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I. INTRODUCCION.

zan fruta natural azficar: y"aguaA omo . materlas primas. _Se

llevaron ‘a -cabo los métodos d méro méis- Probable "'y
"A- 1'" para determinar 1a ca _d de coliformes fecales
presentes en’ las paletas ‘helada 'jse realizd una comparaJ

c1on de ambas tecnlcas co

fobJeto de ‘evaluar su ef1c1en-y
cia. .

odu tos 1a ac1dez propla de 1las fru
1e51onan a los

.En esté;tipq;dél

El‘gstud10‘se‘11e?6 a cabo durante ocho meses y se
analizaron un total de 120 muestras y 20 establecimientos
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Sdi _:E‘e‘rexite“

-fiados en alimentos.  °
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1. GENERAL‘IDAbES ;

I. MICROORGANISMOSVRELACIO ADOS CONJINFECCIONESfGASTROINTES ,”

Ex1sten por lo,tant“'diVérsos microorganismos que se

encuentran en el agua y que pueden ser la causa de algunas

TESE COM: .
FAEEA DE ORKGER




el 1ntest1no.

que causa'

“ya que se encuen-
BT genero .
a: narlz y boca :de suge-»

darlo en los’pulmones‘de pac1entes con enfermedades pulmona'

res cronlcas ‘Es»causante de aprox1madamente el 3 % de las

10 16)

wgneumon;as~bacterlanas:agudas,

e Proteus.- Los miembros del género Proteus se en-
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ste género que
Iinica son:

ﬁ# mongani. To-
n‘capaces de cau-

on-ocasionalmente
teritis particularmente

néilé}é"En'el géﬁerd‘Satmonetta se incluyen

, nfermedad infecciosa aguda
‘La enfermedad se carac-

semeja a la fiebre tifoidea pero es menos grave.

especies que se encuentran mis comiinmente
monetla ﬁﬁnaryphy y la Salmonella schottmuelleni.

€n las salmonellosis que designan los ca
B as , itis aguda con diarrea, que se producen
por organismos de este grupo que son patdgenos no solo para

Y TESIS CON
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|ifiosj6venes y adultos severamente debili

;La mayoria de los vibrios son saprofitos
x‘el agua. Solamente el Vibaio cholerae
1 hombre. Las infecciones se adquieren
el\VLb&LO chofenae que generalmente se
allmentos con contaminacién fecal. Cau
olores abdominales. La pér-
ma ‘deshidratacidén con pér-
e sobrevenir un shock y la muer-
Existen otros casos menos seve-

TESIS CON
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: Feaii
dida ‘de electrolitos.
te ocurre en pocas horas.




ros donde 1a”eﬁfé me

‘8iz
vudetectados_por las técnicas de investigacidn
(44).




que pueda~dtillzarse:para ﬂdicar todos los riesgos poten-
ciales a’ la’ salud : ue ‘el agua puede contener una gran

variedad de espec1es ‘de” m1croorgan1smos que actuan como con
taminantes, los ObJet1VOS del examen microbiolégico del

WSS CON | e
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" man esporas, mGV11es o

liente, sinféaﬁsh‘
nales. (16).

r: dor més real de un posible dafio a
la salud, esta prueba Jamés se deberd omitir, y no se podra
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S, oatogenos asoc1ados, 51 éstos se encontraban pre

v1mento, 1a presenc1a de la espec1e EAchE&LchLa cold, gene
~ra1mente garantlza mayor pe11gro que ‘la-presencia de otros
col1formes (58) i

g Ex1sten diversas variedades seroléglcas de la espec1e
_ EAchenLch4a coli identificables, de. las que ‘se conoce desde
fhace algﬁn t1empo, que son la causa de la d1arrea infantil

- (15,59).

. ,Aﬁtés de 1948 los bacterlélogos hablan advertldo que
a menudo las heces de. los- n1nos enfermos d 'gastroenter1-
‘tis), contenian un cultlvo casi puro:del mlcfoorganlsmo
;EéchenachLa ca£4 ¥ 1‘ QUlsleron atr1bu1r,a un’ papel patSge-
no, pero la 1nd1v1dua112ac1on precisa.de: las -diversas espe-
cies fue 1mp051blefé ,équella épocé.' ‘Bray y Beaven en 1948,
lograron aislar la mlsma espec1e de Es chenichia cold que ha-
bia sido la causante de una ep1dem1a en 1945. Casi al mis-
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11es Y Sangster, publxcaron un notable estudlo

