son: (a)
enriquecimiento selectivo en Agar COLI ID de 18 a 24 horas a
35°C; (b) conteo de colonias de coliformes (coloracion azul) y
colonias caracteristicas de E. coli (coloracién magenta - morado).
[Ver apéndice I]

Identificacion de Salmonella

Método de Referencia: Los Procedimientos Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-012 y MO-PEM-013) utilizado en este
estudio como método de referencia consiste de los siguientes
etapas: (a) pre-enriquecimiento Caldo Lactosado (Becton,
Dickinson and Company) por 24+2 horas a 35°C; (b) subcultivo
del pre-enriquecimiento a Tetrationato (Becton, Dickinson and
Company) y Caldo Rappaport-Vassiliadis (Becton, Dickinson and
Company) por 24x2 horas a 35°C; (c) subcultivo del
enriquecimiento selectivo a Agar Entérico Hektoen (Becton,
Dickinson and Company), Agar Sulfito de Bismuto (Becton,
Dickinson and Company) y Agar XLD (Becton, Dickinson and
Company) por 24+2 horas a 35°C incubacién de 24h adicionales
en el caso del Agar Sulfito de Bismuto si es necesario; (d)
subcultivo y confirmacion bioquimica de colonias presuntivamente

positivas provenientes de medios selectivos. [Ver apéndice J]
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Metodo de Prueba 1: Se partid de los Procedimientos Estandar de
Microbiologia (MO-PEM-012 y MO-PEM-013) utilizados como
método de referencia, sustituyendo los medios selectivos y las
pruebas bioquimicas por CHROMAgar Salmonella (Becton,
Dickinson and Company); las principales operaciones de este
proceso son: (a) pre-enriquecimiento Caldo Lactosado por 24+2
horas a 35°C; (b) subcultivo del pre-enriquecimiento a
Tetrationato y Caldo Rappaport-Vassiliadis por 24+2 horas a
35°C; (c) subcultivo del enriquecimiento selectivo a Agar
Cromogénico CROMAgar Salmonella por 18-24 horas a 35+2°C.
[Ver apéndice K]

Método de Prueba 2: Como segundo método de prueba se utilizé
el método de Salmonella Detection del Manual de Métodos de ISO-
Grid en la modalidad de 24 horas. El meétodo consiste en los
siguientes pasos: (a) enriquecimiento en Caldo SCCRAM
(Acumedia Manufacturers, Inc.); (b) filtracidon de una porcién de
1ml a partir de la dilucion inicial a través de unidad de Filtracion
NEO-GRID e incubado en Agar EF-18 (Acumedia Manufacturers,
Inc.) por 24+2 horas de 35 a 37°C; (c) examinacion del filtro para
identificacion de colonias positivas de Salmonella. [Ver apéndice

M]
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Método de Prueba 3: Como segundo método de prueba se utilizé
el método de Salmonella Detection del Manual de Métodos de ISO-
Grid. El método consiste en los siguientes pasos: (a) pre-
enriquecimiento Caldo Lactosado por 242 horas a 35°C; (b)
subcultivo del pre-enriquecimiento a Caldo Tetrationato por 6-8
horas a 35°C; (c) filtracion de una porcién de 0.1ml a partir de la
dilucidon inicial a través de unidad de Filtracion NEO-GRID e
incubado en Agar EF-18 por 18-24 horas a 42°C; (d) examinacion
del filtro para identificacion de colonias positivas de Salmonella.
[Ver apéndice L]

Anadlisis Estadistico

Métodos Cualitativos

Los resultados generados por estos métodos se compararon para
determinar si existia o no alguna diferencia entre los métodos de
analisis mediante la prueba de la Q de Cochran®. Esta prueba
corresponde a una variable de x%. La cual utiliza el siguiente modelo:
(k-1)(kxc2-(3c))

kY R-> R

La existencia de una diferencia significativa fue medida con a=0.01.

QdeCochrano y* =

Métodos Cuantitativos

¥ 0’Mahony, Michael. Sensory Evaluation of Food, Statistical Methods and Procedures.
Marcel Dekker, Inc., Estados Unidos, pag. 105-106. 1986
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Los resultados obtenidos con este tipo de métodos fueron comparados
mediante un anadlisis de varianza (ANOVA o ANDEVA) para identificar
diferencias entre los métodos de anadlisis. La existencia de una

diferencia significativa fue medida con a=0.01.



Resultados y Discusion

Se preparé la curva McFarland, la cual se utilizd6 como curva patrén

para la cuantificacidén del indculo. Lo que se obtuvo fue lo siguiente:

Grafica 1: Curva Patron correspondiente a la Curva McFarland con regresion

Curva Patrén (Escala de McFarland)
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En lo mostrado en la curva, las siglas D.O. corresponden a la densidad
optica de la muestra. Esta fue elaborada con los datos que se muestran

a continuacion:

Tabla 1: Curva McFarland para la cuantificacion de indculo.

e Densidad
Clave de tubo | BaCl; 1% (ml) |H,SO,4 1% (ml) | aproximado de Opti
. ptica
bacterias / ml

0 0 0 0 0.82
1 0.3 29.7 300000000 584
2 0.6 29.4 600000000 1287
3 0.9 29.1 900000000 1876
4 1.2 28.8 1200000000 2612
5 1.5 28.5 1500000000 3568




6 1.8 28.2 1800000000 4397
7 2.1 27.9 2100000000 5290
8 2.4 27.6 2400000000 5868
9 2.7 27.3 2700000000 |  -----
10 3.0 27.0 3000000000 | = -----

Como se puede observar en los resultados no se registrd la lectura de
todos los puntos. Esto se debe a que a partir las lecturas de las celdas
identificadas como 9 y 10, la curva mantenia la linealidad hasta la
lectura de la celda 8.

Con esta curva patrén se trabajaron todos los datos obtenidos durante

las diferentes lecturas de los indculos.

Salmonella

Salmonella typhi

1. Reactivacion y caracterizacion de la cepa:
Inicialmente en esta etapa se trabajo con Salmonella typhi (FMU
095073 ATTC 25922), la cual fue reactivada de la forma en que se
indicd en la metodologia. Se realiz6 una caracterizacién de la cepa
siguiendo el método oficial para el aislamiento de Salmonella, el cual
termind con una caracterizacién bioquimica. Esta caracterizacién se
realizd utilizando las Galerias API 20E de Biomérieux, obteniéndose el
siguiente perfil: 0404540. Este perfil se obtuvo al consultar la base de

datos de Biomérieux para la interpretacidon de galerias API, y este perfil
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se obtuvo con un nivel de confianza del 99.2%, por lo que se consideré
como un perfil valido.
Durante la realizaciéon de la caracterizacidén de Salmonella typhi, se
requirieron tiempos mas largos de incubacién para poder tener
desarrollo caracteristico, este incremento en los tiempos se atribuyd a
que el microorganismo presentaba una velocidad de crecimiento lenta.
Materia Prima

2. Preparacion de las muestras e inoculacion:
Para la siembra de las muestras correspondientes a materia prima, se
utilizdé como matriz alimentaria condimento, manteniéndose para el
proceso de las muestras una proporcién 1:9 (alimento: caldo de pre-
enriquecimiento).
Se determind la concentracién del indculo por D.O. siendo éste de
145.48 neph, al despejar de la ecuacion de la recta de la curva patron
se determind que la concentracion aproximada era de
137.40x10%3%/ .. Con esa informacién se prepararon dos diluciones
para inocular las muestras:
Dilucién 1:
Para su preparacion se partid de tomar 20ul del caldo base, la dilucién
se realizé con solucién reguladora de fosfatos.

(1373986600=cteras ) (0.02ml) = X (100ml)

(1373986600=ct=ras ) (0.02ml)
(100ml)

= 274797 bacterias/
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Esta disolucién fue la que se utilizd para la preparacion de la dilucion 2
y para la inoculacién de las muestras con un nivel de inoculacién alto.
Dilucién 2:

Se tomd 1ml de la dilucidn 1 para la preparacion de esta dilucién, la
cual fue la que se utilizd para la inoculacién de las muestras con un
nivel bajo.

(27479.7vacteriay’ ) (1mll) = X (100ml)

_ (27479.7vacerizs ) (1ml)

e 27480 bacteria;
(100ml) 7

Para la preparacién y siembra de las muestras, se siguieron las
marchas o metodologias segun la técnica a utilizar. En esta etapa se
trabajaron las siguientes metodologias: Determinacion de Salmonella
por Metodologia Tradicional, Determinacidn de Salmonella Utilizando
Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella, y Determinacion de
Salmonella en 24 horas utilizando el sistema de Prueba de Filtracion de
Membrana NEO-GRID.
3. Datos:

Los resultados obtenidos para las muestras de materias primas
(condimentos) en un estudio preliminar, se muestran a continuacion en

la siguiente tabla:

Tabla 2: Resultados de Materia Prima para la identificacion de Salmonella.

Resultados Indculo
o ,
— Método Nivel de | Concentracién
Tradicional Agar NEO inoculacién | aproximada
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Cromogénico| Grid bacterias/_
001 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
002 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
003 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
004 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
005 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
006 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
007 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
008 Negativo Negativo Negativo Bajo 6
009 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
010| Negativo Negativo Negativo Bajo 6
011 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
012 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
013 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
014 | Negativo Negativo Negativo Bajo 6
015 Negativo Negativo Negativo Bajo 6
016 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
017 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
018] Negativo Negativo Negativo Alto 604
019] Negativo Negativo Negativo Alto 604
020 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
021 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
022 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
023 ] Negativo Negativo Negativo Alto 604
024 | Negativo Negativo Negativo Alto 604
025 Negativo Negativo Negativo Alto 604

4. Analisis:

Los resultados que se obtuvieron de estas muestras fueron invalidos
debido a que todas las pruebas realizadas dieron un resultado negativo,
lo cual indicaria que no hubo una deteccidén con ninguno de los métodos
probados; pero se tenia una expectativa de tener algunos resultados
positivos, por los niveles de inoculacién que se utilizaron. Se decidio
evaluar la causa a la que se atribuyd que se obtuvieran dichos

resultados: velocidad de crecimiento lenta. Bajo esta premisa se
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determind la cinética de crecimiento de Salmonella, mediante el

monitoreo de la densidad optica obteniéndose lo siguiente:

Grafica 2: Gréfi,co de Crecimiento de Salmonella typhi en Caldo lactosado incubado a
359C; Densidad Optica en funcién del tiempo.
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Grafica 3: Grafico de Crecimiento de Salmonella typhi en Caldo lactosado incubado a
350C; Logaritmo Natural de la Densidad Optica en funcién del tiempo.
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Con la informacién obtenida de la grafica 3, se conoce la velocidad de
crecimiento especifico de la cepa que se estd utilizando, u=0.1389h™’.
A partir de la velocidad de crecimiento especifico se calculd el tiempo de

duplicacion el cual fue de 4.99h.

_In(2) _ 0.693147 _ 4.96h

t., =
2y 01389

Lo que se puede observar es que se tiene un tiempo de duplicacidn
lento con respecto al tiempo esperado de forma genérica para una
bacteria. Motivo por el cual no se observd crecimiento en las muestras
inoculadas, durante el tiempo que fueron incubadas. A partir de esto se
considerd la posibilidad de que la cepa se encontrara atenuada, por lo
cual se requiri6 un tiempo mayor de incubacién para observar
desarrollo.
Producto Terminado
2. Preparacion de las muestras e inoculacion:

Para las muestras correspondientes a producto terminado, con lo
observado en el caso de materia prima, se decidié inocular las muestras
con la suspension base de Salmonella typhi. A las muestras con un nivel
de inoculacién alto se les adiciond 1ml de la suspension base, mientras
gue para las muestras con un nivel de inoculacién bajo se inocularon
con 0.1ml de la suspension base.

Las concentraciones de Salmonella typhi que se obtuvieron en las

muestras inoculadas fueron las siguientes:
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» Muestras con nivel bajo de inoculacidén:
D.O. suspension base: 745 neph
La forma en que se determind la concentracion del nimero de bacterias
por mililitro fue sustituyendo el valor de la densidad éptica en la curva
McFarland.

Y = 25227707 X107 X - 201.823556

745 =2.5227707x10° X — 201.823556

745+ 201.823556 = 2.5227707x107° X

45+ 201823590 _  _ 374673787 Shacerey,
2.5227707X10
(374673787.5%?”6‘5} (0.1ml) = 37467378 75bacterias
m
37467376;;:bactenas: 1498695, 155y

» Muestras con nivel alto de inoculacion:
D.O. suspensidn base: 745 neph
745 =2.5227707x10°° X — 201.823556

745+ 201.823556 = 2.5227707x10°° X

7S 201823556 _ \ _ et s,
2522770710

(374673787.5“%?”“) (1ml) = 374673787 Sbacterias
37467378275.:bacter|as: 14986051, 5y
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3. Datos:

Los resultados obtenidos para producto terminado fueron:

Tabla 3: Resultados de Producto Terminado para la Identificacion de Salmonella.

- c o Filtracion | g
. olumen oncentracion z or Utilizando
mﬁei?ra inlc\;lc\f,leilagi?ﬁn inoculado apbrotxi_mada TrZISitc?iggal Menﬁbrana CHROMagar
(mL) (cactenas/y) (NZE%thISb) Salmonella
1 °/ inéculo --- --- Negativo Negativo Negativo
2 S/ inéculo - -=- Negativo Negativo Negativo
3 °/ inéculo --- --- Negativo Negativo Negativo
4 °/ inéculo --- --- Negativo Negativo Negativo
5 S/ inéculo --- --- Negativo Negativo Negativo
6 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo
7 Bajo 0.1 1498695.15 Negativo Negativo Negativo
8 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo
9 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo
10 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo
11 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo
12 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Positivo Positivo
13 Bajo 0.1 1498695.15 Negativo Negativo Negativo
14 Bajo 0.1 1498695.15 | Positivo Negativo Positivo
15 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo
16 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo
17 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo
18 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo
19 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo
20 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo
21 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo
22 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo
23 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo
24 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo
25 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo

4. Analisis:

Como se puede observar a pesar de que se procesaron las muestras
con niveles de inoculacion mayores, se obtuvo un numero bajo de
respuestas. Los resultados obtenidos de estas pruebas se ven
agrupados en dos tipos, los cuales se encuentran determinados por el

medio de enriquecimiento con el cual se procesaron. El primer grupo
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de muestras que se identifica se encuentra formado por las muestras
en las que se usé Caldo Lactosado como medio de enriquecimiento y un
segundo bloque el cual corresponde a las muestras en las que se utilizé
el Caldo SCCRAM como medio de enriquecimiento. Pero se obtuvo un
numero semejante de respuestas por lo que se procedid a analizar si
existia o no alguna diferencia estadisticamente significativa entre los

métodos de prueba.

Para la evaluacién de una diferencia estadisticamente significativa entre
los métodos de analisis. Las hipotesis que se plantearon para esta

prueba fueron las siguientes:

Hyom=m=m
Hp:m#m#m

Lo que se presenta como la hipotesis nula (Hp) corresponde a que no
existe una diferencia estadisticamente significativa entre los métodos
de analisis; mientras que en la hipotesis alterna (H;) se expresa la
existencia de una diferencia estadisticamente significativa entre los
métodos de analisis.

Para la comprobar el cumplimiento de alguna de las hipétesis
planteadas, se evalud esta diferencia utilizando la Q de Cochran. De

este andlisis se generd la siguiente tabla para el analisis:

Tabla 4: Anélisis de datos mediante la Q de Cochran entre el Método Tradicional y el
Método Utilizando el Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella y el Método de
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Filtracidon de Membrana con la Unidad de Filtracion NEO-GRID para la Identificacion de
Salmonella en 24 horas.

Tratamientos Total de
Repeticiones i renglones R2
Método Tradicional Agar Cromogénico NEO-Grid (R)
1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
3 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
4 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
5 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
6 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1
7 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
8 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1
9 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
10 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1
11 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
13 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
15 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
16 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
17 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
18 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
19 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
20 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
21 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
22 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
23 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
24 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
25 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
co-lrl.?r;ar!ad?C) 8 > 6 19 33
c? 64 25 36

A partir de los datos generados en esta tabla se determind el valor de la

Q de Cochran:

QdeCochrang? =

(k-1)(kZ (X )

k) R-> R
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(3-1)(3(64+25+36) - (8+5+6))

=1.667
3(19)-33

QdeCochran gy* =

Posteriormente el valor de la Q de Cochran se comparé con el valor de

la Xi-ooLg1-2 = 7-82, y para un criterio de aceptacion de la hipétesis nula el

valor de la X° calculada debe ser menor o igual al determinado en
tablas. Como el valor calculado es menor al valor de tablas, se puede
afirmar que no existe una diferencia estadisticamente significativa entre
la utilizacién de los métodos evaluados para la identificacion de

Salmonella.

Lo que se puede concluir con todos los resultados obtenidos sobre la
cepa de Salmonella typhi evaluada es que no son definitivos para

afirmar que no existe una diferencia entre los métodos.

Para lograr mejorar los resultados, se procedié a realizar resiembra de
Salmonella con la finalidad de obtener una mejoria en la velocidad de
crecimiento. Sin embargo, no se obtuvieron mejores tiempos de
crecimiento ademas de que, se observd que en vez de lograr identificar
a Salmonella typhi se obtuvieron perfiles inaceptables para las
identificaciones. De todas las pruebas que se realizaron durante esta
marcha, se obtuvieron dos perfiles diferentes (6316000 y 6316002).
Con estos perfiles no se logrd identificar a ningln microorganismo,

porque no se observa una fermentacidon de carbohidratos. Al no existir
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respuesta en el caso de oxidacion de Glucosa, con lo que se invalida la
identificacion. Se decidié dejar de utilizar esta cepa, ademas de que
este cambio observado en el microorganismo puede explicar la

inconsistencia obtenida en los resultados.

Salmonella enteritidis

Debido a los resultados inconsistentes de las pruebas anteriores se optd
por la utilizacion de otra cepa que fue: Salmonella enteritidis ATCC
13076 (MicroBiolLogics). Aunado al cambio de cepa, se decidid realizar
un cambio en una de las metodologias. En el caso del método de
Filtracién por Membrana, para estas pruebas se utilizé el método de
Identificacién para Salmonella utilizando el sistema de Filtracion por
Membrana Neo-Grid. La diferencia entre las técnicas, radica
principalmente que para la prueba de identificacién de 24 horas, se
utiliza solo un caldo de enriquecimiento, mientras que en el caso de la
otra técnica de filtracidn por membrana, se utilizan un caldo de
enriquecimiento y un caldo de enriquecimiento selectivo, los cuales se
utilizan en la marcha de identificacion de Salmonella por el método
oficial. El motivo por el cual se tomd la decision de un cambio en la
metodologia fue para disminuir la variacidén entre las muestras. Ya que
al partir todos los métodos de la misma muestra la Unica diferencia que
se expresara en los resultados correspondera a la diferencia del método

de analisis.
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1. Reactivacion y caracterizacion de la cepa:

De manera semejante al caso de Salmonella typhi, previo a la
utilizacion de las muestras se reactivo la cepa y se realiz6 una marcha
para la identificacion (caracterizacién) de Salmonella enteritidis. Para la
realizacion de esta marcha se obtuvieron no solo las morfologias
representativas sino que también hubo desarrollo dentro de los tiempos
indicados por la metodologia. Al realizar las pruebas bioquimicas, se
obtuvo el siguiente perfil: 6704552, el cual corresponde a Salmonella
spp con un porcentaje de certeza del 89.4%. Como se puede observar,
este perfil no indica de manera directa lo cual se debe a que esta
especie de Salmonella no se encuentra dentro de la base de datos de
los microorganismos caracterizados por Biomérieux para las galerias Api
20E; por lo que el perfil obtenido se consider6 como la referencia del
perfil de identificacidén para S. enteritidis.