-mo . tiempo.
50 ¢ pldemla en Aberdeen, Estados Unidos, en nlnos me‘
ano.. La mortalldad de ‘estos 92 casos fue del

odas las heces. se encontrd el m1croorgan15mo
coz& presente (15).. Es de especial 1mportanc1a;
os adultos que se 1nfectan por este m“

dose en heces humanas en un 96 % sobre la poblacidn total

TESIS CON
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|
croorganlsmos Eschenichia co£4 y KZebA&etta sp., encontrin-
M l
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3. VENTAJAS Y DESVENTAJAS:DE: LOS MICROORGANISMOS COLIFOR-
MES COMO INDICADORES

Las ventaJas de ana11zar ‘a fupbfcpliforme»éh agua 'y

'presentes, tanto en: 1os 1ntest1nos de.’ humanos,_ﬁ 

sanos como_en. enfermos en’ gran nﬁmero,,

potabllldad del agua desde el puﬁt e Vlsta m1-‘

crobloldglco.“»i“

13



c16n a su pre
les de sangre

La finalidad del uso de indicadores microbianos en




fermentados,
tlenen un

‘los aliﬁéntos,

es revel»r

smos meséfllos aquellos que
e,crec1m1ento entre ;20° C y

1 mentos, excepto los a11 entos

T n.no.. -aptos, para-el. consumo cuando

el vado nﬁmero de” mlcroorganlsmos, aunque estos
no sean patogenos Y- no ‘alteren las caracteristicas organo-;

1épt1cas deliallmento. Las razones son 135,51gu1entes.

1.- "Recuentos altos indican frecuentemente materias

primas contaminadas; limpieza y desinfeccidn no
correctas; condiciones inadecuadas de tiempo y
temperatura durante la produccidn, la conserva-

¢ién o una combinacidn de estas, y un elevado

riesgo de que se desarrollen microorganismos pa-
tégenos (41).
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_typh&, Satmonetﬂa
-v1rus entérlcos'

fecal, y por ell
organismos - collforme

5. FECALISMO Y FUENTES DE CONTAMINACION.

Se llama fecalismo a la diseminacién en el medio am-
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Vte.

' ev1tar la d15em1nac1on de ‘las formas infectantes; sin embar

go, es un hecho que los indices de frecuencia de las parasi

TESIS CON
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un papel 1mportante en
fectantes.

aguas negras, sufrlan‘am ibiasi
de 12 %;

y que
taron

esca

lios y Sahitarios, propi:
las ‘manos después de la

“defecacidn y este habito se f13a de tal modo que muchas ve-
ces se practica a pesar de disponer de las facilidades nece

TESIS CON
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51n lugar a dudas,.el manlpulador de. allmentos repre-

senta el pr1nc1pa1 mecanlsmo de transmlslon. yEn muchos
paises, entre los que se encuentra Mex1co aun:.se observan
con gran frecuencia vendedores ambulantes de.allmentos que
manipulan los mismos y por su caricter ambulante, no tienen

agua para el lavado de sus manos o implementos.

La persona sucia, no s6lo es una fuehte'de disemina-
cién, sino también un transmisor mecénico. La eficiencia
de la persona sucia como transmisor se ilustra en los casos
fatales de amibiasis que se ha tenido oportunidad de ver,en

1  TESIS CON
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otros: lugares,«tam—

"El agua faC11mente puede te
_mas infectantes si no es potable{

te sean los refrescos que se. preparan a mano}(“aguas fres—

cas'') , muy populares que se preparan pr1nc1pa1mente con fru/

tas; el manipulador pricticamente se: lava las manos en el
propio refresco durante su preparacidnj; las. moscas y el
aire también contribuyen a la contaminacién. = Los alimentos
con mucha manipulacién son los mis peligroéos. Los alimen-
tos que no llevan coccidén, como las frutas o algln alimento
que se prepara con estas, ademfis de la contaminacidén que se
introduce por el manipulador, pueden tener la que recibe du

rante el riego con aguas negras o durante el transporte, en

juague y manipulacidn en los mercados; sin embargo, las con

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |
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tam1nac1ones prev1as pueden e11m1narse ‘por. ‘medio’ de. un’ buen““"
lavado con agua corrlente, en 1a coc1na, en camblo

"tamlnaq; _echa por el cocinero ya no- se e11m1nara.
Los obJetos que pueden actuar como fomltes son ‘muy d1f~
versos, por. ejemplo,. ‘pasamanos y camiones, escaleras,'t1en-7
das," perlllas de puertas, apagadores de luz, monedas, mue-f
bles sanltarlos, ropa sucia, etc., que se. mane;an por el”
hombre . antes de comer o durante 1la preparac1on de: a11mentos;”
también los. platos, vasos y cubiertos, en los cuales ja” ve-
ces es p051b1e ver huellas digitales: de las personas que,“_

los manejaron sin 1a limpieza y precauc1on que deben.

baldloéyé

S te rrenos

’6; TECNICAS BACTERIOLOGICAS PARA’LA EVA_UACiON DE COLIFOR-‘
: MES FECALES EN "AGUA Y EN ALIMENTOS !

las: desventaJas “del
ante la técnica del " NG
‘acterioldgico requiere de
un periodo minimo de 48 horas y un miximo de 72 horas.

minacidén fecal. Sin embargo

tiempo y de los costos, ya; que m

mero mds Probable ", el ‘analisis

TESIS CON a
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mes fecales y ]
-alimentos, . se’ cuest o1

ciertos estudlos
51gn1f1cat1vas )

'bos de caldo laur11 ex1st10 una'reduCC1on en-los régulta;
dos del NMP dc un 28 % a un 97 % (30)

22




Contrarlo ‘a‘esto, seurealrquonwuna‘sér;egde.estudiosi'

Vollformes, ya que en su e

resultados falsos p051t1vos..¢ _
encontraron en caldo verde brlllante,,

bacterias productoras de gas aeroblas o anaeroblas faculta-

tivas (29); la presencia de organlsmos collformes que no so
breviven a los procedimientos de detecc1on que'se emplean

(29); antagonismo microbiano (12), y la: presen01a de bacte-
rias oxidasa p051t1va capaces de produc1 asa; partlr de

la lactosa (36)

‘una‘gra

\ _ aboraron un nuevo medio
para recuperar las cepas de,EAc enichia coli de aguas de
estuario. El medio que se desarrolls por ellos recibid el

TESIS CON
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esarrollaron’ -
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resentes, pero

>porc1on de 1a poblaC1on.

quedan lesionados: anddos (28 48).

nlsmos hque, sob_re,v1ven N

La expresién lesionados“puede:tomar:diversas formas,

pero en esencia es la pérdida de habilidad de ‘las células

24



vivientes para. formar colonlas v151b1es bajo ciertas condi-
ciones (28).- Se detectan bacterlas lesionadas después de
la exp051c1on a tem'eraturas de congelacién (43,45), calen-

tamiento (18 24), d aq;on_(54), sustancias quimicas co-

el iau-

nados se han reparado
compuestos (59)

que se lesionen. tamblen 1os mlcroorganlsmos 1nd1c dores

Ademds la mayorla de los 1nd1cadores san’ta” S son bacte-

rias cuyo habltat natural es-el 1ntest1no;de1 hombre Yy los
animales de sangre caliente. -Cuando se descargan en las he
ces, estos microorganismos entran a un cuerpo de agua, Una
vez que las bacterias se depositan en el agua, se encuen-

tran en un medio que no es favorable para el mantenimiento
de la vialidad de la mayoria de las bacterias., Mas del 90%

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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vud':ﬁbllca (38) Es - po
vdanada se recupere, para po

Ad1c1onalmente, 1as manlpulac on

‘como son los métodos de vac1ado e 1 ca,: pueden cauqar le

siones mayores basado en,la clausula de Postgate, que " bac'"

terias sujetas a tensidn se vuelven hipersensibles a ten510j

nes secundarias " (32). En la cuenta de vaciado enfplaca»
ciertas proporciones de las muestras se diluyen en amort

guador, se transfieren a cajas de Petri esterlles, segu1das

de una adicién de aproximadamente 20 ml del medlo de cultlx]-

vc c¢on agar a temperatura entre 43 y 45°C, se mezclan 11g.’

raménte y se permite la solidificacién del agar. - Kleln”
Wu,_oncontraron quc en un perlodo tan corto como, puede.ser

»’fecupefadiéh de los microorganismos (32)

Ahora bien, se sabe que todos 1os”procesos flSlCéSﬁlg

sionan a los microorganismos. La congelacxon és uno’ “de
cllos, Yy en el caso de las paletas heladas, es ‘el Gnico mé-
todo de conservacifén que se utiliza. La congelac1on gene-
ralmente produce una reduccidn considerable en el n@mero de
organismos viables en el alimente, pero no esteriliza al
alimento. El porcentaje de microorganismos que mueren du-

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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'fbacterlas, por
nutricionales.
res y de acuerd

% al 80 %, si
Las tempera-

mentarse sus requerimientos

etal depende de diversos facto-
(21), estos son algunos de ellos:

o ¢ se encuentra en estado vegetativo o espo
faruladofg Se cree que una bacteria en su fase lo-

v~gar1tm1ca de crecimiento, muere mids ficilmente

més rdpidamente en un rango de -1° C

a'F57C{‘ M1entras mds rédpido sea el proceso de

‘congelacién, mis rdpidamente la temperatura pasa
rd a través de la zona critica y habrd menor nG-
mero de muertes. Haines también encontré que el
almacenamiento de alimentos congelados a tempera
turas dentro del rango critico, dan como resulta
do una mayor reduccién del ntmero de bacterias,

que si se almacenan a temperaturas més bajas.Las
temperaturas de congelacién muy bajas no parecen
ser mids letales que las temperaturas moderadamen
te bajas. Una congelacién muy rdpida, provoca

una pequefia reduccién en el nGmero de bacterias.