2. Preparacion de la muestra e inoculacion:

Para la preparacion de las muestras se prepararon diluciones a partir de
la suspensién base la cual tenia una D.O. de 630, que corresponde a
una concentracién de 329.17x10%°%ae@s,  |as diluciones que se

prepararon son las siguientes:
» Dilucién 1:

_ (329166931 b2cterizs) (0, 1ml)
b 10.1ml

= 3250078 bacteriss
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» Dilucion 2:

(3259078 bzcterizs) (0, 1ml) |
D2 — =32268 bacr:]elrlas
10.1ml
» Dilucion 3:

_ (32268=cr) (0.1ml)
: 10.1ml

- bacterias
= 3] bacte

Con estas diluciones, se inocularon las muestras, a un nivel de
inoculacion mas alto por un incremento del indculo, pero manteniendo
consistencia en el intervalo de las 100-500 bacterias, la cual se
encuentra un ciclo logaritmico por encima de las muestras de nivel
bajo. Los volumenes con los que se inocularon las muestras fueron los

siguientes:

Para obtener las concentraciones de indculo de las muestras se
determinaron los voliumenes que debian de ser adicionados de las

suspensiones, los cuales se muestran a continuacion:
» Nivel de inoculacion bajo

10bacter|as/g

(250bacteriag (1 m;3)
319bacterias,

10 bacteriag/ —

=0.784ml,, = 7504,

» Nivel de inoculacion alto
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10 obacteriaS/g

2500bacteriag (1
10Qpbacteriay’ = ( 3( nEZ) =0.077ml, =80ul,
32268bacteriag, ? ’
1 50bacteria5/g
3750bacteriag (1
15Qbacteriay’ = ( 9( miZ) =0.116ml, =120ul,
32268bacteriag, ? ’

Es importante hacer notar que se utilizaron las mismas diluciones para
inocular las muestras correspondientes a materia prima y producto

terminado, esto se debe a que fueron procesadas juntas.

Materia Prima

3. Preparacion de la muestra e inoculacion:

Los resultados obtenidos en la prueba de materia prima, fueron los

siguientes:
Tabla 5: Resultados de Materia Prima para la Identificacion de Salmonella.
Resultados Indculo
A ) _ Concentracién
— Método Agar NEO- Nivel de aproximada
Tradicional | Cromogénico Grid inoculacion bacterizs)
051 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
052 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
053| Positivo Positivo | Positivo Bajo 10
054 | Positivo Positivo Positivo Alto 150
055| Positivo Positivo Positivo Alto 150
056 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
057 | Positivo Positivo | Positivo Bajo 10
058| Positivo Positivo Positivo Bajo 10
059| Positivo Positivo Positivo Alto 150
060 | Positivo Positivo Positivo Alto 150
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061]| Negativo Negativo Negativo Sin 0
062 | Positivo Positivo | Positivo Bajo 10
063 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
064 | Positivo Positivo Positivo Alto 100
065| Positivo Positivo Positivo Alto 100
066 | Negativo Negativo Negativo Sin 0
067 | Positivo Positivo | Positivo Bajo 10
068| Positivo Positivo Positivo Bajo 10
069 | Positivo Positivo Positivo Alto 100
070| Positivo Positivo Positivo Alto 100
071 Negativo Negativo Negativo Sin 0
072 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
073| Positivo Positivo | Positivo Bajo 10
074 | Positivo Positivo Positivo Alto 100
075| Positivo Positivo Positivo Alto 100

4. Analisis:

Lo que se puede observar con estos resultados es que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los métodos analizados
para la identificacién de Salmonella. Esto se puede explicar sin la
realizacion de un analisis estadistico matematico debido a que si se
realizard la matriz para obtener los datos que se sustituyen en la
formula de la Q de Cochran para el valor de x? calculada este seria igual
a 0. Y al comparar el valor calculado con el de tablas el valor resultante
seria menor que el de tablas por lo tanto se cumpliria el criterio de
acierto de la prueba con lo que se demostraria que no existe una
diferencia estadisticamente significativa entre los métodos evaluados
para la identificacion de Salmonella.

Producto Terminado
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3. Preparacion de la muestra e inoculacion:

Los resultados obtenidos se presentan a continuacion:

Tabla 6: Resultados de Producto Terminado para la Identificacion de Salmonella.

Resultados Inoéculo
a . _ Concentracion
= Método Agar . Nivel de aproximada
Tradicional | Cromogénico MIECHEIE inoculacion bacteri
actenaS/g

076 Negativo Negativo Negativo Sin 0
077] Positivo Negativo Positivo Bajo 10
078 Positivo Positivo Positivo Bajo 10
079] Positivo Positivo Positivo Alto 100
080| Positivo Positivo Positivo Alto 100
081]| Negativo Negativo Negativo Sin 0
082 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
083]| Positivo Positivo Positivo Bajo 10
084 Positivo Positivo Positivo Alto 100
085] Positivo Positivo Positivo Alto 100
086 Negativo Negativo Negativo Sin 0
087 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
088| Negativo Negativo Positivo Bajo 10
089] Positivo Positivo Positivo Alto 100
090| Positivo Positivo Positivo Alto 100
091] Negativo Negativo Negativo Sin 0
092 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
093] Positivo Positivo Positivo Bajo 10
094 Positivo Positivo Positivo Alto 100
095] Positivo Positivo Positivo Alto 100
096 Negativo Negativo Negativo Sin 0
097 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
098 | Positivo Positivo Positivo Bajo 10
099] Positivo Positivo Positivo Alto 100
100| Positivo Positivo Positivo Alto 100

De manera semejante a las pruebas anteriores de producto terminado,
se evalud si existia alguna diferencia estadisticamente significativa
entre los métodos utilizados, mediante la Prueba de la Q de Cochran.

Las hipdtesis planteadas poseen los mismos criterios de éxito para la
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prueba estadistica, por lo que a continuacion solo se presentan las

expresiones matematicas de estas:

Hyom=m=m
Hi:m#m#m

El cuadro de analisis de datos se presenta a continuacion:

Tabla 7: Analisis de datos mediante la Q de Cochran entre el Método Tradicional y el

Método Utilizando el Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella y el Método de

Filtracion de Membrana con la Unidad de Filtracion NEO-GRID para la Identificacion de

Salmonella.
Tratamientos Total de

i z 2
Repeticiones Trl;/ldeitgigﬁal Agar Cromogénico NEO-Grid ren?IID\(;nes R
1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
2 Positivo 1 Negativo 0 Positivo 1 2 4
3 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
4 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
5 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
6 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
7 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
8 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
9 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
10 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
11 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
13 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1
14 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
15 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
16 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
17 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
18 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
19 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
20 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
21 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
22 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
23 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
24 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
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25 [ Positivo] 1 | Positivo 1 | Positivo]| 1 3 9
Total de 19 18 20
columna (C) 57 167
c? 361 324 400

(k-)(kZ e -(X )
k) R-> R

QdeCochrang? =

(3—1)(3(361+ 324+ 400) - (19 +18+ 20)2) ]

de Cochran 6y? = =3
° X 3(57) -167

El valor de la Q de Cochran se compard con el valor de la

Xo-oorgi—2 =782, y para un criterio de aceptacion de la hipétesis nula el

valor de la X° calculada debe ser menor o igual al determinado en
tablas. Como el valor calculado es menor al valor de tablas, con esto
se observa que no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre la utilizacién de los métodos evaluados para la identificacion de

Salmonella.

Analisis de Costos y Evaluacién de los Métodos para la Identificacion de

Salmonella

Con los resultados obtenidos a lo largo de estas pruebas, se puede
concluir que no existe evidencia que demuestre que haya alguna
diferencia estadisticamente significativa entre los métodos. Por lo tanto
basandose en el desempefio mostrado por los métodos para la

obtencion de los resultados se puede decir que de manera indistinta se
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podria utilizar cualquiera de estos métodos para la identificacién de
Salmonella ya sea en materia prima o producto terminado.

Previo a la realizacion de las pruebas, se realizé una busqueda para
después evaluar las opciones encontradas. A todas las alternativas que
se encontraron se les realizd una evaluacion de costos aproximados por
realizacion de prueba. Esto con la finalidad de encontrar alternativas
que permitan disminuir los costos de realizacién de pruebas, lo que se
utilizdé como un primer filtro de seleccién de métodos.

El analisis de costos fue un aproximado debido a que los precios de los
insumos no se mantienen constantes y no se esta considerando el costo
de la mano de obra en los calculos. Los costos se encuentran divididos
en tres grupos que son: Costos de Prueba, Costos Operativos y Costos
de Mantenimiento.

Los Costos de Prueba corresponden al costo de los medios de cultivo ya
preparados por porciéon utilizada para la realizacion de una prueba. Los
Costos Operativos corresponden a todo el material de laboratorio
adicional necesario para la realizacion de la prueba. Y los Costos de
Mantenimiento corresponden al costo para el mantenimiento de los
equipos durante su utilizacion. La forma en que se presenta a
continuacién toda esta informacidén se encuentra contenida en la Tabla
8. Ademas se presenta un condensado de esta informacién en forma

de grafica, lo que permite con mayor facilidad el comparar los costos no
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sOlo totales de los métodos, sino que permite poder comparar las
diferencias entre estos en funcion de cada uno de los tres grupos antes
mencionados.

Junto con este analisis se realizd una prueba con los proveedores de
cada uno de los métodos con lo que se consideraron a grosso modo
dificultades para poder interpretar los resultados que se obtenian de las
pruebas. Con esta informacion se tomé la decision de trabajar con dos
metodologias las cuales fueron: utilizacion de medios cromogénicos y
la filtracidn de membrana con reticulo hidrofébico.

Al realizar un analisis de costos, lo que se pudo observar es que la
implementacion de métodos rapidos para el analisis microbioldgico,
puede reducir el costo de realizacién de prueba. La disminucion de los
costos por la realizacién de prueba produce un ahorro, el cual depende
del método rapido que se utilice, encontrandose éste en un intervalo
que va desde 30 hasta un 60% de ahorro con respecto al tradicional.

A partir de toda la informacion generada experimentalmente, durante la
elaboracion de las muestras se pidieron evaluar y observar las ventajas
y desventajas que presenta la utilizacién de alguna metodologia; por lo
que para poder esquematizar esta evaluacion a continuacion se
presentan a modo de diagramas de Venn cuales fueron las ventajas y
desventajas que se presentaron en cada una de las metodologias

evaluadas:
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Tabla 8: Analisis de Costos de pruebas para la identificacion de Salmonella

Determinacion de sgfﬁfg?;ﬂ:cﬂzgn%eo SDaT::;T;ﬂ:cLijzgnddeo Determinacion de
Material / Reactivo / Equipo / Precio Salmonella por Método o Salmonella utilizando el
X L L Agar Cromogénico SM Agar CHROMagar 2 _
Medio / Prueba Unitario Tradicional D2 Salmonella método del 1-2 Test
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06 1 $8.06 1 $8.06 1 $8.06
Tubo Caldo Tetrationato $2.13 1 $2.13 1 $2.13 1 $2.13 $0.00
Tubo Caldo Rappaport -
Vassiliadis $1.19 1 $1.19 1 $1.19 1 $1.19 $0.00
8 Placa medios Salmonella $8.58 2 $17.16 $0.00 $0.00 $0.00
Q Tubo de TSI $1.28 6 $7.68 $0.00 $0.00 $0.00
E Tubo de LIA $1.05 6 $6.30 $0.00 $0.00 $0.00
o Prueba con Galeria API 20E $57.25 3 $171.75 $0.00 $0.00 $0.00
% Placa Agar EF-18 $5.31 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
w Frasco con Caldo SCCRAM $80.78 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
(o) 1-2 Test Pathogen Testing
"J’) (Salmonella) $104.78 $0.00 $0.00 $0.00 1 $104.78
o UNIQUE SALMONELLA $106.50 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
O Reveal Salmonella 20 h $178.71 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Placa Agar Cromogénico SM ID2 $26.74 $0.00 2 $53.48 $0.00 $0.00
Placa de CHROMagar Salmonella | $15.30 $0.00 $0.00 2 $30.60 $0.00
Total 3 $214.27 $64.86 $41.98 $112.84
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Membrana filtradora Iso-Grid $31.33 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
o Esponja filtradora $7.06 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Z Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49
4&; Bolsa Nasco 240z ¢/ filtro $5.36 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
!G—) Gradilla alag’:]%r:srec para 72 $3.92 1 $3.92 1 $3.92 1 $3.92 $0.00
Q
o Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92
o Pipeta graduada 2ml $1.48 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
"J; Pipeta graduada 5ml $1.84 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
8 Pipeta graduada 10ml $1.92 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Porta asas c/ alambre de
nicromel 1/100 $0.25 8 $2.00 4 $1.00 4 $1.00 $0.00
Total b3 $20.33 $19.33 $19.33 $14.41
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Unidad de Filtracion Iso-Grid $29.81 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
o Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
"":’ Tapon de silicon para Neo-Grid $0.23 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Q Cuenta colonias portatil $3.75 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
E Marcador para cuenta colonias $0.45 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
c Apiweb $0.10 2 $0.20 $0.00 $0.00 $0.00
8 Autoclave $1.46 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
c Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32
g Crondémetro 100hrs c/4 canales $0.58 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Succionador de pipetas (accujet) $0.07 2 $0.14 2 $0.14 2 $0.14 2 $0.14
% Incubadora $0.37 144 $53.28 72 $26.64 72 $26.64 48 $17.76
o Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
JJJ_) Soporte Manifold $3.17 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
le) Bomba de Vacio $1.24 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
O Mechero para altas temperaturas $0.81 8 $6.48 6 $4.86 6 $4.86 1 $0.81
Total p3 $60.42 $31.96 $31.96 $19.03
Costos por realizacion de prueba
Costo de Prueba $214.27 $64.86 $41.98 $112.84
Costo Operativo $20.33 $19.33 $19.33 $14.41
Costo de Mantenimiento $60.42 $31.96 $31.96 $19.03
Total | > $295.02 $116.15 $93.27 $146.28
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Tabla 8(Continuacion):

Andlisis de Costos de pruebas para

la identificacion de

Salmonella
A P Determinacién de
Determinacién de Determinacion de Sl 60
Material / Reactivo / Equipo / Precio Salmonella usando Salmonella usando Filtracion an
Medio / Prueba Unitario UNIQUE Salmonella Reveal Salmonella Membrana (1SO-GRID)
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06 $0.00 1 $8.06
Tubo Caldo Tetrationato $2.13 $0.00 $0.00 1 $2.13
Tubo Caldo Rappaport -
Vassiliadis $1.19 $0.00 $0.00 $0.00
g Placa medios Salmonella $8.58 $0.00 $0.00 $0.00
() Tubo de TSI $1.28 $0.00 $0.00 $0.00
E Tubo de LIA $1.05 $0.00 $0.00 $0.00
o Prueba con Galeria API 20E $57.25 $0.00 $0.00 $0.00
% Placa Agar EF-18 $5.31 $0.00 $0.00 1 $5.31
n Frasco con Caldo SCCRAM $80.78 $0.00 $0.00 $0.00
o 1-2 Test Pathogen Testing
4(7')' (Salmonella) $104.78 $0.00 $0.00 $0.00
(@] UNIQUE SALMONELLA $106.50 1 $106.50 $0.00 $0.00
O Reveal Salmonella 20 h $178.71 $0.00 1 $178.71 $0.00
Placa Agar Cromogénico SM ID2 | $26.74 $0.00 $0.00 $0.00
Placa de CHROMagar Salmonella | $15.30 $0.00 $0.00 $0.00
Total b3 $114.56 $178.71 $15.50
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Membrana filtradora Iso-Grid $31.33 $0.00 $0.00 1 $31.33
Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 $0.00 $0.00 $0.00
o Esponja filtradora $7.06 $0.00 $0.00 1 $7.06
2 Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49
-::U’ Bolsa Nasco 240z ¢/ filtro $5.36 $0.00 $0.00 $0.00
6 Gradilla alaEt;r:Srec para 72 $3.92 $0.00 $0.00 1 $3.92
Q
o Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92
o Pipeta graduada 2ml $1.48 $0.00 $0.00 $0.00
"J-,' Pipeta graduada 5ml $1.84 $0.00 $0.00 $0.00
8 Pipeta graduada 10ml $1.92 $0.00 $0.00 $0.00
Porta asas ¢/ alambre de
nicromel 1/100 $0.25 $0.00 $0.00 $0.00
Total b3 $14.41 $14.41 $56.72
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Unidad de Filtracién Iso-Grid $29.81 $0.00 $0.00 1 $29.81
o Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49 $0.00 $0.00 1 $1.49
"":' Tapon de silicdn para Neo-Grid $0.23 $0.00 $0.00 1 $0.23
9 Cuenta colonias portatil $3.75 $0.00 $0.00 $0.00
E Marcador para cuenta colonias $0.45 $0.00 $0.00 $0.00
c Apiweb $0.10 $0.00 $0.00 $0.00
B Autoclave $1.46 $0.00 $0.00 $0.00
C Campana $0.32 $0.00 $0.00 1 $0.32
g Crondmetro 100hrs c/4 canales $0.58 5 $2.90 1 $0.58 $0.00
Succionador de pipetas (accujet) $0.07 $0.00 $0.00 3 $0.21
g Incubadora $0.37 28 $10.36 24.25 $8.97 56 $20.72
o Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 $0.00 $0.00 1 $0.31
4(7')’ Soporte Manifold $3.17 $0.00 $0.00 1 $3.17
o Bomba de Vacio $1.24 $0.00 $0.00 1 $1.24
O [ Mechero para altas temperaturas | $0.81 $0.00 $0.00 $0.00
Total b3 $13.26 $9.55 $57.50
Costos por realizacion de prueba
Costo de Prueba $114.56 $178.71 $15.50
Costo Operativo $14.41 $14.41 $56.72
Costo de Mantenimiento $13.26 $9.55 $57.50
Total | = $142.23 $202.67 $129.72
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Tabla 8(Continuacion):

Andlisis de Costos de pruebas para la identificacion de

Salmonella
P Determinacion de Determinacion de
I | etermosaence | Salmonsla por | Samonla por
Material / R_eactlvo / Equipo / Pr_ecn_) Filtracién con Filtracién con Filtracién con
Medio / Prueba Unitario Membrana (NEO-GRID) Membranazﬁlso-GRID) MembranaZ‘(tﬁEO-GRID)
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06 $0.00 $0.00
Tubo Caldo Tetrationato $2.13 1 $2.13 $0.00 $0.00
Tubo Celdo Rappaport - $1.19 $0.00 $0.00 $0.00
8 Placa medios Salmonella $8.58 $0.00 $0.00 $0.00
Q Tubo de TSI $1.28 $0.00 $0.00 $0.00
E Tubo de LIA $1.05 $0.00 $0.00 $0.00
o Prueba con Galeria API 20E $57.25 $0.00 $0.00 $0.00
% Placa Agar EF-18 $5.31 1 $5.31 1 $5.31 1 $5.31
" Frasco con Caldo SCCR,_AM $80.78 $0.00 1 $80.78 1 $80.78
% 1-2 Tes(tszfn:r;%ge?{;;e“'”g $104.78 $0.00 $0.00 $0.00
(@) UNIQUE SALMONELLA $106.50 $0.00 $0.00 $0.00
O Reveal Salmonella 20 h $178.71 $0.00 $0.00 $0.00
Placa Agar Cromogénico SM ID2 | $26.74 $0.00 $0.00 $0.00
Placa de CHROMagar Salmonella | $15.30 $0.00 $0.00 $0.00
Total s $15.50 $86.09 $86.09
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Membrana filtradora Iso-Grid $31.33 $0.00 1 $31.33 $0.00
Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 1 $55.44 $0.00 1 $55.44
o Esponja filtradora $7.06 1 $7.06 1 $7.06 1 $7.06
> Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49
p=] Bolsa Nasco 240z ¢/ filtro $5.36 $0.00 $0.00 $0.00
E Gradilla alambre rec para 72
) tubos $3.92 1 $3.92 $0.00 $0.00
8' Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92
o Pipeta graduada 2ml $1.48 $0.00 $0.00 $0.00
"J-; Pipeta graduada 5ml $1.84 $0.00 $0.00 $0.00
8 Pipeta graduada 10ml $1.92 $0.00 $0.00 $0.00
Porta asas ¢/ alambre de
nicromél 1/100 $0.25 $0.00 $0.00 $0.00
Total b3 $80.83 $52.80 $76.91
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Unidad de Filtracion Iso-Grid $29.81 $0.00 1 $29.81 $0.00
o Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49 $0.00 1 $1.49 $0.00
"E Tapon de silicon para Neo-Grid $0.23 1 $0.23 1 $0.23 1 $0.23
Q Cuenta colonias portatil $3.75 $0.00 $0.00 $0.00
E Marcador para cuenta colonias $0.45 $0.00 $0.00 $0.00
'c Apiweb $0.10 $0.00 $0.00 $0.00
8 Autoclave $1.46 $0.00 $0.00 $0.00
c Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32
© Crondémetro 100hrs c/4 canales $0.58 $0.00 $0.00 $0.00
E Succionador de pipetas (accujet) $0.07 3 $0.21 2 $0.14 2 $0.14
% Incubadora $0.37 56 $20.72 31 $11.47 31 $11.47
o Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 1 $0.31 1 $0.31 1 $0.31
4(7; Soporte Manifold $3.17 1 $3.17 1 $3.17 1 $3.17
o Bomba de Vacio $1.24 1 $1.24 1 $1.24 1 $1.24
O Mechero para altas temperaturas $0.81 $0.00 $0.00 $0.00
Total p3 $26.20 $48.18 $16.88
Costos por realizacion de prueba
Costo de Prueba $15.50 $86.09 $86.09
Costo Operativo $80.83 $52.80 $76.91
Costo de Mantenimiento $26.20 $48.18 $16.88
Total | > $122.53 $187.07 $179.88
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Grafica 4: Analisis de Costos de pruebas para la identificacion de Salmonella
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< 6 Método de andlisis

Esquema 1: Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método
Tradicional para la Identificacion de Salmonella
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Esquema 2: Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método Utilizando
Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella para la Identificacion de Salmonella
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Esquema 3: Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método de
Filtracion de Membrana con la Unidad de Filtracion de NEO-GRID para la Identificacion
de Salmonella (para el caso de la identificacion con caldos tradicionales y el método

de 24 horas).
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Ademas de poder evaluar las diferencias entre los métodos, una buena
forma de apreciar otro aspecto importante de las pruebas realizadas a
través de métodos rapidos es la disminucidon de tiempos o duracién de
prueba para obtener un resultado positivo. Esto conduce a que si se
poseen tiempos de respuesta menores, se puede dar una respuesta
rapida ante alguna situacion en que se requiera la agilizacién en la
liberacion de un lote de producto, con lo que se obtendria una mayor
tiempo en anaquel (punto de venta). A continuacion se presenta un

grafico de los tiempos maximos de prueba:

Grafica 5: Comparacion de tiempos de pruebas para la identificacion de Salmonella
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De manera semejante al caso del analisis de costos, se concluye que al
evaluar las ventajas y las desventajas, las metodologias propuestas
presentan no soélo una disminucion en el tiempo de prueba sino una
reduccion en el niumero de operaciones requeridas. Con lo que se
puede incrementar la capacidad de analisis del laboratorio y mejorar
tiempos de respuesta del mismo.

Con toda la informacién recolectada durante la realizacién de las
pruebas, el analisis de costos y la observacion de las ventajas vy
desventajas de cada método, se podria decir que la mejor opcion de
método rapido para sustituir a la metodologia oficial es en la que se
utiliza el agar cromogénico debido a que no se requiere la compra de
equipos especiales y genera un menor impacto en el cambio de las
operaciones para el procesamiento de la muestra.

Coliformes Totales y Escherichia coli
1. Reactivacion y caracterizacion de la cepa:

De manera semejante al caso de las dos cepas antes mencionadas,
para el caso de E. coli, también se reactivo la cepa y se caracterizd. La
cepa con la que se trabajo fue E. coli ATCC 25922 (BBL™ QualiSwab) la
cual al ser caracterizada se obtuvo el siguiente perfil: 7144572. Al
introducirse el perfil obtenido en la base de datos de Biomérieux para la
identificacion se obtuvo que el perfil del microorganismo aislado

corresponde a E. coli 1 con un porcentaje de certeza del 99.8%. Este
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porcentaje de certeza tan elevado ademas de confirmar que se posee el
microorganismo, permite determinar qué tipo de E. coli se utilizd ya que
se presentan en la base de datos 2 perfiles para este microorganismo.
Prueba Preliminar

Debido a que el trabajo con E. coli se inicid casi a la par con los de
Salmonella (mientras se estaba utilizando Salmonella typhi), se decidié
el correr una prueba de rastreo o preliminar para poder observar la
viabilidad del microorganismo.

2. Preparacion de la muestra e inoculacion:
Para esta prueba se decidio trabajar con la técnica de vaciado en placa.
Se trabajo con 20 muestras distribuidas en 4 niveles de inoculacién, los
cuales se generaron utilizando la suspension base de forma directa.
Los niveles de inoculacion fueron asignados de la siguiente manera:
Sin in6culo, bajo (10ul), medio (100ul), y alto (1ml). La suspension de
E. coli que se utilizd para la inoculacién tenia una densidad dptica de
287.797, con lo que se determind al sustituir en la ecuacidon de la recta
de la curva patron que la concentracion aproximada de la suspension
era 19.37x1Q6bacterias;

3. Resultados:

Los resultados obtenidos para esta prueba fueron los siguientes:

Tabla 9: Resultados de Producto Terminado para la Determinaciéon de Coliformes
Totales por Vaciado en Placa.

= Resultados | Indculo I
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c Concentracion
VP VP </ A. Nivel de | aproximada

Tradicional | COLI ID inoculacion bacteriaS/
[¢]

001 <10 <10 Sin 0
002 <10 <10 Sin 0
003 <10 <10 Sin 0
004 <10 <10 Sin 0
005 <10 <10 Sin 0
006] >15000 >15000 Bajo 19370
007] >15000 >15000 Bajo 19370
008] >15000 >15000 Bajo 19370
009] >15000 >15000 Bajo 19370
010] >15000 >15000 Bajo 19370

011] >150000 | >150000 | Medio 193701
012] >150000 | >150000 Medio 193701
013 ] >150000 | >150000 | Medio 193701
014] >150000 | >150000 Medio 193701
015] >150000 | >150000 | Medio 193701
016 >150000 | >150000 Alto 1937013
017 >150000 | >150000 Alto 1937013
018 >150000 | >150000 Alto 1937013
019] >150000 | >150000 Alto 1937013
020 >150000 | >150000 Alto 1937013

4. Analisis:
Con los resultados obtenidos de esta prueba se logra observar que
todos los valores se encuentran fuera de los rangos estadisticos para la
interpretacion de las placas. Ademas si se realizara con estos valores
un andlisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe alguna
diferencia para la cuantificacion de Coliformes y una Q de Cochran para
ver si existe diferencia para la identificacidon de E. coli, en ambos casos
se observaria que no existe una diferencia estadisticamente significativa
entre los métodos ya que los resultados fueron los mismos. Lo que si

se logro con esta prueba fuel el observar que el microorganismo se
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encontraba en buen estado como para poder utilizarlo en las pruebas
posteriores.
Materia Prima

2. Preparacion de la muestra e inoculacion:
Con lo observado en la prueba anterior, se decidio iniciar la prueba con
la materia prima. Se procesaron las muestras en dos etapas, a
continuacién se presentan los calculos para la realizacion de las
disoluciones que se utilizaron para inocular las primeras 12 muestras.

» Densidad Optica: 521.06, la cual corresponde a una

concentracion de 285983919bacterias/

Disolucion 1:
285983919bacterias’ ) (0,01ml ,
D, | i ) - 285698bacteriay’
10.01ml
Disolucion 2:
285698bacterias’ ) (0,1ml
D2 - ( ;/l)( ) — 2828bacteri%l
10.1ml
Disolucion 3:
2828 bacteria . anl
D3 = ( /$/ l)( ) - 282bacteria/sr/nI

10ml

A partir de estas tres disoluciones se inocularon las muestras con

diferentes voliumenes.

Nivel de inoculacién bajo (Volumen: 120ul de Ds)
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(282vacterias” ) (0.120ml)
109

— Qbacteria:
3hactenzy

Nivel de inoculacion medio (Volumen: 110ul de D)

(2828vacterias ) (0.110ml)
10g

= 31bacteri%

Nivel de inoculacién alto (Volumen: 995ul de D;)

(2828 bacteria;{n.) (O.995m|)
10g

- 281bacteri /s/

a
g

Para las otras ocho muestras se decidié realizar otra suspension base,
debido a que la anterior ya tenia una densidad dptica elevada. Y para
las siguientes muestras se trabajé con las nuevas disoluciones.

» Densidad Optica: 268.30, la cual corresponde a una

concentracion de 182562122bacterias;
Disolucion 1:

(182562122bacterias )(0.01ml)

=182380 bacteria/sr/n |

. 10.01ml
Disolucion 2:
182380bacterias’ ) (0.1ml
D, = ( ) ( ) = 1805 bacteriay’_
10.21ml
Disolucion 3:

o = (182380vbacterias’ ) (0.01ml)

- 182 bacteria -
3 10.01ml m
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A partir de estas tres disoluciones se inocularon las muestras con

diferentes volUmenes de éstas.

Nivel de inoculacién bajo (Volumen: 205ul de Ds)

(182vacterias )(0.205ml)
109

— bacteria:
3hacterssy

Nivel de inoculacion medio (Volumen: 170ul de D)

(1805bacterias )(0.170ml)
10g

=30 bacteri%

Nivel de inoculacién alto (Volumen: 20ul de Dy)

(182380v=cterias )(0.020ml)
10g

=364 bacteri%

3. Resultados:

Los resultados obtenidos en esta prueba, fueron los siguientes:

Tabla 12: Resultados de Materia Prima para la Determinacion de Coliformes Totales
por Numero Mas Probable y Vaciado en Placa.

Resultados Indculo
= NMP </ A VP VP A | Nivel de Cg nf:;t]rqaacdlgn
NMP corp | NEO-GMd | rradicional | coLr D |inoculacién pbacterias/
g
021 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0
022 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Bajo 3
023 23 23 20 <10 <10 Medio 31
024 240 240 40 <10 <10 Alto 281
025 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0
026 3.6 3.6 <10 <10 <10 Bajo 3
027 <3 <3 <10 <10 <10 Medio 31
028 93 93 40 <10 <10 Alto 281
029 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0
030 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Bajo 3
031 43 43 10 <10 <10 Medio 31
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032 460 460 539 <10 <10 Alto 281
033 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0
034 23 23 <10 <10 <10 Bajo 3
035 93 93 171 10 30 Medio 30
036 460 460 800 <10 50 Alto 364
037 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0
038 43 43 20 <10 10 Bajo 3
039 43 43 50 90 90 Medio 30
040 1100 1100 895 830 690 Alto 364

4. Analisis:

Los resultados obtenidos, fueron evaluados por tipo de método debido a
gue no es adecuado comparar los 5 métodos ya que se obtienen los
resultados en diferentes unidades. Por lo que primero se presenta en

analisis correspondiente a los Métodos de NUmero Mas Probable.

Para el analisis de varianza, se tienen las siguientes hipétesis:

Ho: Mi=M2= H3; H1: pi#FH2#M3

Tabla 13: Analisis de Varianza para Comparar los Métodos para la Determinacion de
Coliformes Totales por NiUmero Mas Probables.

Fuggte Suma de Grggos Cuadrado Four Criterio
i tablas 4
Variacion Cua(g?)dos Libertad I\?Isl%')o Feacuada | 4001 recieazo DEEEe
(FV) (g.)
Factor | 0.417626 2 0.208813 | 0.173045 | 7.08 | Fo=F: Ho se
acepta
E 68.7818 57 1.2067 Conclusiéon: Al no existir evidencia de
rror ) . alguna diferencia estadisticamente
significativa, se puede utilizar cualquiera de
Total 69.1994 59 los métodos para la determinacién de
coliformes.

En la realizacion de la tabla, los calculos fueron hechos utilizando el
logaritmo base 10 de los resultados. El valor de la F de tablas que se
utilizé fue el mas cercano ya que no se encontraba el valor buscado en

ellas F0_01,2,60=7.08.
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No existe diferencia estadisticamente significativa entre los métodos de
NUmero Mas Probable probados en esta prueba, por lo que podria
utilizarse de manera indistinta cualquiera de estos métodos para la

cuantificacion de Coliformes Totales.

De manera semejante a la prueba presuntiva que se corridé con el
producto terminado, se evalué si existia o no diferencia
estadisticamente significativa en la identificacién de E. coli en materia
prima utilizando las metodologias de nimero mas probable.

Hyom=m=m
Hy:m#m#m

Tabla 14: Resultados de Materia Prima para la Identificacion de E. coli por Nimero

Mas Probable. Analisis de datos mediante la Q de Cochran.

Tratamientos Total de
Repeticiones NMP NMP C/Ig COLI N ren%c;)nes R?
1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
3 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
4 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
5 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
6 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
7 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
8 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
9 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
10 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
11 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
13 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
15 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
16 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
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17 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
18 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
19 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
20 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9
Total de 12 12 10
columna (C) 34 98
C? 144 144 100
> 2
 (k=p{kXc-(X 9
QdeCochrangy” =

QdeCochran gy* =

k) R-> R

(3-1)(3(144 +144+100) - (12 +12+10)7)

3(34)-98

=4

Como el valor de la Q de Cochran calculado fue menor al valor de la x>

de tablas (X520_0lg_|_:2:7-82), se observa que no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la utilizacién de los métodos de

NUmero Mas Probable evaluados para la identificacidon de E.coli.

Para el caso de los Métodos de Vaciado en Placa, los datos también

fueron analizados mediante el analisis de varianza y se obtuvo lo

siguiente:

Hol

Mi=Hz; H1: pi#p;

Tabla 15: Analisis de Varianza para Comparar los de Métodos para la Determinacion
de Coliformes Totales por Vaciado en Placa.

el Suma de Cirzees Criterio
de Cuadrados de Cuadrado F Frablas de Decision
Variacién Libertad | Medio (MC) calculada | q=0,01
(FV) (SC) (gl) rechazo
Factor 0.239609 1 0.239609 | 0.356512 | 7.35 Fo=F¢ Ho se
acepta
Conclusion: Al no existir evidencia de
Error 25.5395 38 0.672092 alguna diferencia estadisticamente
Total 25 7791 39 significativa, el método alternativo se

puede utilizar para sustituir al método
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oficial.

Los calculos realizados fueron hechos utilizando el logaritmo base 10 de

los resultados.

Al evaluar la existencia de diferencia estadisticamente significativa para

la identificacion de E. coli, se encontro lo siguiente:

Hyom=m
Hy:m#m

Tabla 16: Resultados de Materia Prima para la Identificacion de E. coli por Vaciado

en Placa. Analisis de datos mediante la Q de Cochran.

Tratamientos Total de
Repeticiones renglones R?
VP Tradicional | VP ¢/ A. COLI ID (R)
1 Negativo 0 Negativo 0 0 0
2 Negativo 0 Negativo 0 0 0
3 Negativo 0 Negativo 0 0 0
4 Negativo 0 Negativo 0 0 0
5 Negativo 0 Negativo 0 0 0
6 Negativo 0 Negativo 0 0 0
7 Negativo 0 Negativo 0 0 0
8 Negativo 0 Negativo 0 0 0
9 Negativo 0 Negativo 0 0 0
10 Negativo 0 Negativo 0 0 0
11 Negativo 0 Negativo 0 0 0
12 Negativo 0 Negativo 0 0 0
13 Negativo 0 Negativo 0 0 0
14 Negativo 0 Negativo 0 0 0
15 Positivo 1 Positivo 1 2 4
16 Negativo 0 Positivo 1 1 1
17 Negativo 0 Negativo 0 0 0
18 Negativo 0 Positivo 1 1 1
19 Positivo 1 Positivo 1 2 4
20 Positivo 1 Positivo 1 2 4
Total de 3 5

columna (C) 8 14

c? 9 25
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(k-1)(kZ (X )
k) R->' R

QdeCochrang? =

. (2-1)(2(9+25)-(3+5)')
QdeCochran ¢y° = 2(8)—14 =2

Como se puede observar, el valor de la Q de Cochran fue menor al de la

Xo-oongi =541, por lo tanto, no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre la utilizacion de los métodos de Vaciado en Placa

evaluados para la identificacidon de E. coli.

Algo importante a notar en los resultados de materia prima para los dos
tipos de metodologias (NMP y VP) es que se obtuvieron muy pocos
resultados positivos. Esto se puede considerar como algo normal
debido a que por el tipo de materia prima (un condimento) al preparar
las muestras se tenian suspensiones con pH acidos lo cual es un factor
gue disminuye la velocidad de crecimiento y de inhibicidn microbiana.
A diferencia del caso de las muestras de Salmonella en donde el medio
inoculado es neutralizado para favorecer el desarrollo en el

enriquecimiento.

Producto Terminado

2. Preparacion de la muestra e inoculacion:

Las muestras fueron procesadas a la par que las muestras de materia

prima, por lo que fueron procesadas también en dos etapas, la primera
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que corresponde a las primeras 12 muestras y la segunda
correspondiente a las 8 restantes. Estas fueron inoculadas con las
mismas suspensiones que las muestras de materia prima, por lo que no
se presentan calculos para estas muestras.

3. Resultados:

Al realizar las pruebas para producto terminado se obtuvieron los

resultados que se muestran a continuacion.

Tabla 17: Resultados de Producto Terminado para la Determinacion de Coliformes
Totales por NUmero Mas Probable y Vaciado en Placa.

Resultados Inoculo
= NMP </ A . VP VP </ A. | Nivel de c;: ”ffx”.fﬁifign
NMP corp | NEO-GMd | 1 dicional | COLIID |inoculacién pbacterias/
g

041 9.2 9.2 <10 <10 10 Sin

042 3.6 3.6 <10 10 20 Bajo 3
043 240 240 30 105 150 Medio 31
044 1100 1100 282 595 545 Alto 281
045 9.2 9.2 10 10 10 Sin 0
046 23 23 10 30 20 Bajo 3
047 23 23 <10 200 170 Medio 31
048 240 240 70 745 410 Alto 281
049 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0
050 9.2 9.2 <10 <10 <10 Bajo 3
051 23 23 30 30 <10 Medio 31
052 460 460 70 430 470 Alto 281
053 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0
054 3.6 3.6 <10 <10 <10 Bajo 3
055 9.2 9.2 50 20 <10 Medio 30
056 1100 1100 70 335 305 Alto 364
057 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0
058 <3.0 <3.0 <10 10 10 Bajo 3
059 9.2 9.2 20 40 10 Medio 30
060 460 460 50 455 530 Alto 364
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De manera semejante al caso anterior, se evaluaron de manera
separada los datos correspondientes a los métodos de Numero Mas
Probable y los de Vaciado en Placa. Se iniciara con los de NUmero Mas

Probable.

Al realizar el analisis de Varianza, se obtuvo lo siguiente:

Ho: Mi=M2= H3; H1: pi#FH2#M3

Tabla 18: Analisis de Varianza para Comparar los Métodos para la Determinacion de
Coliformes Totales por NUmero Mas Probable.

Fuggte Suma de Grggos Cuadrado Four Criterio
- ta as . .7
Variacion Cua(glg)dos Libertad Tﬁgf Feacuada | 4001 rec?m?azo DEEEe
(FV) (9.0
Factor | 2.65771 2 1.32885| 1.31927 | 4.98 | Fo=F; Ho se
acepta
Conclusion: Al no existir evidencia de
Error 57.414 57 1.00726 alguna diferencia estadisticamente
significativa, se puede utilizar cualquiera de
Total 60.0717 59 los métodos para la determinacién de
coliformes.

En la realizacién de la tabla, los calculos realizados fueron hechos
utilizando el logaritmo base 10 de los resultados. El valor de la F de
tablas que se utilizé6 fue el mas cercano ya que no se encontraba el

valor buscado en ellas Fg.01,2,60=4.98.

En los resultados del analisis de varianza no se observa una diferencia
estadisticamente significativa en la determinacion de Coliformes Totales
por las metodologias probadas. Por lo tanto, cualquiera de estas

metodologias puede ser utilizada para determinar Coliformes Totales en

producto terminado.
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Para la identificacién de E. coli, se obtuvo lo que se muestra a

continuacion:

Tabla 19: Resultados de Materia Prima para la Identificacion de E. coli por NiUmero

Mas Probable. Analisis de datos mediante la Q de Cochran.

Tratamientos Total de
- 2
Repeticiones T NMP C/Ig COLI S ren?g{o)nes R
1 Negativo| O | Negativo 0 Negativo| O 0 0
2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
3 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
4 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
5 Negativo| O | Negativo 0 Negativo | 0 0 0
6 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
7 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
8 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
9 Negativo| O |Negativo| O Negativo| O 0 0
10 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
11 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
12 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
13 Negativo| 0 | Negativo 0 Negativo| O 0 0
14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4
15 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
16 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
17 Negativo| 0 | Negativo 0 Negativo| O 0 0
18 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0
19 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
20 Positivo| 1 | Positivo 1 Positivo| 1 3 9
Total de

coIEJCn;na 12 12 10 34 98

c? 144 144 100

(-1 ~(Z o]
QdeCochrang? =

k) R-> R
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(3-1)(3(144 + 144 +100) - (12 +12+10)’)
3(34) - %8 =4

QdeCochran gy* =

Como el valor de la Q de Cochran calculado fue menor al valor de la x>

de tablas (X520_0lg_|_:2:7-82), se observa que no existe una diferencia

estadisticamente significativa entre la utilizacién de los métodos de
NUumero Mas Probable evaluados para la identificacion de E.coli en

producto terminado.

En el caso de los métodos de vaciado en placa, se obtuvo lo siguiente:
Ho: H1=M2;
H1: pi#p2

Tabla 20: Analisis de Varianza para Comparar los de Métodos para la Determinacion

de Coliformes Totales por Vaciado en Placa.
Fuggte Suma de Grggos Cuadrado F Criterio
Variacion | Cuadrados | . ° Medio Fealculada (]=t33.li)sl de Decisién
(FV) (SC) (a.) (MC) rechazo
Factor | 0.144515 1 |o0.144516 | 0.123122 | 7.35 | FoxF, | 0S¢
acepta
Conclusiéon: Al no existir evidencia de
Error 44.603 38 1.17376 alguna diferencia estadisticamente
significativa, el método alternativo se puede
Total 25.7791 39 utilizar para sustituir al método oficial.

En la realizacién de la tabla, los calculos realizados fueron hechos

utilizando el logaritmo base 10 de los resultados.

Con estos resultados se puede afirmar que entre los dos métodos
probados para la determinacién de Coliformes Totales por Vaciado en

Placa no existe una diferencia estadisticamente significativa, por lo que
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puede ser utilizado cualquiera de los dos métodos para la determinacién

de Coliformes Totales en producto terminado.

De igual manera se evalud la identificacion de E. coli mediante los
métodos de Vaciado en Placa.

Hoom=m

Hom#m

Tabla 21: Resultados de Producto Terminado para la Identificacion de E. coli por
Vaciado en Placa. Analisis de datos mediante la Q de Cochran.

Tratamientos Total de

. c 2

Repeticiones g VP ¢/ IAD COLI ren?FISnes R

1 Negativo 0 Negativo 0 0 0

2 Positivo 1 Positivo 1 2 4

3 Positivo 1 | Positivo 1 2 4

4 Positivo 1 Positivo 1 2 4

5 Negativo | O | Negativo | O 0 0

6 Negativo 0 | Positivo 1 1 1

7 Positivo 1 | Positivo 1 2 4

8 Positivo 1 | Positivo 1 2 4

9 Negativo | O | Negativo | O 0 0

10 Negativo | O | Negativo | O 0 0

11 Positivo 1 Negativo 0 1 1

12 Positivo 1 Positivo 1 2 4

13 Negativo | O | Negativo | O 0 0

14 Negativo | O | Negativo | O 0 0

15 Positivo 1 Negativo 0 1 1

16 Positivo 1 | Positivo 1 2 4

17 Negativo | O | Negativo | O 0 0

18 Positivo 1 | Positivo 1 2 4

19 Positivo 1 Positivo 1 2 4

20 Positivo 1 Positivo 1 2 4

Total de

col E,lcn; na 12 11 23 43

c? 144 121
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(k-1)(kZ (X )
k) R-> R

QdeCochrang? =

(2-1)(2(144+121) - (12 +12)’)
2(23)-43

QdeCochran gy* = =0.3333

Como se puede observar, el valor de la Q de Cochran fue menor al de la

Xo-oongi =541, por lo tanto, no existe una diferencia estadisticamente

significativa entre la utilizacion de los métodos de Vaciado en Placa

evaluados para la identificacidon de E. coli.

Analisis de Costos y Evaluacién de los Métodos para la Cuantificacidn de

Coliformes Totales y la Identificacion de E. coli

De forma semejante al caso de Salmonella, se realizd una evaluacién de
de costos de prueba previo a la seleccion de métodos y una prueba
para buscar los métodos que presentaran mayor facilidad para la
utilizacion. A diferencia del caso de Salmonella otro factor, que en este
caso fue determinante, para la seleccién de la metodologia de la
utilizacion entre tipos de agares cromogénicos fue la versatilidad que
estos presentaran. En el caso del Agar cromogénico COLI ID este
medio presentd ser versatil debido a que al venir en frasco puede ser
utilizado para los dos diferentes métodos de coliformes, ya sea que se
coloque en placas para tener medio para aislamiento o como medio

para un vaciado en placa.
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Tabla 22: Analisis de Costos de pruebas para la cuantificacion de Coliformes Totales

y la identificacion de E.coli

. . . . liform: r Métra liform r Métr
Material / Reactivo / Equipo / Precio Collformdeesl ;il?\;\;/\efrodo Collformzse;laglr:Mefrodo e Zel E?\A%O(AgirOdo c Odele\ij(oAg;' ode
Medio / Prueba Unitario Cromogénico Coli ID) Cromogénico Coli ID)
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Frasco con Solucion Diluyente $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86
Tubo con Solucion Diluyente $0.94 2 $1.88 2 $1.88 2 $1.88 2 $1.88
Tubo con Caldo Lauril $1.19 9 $10.71 $0.00 9 $10.71 $0.00
-8 Tubo con Caldo BRILA al 2% $1.81 9 $16.29 $0.00 9 $16.29 $0.00
[ Tubo con Caldo EC $1.42 9 $12.78 $0.00 9 $12.78 $0.00
2 Placa con 30ml de Agar EMB $4.76 2 $9.52 $0.00 $0.00 $0.00
o. Prueba con Galeria API 20E $57.25 3 $171.75 3 $171.75 $0.00 $0.00
O Placa con 30ml de RVBA $3.93 $0.00 3 $11.79 $0.00 $0.00
O | Placade Agar ColiID 30ml para VP | $20.21 $0.00 $0.00 $0.00 3 $60.63
8 | Placasde AQO,LACAF‘,’“ ID 30mipara | ¢5; gp $0.00 $0.00 2 $43.60 $0.00
——
8 Placa de CHROMagar Orientador $15.30 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
0 Placa de Agar LMG $4.79 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Placa de Agar BMA $10.57 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Placa con ACE $4.60 1 $4.60 $0.00 $0.00 $0.00
Total b3 $225.79 $188.28 $88.12 $65.37
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Membrana filtradora Iso-Grid $31.33 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
g Esponija filfradora $7.06 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
— Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49
E Bolsa Nasco 240z ¢/ filtro $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36
@ | Gradila dlambre rec para 72 tubos $3.92 1 $3.92 $0.00 1 $3.92 $0.00
g‘ Pipeta graduada 1ml $1.46 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
o Pipeta graduada 2ml $1.48 9 $13.32 $0.00 9 $13.32 $0.00
-.(I-) Pipeta graduada 5ml $1.84 2 $3.68 2 $3.68 2 $3.68 2 $3.68
[o) Pipeta graduada 10ml $1.92 1 $1.92 1 $1.92 1 $1.92 1 $1.92
O | Portaasasc/ O]'C/’]”ggre denicromel | ¢4 95 12 $3.00 3 $0.75 3 $0.75 $0.00
Total 3 $42.69 $23.20 $40.44 $22.45
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Unidad de Filtracién Iso-Grid $29.81 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Tapdn de silicdn para Neo-Grid $0.23 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
*g Cuenta colonias portatil $3.75 $0.00 3 $11.25 $0.00 3 $11.25
Q0 Marcador para cuenta colonias $0.45 $0.00 3 $1.35 $0.00 3 $1.35
§ Apiweb $0.10 3 $0.30 3 $0.30 $0.00 $0.00
% Autoclave $1.46 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
'.g Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32
£ Cronémetro 100hrs c/4 canales $0.58 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
[ Succionador de pipetas (accujet) $0.07 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
-g Incubadora $0.37 168 $62.16 96 $35.52 120 $44.40 24 $8.88
b3 Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
8 Soporte Manifold $3.17 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Bomba de Vacio $1.24 $0.00 $0.00 $0.00 $0.00
Mechero para altas temperaturas $0.81 12 $9.72 6 $4.86 2 $1.62 $0.00
Total 3 $72.50 $53.60 $46.34 $21.80
Costos por realizacién de prueba
Costo de Prueba $225.79 $188.28 $88.12 $65.37
Costo Operativo $42.69 $23.20 $40.44 $22.45
Costo de Mantenimiento $72.50 $53.60 $46.34 $21.80
Total | > $340.98 $265.08 $174.90 $109.62
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Tabla 22(Continuacion):
Coliformes Totales y la identificacion de E.coli

Andlisis de Costos de pruebas para la cuantificacion de

Coliformes por Métrodo | Coliformes por Filtracion | Coliformes por Filtracion
Material / Reactivo / Equipo / Precio del NMP (CHROMagar con Membrana (ISO- con Membrana (NEO-
Medio / Prueba Unitario Crientador) GRID) GRID)
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Frasco con Solucién Diluyente $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86
Tubo con Solucidn Diluyente $0.94 2 $1.88 $0.00 $0.00
Tubo con Caldo Lauril $1.19 9 $10.71 $0.00 $0.00
-8 Tubo con Caldo BRILA al 2% $1.81 9 $16.29 $0.00 $0.00
[ Tubo con Caldo EC $1.42 9 $12.78 $0.00 $0.00
2 Placa con 30ml de Agar EMB $4.76 $0.00 $0.00 $0.00
o. Prueba con Galeria APl 20E $57.25 $0.00 $0.00 $0.00
Q Placa con 30ml de RVBA $3.93 $0.00 $0.00 $0.00
O | Placade Agar Coli ID 30ml para VP | $20.21 $0.00 $0.00 $0.00
8 Placas de Agohr“\CAFc’)\i ID 30ml para $21.80 $0.00 $0.00 $0.00
——
8 Placa de CHROMagar Orientador $15.30 3 $45.90 $0.00 $0.00
0 Placa de Agar LMG $4.79 $0.00 1 $4.79 1 $4.79
Placa de Agar BMA $10.57 $0.00 1 $10.57 1 $10.57
Placa con ACE $4.60 $0.00
Total b3 $90.42 $18.22 $18.22
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Membrana filtradora Iso-Grid $31.33 $0.00 1 $31.33 $0.00
Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 $0.00 $0.00 1 $55.44
g Esponija filtradora $7.06 $0.00 $0.00 1 $7.06
— Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49
E Bolsa Nasco 240z ¢/ filtro $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36
@ | Gradila dlambre rec para 72 tubos $3.92 1 $3.92 $0.00 $0.00
g‘ Pipeta graduada 1ml $1.46 $0.00 1 $1.46 $0.00
o Pipeta graduada 2ml $1.48 9 $13.32 $0.00 $0.00
"«7: Pipeta graduada 5ml $1.84 2 $3.68 $0.00 $0.00
[o) Pipeta graduada 10ml $1.92 1 $1.92 $0.00 $0.00
0 Porta asas ¢/ o]ljl]nz)gre de nicromel $0.25 3 $0.75 $0.00 $0.00
Total b3 $40.44 $49.64 $79.35
Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo
Unidad de Filtracién Iso-Grid $29.81 $0.00 1 $29.81 $0.00
Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49 $0.00 1 $1.49 $0.00
Tapdn de silicdn para Neo-Grid $0.23 $0.00 1 $0.23 1 $0.23
*g Cuenta colonias portatil $3.75 $0.00 $0.00 $0.00
Q0 Marcador para cuenta colonias $0.45 $0.00 $0.00 $0.00
§ Apiweb $0.10 $0.00 $0.00 $0.00
% Autoclave $1.46 $0.00 $0.00 $0.00
'.g Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32
£ Cronémetro 100hrs c/4 canales $0.58 $0.00 $0.00 $0.00
[ Succionador de pipetas (accujet) $0.07 $0.00 $0.00 $0.00
-g Incubadora $0.37 120 $44.40 26 $9.62 26 $9.62
b3 Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 $0.00 1 $0.31 1 $0.31
8 Soporte Manifold $3.17 $0.00 1 $3.17 1 $3.17
Bomba de Vacio $1.24 $0.00 1 $1.24 1 $1.24
Mechero para altas temperaturas $0.81 3 $2.43 $0.00 $0.00
Total b3 $47.15 $46.19 $14.89
Costos por realizacién de prueba
Costo de Prueba $90.42 $18.22 $18.22
Costo Operativo $40.44 $49.64 $79.35
Costo de Mantenimiento $47.15 $46.19 $14.89
Total | = $178.01 $114.05 $112.46
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Grafica 6: Analisis de Costos de pruebas para la cuantificacion de Coliformes Totales
y la identificacidon de E.coli
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Método de andlisis

91



Esquema 4: Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método
Tradicional para Determinacién de Coliformes Totales por Vaciado en Placa.

Desventajas

*Se requiere preparar el me-
dio previo a la utilizacién.

‘Tiempos cortos de respuesta

*Se requiere conocimiento Método para cuan‘u.ﬁcg;* Coh.fqrmes.
de morfologia. Tradicional *Interpretacion sencilla de
i la prueba.

*El medi
e GRS “Es el método oficial.

opacas con el desarrollo
con lo que se dificulta la
lectura.

Esquema 5: Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método de
Vaciado en Placa Utilizando Agar Cromogénico Coli ID para Determinacion de
Coliformes Totales.

Desventajas

*Se requiere conocer la colo-
racion especifica de las colo-
nias a considerar.

\ ‘Tiempos cortos de respuesta
Meétodo \ para cuantificar Coliformes.

Utilizando ’ “Interpretacién sencilla de
Agar | la prueba.
Cromogénico | *Identificacion directa de
deVPpara | Coliformes y E. coli.

CT / *No presenta complicacién
para conteo por la coloracién
del medio de cultivo.

Esquema 6: Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método
Tradicional NUmero Mas Probable para Determinacion de Coliformes Totales.
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Desventajas

‘Tiempos largos de prueba.
‘Requiere la utilizacién y
preparacién de mucho ma-
terial.

*Periodos largos de incu-
bacién.

*Se requiere conocimiento
de morfologia microbiana.
*Se requieren tablas para
la interpretacién de los
resultados.

*Se aplica a cualquier matriz
*Es el método oficial.

*No requiere equipo espe-
cifico para las pruebas.

Esquema 7: Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método Numero
Mas Probable Utilizando Agar Cromogénico Coli ID para Determinacién de Coliformes

Totales.

Desventajas

‘Requiere la utilizacién y
preparacién de mucho ma-
terial.

*Periodos largos de incu- deNMP |
bacién. para CT :
*Se requieren tablas para usando |

la interpretacién de los
resultados.

*Identificacion directa de pre-
sencia de E. coli sin tantas

*No se requiere conoci-
miento de morfologia mi-

Esquema 8: Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método Numero
Mas Probable por Filtracion de Membrana Utilizando la Unidad de Filtracion NEO-GRID

para Determinacién de Coliformes Totales.
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Desventajas

*Se requieren tablas para
la interpretacién de los
resultados.

*Dificultad para contar la
reticula.

*Se requiere la compra de
material especifico.

*Se puede requerir mate-
rial biologico para facilitar
el proceso de la muestra
(Enzimas).

; *No requiere conocimiento
Mo | ool menbine
s ‘Tiempos cortos de prueba

Grafica 7: Comparacion de tiempos de pruebas para cuantificacion de Coliformes
Totales e identificacion de E.coli
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Método de prueba

De manera semejante al caso de Salmonella, para las pruebas de
Coliformes Totales y E. coli se observan en los dos tipos de
metodologias una disminucidén importante en el costo de la prueba y de
tiempos de prueba, se reducen los tiempos de respuesta y se

incrementa la capacidad de analisis del laboratorio.
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Como se pudo observar con la informacidn recolectada, para el caso de
los métodos para la Cuantificacién de Coliformes Totales por Vaciado en
Placa, el método de Vaciado en Placa Utilizando Agar Cromogénico COLI
ID puede sustituir el método oficial. Los motivos por los cuales se
puede utilizar este método para sustituir, no sélo se atribuyen al
desempefio del método durante las pruebas, sino que se logra una
optimizacién en tiempos de respuesta, se reducen los costos por la
realizacion de la prueba y reduce las operaciones para la identificaciéon
de E. coli.

En el caso de los métodos para el NUumero Mas Probable, se considera
gue el método mas indicado para sustituir al método oficial seria el que
utiliza Agar Cromogénico, debido a que es un método que no muestra
diferencia estadisticamente significativa en los resultados, disminuye
costos de prueba, tiempos para la identificacién de E. coli y no requiere
de una inversion inicial elevada para la implementacion del método.
Con todo lo observado se puede sugerir que la mejor opcion para
sustituir a las metodologias oficiales son los métodos que utilizan agar
cromogénico como método para sustitucién, debido a que no tienen un
gran impacto para los analistas ya que no implica demasiados cambios
en la técnica. Aunado a esto no se requiere realizar una inversion para

comprar equipos.
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Conclusiones

= Al no encontrarse evidencia de una diferencia estadisticamente
significativa, las metodologias oficiales pueden ser sustituidas por
las metodologias alternativas.

= La seleccibn de un método rapido no solo se determina por el
desempefio en las pruebas, sino que ademas se toman en cuenta
el criterio econdmico y la versatilidad de éste para el trabajo de
los analistas.

= La mejor opcidn para sustituir a los métodos oficiales o
tradicionales para la industria de las botanas son los métodos en
los que se incorpora la utilizacion de Agares Cromogénicos.

= Al poder sustituir las metodologias oficiales por metodologias
alternativas, se facilita la respuesta en circunstancias de stress
para la organizacidn como reclamos de terceros o situaciones
especiales (recall de producto).

& Con estos cambios, se logra mejorar la ecuacion de Costo -

Beneficio.
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Anexo

A. Tabla para 3 tubos de cada una de las diluciones con un inéculo igual a 0.1,
0.01 y 0.001g, NMP por gramo y con un intervalo de confianza de 95%.

Tubos Positivos NMV Lim. Conf. Tubos Positivos NMV Lim. Conf
0o i 0 i 0 i <3.0 - 1951 2 i 2 0 §{ 21 {45 42
L..... o ..... 0 ...... 1 ...... 3 001596 ........ 2 .......... 2 ............ 1 ...... ...... 2 887 ....... 94
L..... 0 ..... 1 ...... 0 ..... ...... 3 0 ..... 01511 ........ 2 .......... 2 ..... : 2 ...... ...... 35 ...... 87 ...... 9 4
L..... 0 .......... 1 ........... 1 ...... 6 11218 ........ 2 ........... 3 0 ...... ...... 2987 ....... 94
........... SR NPV OO ST OSESS- SRR ST PSR SESETE PRSP IOV SRS O
0 i 2 o i 62 i12i18 |2 i 3 i 1 i 36 i87i 94
L..... 0 .......... 3 ........... 0 ...... 9 4 ......... 3638 ........ 3 .l O 0 ...... ...... 2346 .... 94
L..... 1 ..... 0 ...... 0 ..... ...... 3 6 ..... 01718 ........ 3 .......... 0 ..... - 1 ...... ...... 3 8 ...... 87 ..... 110
L..... 1 ..... 0 ...... 1 ..... ...... 7 2 ..... 1318 ........ 3 ........... 0 ..... E—. 2 ...... ...... 6 4 ...... 17180
L..... 1 .......... 0 ........... 2 ....... 1 1 .......... 3638 ........ 3 ........... 1 0 ...... ...... 43 ........... 9 ........ 180
........... SO NSO SN SuSPNP SOt S e FSPeTRN: SOVTONE RSP IO Sve RO SOVROUNS SRSt
1 i1 0 i 74 i13i20] 3 i 1 i 1 i 75 {17 i 200
L..... 1 .......... 1 ........... 1 ....... 1 1 .......... 3638 ........ 3 o 1 ............ 2 ...... ..... 1 20 ......... 37420
L..... 1 ..... 2 ...... 0 ..... ....... 1 1 ...... 3642 ........ 3 .......... 1 ..... - 3 ...... ..... 1 60 ..... 40 ...... 4 20
L..... 1 ..... 2 ...... 1 ..... ....... 1 5 ...... 4542 ........ 3 ........... 2 ..... : o ...... ...... 93 ...... 18 ....... 4 20
L..... 1 .......... 3 ........... 0 ....... 1 645 ........ 4 2 ........ 3 ........... 2 ............ 1 ...... ..... 1 50 ......... 37 ....... 4 20
........... SRS NSRS St ST SO NS SRS PR IO St St
210 0 i 92 +14i38 ]| 3 i 2% 2 i 210 {40430
» 2 ..... 0 ...... 1 ..... ....... 1 4 ...... 3642 ........ 3 .k 2 ..... ...... 3 ...... ..... 2 90 ..... 901000
L..... 2 .......... 0 ........... 2 ..... 204542 ........ 3 ........... 3 0 ..... 24042 ...... 1000
L..... 2 .......... 1 ........... 0 ....... 1 5 .......... 37 ........ 4 2 ........ 3 .l 3 ............ 1 ............ 4 60 ......... 902000
L..... 2 .......... 1 ........... 12045 ........ 4 2 ........ 3 ..... - 3 ..... ...... 2 ...... 11001804100
..... 212278794 333>1100420

B. Valores de NMP correspondientes a las cuentas del Sistema de Filtracion por
Membrana ISO-Grid, para membrana con reticulo con 1600 cuadros

Modelo mateméatico: NMP =1600* In(

1600
(1600 - score)

|
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Score MPN [ Score . MPN | Score: MPN | Score: MPN [ Score: MPN | Score: MPN | Score: MPN | Score:. MPN
1 1 51 52 101 104 | 151 159 |1 201 215 [ 251 @ 273 | 301 = 333 | 351 | 396
2 2 52 53 102 105 | 152 + 160 | 202 : 216 | 252 i 274 | 302 : 335 | 352 : 398
3 3 53 54 103 106 | 153 161 | 203 : 217 | 253 : 275 | 303 : 336 | 353 : 399
4 4 54 55 104 : 108 | 154 | 162 | 204 ' 218 | 254 | 277 | 304 : 337 | 354 : 400
5 5 55 56 105 109 | 155 i 163 | 205 : 219 | 255 i 278 | 305 : 338 | 355 : 401
6 6 56 57 106 : 110 | 156 | 164 | 206 : 221 | 256 | 279 | 306 | 340 | 356 : 403
7 7 57 58 107 111 157 | 165 | 207 222 | 257 280 | 307 | 341 | 357 : 404
8 8 58 59 108 112 | 158 | 166 | 208 : 223 | 258 | 281 | 308 : 342 | 358 ' 405
9 9 59 60 109 113 159 167 | 209 | 224 | 259 283 | 309 : 343 | 359 = 407
10 10 60 61 110 114 | 160 : 169 | 210 : 225 | 260 : 284 | 310 : 345 | 360 : 408
11 11 61 62 111 115 | 161 170 | 211 226 | 261 { 285 | 311 : 346 | 361 : 409
12 12 62 63 112 116 | 162 171 | 212 | 227 | 262 : 286 | 312 = 347 | 362 | 410
13 13 63 64 113 117 | 163 = 172 | 213 { 229 | 263 : 287 | 313 ' 348 | 363 412
14 14 64 65 114 | 118 | 164 : 173 | 214 | 230 | 264 | 289 | 314 ' 350 | 364 | 413
15 15 65 66 115 119 | 165 - 174| 215 | 231 | 265 | 290 | 315 | 351 | 365 & 414
16 16 66 67 116 : 120 | 166 | 175 | 216 : 232 | 266 | 291 | 316 | 352 | 366 | 416
17 17 67 68 117 121 167 {176 | 217 233 | 267 : 292 | 317 : 353 | 367 ' 417
18 18 68 69 118 123 168 : 177 | 218 +.234 | 268 + 293 | 318 | 355 | 368 @ 418
19 19 69 71 119 124 | 169 + 179 | 219 . 236 | 269 | 295 | 319 : 356 | 369 : 419
20 20 70 72 120 125 |1 170 : 180 | 220 : 237 |-270 i 296 | 320 : 357 | 370 : 421
21 21 71 73 121 126 | 171 181 |1'221 238 | 271 297 | 321 358 | 371 | 422
22 22 72 74 122 127 1172 ¢ 182 | 222 ¢ 239 | 272 +.298 | 322 360 | 372 : 423
23 23 73 75 123 128 | 173 183 | 223 240 | 273 : 299 | 323 : 361 | 373 | 425
24 24 74 76 124 129 | 174+ 184 | 224 : 241 | 274 : 301 | 324 : 362 | 374 : 426
25 25 75 77 125 130 | 175 + 185 | 225 242 | 275 i 302 | 325 : 363 | 375 : 427
26 26 76 78 126 : 131 176 186 | 226 i 244 | 276 303 | 326 i 365 | 376 = 429
27 27 77 79 127 132 | 177 + 188 | 227 : 245 | 277 : 304 | 327 : 366 | 377 : 430
28 28 78 80 128 133 178 189 | 228 | 246 | 278 : 305 | 328 :.367 | 378 @ 431
29 29 79 81 129 134 | 1791 190 | 229 247 | 279 | 307 | 329 : 368 | 379 : 433
30 30 80 82 130 136 |-180 | 191 | 230 + 248 | 280 : 308 | 330 : 370 | 380 : 434
31 31 81 83 131 137 | 181 192 | 231 1 249 | 281 | 309 | 331 ' 371 | 381 | 435
32 32 82 84 132 138 |-182 | 193 | 232 251 | 282 | 310 | 332 | 372 | 382 : 436
33 33 83 85 133 139 | 183 | 194 | 233 | 252 | 283 | 311 | 333 | 373 | 383 . 438
34 34 84 86 134 + 140 | 184 | 195 | 234 ' 253 | 284 | 313 | 334 | 375 | 384 : 439
35 35 85 87 135 141 185 | 197 |.235 | 254 | 285 | 314 | 335 | 376 | 385 ' 440
36 36 86 88 136 | 142 | 186 198 | 236 255 | 286 | 315 | 336 | 377 | 386 | 442
37 37 87 89 137 143 187 | 199 | 237 | 257 |-.287 | 316 | 337 | 378 | 387 = 443
38 38 88 91 138 144 | 188 | 200 | 238 ' 258 | 288 : 318 | 338 : 380 | 388 : 444
39 39 89 92 139 145 1 189 | 201 | 239 | 259 | 289 | 319 | 339 381 | 389 . 446
40 41 90 93 140 147 |1 190 | 202 | 240 : 260 | 290 ; 320 | 340 : 382 | 390 : 447
41 42 91 94 141 148 | 191 203 | 241 | 261 | 291 ' 321 | 341 |« 383 | 391 | 448
42 43 92 95 142 149 |1 192 | 205 | 242 | 262 | 292 i 322 | 342 @ 385 | 392 : 450
43 44 93 96 143 150 | 193 i 206 | 243 264 | 293 i 324 | 343 ' 386 | 393 : 451
44 45 94 97 144 : 151 194 207 | 244 : 265 | 294 « 325 | 344 : 387 | 394 = 452
45 46 95 98 145 152 1 195 : 208 | 245 : 266 | 295 i 326 | 345 : 389 | 395 ' 454
46 47 96 99 146 @ 153 196 209 | 246 | 267 | 296 : 327 | 346 i 390 | 396 = 455
47 48 97 100 | 147 154 1 197 { 210 | 247 @ 268 | 297 i 329 | 347 @ 391 | 397 : 456
48 49 98 101 148 155 1 198 | 211 | 248 : 269 | 298 | 330 | 348 : 392 | 398 : 458
49 50 99 102 | 149 156 | 199 213 | 249 : 271 | 299 | 331 | 349 : 394 | 399 : 459
50 51 100 : 103 150 158 | 200 : 214 | 250 : 272 | 300 : 332 | 350 : 395 | 400 : 460
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Score | MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score | MPN [ Score . MPN | Score: MPN
401 462 | 451 ¢ 530 | 501 = 601 | 551 : 675 | 601 | 754 | 651 : 836 | 701 : 922 | 751 1014
402 463 | 452 : 531 | 502 602 | 552 : 677 | 602 : 755 | 652 : 837 | 702 : 924 | 752 1016
403 : 464 | 453 : 533 | 503 : 604 | 553 : 679 | 603 : 757 | 653 1 839 | 703 i 926 | 753 :1018
404 = 466 | 454 | 534 | 504 @ 605 | 554 : 680 | 604 @ 758 | 654 841 | 704 | 928 | 754 1020
405 467 | 455 | 535 | 505 | 607 | 555 682 | 605 @ 760 | 655 843 | 705 { 929 | 755 1021
406 ' 468 | 456 | 537 | 506 | 608 | 556 : 683 | 606 | 762 | 656 ' 844 | 706 | 931 | 756 1023
407 470 | 457 1 538 | 507 : 610 | 557 : 685 | 607 : 763 | 657 846 | 707 | 933 | 757 :1025
408 471 | 458 | 540 | 508 ' 611 | 558 : 686 | 608 : 765 | 658 ' 848 | 708 : 935 | 758 1027
409 472 | 459 | 541 | 509 @ 613 | 559 688 | 609 @ 766 | 659 849 | 709 | 937 | 759 1029
410 : 474 | 460 : 542 | 510 : 614 | 560 : 689 | 610 : 768 | 660 : 851 | 710 : 938 | 760 : 1031
411 + 475 | 461 : 544 | 511 : 616 | 561 : 691 | 611 : 770 | 661 : 853 | 711 - 940 | 761 :1033
412 | 476 | 462 545 | 512 617 | 562 692 | 612 « 771 | 662 : 854 | 712 942 | 762 1035
413 478 | 463 547 | 513 ' 619 | 563 694 | 613+ 773 | 663 856 | 713 944 | 763 ' 1037
414 479 | 464 | 548 | 514 « 620 | 564 : 695 [ 614 : 775 | 664 : 858 | 714 | 946 | 764 : 1039
415 480 | 465 | 549 | 515 « 621 | 565 : 697 | 615 | 776 | 665 |« 860 | 715 | 947 | 765 | 1041
416 482 | 466 | 551 | 516 ' 623 | 566 : 699 | 616 | 778 | 666 : 861 | 716 | 949 | 766 : 1042
417 483 | 467 : 552 | 517 | 624 | 567 : 700 | 617 ' 779 | 667 : 863 | 717 : 951 | 767 1044
418 484 | 468 : 554 | 518 626 | 568 : 702 | 618 ' 781 | 668 : 865 | 718 1 953 | 768 ' 1046
419 486 | 469 555 [ 519 ' 627 |-569 703 | 619 783 | 669 866 | 719 : 955 | 769 : 1048
420 : 487 | 470 : 556 | 520 : 629 | 570 : 705 | 620 : 784 | 670 @ 868 | 720 : 957 | 770 : 1050
421 489 | 471 | 558 | 521 @ 630 | 571 : 706 | 621 @ 786 |671 870 | 721 : 958 | 771 1052
422 490 | 472 : 559 | 522 632 | 572 : 708 | 622 | 788 | 672 1 872 | 722 960 | 772 1054
423 491 | 473 : 561 | 523 = 633 | 573 '+ 709 | 623 : 789 | 673 873 | 723 : 962 | 773 : 1056
424 493 | 474 562 | 524 635 | 574 : 711 1624 : 791 | 674 : 875 724 : 964 | 774 : 1058
425 494 | 475 1 564 | 525 ' 636 | 575 @ 712 | 625 793 | 675 877 | 725 { 966 | 775 1060
426 - 495 | 476 . 565 | 526 ' 638 | 576 : 714 | 626 : 794 | 676 = 878 | 726 | 967 | 776 @ 1062
427 - 497 | 477 : 566 | 527 639 | 577 : 716 | 627 : 796 | 677 880 | 727 : 969 | 777 : 1064
428 1 498 | 478 : 568 | 528 641 | 578 : 717 | 628 : 797 | 678 : 882 | 728 : 971 | 778 : 1066
429 499 | 479 | 569 [ 529 | 642 | 579 719 629 @ 799 |-679 884 | 729 : 973 | 779 1068
430 501 | 480 : 571 | 530 644 | 580 @ 720 | 630 801 | 680 = 885 | 730 . 975 | 780 @ 1070
431 1 502 | 481 ' 572 | 531 645 | 581 ' 722 | 631 ' 802 | 681 | 887 | 731 ' 977 | 781 {1071
432 504 | 482 1 574 | 532 ' 647 | 582 : 723 | 632 | 804 | 682 889 | 732 1 979 | 782 11073
433 | 505 |1 483 | 575 | 533 648 | 583 | 725 | 633 | 806 | 683 891 | 733 | 980 | 783 | 1075
434 506 | 484 | 576 | 534 650 | 584 . 727 | 634 ' 807 | 684 892 | 734 . 982 | 784 ' 1077
435 | 508 | 485 | 578 | 535 | 651 | 585 728 | 635 | 809 | 685 | 894 | 735 1984 | 785 | 1079
436 | 509 | 486 | 579 | 536 | 653 | 586 : 730 | 636 | 811 | 686 | 896 | 736 | 986 | 786 | 1081
437 510 | 487 581 | 537 654 | 587 | 731 | 637 | 812 | 687 898 | 737 | 988 | 787 1083
438 512 | 488 | 582 | 538 ' 656 | 588 733 | 638 : 814 | 688 899 ] 738 : 990 | 788 @ 1085
439 | 513 | 489 | 584 | 539 « 657 | 589 | 735 | 639 | 816 | 689 | 901 | 739 | 991 | 789 11087
440-. 515 |1 490 | 585 [ 540 | 659 | 590 : 736 | 640 | 817 | 690 : 903 | 740 {993 [ 790 ;1089
441 516 ]| 491 586 | 541 @ 660 | 591 ' 738 | 641 | 819 | 691 905 | 741 | 995 | 791 1091
442 - 517 | 492 | 588 | 542 ' 662 | 592 739 | 642 : 821 | 692 = 906 | 742 : 997 | 792 1093
443 - 519 | 493 | 589 | 543 ' 663 | 593 741 | 643 : 822 | 693 - 908 | 743 { 999 | 793 1095
444 520 | 494 | 591 | 544 665 | 594 : 742 | 644 : 824 | 694 = 910 | 744 1001 | 794 6 1097
445 521 | 495 | 592 | 545 666 | 595 : 744 | 645 : 826 | 695 1 912 | 745 11003 | 795 : 1099
446 523 | 496 | 594 | 546 @ 668 | 596 : 746 | 646 @ 827 | 696 913 | 746 1005 796 1101
447 - 524 | 497 | 595 | 547 669 | 597 - 747 | 647 : 829 | 697 - 915 | 747 1006 | 797 1103
448 526 | 498 | 597 | 548 671 | 598 : 749 | 648 : 831 | 698 917 | 748 1008 | 798 : 1105
449 527 |1 499 | 598 | 549 : 672 | 599 : 750 | 649 : 832 | 699 919 | 749 11010 799 :1107
450 : 528 | 500 : 600 [ 550 : 674 | 600 : 752 | 650 : 834 | 700 : 921 | 750 1012 800 : 1109
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Score | MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score | MPN [ Score . MPN | Score: MPN
801 :1111f 851 1214 901 :1325] 951 1144411001 157211051 : 171111101 : 1864 | 1151 : 2033
802 1113 852 1217 902 1327 | 952 11446 | 1002 : 157511052 : 1714 | 1102 : 1867 | 1152 : 2037
803 1115 853 1219 903 1330 ] 953 114491003 : 157711053 : 171711103 : 1871 | 1153 : 2040
804 1117 | 854 1221 | 904 1332 ] 954 1451|1004 1580 )| 1054 : 1720|1104 : 1874 | 1154 ' 2044
805 :1119| 855 (1223 | 905 1334 | 955 {1454 | 1005 1583 | 1055 :1723 | 11051877 | 1155 : 2047
806 1121 | 856 ' 1225]| 906 1336 | 956 {1456 | 1006 : 1585 1056 : 1726 | 1106 1 1880 | 1156 | 2051
807 (1123 857 {1227 | 907 :1339] 957 1145911007 : 1588 | 1057 : 172911107 : 1884 [ 1157 | 2055
808 1125 858 1229 908 1341 | 958 {1461 | 1008 i 1591 | 1058 : 1732 | 1108 : 1887 | 1158 : 2058
809 1127 | 859 1232 909 1343 ] 959 1464 | 1009 1594 ] 1059 : 1735|1109 1890 | 1159 : 2062
810 :1129| 860 :1234| 910 :1346] 960 1466 | 1010 : 1596 | 1060 : 1738 | 1110 : 1893 | 1160 : 2066
811 1131 861 1236 911 1348 ] 961 1469|1011 :1599]11061 :1741 11111 11897 [ 1161 : 2069
812 1133 862 1238 912 1350] 962 1147111012 160211062 174411112 11900 | 1162 2073
813 :1135[ 863 1240 | 913 1353 | 963 1474|1013 - 1604 | 1063 : 1747 | 1113 1903 | 1163 : 2077
814 11137 | 864 {1242 | 914 ' 1355] 964 1476|1014 : 1607|1064 : 1750 | 1114 {1 1906 | 1164 : 2080
815 11139 | 865 | 1245| 915 1357 | 965 1479 1015 1610 1065 1753|1115 1910 | 1165 ; 2084
816 11141 | 866 1247 | 916 1360 | 966 1481 | 1016 1613|1066 : 1756 | 1116 : 1913 | 1166 | 2088
817 11143 | 867 {1249 | 917 13621967 11484 1.1017 1 161511067 : 175911117 11916 | 1167 : 2091
818 1145 868 1251 | 918 1364 | 968 1486 | 1018 1618|1068 : 1762 | 1118 1 1920 | 1168 : 2095
819 11147 | 869 1253 | 919 1367 |-969 114891019 1621|1069 : 1765|1119 :1923 11169 : 2099
820 :1150 | 870 : 1256 | 920 : 1369 ] 970 1491|1020 : 16241070 : 1768 | 1120 : 1926|1170 : 2102
821 11152 | 871 1258 921 1371 ]| 971 114941021 1626|1071 : 177111121 1930|1171 : 2106
822 1154 | 872 1260 922 1374 | 972 1496 | 1022 1629|1072 : 1774 | 1122 1 1933|1172 : 2110
823 11156 873 1262 | 923 1376 | 973 11499 1023 163211073 : 1777 11123 1 1936 | 1173 : 2114
824 1158 | 874 1264 | 924 13791 974 150111024  1635]| 1074 : 1780 1124 : 1940 | 1174 : 2117
825 11160 | 875 11267 | 925 1381 | 975 11504 | 1025 1637|1075 : 1783 | 1125 1943 | 1175 ' 2121
826 1162 | 876 - 1269 | 926 1383 | 976 1507 | 1026 1640 | 1076 : 1786 [ 1126 1 1946 | 1176 : 2125
827 11164 | 877 1271 | 927 1386 | 977 11509 | 1027 1 1643 | 10771789 | 1127 : 1950 | 1177 : 2129
828 11166 | 878 1273 | 928 1388 | 978 115121028 1646 | 1078 : 1792 | 1128 : 1953 |1 1178 : 2132
829 11168 | 879 12751.929 :1390] 979 1514|1029 1649|1079 : 1795|1129 195711179 : 2136
830 :1170 | 880 1278 | 930 1393|980 151711030 16511080 : 1798 | 1130 1960 | 1180 : 2140
831 111721 881 11280 931 -1395] 981 115191031 1654 ] 1081 : 1801 | 1131 1 1963 [ 1181 | 2144
832 11174 | 88211282 | 932 1398 | 982 1152211032 1657 ] 1082 : 1804 | 1132 i 1967 | 1182 2148
833 11176 | 883 1284 | 933 | 1400] 983 1525|1033 1660 ) 1083 : 1808 | 1133 1970 | 1183 | 2151
834 1179 884 1287 | 934 1402 ] 984 1 1527 | 1034 1 1663 | 1084 : 1811|1134 11974 | 1184 2155
835 11181 | 885 11289 | 935 11405] 985 11530 | 1035 | 1665|1085 : 1814 | 1135 1977|1185 | 2159
836 11183 | 886 1291 | 936 1407 | 986 ;1532|1036 1668 | 1086 : 1817 | 1136 : 1981 | 1186 | 2163
837 111851 887 11293 | 937 1410] 987 1535|1037 i 1671 ] 1087 : 1820 | 1137 11984 | 1187 2167
838 11187 | 888 1 1295| 938 1412 | 988 1538|1038 1674|1088 : 1823 [ 1138 1988|1188 : 2171
839 11189 889 1 1298 | 939 1414 | 989 {1540 1039 1677|1089 : 1826 | 1139 1 1991|1189 | 2175
840-: 1191 | 890 (1300 | 940 1417 ] 990 ;1543|1040 1680 | 1090 : 1829 | 1140 1 1994 | 1190 ; 2179
841 11193 ] 891 11302 | 941 1419] 991 1546|1041 1683 ] 1091 1832|1141 11998 1191 2182
842 111951 892 1305 942 1422 992 11548 | 1042 1685 ] 1092 : 1836 | 1142 1 2001 | 1192 : 2186
843 11197 | 893 (1307 | 943 1424 ] 993 155111043 1688|1093 : 1839 | 1143 : 2005 1193 : 2190
844 11200 | 894 1309 | 944 1427 ]| 994 1553|1044 1691 ] 1094 : 1842 | 1144 1 2008 | 1194 : 2194
845 11202 | 895 1311 | 945 1429 ] 995 1556 | 1045 1694 | 1095 : 1845 | 1145 : 2012 | 1195 : 2198
846 1204 | 896 1314 | 946 1431 ] 996 1559|1046 1697 | 1096 : 1848 | 1146 : 2015 1196 : 2202
847 11206 | 897 1316 | 947 1434 ]| 997 1561|1047 1700 ) 1097 : 1851 | 1147 1 2019 1197 : 2206
848 11208 | 898 1318 | 948 1436 ] 998 1564 | 1048 1703 ] 1098 : 1855|1148 : 2023 |1 1198 : 2210
849 11210 | 899 1320 | 949 1439 999 1567 | 1049 1706 ] 1099 : 1858 | 1149 : 2026 | 1199 : 2214
850 1212 | 900 : 1323 | 950 :1441]1000; 1569 1050 : 1709 ] 1100 : 1861 | 1150 : 2030 | 1200 : 2218
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Score | MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score . MPN | Score: MPN | Score . MPN | Score . MPN | Score: MPN
1201 222211251 i 2436 | 1301 : 2684 | 1351 1 2976 | 1401 : 3335 | 1451 3798 | 1501 : 4452 | 1551 ' 5578
1202 2226 | 1252 1 2441 | 1302 : 2689 | 1352 1 2983 | 1402 : 3343 | 1452 1 3809 | 1502 : 4468 | 1552 ' 5610
1203 1 2230 | 1253 1 2445 1303 : 2694 | 1353 : 2989 | 1403 : 3351 | 1453 : 3820 | 1503 : 4485 | 1553 | 5644
1204 223411254 : 2450 | 1304 - 2700 | 1354 : 2996 | 1404 : 3359 | 1454 3831 | 1504 : 4501 | 1554 . 5679
1205 2238 | 1255 {1 2455 [ 1305 ' 2705 | 1355 1 3002 | 1405 : 3368 | 1455 3842 | 1505 : 4518 | 1555 | 5714
1206 2242 1 1256 | 2459 [ 1306 : 2711 | 1356 | 3009 | 1406 : 3376 | 1456 : 3853 | 1506 | 4535 | 1556 | 5750
1207 2246 | 1257 : 2464 | 1307 : 2716 | 1357 1 3016 | 1407 : 3384 | 1457 : 3864 | 1507 : 4552 | 1557 | 5786
1208 : 2250 | 1258 | 2469 | 1308 : 2722 | 1358 : 3022 | 1408 : 3392 | 1458 : 3875 ] 1508 : 4570 | 1558 | 5824
1209 22541 1259 2473 | 1309 2727 | 1359 : 3029 | 1409 : 3401 | 1459 3886 | 1509 : 4587 | 1559 @ 5863
1210 : 2259 1260 | 2478 | 1310 ; 2733 | 1360 | 3035 | 1410 ; 3409 | 1460 ; 3898 | 1510 ; 4605 | 1560 | 5902
1211 2263 | 1261 . 2483 | 1311 . 2738 | 1361 : 3042 | 1411 | 3418 | 1461 3909 | 1511 : 4623 | 1561 . 5943
1212 0 2267 | 1262 | 2488 | 1312 : 2744 | 1362 : 3049 | 1412 | 3426 | 1462 $ 3921 | 1512 . 4641 | 1562 . 5984
12132271 |1 1263 | 2492 | 1313 2749 | 1363 | 3056 | 1413 3435 | 1463 3932 | 1513 : 4659 | 1563 = 6027
1214 2275|1264 | 2497 | 1314 2755 | 1364 | 3062 | 1414 | 3443 | 1464 3944 | 1514 | 4677 | 1564 6071
1215, 2279 | 1265 | 2502 | 1315 : 2760 | 1365 | 3069 | 1415 | 3452 | 1465 3956 | 1515 4696 | 1565 | 6116
1216 $ 2283|1266 ;. 2507 | 1316 : 2766 | 1366 : 3076 | 1416 : 3461 | 1466 : 3968 | 1516 : 4715 | 1566 . 6162
1217 2288 | 1267 : 2511 | 1317 : 2772 | 1367 | 3083 | 1417 : 3469 | 1467 3980 | 1517 : 4734 | 1567 . 6210
1218 229211268 : 2516 | 1318 : 2777 | 1368 : 3090 | 1418 : 3478 | 1468 3992 | 1518 : 4754 | 1568 . 6259
1219 2296 | 1269 + 2521 | 1319 : 2783 | 1369 3097 |- 1419 : 3487 | 1469 : 4004 | 1519 : 4773 | 1569 : 6310
1220 2300 | 1270 | 2526 | 1320 : 2789 | 1370 : 3103 | 1420 : 3496 | 1470 4016 | 1520 : 4793 | 1570 | 6362
1221 1 2304 | 1271 2531 | 1321 i 2794 | 1371 3110 | 1421 | 3505|1471 : 4029 | 1521 4813 | 1571 | 6417
1222 2309 | 1272 2536 1322 12800 | 1372 3117 | 1422 : 3514 | 1472 4041 | 1522 4834 | 1572 | 6473
1223 : 2313 1273 : 2540 | 1323 ; 2806 | 1373 3124 | 1423 ; 3523 | 1473 : 4054 | 1523 : 4854 | 1573 i 6531
1224 1 2317 | 1274 2545 | 1324 | 2812 | 1374 3132 | 1424 | 3532 | 1474 | 4066 | 1524 4875 | 1574 | 6591
1225 1 2321 | 1275 2550 | 1325 | 2818 | 1375 : 3139 | 1425 | 3541 | 1475 | 4079 | 1525 : 4896 | 1575 | 6654
1226 1 2326 | 1276 2555 | 1326 ; 2823 | 1376 3146 | 1426 : 3550 | 1476 1 4092 [ 1526 4918 | 1576 i 6720
1227 : 2330 | 1277 : 2560 | 1327 {2829 | 1377 3153 | 1427 ; 3559 | 1477 4105 | 1527 4940 | 1577 i 6788
1228 2334 11278 | 2565 | 1328 : 2835 | 1378 : 3160 | 1428 3568 | 1478 4118 | 1528 : 4962 | 1578 | 6859
1229 1 2338 | 1279 2570|1329 { 2841 | 1379 3167 | 1429 | 3578 | 1479 : 4131 | 1529 4984 | 1579 | 6933
12302343 | 1280 : 2575 | 1330 - 2847 |-1380 | 31751 1430 3587 | 1480 4144 | 1530 : 5007 | 1580 7011
1231 234711281 | 2580 1331 2853 | 1381 | 3182 | 1431 | 3597 | 1481 | 4158 | 1531 | 5030 | 1581 @ 7093
1232 2351|1282 2585 | 1332 : 2859 | 1382 | 3189 | 1432 3606 | 1482 : 4171 | 1532 : 5053 | 1582 : 7180
1233 2356 | 1283 | 2590 | 1333 | 2865 | 1383 | 3197 | 1433 | 3616 | 1483 4185 | 1533 | 5077 | 1583 @ 7271
1234 2360|1284 2595 1334 2871 | 1384 . 3204 | 1434 | 3625 | 1484 4199 | 1534 1’5101 | 1584 7368
1235 | 2365 | 1285 | 2600 | 1335 | 2877 | 1385 [-3211 | 1435 | 3635 | 1485 | 4213 | 1535 | 5125 | 1585 | 7472
1236 2369 | 1286 ; 2605 | 1336 : 2883 | 1386 : 3219 | 1436 | 3645 | 1486 | 4226 | 1536 ; 5150 | 1586 : 7582
1237 237311287 2610 | 1337 2889 | 1387 | 3226 | 1437 | 3654 | 1487 4241 | 1537 | 5175 | 1587 7700
1238 237811288 | 2616 | 1338 2895 | 1388 | 3234 | 1438 | 3664 | 1488 4255 | 1538 : 5201 | 1588 @ 7829
1239 238211289 1 2621 | 1339 | 2901 | 1389 | 3241 | 1439 | 3674 | 1489 | 4269 | 1539 | 5227 | 1589 | 7968
1240 . 2387 |1 1290 | 2626 | 1340 : 2907 | 1390 | 3249 | 1440 | 3684 | 1490 : 4284 | 1540 { 5253 | 1590 . 8120
1241 2391|1291 2631 | 1341 2913 | 1391 | 3257 | 1441 3694 | 1491 4298 | 1541 A 5280 | 1591 @ 8289
1242 1 2396 | 1292 2636 | 1342 | 2920 | 1392 3264 | 1442 | 3704 | 1492 4313 | 1542 5308 | 1592 | 8477
1243 2400 | 1293 : 2641 | 1343 : 2926 | 1393 3272 | 1443 : 3714 | 1493 4328 | 1543 : 5336 | 1593 = 8691
1244 : 2405 | 1294 : 2647 | 1344 { 2932 | 1394 3280 | 1444 : 3725 | 1494 4343 | 1544 5364 | 1594 i 8938
1245 2409 | 1295 | 2652 | 1345 . 2938 | 1395 | 3288 | 1445 | 3735 | 1495 4358 | 1545 | 5393 | 1595 | 9229
1246 2414 | 1296 | 2657 | 1346 | 2945 | 1396 | 3295 | 1446 | 3745 | 1496 4373 | 1546 : 5422 | 1596 | 9586
1247 2418 | 1297 : 2662 | 1347 : 2951 | 1397 : 3303 | 1447 : 3756 | 1497 4389 | 1547 : 5452 | 1597 : >10000
1248 2423 |1 1298 : 2668 | 1348 : 2957 | 1398 : 3311 | 1448 : 3766 | 1498 4404 | 1548 : 5482 | 1598 : >10000
1249 | 2427 | 1299 2673 | 1349 | 2964 | 1399 3319 | 1449 | 3777 | 1499 : 4420 | 1549 A 5513 | 1599 | >10000
1250 2432|1300 : 2678 | 1350 : 2970 | 1400 : 3327 | 1450 : 3787 | 1500 4436 | 1550 : 5545 1600 : >10000
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C. Valores Criticos de la ¥

Nivel de Significancia para una prueba de una cola

gl 010 | ©0.05 | 0.025 | 0.01 | 0.005 | 0.0005
' Nivel de Significancia para una prueba de dos colas
0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.001
1 1.64 2.71 3.84 5.41 6.64 10.83
2 3.22 4.60 5.99 7.82 9.21 13.82
3 4.64 6.25 7.82 9.84 11.34 16.27
4 5.99 7.78 9.49 11.67 13.28 18.46
5 7.29 9.24 11.07 13.39 15.09 20.52
6 8.56 10.64 12.59 15.03 16.81 22.46
7 9.80 12.02 14.07 16.62 18.48 24.32
8 11.03 13.36 15.51 18.17 20.09 26.12
9 12.24 14.68 16.92 19.68 21.67 27.88
10 13.44 15.99 18.31 21.16 23.21 29.59
11 14.63 17.28 19.68 22.62 24.72 31.26
12 15.81 18.55 21.03 24.05 26.22 32.91
13 16.98 19.81 22.36 25.47 27.69 34.53
14 18.15 21.06 23.68 26.87 29.14 36.12
15 19.31 22.31 25.00 28.26 30.58 37.70
16 20.46 23.54 26.30 29.63 32.00 39.29
17 21.62 24.77 27.59 31.00 33.41 40.75
18 22.76 25.99 28.87 32.35 34.80 42.31
19 23.90 27.20 30.14 33.69 36.19 43.82
20 20.04 28.41 31.41 35.02 37.57 45.32
21 26.17 29.62 32.67 36.34 38.93 46.80
22 27.30 30.81 33.92 37.66 40.29 48.27
23 28.43 32.01 35.17 38.97 41.64 49.73
24 29.55 33.20 36.42 40.27 42.98 51.18
25 30.68 34.38 37.65 41.57 44.31 52.62
26 31.80 35.56 38.88 42.86 45.64 54.05
27 32.91 36.74 40.11 44.14 46.96 55.48
28 34.03 37.92 41.34 45.42 48.28 56.89
29 35.14 39.09 42.69 46.69 49.59 58.30
30 36.25 40.26 43.77 47.96 50.89 59.70
32 38.47 42.59 46.19 50.49 53.49 62.49
34 40.68 44.90 48.60 53.00 56.06 65.25
36 42.88 47.21 51.00 55.49 58.62 67.99
38 45.08 49.51 53.38 57.97 61.16 70.70
40 47.27 51.81 55.76 60.44 63.69 73.40
44 51.64 56.37 60.48 65.34 68.71 78.75
48 55.99 60.91 65.17 70.20 73.68 84.04
52 60.33 65.42 69.83 75.02 78.62 89.27
56 64.66 69.92 74.47 79.82 83.51 94.46
60 68.97 74.40 79.08 84.58 88.38 99.61
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D. Valores Criticos de la F

(Los valores mostrados en color gris corresponden a un o de 0.05, mientras que los valores en color negro corresponden a un o de 0.01)

Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 00

1 161 200 216 | 225 230 234 | 237 | 239 241 242 243 244 245 | 246 248 | 249 250 251 254
4.05214.999|5.403|5.625|5.764|5.859|5.928 | 5.981 | 6.022 | 6.056 | 6.082 | 6.106 | 6.142 | 6.169 | 6.208 | 6.234 | 6.261 | 6.286 | 6.366

2 18.51/19.00(19.16 | 19.2519.30|19.33 | 19:36| 19.37] 19.3819.39] 19,40 19.41 |1 19.42]19.43|19.44119.45 |19.46 | 19.47 [ 19.50

- 98.49199.00]99.17|99.25|99.30|99.33[99.36 | 99.37[99.39[99.40{99.41 | 99.42|99.43 | 99.44 [ 99.45 | 99.46 | 99.47 | 99.48 | 99.50
= 3 10.13] 9.55 | 9.28 1 9.12+ 3.01 | 8.94 | 8.88 | 8.84 | 8:81 |.8.78 | 8.76 | 8.74 |-8.71 | 8.69 [ 8.66 |-8.64 | 8.62 | 8.60 | 8.53
_E 34.12|30.82 | 29.46 | 28.71 | 28.24 | 27.91 | 27.67 | 27.49 | 27.34 | 27.23 | 27.13 | 27.05| 26.92 | 26.83 | 26.69 | 26.60 | 26.50 | 26.41 | 26.12
g 4 7.71 | 6.94 | 6.59 || 6.39 | 6.26 | 6.16 | 6.09 | 6.04 |-6.00 | 5.96~] 5.93 | 591 | 5.87 | 5.84 | 5.80/ 5.77 | 5.74 | 5.71 | 5.63
o] 21.20|18.00|16.69|15.98 |15.52[15.21|14.98|14.80|14.66|14.54|14.45|14.37|14.24|14.15|14.02|13.93|13.83|13.74|13.46
\';/ 5 6.61 | 5.79 | 5.41 [45.19 | 5.05 1.4.95 | 4.88 |.4.82 | -4-78~"4.74-|-4.70~|. 4.68 | 4.64 | 4.60 | 4.56 | 4.53 | 4.50 | 4.46 | 4.36
e 16.2613.27|12.06|11.39|10.97|10.67/10.45[10.29/10.15]10.05| 9.96 | 9.89 | 9.77 | 9.68 | 9.55 | 9.47 | 9.38 | 9.29 | 9.02
g 6 5.99 |1 5.14 | 4.76 | 4.53 | 4.39 | 4.28 | 4.21 | 4.15 | 410 | 4.06 | 4.03 | 4.00~| 3.96 | 3.92 | 3.87 | 3.84 | 3.81 | 3.77 | 3.67
© 13.74|1092| 9.78 | 9.15 | 8.75 | 847 | 8.26 | 8.10 | 798 | 7.87 | 7.79 | 7.72 | 7.60 | 7.52 | '7.39 | 7.31 | 7.23 | 7.14 | 6.88
b5 7 5.59 1474 | 4.35 | 4.12% 3.97 | 3.87 | 3.79/| 3.73 | 3.68 | B.63 | 3,60 |13.57 | 3.52 | 3.49/] 3.44 | 3.41 | 3.38 | 3.34 | 3.23
E 12.25| 9.55 | 845 | 7.85 | 746 | 7.19 | 7.00 | 6.84 | 6.71 | 6.62 | 6.54 | 6.47 | 6.35 | 6.27 | 6.15 | 6.07 | 5.98 | 5.90 | 5.65
) 8 5.32 1446 | 4.07 | 3.84 | 3.69/ 3.58 | 3.50 | 3.44 | 3.39 | 3.34 | 3.31 | 3.28 | 3.23 | 3220 | 3.15 ] 3.12 | 3.08 | 3.05 | 2.93
-g 11.26| 864 | 7.59 | 7.01 | 6.63 | 6.37 | 6.19 | 6.03 | 591 | 582 | 5.74 | 5.67 | 5.56 | 5.48 | 5.36 | 5.28 | 5.20 | 5.11 | 4.86
8 9 5.12 1 4.26 | 3.86 | 3.63 | 348 [*3.37 [ 3.29 | 3.23 | 3.18 [ 3.13 | 3.10 [/3.07 | 3.02° | 2.98 |.2.93 | 2.90 | 2.86 | 2.82 | 2.71
3 10.56| 8.02 | 6.99 | 6.42 | 6.06 | 5.80 | 5.62 | 5.47 | 5.35 | 5.26 | 5.18 | 5.11 | 5.00 | 4.92 | 4.80 | 4.73 | 4.64 | 4.56 | 4.31
] 10 4,96 | 4.10 | 3.71 | 3.48/ 3.33 | 3.22%. 3.14 | 3.07+-3.02-2.97--2.94 | 291 72,86 | 2.82 | 2.77 | 2.74 | 2.70 | 2.67 | 2.54
o 10.04| 7.56 | 6.55 | 5.99 | 5.64 | 5.39 | 5.21 | 5.06 | 495 | 4.85 | 4.78 | 4.71 | 4.60 | 4.52 | 441 | 433 | 4.25 | 4.17 | 3.91
g 11 4.84 | 3.98 | 3759 1-3.36 |"3.20 | 3.09 | 3.01+] 2,95 | 2,907 2.86 | 2.82 |.2.79 | 2.74 | 2.70 | 2.65% 2.61 | 2.57 | 2.53 | 2.40
_g- 9.65 | 7.20 | 6.22 | 5.67 | 5.32 | 5.07 | 4.88 | 4.74 | 4.63 | 4.54 | 446 | 4.40 | 4.29 | 4.21 | 4.10 | 4.02 | 3.94 | 3.86 | 3.60
g 12 4.75 | 3.88 | 3.49 | 3.26+-3.11 | 3.00 | 2.92 | 2,85+ 2.80 | 2.76 | 2772 | 2.69 | 2.64 | 2.60 | 2.54 ||2.50—..2.46 | 2.42 | 2.30
2 9.33 |1 6.93 | 595|541 | 5.06| 482|465 | 450 | 439 [ 430 ]| 422 | 4.16 | 4.05 | 3.98 | 3.86| 3.78 | 3.70 | 3.61 | 3.36
'; 13 4,67 | 3.80 | 3.41 | 3.18 | |3.02 | 2.92 | 2.84 | 2.77 | 2.72 |=2.67 | 2.63 | 2.60 | 2,55 | 2.51-172.46 |r2.42 | 2.38 [ 2.34 | 2.21
o 9.07 | 6.70 | 5.74 | 5.20 | 4.86 | 4.62 | 444 | 430 | 4.19 | 4.10 | 4.02 | 3.96 | 3.85 | 3.78 | 3.67 | 3.59 | 3.51 | 3.42 | 3.16
§ 14 4.60 | 3.74 |13:34 | 3.11 | 12.96 | 2.85 | 2.77 | 2.70~-1 2.65 | 2.60 | 2.56~| 2.53 | 2.48 | 2.44 | 2.39 | 2.35 | 2.31 [ 2.27 | 2.13
© 8.86 | 6.51 | 5.56 | 5.03 | 4.69 | 446 | 4.28 | 4.14 | 4.03 | 3.94 | 3.86 | 3.80 | 3.70 | 3.62 | 3.51 | 3.43 | 3.31 | 3.26 | 3.00
© 15 4,54 | 3.68 |13.29 [3.06 | 2.90 |'R.79-1"2.70 | 2.64 | 2.59 | 2,55 | 2,51 | 2.48 | 2,43 | 2.39.| 2.33 | 2.29 | 2,25 | 2.21 | 2.07
8.68 | 6.36 | 542 | 489 | 4.56 | 432 | 4.14 | 4.00 | 3.89 | 3.80 | 3.73 | 3.67 | 3.56 | 3.48 | 3.36 | 3.29 | 3.20 | 3.12 | 2.87

16 4.49 | 3.63 | 3.24 |=3.01 | 2.85 |.2.74 | 2.66 | 2.59 | 2.54 | 2,49 | 2.45 | 2,42 | 2.37 | 2.33 | 2.28 | 2.24 | 2.20 | 2.16 | 2.01
8.53 | 6.23 | 5.29 | 4.77 | 4.44 | 4.20 | 4.03 | 3.89 | 3.78 | 3.69 | 3.61 | 3.55 | 3.45 | 3.37 | 3.25 | 3.18 | 3.10 | 3.01 | 2.75
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Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 0

17 4.45 | 3.59 | 3.20 | 2.96 | 2.81 | 2,70 | 2.62 | 2.55 | 2,50 | 2.45 | 2.41 | 2.38 | 2.33 | 2.29 | 2.23 | 2.19 | 2.15 ] 2.11 | 1.96

8.40 | 6.11 | 5.18 | 4.67 | 4.34 | 4.10 | 3.93 | 3.79 | 3.68 | 3.59 | 3.52 | 3.45 | 3.35 | 3.27 | 3.16 | 3.08 | 3.00 | 2.92 | 2.65

18 441 | 3.55 | 3.16+ 2931 2.77 | 3.66 | 2.58 | 2.51 | 246 | 2.41 | 2.37 | 2.34 | 2.29 | 2,25 ] 2,19 | 2,15 | 2,11 | 2.07 | 1.92

8.28 | 6.01 | 5.09 | 4.58 | 4.25 | 4.01 | 3.85 | 3.71 | 3.60 | 3.51 | 3.44 | 3.37 | 3.27 | 3.19 | 3.07 | 3.00 | 2.91 | 2.83 | 2.57

19 4,38 | 3.52 | 3.13 | 2490 |:2.74 | 2.63 | 2.55 |1 2.48 | 2.43 | 2.38 | 2.34 | 2.31 | 2,26-2.21 | 215 | 2,11 |"2.07 | 2.02 | 1.88

8.18 | 5.93 | 5.01 | 4.50 | 4.17 | 3.94 | 3.77 | 3.63 | 3.52 | 3.43 | 3.36 | 3.30 | 3.19 | 3.12 | 3.00 | 2.92 | 2.84 | 2.76 | 2.49

<= | 20 4,35 | 3.49 | 3.10\2.87| 2.71 | 2.60 | 2.52.| 2.45 | 2.40 | 2.35 | 2:31 | 2.28 | 2,23 | 2,18 | 2.21 | 2.08-| 2,04 | 1.99 | 1.84
S 8.10 | 5.85 | 4.94. |1 443 | 4.10 | 3.87 | 3.71 | 3.56 | 3.45 | 3.37 | 3.30 | 3.23 | 3.13 | 3.05 | 2.94 | 2.86 | 2.77 | 2.69 | 2.42
_E 21 4,32 | 3.47 | 3.07 |.2.84 | 2,68 | 2.57 | 2.49 | 2.42 | 2237 472.32 | 2.28 | 2.25 [-2.20 | 2.15 | 2.09¢[ 2.05 | 2.00 | 1.96 | 1.81
g 8.02 | 5.78 | 4.87 | 4.37 | 4.04 | 3.81 | 3.65 | 3.51 | 3:40 | 3.31 | 3.24 | 3.17 | 3.07 | 2.99 | 2.88 | 2.80 | 2.72 | 2.63 | 2.36
S 22 4.30 | 3.44 | 3.05 | 2.82{%2.66 | 2.55 | 2.47 | 2.40-| 2.35 | 2.30~] 2.26 | 2.23 | 2,18 | 2.13 | 2.07/| 2.03 | 1.98 | 1.93 | 1.78
P: 794 | 572 1482 | 431 | 3.99 | 3.76 | 3.59 | 3.45 | 3.35 | 3.26 | 3:18 | 3.12 | 3.02 | 2.94 | 2.83 | 2.75 | 2.67 | 2.58 | 2.31
e 23 4.28 | 3.42 | 3.03% 2.80 | 2.64~ 2.53 | 2.45- 2.38 [ 2.32 | 2.28-2.24~ 2.20 | 2,14 | 2,10 | 2.04 | 2.00 | 1.96 | 1.91 | 1.76
:'C_’ 7.88 | 5.66 | 4.76 | 4.26 | 3.94 | 3.71 | 3.54 | 3.41 | 3.30 | 3.21 | 3.14 | 3.07 | 297 | 2.89 | 2.78 | 2.70 | 2.62 | 2.53 | 2.26
o | oy 4,26 | 3.40 | 3.01 | 2,78 | 2.62 | 2.51 }2.43 | 2.36 | 2:30 | 226 | 2.22 | 2.18~| 2,13 | 2,09 | 2.02 [ 1.98 | 1.94 | 1.89 | 1.73
? 7.82 | 561 | 472 | 422 | 3.90 | 3.67 | 3.50 | 3.36 | 3.25 | 3.17 | 3.09 | 3.03 | 2.93 | 2.85 | 2.74 | 2.66 | 2.58 | 2.49 | 2.21
E 25 4,24 | 3.38 | 2.99 | 2.76,| 2.60 | 20149 | 2.41 | 2.34 | 2.28 |'2.24 | 2.20 |'2.16 | 2.11 | 2,06 | 2.00 [ 1.96 | 1.92 | 1.87 | 1.71
° 7.77 | 557 | 468 | 4.18 | 3.86 | 3.63 | 3.46 | 3.32 | 3.21 | 3.13 | 3.05 | 2.99 | 2.89 | 2.81 | 2.70 | 2.62 | 2.54 | 2.45 | 2.17
g 26 4,22 | 3.37 1 2.98 | 2.74 | 259 | 2.47 | 2,39 | 2.32 | 2.27 | 2.22 | 2,18 |12.15 | 2,10 [ 2.05] 1,99 [ 1.95] 1,90 | 1.85 | 1.69
2 7.72 | 553 | 4.64 | 4.14 | 3.82 | 3.59 | 3.42 | 3.29 | 3.17 | 3.09 | 3.02 | 2.96 | 2.86 | 2.77 | 2.66 | 2.58 | 2.50 | 2.41 | 2.13
% 27 4,21 | 3.35 | 2.96 | 2.73 |/2.57 [~2.46 | 2.37%| 2.30 | 2.25 | 2.20 | 2.16/ 2.13 | 2.08 | 2.0341.97 | 1.93 | 1.88 | 1.84 | 1.67
3 7.68 | 549 | 4.60 | 4.11 | 3.79 | 3.56 | 3.39 | 3.26 | 3.14 | 3.06 | 2.98 | 2.93 | 2.83 | 2.74 | 2.63 | 2.55 | 2.47 | 2.38 | 2.10
T 28 4,20 | 3.34 | 2.95 | 2.71 | 2.56 | 2.44~| 2.36 | 2.29 |-2724|"2:19 | 2,15 | 2,127 2,06 | 2.02 | 196 | 1.91 | 1.87 | 1.81 | 1.65
g 7.64 | 545 | 4.57 1 4.07 | 3.76 | 3.53 | 3.36 | 3.23 | 3.11 | 3.03 | 2.95 | 2.90 | 2.80 | 2.71 | 2.60 | 2.52 | 2.44 | 2.35 | 2.06
_‘;— 29 4,18 | 3.33 22.93 |2.70 |"2.54 | 2.43 | 2.35+| 2.28 | 2.22 | 2.18 | 2.14 472.10 | 2,05 | 2.00 | 1.94%| 1.90 | 1.85 | 1.80 | 1.64
S 7.60 | 542 | 454 | 4.04 | 3.73 | 3.50 | 3.33 | 3.20 | 3.08 | 3.00 | 2.92 | 2.87 | 2.77 | 2.68 | 2.57 | 2.49 | 2.41 | 2.32 | 2.03
g 30 4,17 | 3.32 || 2.92 | 2.69+2.53/| 2.42 | 2.34 | 2.27~| 2.21 | 2.16 (+#2.12 | 2.09 | 2.04 | 1,99 | 1.93 [.+789-.1.84 | 1.79 | 1.62
- 7.56 | 5.39 | 451 | 4.02 | 3.70 | 3.47 | 3.30 | 3.17 | 3.06 | 2.98 | 290 | 2.84 | 2.74 | 2.66 | 2.55 | 2.47 | 2.38 | 2.29 | 2.01
3 32 4,15 | 3.30 || 2.90 | 2.67 | 2.51 | 2.40 | 2.32 | 2.25 | 2.19.4%2.14 | 2,10 | 2.07 | 2.02 | 1,97 | 1.91- 1.86 | 1.82 | 1.76 | 1.59
_§ 7.50 | 534 | 446 | 3.97 | 3.66 | 3.42 | 3.25 | 3.12 | 3.01 | 2.94 | 2.86 | 2.80 | 2.70 | 2.62 | 2.51 | 2.42 | 2.34 | 2.25 | 1.96
© 34 4,13 | 3.28 || 2.88 | 2.65 | 2,49 | 2.38 | 2.30 | 2.23 | 2.17 | 2.12 | 2.08+.2.05 | 2,00 [ 1,951 1.89 [ 1.84 | 1.80 | 1.74 | 1.57
© 7.44 | 529 |1 442 | 393 | 3.61 | 3.38 | 3.21 | 3.08 | 2.97 | 2.89 | 2.82 | 2.76 | 2.66 | 2.58 | 2.47 | 2.38 | 2.30 | 2.21 | 1.91
36 4,11 | 3.26 | 2.86 |.2.63 | 2.48'[-2:36 | 2.28 | 2.21 | 2,15 | 2,10 | 2.06 | 2.03 [ 1.98 | 1.93.| 1.87 | 1.82 | 1.78 | 1.72 | 1.55

7.39 | 5.25 1 4.38 | 3.89 | 3.58 | 3.35 | 3.18 | 3.04 | 2.94 | 2.86 | 2.78 | 2.72 | 2.62 | 2.54 | 2,43 | 2.35 | 2.26 | 2.17 | 1.87

38 4,10 | 3.26 | 2.85 |=2.62 | 2.46- 2.35 | 2.26 | 2.19 | 2,14 | 2.09 | 2.05 | 2.02 [ 1.96 | 1,92 |1 1.85 | 1.80 | 1.76 | 1.71 | 1.53

7.35 521|434 |3.86 | 3.54| 3.32 | 3.15 | 3.02 | 291 | 2.82 | 2.75 | 2.69 | 2,59 | 2.51 | 2,40 | 2.32 | 2.22 | 2.14 | 1.84

40 4,08 | 3.23 | 2.84 | 2.61 | 2.45 | 2,34 | 2.25 | 2.18 | 2,12 | 2.07 | 2.04 | 2.00 [ 1.95 ]| 190 | 1.84 | 1.79 | 1.74 | 1.69 | 1.51

7.31 | 518 | 4.31 | 3.83 | 3.51 | 3.29 | 3.12 | 2.99 | 2.88 | 2.80 | 2.73 | 2.66 | 2.56 | 2.49 | 2.37 | 2.29 | 2.20 | 2.11 | 1.81
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Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 0

42 4,07 | 3.22 | 2.83 | 2.59 | 2,44 | 2,32 | 2.24 | 2.17 | 2,11 | 2.06 | 2.02 1| 1,99 [ 1,94 | 1.89 | 1.82 | 1.78 | 1.73 | 1.68 | 1.49
7.27 | 5151429 | 3.80 | 3.49 | 3.26 | 3.10 | 2.96 | 2.86 | 2.77 | 2.70 | 2.64 | 2.54 | 2.46 | 2.35 | 2.26 | 2.17 | 2.08 | 1.78

44 4,06 | 3.21 | 2.82-2.58 |-2.43 | 2.31 | 2.23 | 2.16 | 2.10 | 2.05 [ 2.01 | 1,98 | 1,92 | 1.88 | 1.81 [ 1.76 | 1.72 | 1.66 | 1.48
7.24 | 512 | 426 | 3.78 | 3.46 | 3.24 | 3.07 | 2.94 | 2.84 | 2.75 | 2.68 | 2.62 | 2.52 | 2.44 | 2.32 | 2.24 | 2.15 | 2.06 | 1.75

< 46 4,05 | 3.20 | 2.81 2,57 | 2,42 | 2.30 | 2.22 | 2.14 | 2.09 | 2.04 | 2.00 | 1.97 | 1,91 .. 1.87 | 1.80 [ 1.75 | 1.71 | 1.65 | 1.46
S 7.21 | 510 | 4.24 | 3.76 | 3.44 | 3.22 | 3.05 | 2.92 | 2.82 | 2.73 | 2.66 | 2.60 | 2.50 | 2.42 | 2.30 | 2.22 | 2.13 | 2.04 | 1.72
_E 48 4,04 | 3.19 | 2.80 | 2.56 | 2,41 | 2,30 | 2.21-. 2,14 | 2.08 | 2.03 [ 1,99 | 1.96 | 1,90 | 1.86 | 1.79 [ 1.74 |-"1.70 | 1.64 | 1.45
g 7.19 | 5.08 | 4.22 |/ 3.74 | 3.42 | 3.20 | 3.04 | 2.90| 2.80 | 2.71 | 2.64 | 2.58 | 2.48 | 2.40 | 2.28 | 2.20 | 2.11 | 2.02 | 1.70
S 50 4.03 | 3.18 | 2.79/] 2.56% 2.40 | 2.29 | 2.20 | 2.13 | 2,07 |-2.02 | 1.98 | 1.95 ["1:90. | 1.85 | 1.78-[;/1.74 | 1.69 | 1.63 | 1.44
2 7.17 | 5.05 | 4.20 | 3.72 | 3.41 | 3.18 | 3.02 | 2.88 | 2.78 | 2.70 | 2.62 | 2.56 | 2.46 | 2.39 | 2.26 | 2.18 | 2.10 | 2.00 | 1.68
é 55 4.02 | 3.17 | 2.78]| 2.54|-2,38 | 2.27 | 2.18 | 2.11 2,05 | 2.00%.1.97 1 1,93 | 1.88 | 1.83 | 1.76 [ 1.72 | 1.67 | 1.61 | 1.41
g 7.12 | 5.01 | 4.16 | 3.68 | 3.37 | 3.15 | 2.98 | 2.85 | 2.75 | 2.66 | 2.59 | 253 | 243 | 2.35 | 2.23 | 2.15 | 2.06 | 1.96 | 1.64
= | g0 4.00 | 3.15 | 2.76 |42.52 | 2.37 [=2.25 | 2.17 }»2.10-12.04 | 1.99 1195 1~1.92 | 1.86 | 1.81 | 1.75 | 1.70 | 1.65 | 1.59 | 1.39
K 7.08 | 498 | 4.13 | 3.65 | 3.34 | 3.12 | 295 | 2.82 | 2.72 | 2.63 | 2.56 | 250 | 240 | 2.32 | 2.20 | 2.12 | 2.03 | 1.93 | 1.60
E 65 3.99 13,14 | 2751251 236|224 (2.15]|2.08 | 2.02 198|194 (190185 |1.80 | 173|168 | 1.63 | 1.57 | 1.37
° 7.04 | 495|410 | 3.62 | 3.31 | 3.09] 293 | 2.79 | 2.70 | 2.61 | 2.54 | 247 | 2.37 | 2.30 | 2.18 | 2.09 | 2.00 | 1.90 | 1.56
'8 70 3.98 | 3.13 | 2.74 | 2.50% 2.35 | 2,23 | 2.14/] 2.0/ | 2.0 | 1.97 | 1,93 [ 1.89 | 1.84~]| 1.79/ 1.72 | 1.67 | 1.62 | 1.56 | 1.35
B 7.01 | 492 | 4.08 | 3.60 | 3.29 | 3.07 | 291 | 2.77 | 2.67 | 2.59 | 251 | 245 | 2.35 | 2.28 | 2.15 | 2.07 | 1.98 | 1.88 | 1.53
% 80 3.96 | 3.11 | 2,72 1248 | 2,33/ 2,21 {2,121 2.05]11991195]1191 188|182 | 1n7Z7 | 1,70 | 1.65 | 1.60 | 1.54 | 1.32
3 6.96 | 4.88 | 4.04 | 3.56 | 3.25 | 3.04 | 2.87 | 2.74 | 2.64 | 2.55 | 2.48 | 2.41 | 2.32 | 2.24 | 2.11 | 2.03 | 1.94 | 1.84 | 1.49
© 100 3.94 |1 3.09 | 2.70 | 2.46 | 2.30 | 2.19 | 2,10 |,2.03 | 1.97 | 1,92 | 1.88 |/1.85 | 1.79"| 1.75 |%1.68 | 1.63 | 1.57 | 1.51 | 1.28
g 6.90 | 4.82 | 3.98 | 3.51 | 3.20 | 2.99 | 2.82 | 2.69 | 2.59 | 2.51 | 2.43 | 2.36 | 2.26 | 2.19 | 2.06 | 1.98 | 1.89 | 1.79 | 1.43
_g— 125 3.92 |1 3.07 | 2.68 | 2.44/| 2,29 | 2.17 ~2.08 | 2.01 1951190 [ 1.86 | 1.83 |"1.77 | 1.72 | 1.65 | 1.60 | 1.55 | 1.49 | 1.25
Jei 6.84 | 4.78 | 3.94 | 3.47 | 3.17 | 295 | 2.79 | 2.65 | 2.56 | 2.47 |-2.40 | 2.33 | 2.23 | 2.15 | 2.03 | 1.94 | 1.85 | 1.75 | 1.37
S 150 3.91 | 3.06 |¢#2.67 | 2.43 | 2:27 | 2.16 | 2.07.2.00 | 1.94 | 1.89 | 1.85 |-1.82 | 1.76 | 1.71 | 1.64 |, 1.59 | 1.54 | 1.47 | 1.22
— 6.81 | 4.75 | 391 | 3.44 | 3.14 | 292 | 2.76 | 2.62 | 253 | 244 | 2.37 | 230 | 2.20 | 2.12 | 2.00 | '1.91 | 1.83 | 1.72 | 1.33
3 200 3.89 | 3.04 | 2.65 | 2.41 %2.26 | 2.14 | 2,05 ] 1,98 1-1.92 [ 1.87 | 1.83 [ 1.80 | 1.74 | 1.69 | 1.62 | 1.57 [=-1.52 | 1.45 | 1.19
§ 6.76 | 4.71 | 3.88 | 3.41 | 3.11| 290 | 2.73 | 2.60 | 2.50 | 241 | 2.34 | 2.28 | 2.17 | 2.09 | 1.97] 1.88 | 1.79 | 1.69 | 1.28
© 400 3.86 | 3.02 | 2.62 | 2.39 [12.23 | 2.12 1 2,03 ] 1,96 | 1.90 [~1.85 | 1.81 [ 1.78 | 1.72 | 1.67 | 1.60.}v1.54 | 1.49 | 1.42 | 1.13
O 6.70 | 4.66 | 3.83 | 3.36 | 3.06 | 2.85 | 2.69 | 2.55 | 2.46 | 2.37 | 2.29 | 2.23 | 2.12 | 2.04 | 1.92 | 1.84 | 1.74 | 1.64 | 1.19
1000 3.85 1 3.00 ['2.61 | 2.38 |]2.22 |1 12.10 | 2,02 | 1,957 1.89 | 1.84 | 1.80-1.76 | 1.70 | 1,65 | 1,58 | 1.53 | 1.47 | 1.41 | 1.08
6.66 | 4.62 | 3.80 | 3.34 | 3.04 | 2.82 | 2.66 | 2.53 | 2.43 | 2.34 | 2.26 | 2.20 | 2.09| 2.01 | 1.89 | 1.81 | 1.71 | 1.61 | 1.11

o 3.84 1 2.99 112,60 |2.37 |12.21 209 2011194188 | 183 1.79]|1.75]1.69 | 1.64+.1.57 | 1.52 | 1,46 | 1.40 | 1.00
6.64 | 4.60 | 3.78 | 3.32 | 3.02 | 2.80 | 2.64 | 2.51 | 2.41 | 2.32 | 2.24 | 2.18 | 2.07 | 1.99 | 1.87 | 1.79 | 1.69 | 1.59 | 1.00
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E. Determinacion de Coliformes Totales y Escherichia coli por Nomero Mas Probable?
Equipos, Material, Medios y Reactivos:

Medios de cultivo y Reactivos:

#Caldo Lauril Triptosa
#Caldo Bilis - Verde Brillante al 2%

#Caldo EC
¥Galerias de idenficacion Api 20E

#Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB)

#Disolucién Reguladora de Fosfatos a pH
7

#Agar Cuenta Estandar (ACE)
#Solucidn Salina 0.85%

#Solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol

Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.
Material:

#Tubos sin labio de 16x150mm
#Tapones de Acero Inoxidable
#Campanas de fermentacion de Vidrio

#Gradilla para 72 tubos de 16x150mm

#Frascos ‘graduados de 100ml con tapa
rosca

#Pipetas Seroldgicas de 10ml
#Pipetas Seroldgicas de 5ml

PEspatula metdlica o cucharas de
plastico estériles.

#Bolsas para Stomacher estériles

#Propipeta

#Tubos de dilucion de 16x150mm con  #Termometros de 'mercurio (-10 a
tapa de rosca 1100°C)
#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico = #Asa Bacteriolégica < de platino o
15x100 nicromel
«Rea_pyente para material sucio en 2Charolas
solucion sanitizante
#Sanitas o'algodon para limpieza del area.
Equipos:
#Autoclave con termoémetro y

mandometro u olla de presion con
manometro

#Agitador tipo Vortex

#Campana de Flujo Laminar Y/, Mechero

Fisher

#Agitador peristaltico (Stomacher)

#Incubadora (35+1°C)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

Material Biolégico Utilizado:

Escherichia coli ATTC 25922

! MO-PEM-010, Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Nimero M4s Probable; MO-
PEM-033, Identificacién de Bacterias por Método API
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Diagrama de Flujo de la Técnica

10g mtra + 90ml

Diluyente fosfatos |

A\ 4

O mantener
relacién 1:10

Diluciones
decimales

en cada tubo 1
campana Durham

A 4

no

A 4

1ml dilucién +

" 10ml CLT (1 tubo) |*

3 tubos por dilucién
3diluciones consecutivas

A 4

Incubar: 24+2h;
35°C

Incubar: 24+2h;
35°C

;Formacion de gas?

no

(Formacion de gas?

si

A 4

Reportar tubo
como negativo

Transferir 1ml
a tubo CBVB

A 4

Incubar: 48+2h;
35°C

Formaciéon de gas?

Reportar tubo
como negativo
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Agitar ligeramente
el tubo

A 4

Inocular 1 placa
de EMB x tubo (+)

A 4

Incubar: 18 - 24h;
35°C

A 4

Buscar colonias
representativas

l—

Identificar 5

A 4

Inocular 1 placa
de ACE x colonia

A

y
Incubar: 18 -24h;
35°C

A 4

Realizar pruebas
Bioquimicas e
1dentificacion

Transferir 1 asada
a tubo EC

\ 4

Incubar: 24+2h;
45.5°C

(Formacion de gas?

Reportar tubo

como negativo

para coliformes
fecales.

CLT: Caldo Lauril Triptosa

CBVB: Caldo Bilis Verde Brillante al 2%
EC: Caldo EC

EMB: Agar Eosina Azul de Metileno
ACE: Agar cuenta estandar
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F. Valores Criticos de la F Determinacion de Coliformes Totales y Escherichia coli por

Nimero Mas Probable Utilizando Agar Cromogénico Coli ID?

Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Caldo Lauril Triptosa
#Caldo Bilis - Verde Brillante al 2%
#Caldo EC

#Agar Cromogénico Coli ID

#Disoluciéon Reguladora de Fosfatos a pH
7

#Solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol

Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.
Material:

#Tubos sin labio de 16x150mm
#Tapones de Acero Inoxidable

#Campanas de fermentacion de Vidrio

#Gradillapara 72 tubos de 16x150mm
#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Tubos de dilucién de 16x150mm con
tapa de rosca

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15x100
#Recipiente para

material sucio —en

#Pipetas Seroldgicas de 10ml
#Pipetas Seroldgicas de 5ml

¥Espatula metdlica o cucharas de
plastico estériles.

#Bolsas para Stomacher estériles
#Propipeta

¥Termdémetros de mercurio
110°C)
#Asa Bacteriolégica de
nicromel

(-10 a

platino o

#Charolas

solucion-sanitizante
#Sanitas o algoddn para limpieza del area.

Equipos:

#Autoclave con
mandometro u olla
mandmetro
#Agitador tipo Vortex
#Campana de Flujo Laminar Y/;-Mechero
Fisher

termémetro y

#Agitador peristaltico (Stomacher) de presién con

#Incubadora (35+1°QC)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

Material Biolégico Utilizado:

Escherichia coli ATTC 25922

2MO-PEM-010, Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Ntimero Mas Probable
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Diagrama de Flujo de la Técnica

10g mtra + 90ml

Diluyente fosfatos |

A\ 4

O mantener
relaciéon 1:10

Diluciones
decimales

en cada tubo 1
campana Durham

A 4

no

y

1ml dilucién +
10ml CLT (1 tubo)

3 tubos por dilucién
3diluciones consecutivas

A\ 4

Incubar: 24+2h;
35°C

A
Incubar: 24+2h;
35°C

»Formacion de gas?

no

(Formacién de gas?

s1

A 4

Reportar tubo
como negativo

Transferir 1ml

a tubo CBVB

A 4

Incubar: 48+2h;
35°C

(Formacion de gas?

Reportar tubo
como negativo
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Agitar ligeramente
el tubo

A 4

Inocular 1 placa
de A. cromogénico
x tubo (+)

A

y
Incubar: 18 - 24h;
35°C

A 4

Buscar colonias
representativas

A 4

Reportar presencia
0 ausencia de E.coli

Transferir 1 asada
a tubo EC

A 4

Incubar: 24+2h;
45.5°C

Formacion de gas?

Reportar tubo

como negativo

para coliformes
fecales.

CLT: Caldo Lauril Triptosa
CBVB: Caldo Bilis Verde Brillante al 2%
EC: Caldo EC
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G. Determinacion de Coliformes Totales y Escherichia coli por NOdmero Mas Probable
Utilizando el Sistema de Prueba de Filtracion de Membrana NEO-GRID con los Medios:
Agar LMG y Agar Buffereado MUG?
Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Disolucién Reguladora de Fosfatos a pH
7

#Agar BMA
#Etanol para esterilizar pinzas

#Solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol
Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.

#Agar LMG
#Agua Estéril

Material:

#Unidad de Filtracion NEO-GRID
#Pipetas Seroldgicas de 1ml

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15X100

#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Charolas

#Recipiente para. material ' sucio en
solucion sanitizante
#Recipiente ' para material previo -a

esterilizarse

#Sanitas o algodon para limpieza del area.

Equipos:

#Agitador peristaltico (Stomacher)

#Incubadora (35+1°QC)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

#Manifold de 6 posiciones

#Esponjas para prefiltrado
¥Tapoén-de Silicon
¥Espatula metdlica o
plastico estériles.

cucharas de

#Bolsas para Stomacher estériles

#Propipeta
#Termdémetros de
110°C)

#Charolas

#Pinzas

mercurio (-10 a

#Autoclave con
mandmetro u olla
manometro

#Bomba de Vacio
#Campana de Flujo Laminar Y/; Mechero
Fisher

termémetro y
de presién con

Material Biolégico Utilizado:

Escherichia coli ATTC 25922

3 Total Coliform / E. coli Count (AOAC # 990.11). En ISO-GRID Methods Manual
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Diagrama de Flujo de la Técnica

10g mtra + 90ml
Diluyente fosfatos

O mantener

relacién 1:10

A 4

Filtrar 1ml a través

del Sistema

NEO-GRID

A 4

Colocar la membrana

en placa de

agar LMG,

A 4

Incubar 24+2h;
35-37°C

NO invertir la
placa

A 4

Transferir membra-

na a BMA
A

Incubar 2h; p NO invertir la

35-37°C placa
A 4
Identificar E.coli,
usando luz UV

A 4

Contar positivosy |,

cotejar con manual

Ver tablas de NMP
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H. Determinacién de Coliformes Totales y Escherichia coli por Vaciado en Placa*
Equipos, Material, Medios y Reactivos:

Medios de cultivo y Reactivos:

#Agar Rojo Violeta Bilis

#Caldo Bilis - Verde Brillante al 2%
#Solucidn Salina 0.85%

#Disolucién Reguladora de Fosfatos a pH
7

#Galeria de identificacion API 20E

#Solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol

Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.
Material:

#Tubos sin labio de 16x150mm
#Tapones de Acero Inoxidable
#Campanas de fermentacion de Vidrio

#Gradilla para 72 tubos de 16x150mm
#Frascos graduados de 100ml con tapa

7Pipetas Seroldgicas de 10ml
7Pipetas Seroldgicas de 5ml

#Espatula metdlica o cucharas de
plastico estériles.

#Bolsas para Stomacher estériles

rosca #Propipeta

#Tubos de dilucion de 16x150mm con  #Termometros de mercurio (-10 a
tapa de rosca 1100°C)

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico = #Asa Bacteriolégica de platino o

15x100 nicromel

#Recipiente para
solucion sanitizante

#Sanitas o algodon para limpieza del area.

material sucio en

#Charolas

Equipos:

termémetro y
presion con

#Autoclave con
mandémetro u olla de
manometro

#Agitador tipo Vortex
#Campana de Flujo-Laminar Y/, Mechero
Fisher

#Agitador peristaltico (Stomacher)

#Incubadora (35+1°C)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

#Bafio_Maria con termostato y termometro

Material Biolégico Utilizado:

Escherichia coli ATTC 25922

4 MO-PEM-010, Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Ntimero Mas Probable; MO-
PEM-033, Identificacién de Bacterias por Método API
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Diagrama de Flujo de la Técnica

10g mtra + 90ml

Diluyente fosfatos

O mantener
relacién 1:10

\ 4

Diluciones
decimales

A 4

1ml dilucién +

30ml RVBA

Distribuir el agar
en dos capas

A 4

Dejar solidificar

A 4

Invertir e incubar:
18-24h ; 35°C

A\ 4

Contar colonias
representativas

A 4

Transferir colonia

a CBVB

Al menos 10
colonias

A 4

Incubar: 48+2h;
35°C

Realizar pruebas
Bioquimicas e
1dentificacién

;Formacion de gas?

Reportar tubo
como negativo

RVBA: Agar Bilis Rojo Violeta
: Caldo Bilis Verde Brillante al 2%

CBVB
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I. Determinacion de Coliformes Totales y Escherichia coli por Vaciado en Placa
Utilizando Agar Cromogénico Coli ID?
Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Disoluciéon Reguladora de Fosfatos a pH
7

#Soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol
Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.

#Agar Cromogénico Coli ID

Material:
#Bolsas para Stomacher estériles #Pipetas Seroldgicas de 10ml
#Propipeta #Pipetas Seroldgicas de 5ml
#Tubos de dilucion de 16x150mm con ~#Espatula metdlica o cucharas de
tapa de rosca plastico estériles.
#Gradilla para 72 tubos de 16x150mm IIgzn(;?metros de mercurio (-10 a
#Frascos graduados de 100ml con tapa #Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
rosca 15x100
#Recipiente para material sucio en “Charolas

solucion sanitizante
#Sanitas o algodon para limpieza del area.

Equipos:
#Autoclave con termdémetro y
#Agitador peristaltico (Stomacher) manometro - u olla de presiédn con
mandémetro
#Incubadora (35+1°C) #Agitador tipo Vortex
#Balanza granataria / analitica con #Campana de Flujo Laminar Y/, Mechero
sensibilidad de 0.01g Fisher

#Bafio Maria con termostato y termometro

Material Bioldgico Utilizado:

Escherichia coli ATTC 25922

®*MO-PEM-010, Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Nimero Mas Probable
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Diagrama de Flujo de la Técnica

10g mtra + 90ml

Diluyente fosfatos

O mantener
relacién 1:10

A 4

Diluciones
decimales

A 4

1ml dilucién + 30ml

A

A. Cromogénico

Distribuir el agar
en dos capas

A 4

Dejar solidificar

A 4

Invertir e incubar:
18-24h ; 35°C

A 4

Contar colonias
representativas
de E. coli y de
Coliformes
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J. Determinacidn de Salmonella por Metodologia Tradicional®
Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Agar Xilosa Lisina Desoxicolato

#Agar con Sulfito de Bismuto

#Agar Entérico Hektoen

#Solucién de Yodo - Yoduro de potasio
#Agar de Hierro y Lisina

#Caldo Lactosado

#Caldo Rappaport - Vassilliadis
#Caldo Base Tetrationato
#Solucién de Verde Brillante
#Agar de Tres AzUcares y Hierro
#Hidréxido de Sodio 1N (Estéril) #Acido Clorhidrico 1N (Estéril)
#Galerias de idenficacion Api 20E #Solucidén salina al 0.85%

#Solucién de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol
Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.

Material:

#Tubos de diluciéon de 16x150mm con

tapa de, rosca #Pipetas Serologicas de 10ml

#Propipeta

#Frascos graduados de 500ml con tapa
rosca

#Gradilla para 72 tubos de 16x150mm

#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15x100

#Recipiente para
solucidn sanitizante

#Papel pH

material ~sucioen

#Sanitas o algodon para limpieza del area.

Equipos:

#Campana de Flujo Laminar /s Mechero
Fisher

#Incubadora (35+1°C)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

#Pipetas Seroldgicas de 5ml

¥Espatula metdlica o cucharas de
plastico estériles.

¥Bolsas para Stomacher estériles

¥Termoémetros de mercurio (-10 a
110°C)
#Asa Bacteriolégica de " platino o
nicromel
#Charolas

termémetro y
de. presién con

FAutoclave con
mandmetro u olla
manometro

#Agitador tipo Vortex

Material Biolégico Utilizado:

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076

® MO-PEM-012, Preenriquecimiento para Salmonella; MO-PEM-013, Investigacién de Salmonella;
MO-PEM-033, Identificacion de Bacterias por Método API
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Diagrama de Flujo de la Técnica

25g mtra + 225ml
C. Lactosado

&
4

A 4

Reposo 60°, T°, ;;
Medir pH

Ajustar pH = 6.8
(1IN NaOH o HCI)

A4
Incubar, 24+2h;
35°C

l

Transferir

1ml a 10ml C.

Selenito - Cistina

v
0.1ml a 10ml C.
Rappaport-Vassiliadis

A 4

Imla 10ml C.
Tetrationato

Incubar: Goma Guar (¢SS y cT: 24+2h; 35°C); Rappaport-Vassiliadis (24+2h; 42+0.2°C);
Tetrationato (Carga elevada: 24+2h; 43+0.2°C. Carga baja: 24+2h; 35+2.0°C)

Inocular placas con medios: XLD,
Sulfito-bismuto y Entérico Hektoen

Incubar: 24+2h;
35°C

124



Colonias Tipicas
(representativas)

Inspeccionar placa

(colonias representativas)

A 4

Tipicas mas

Agar S-B: reincubar
24 h mas y tomar
Min. 2 colonias

Colonias Atipicas

A 4

Incubar 24+2h

Seleccionar 2 co-
lonias por medio

adicionales
|

v v
Medios XLD y Medio Sulfito-
Hektoen Bismuto (S-B)

\ 4 A4

Algunas cepas generan co- Algunas cepas generan co-
lonias amarillas ¢/ o %/ centro lonias verdes ¢/ o %/ halo
negro oscuro alrededor

v

Seleccionar 2 co-
lonias por medio

A 4

Inocular tubos ¢/
TSIy LIA

A 4

Incubar: 24+2h;
35°C

h 4

Inocular puebas
bioquimicas
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K. Determinacién de Salmonella Utilizando Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella’
Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Agar Cromogénico

Salmonella
#Caldo Base Tetrationato

#Caldo Lactosado CHROMagar
#Caldo Rappaport - Vassilliadis
#Solucién de Verde Brillante #Solucién de Yodo - Yoduro de potasio
#Hidroxido de Sodio 1N (Estéril) #Acido Clorhidrico 1N (Estéril)

#Solucion de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol
Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.

Material:

#Tubos de diluciéon de 16x150mm con

tapa de rosca #Pipetas Serologicas de 10ml

#Propipeta

#Frascos graduados de 500ml con tapa
rosca

#Gradilla‘para 72 tubos de 16x150mm

#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15x100

#Recipiente para
solucion sanitizante

#Papel pH

material sucio en

#Sanitas o'algodon para limpieza del area.

Equipos:

#Campana de Flujo Laminar Y/, Mechero
Fisher

#Incubadora (35+1°C)

#Balanza granataria / analitica con
sensibilidad de 0.01g

#Pipetas Seroldgicas de 5ml

PEspatula. metdlica o cucharas de
plastico estériles.

#Bolsas para Stomacher estériles

¥Termometros de mercurio (-10 a
1100C)
#Asa Bacteriolégica de platino o
nicromel
#Charolas
#Autoclave con termoémetro y

mandometro u olla de presion con
manometro

#Agitador tipo Vortex

Material Bioldgico Utilizado:

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076

"MO-PEM-012, Preenriquecimiento para Salmonella; MO-PEM-013, Investigacién de Salmonella
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Diagrama de Flujo de la Técnica

25g mtra + 225ml
C. Lactosado

&
4

Reposo 60°, T°, ;;

v Medir pH
Ajustar pH =6.8
(1IN NaOH o HC)

A 4

Incubar, 24+2h;

35[0
Transferir
,Goma no
uar?
s1
v \ 4

1ml a 10ml C. 0.1ml a 10ml C. 1ml a 10ml C.
Selenito - Cistina Rappaport-Vassiliadis Tetrationato

} ! |

Incubar: Goma Guar (¢SS y c¢T: 24+2h; 35°C); Rappaport-Vassiliadis (24£2h; 42+0.2°C);
Tetrationato (Carga elevada: 24+2h; 43+0.2°C. Carga baja: 24+2h; 35+2.0°C)

Inocular placas de agar
cromogénico (1 placa por tubo)

Incubar: 24+2h;
35°C
Identificar colonias
representativas
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L. Determinacion de Salmonella Utilizando el Sistema de Prueba de Filtracion de
Membrana NEO-GRID?®
Equipos, Material, Medios y Reactivos:

Medios de cultivo y Reactivos:

#Caldo Lactosado

#Acido Clorhidrico 1N (Esteril)
#Soluciéon de Verde Brillante
#Hidroxido de Sodio 1N (Estéril)

#Agar EF-18
#Caldo Base Tetrationato
#Soluciéon de Yodo - Yoduro de potasio

#Soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol

Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.

Material:

#Unidad de Filtracion NEO-GRID
#Pipetas Seroldgicas de 1ml

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15X100

#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Esponjas para prefiltrado
#Tapon de Silicon
¥Espatula metdlica o
plastico estériles.

cucharas de

#Bolsas para Stomacher estériles

#Charolas #Propipeta

#Recipiente 'para -material sucio- en ¥Termometros de mercurio (-10 a
solucién sanitizante 1100°0C)

#Recipiente para. material ' previo a #Charolas

esterilizarse #Pinzas

#Sanitas o algoddn para limpieza del area.
Equipos:

FAutoclave con
mandmetro u olla
manometro

#Bomba de Vacio

termémetro y

#Campana de Flujo Laminar Y/, Mechero -,
de presiéon con

Fisher

#Incubadora (35+1°C)

7Balanza granataria / analitica con

sensibilidad de 0.01g #Manifold de 6 posiciones

Material Biolégico Utilizado:

Salmonella enteritidis ATCC 13076

8 Salmonella Detection (AOAC # 991.12). En ISO-GRID Methods Manual
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Diagrama de Flujo de la Técnica

25g mtra + 225ml
C. Lactosado

Reposo 60°, T°,1;
v Medir pH

AjustarpH = 6.8
(1IN NaOH o HCI)

y

Incubar, 18-24h;
35-37°C

N
Transferir 0.1ml
a C. tetrationato

v
Incubar, 6-8h;
35-37°C

A 4

Filtrar 0.1ml a través
del Sistema NEO-GRID

A\ 4

Colocar laamembrana
en placa de agar EF-18

A
Incubar 18-24h; < NO invertir la
42+0.5°C placa

\ 4

Leer membrana y
reportar
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M. Determinacion de Salmonella en 24 horas Utilizando el Sistema de Prueba de

Filtracién de Membrana NEO-GRID®

Equipos, Material, Medios y Reactivos:
Medios de cultivo y Reactivos:

#Caldo SCCRAM

#Agar EF-18

#Soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol

Etilico al 70%"/,. Como sanitizante.
Material:

#Unidad de Filtracion NEO-GRID
#Pipetas Seroldgicas de 1ml

#Cajas Petri estériles de vidrio o plastico
15X100

#Frascos graduados de 100ml con tapa
rosca

#Charolas

#Recipiente para material sucio en
solucion sanitizante
#Recipiente * para material / previo a

esterilizarse
#Sanitas o algodon para limpieza del area.

Equipos:

#Campana de Flujo Laminar.Y/s; Mechero
Fisher

#Incubadora (35+1°C)

#Balanza granataria / analitica
sensibilidad de 0.01g

con

Material Biolégico Utilizado:

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922

#Esponjas para prefiltrado
#Tapdn de Silicon

¥Espatula metdlica o cucharas de
plastico estériles.

#Bolsas para Stomacher estériles
#Propipeta

#Termometros- de mercurio (-10 a
1100C)

#Charolas

#Pinzas

#Autoclave con termémetro y
manometro- u olla de presion con
mandémetro

#Bomba de Vacio

#Manifold de 6 posiciones

® Salmonella Detection (AOAC # 991.12). En ISO-GRID Methods Manual
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Diagrama de Flujo de la Técnica

25g mtra + 225ml
C.SCCRAM

y
Incubar, 6-7h;
42°C

Filtrar 1ml a través
del Sistema NEO-GRID

Colocar la membrana

en placa deagar EF-18

\ 4

Incubar 18-24h;

35-37°C

NO invertir la
placa

\ 4

Leer membrana y
reportar (revisar manual)
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