T TESIS Con

TALLA DE ORIGEN |
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Una congelacién lenta permite cierto crecimiento
de los microorganismos antes de que el alimento
resulte congelado. A pesar de &€sto, muere un

porcentaje mayor de microorganismos mediante la
congelacifén lenta que por la congelacién répida.

3.- E1 tiempo de almacenamiento y las condiciones de
" congelacién.- El1 nGmero de microorganismos via-
bles disminuye de acuerdo a la prolongacidn del
tiempo de almacenamiento. Esta disminucién es
gradual y algunos microorganismos sobreviven des
pués de muchos afios. Supuestamente, la muerte
se auna a la falta de alimento.

4.- El tipo de alimento.- La composicién del alimen
to influye en la proporcién de microorganismos

,mpertOSZdurante la congelacién y el almacenamien

,gtb,f Eliazficar, la sal, las proteinas, los coloi

ntras que una humedad elevada y un
ran la muerte.

déstongelacién.- Se reporta que
y_descongelacién alternadas, ace
dé los microorganismos, pero apa
esulta asi en todos los casos. Si
6n es razonablemente rapida y el
conSume inmediatamente, habrid sdlo
no crec1m1ento de microorganismos, por-
~temperaturas seridn demasiado bajas para
cualqu;er crecimiento apreciable. Solamente
cuando la descongelacién es muy lenta, o cuando

TESIS CON 28
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ueyreparar dlferentes 51t1os de l ;élula (28) Algunas

de-. las.manlfestac1ones ‘de“los mlcroorganlsmos lesionados

fson"deterloro de la permeabllldad ‘desactivacién de cier-

‘ftas en21mas, degradac16n “de-‘los" rlbosomas y una elevada sen
51b111dad a agentes selectlvos (52). )

) Actualmente,
'so. de congelac16n’descongelaC16n, provoca que estos organis

se: conoce que la congelacidn o el proce-~

mos plerdan ciertas ‘enzimas, por lo que se vuelven sensi-
,bles a c1ertos agentes selectivos, Parece ‘'seT. que la envol

1:tura exterlor de los microorganismos Gra' negatlvos puede
;1es1onarse mediante tratamlentos,relat1vamente benignos

(281 Alur y Greez, pensaron qu

el‘mecanlsmo de lesidn
del microorganismo EAchQALchLa coli
cién-descongelacién, podria. atrlbulrs
na de las cadenas del DNA . (28)'

debldo a la. congela-
a la'torc1on de algu

En 1972, Ray y Spgckf?éaiizarqn'una investigacidén me-
diante la congelacidén y descongelacién de una suspensidn
acuosa de una cepa_de'EbcheﬁLchéa cofi, En sus resultados
determinaron de acuerdo a la incapacidad de formar colonias

29




en agar de soya tripticasa con 0.3 % de extracto de levadu-
ra, que aproximadamente el 50 % de las células habia muerto.

Entre los sobrevivientes, mas

del 90 % de las células se en

contraron lesionadas ya que no formaron colonias en agar de

soya tripticasa con extracto de levadura que contenia 0.1 &

de ' deoxycholate '". Encontraron que los dafios que se pro-
ducen a la membrana permeable permiten la salida de compo-

nentes celulares como proteinas, péptidos, aminoficidos y

dcidos nucleicos, y la entrada de varios iones del medio am

biéhte a las cé&lulas. Los cambios que facilitan la salida

e varios componentes esenciales para la integridad celu-
ar, ‘se.cree que son la causa de las lesiones y de la subse

cuehte muerte de las bacterias Gram negativas que se some-

Aten a congelaC1on. A pesar de ésto, la lesibén del microor-

ganlsmo Eschenichia coli que se indujo por la congelacidn-

'_>desconge1aC1on fue reparable,

cuperac:on en KZHPO4

ya.que las células dafiadas re
pllcarse en un medio que con-

era capaz de reparar la as 1e-

a on que ‘la re

'1b1dores .de ‘la sin

tesis de proteinas,; de 5C1dos nuclelcos n1 de mucopéptidos.

Estos inhibidores finicamente impidieron el crecimiento de

en.comprobaron que un porcen«.f

30




Ttemente répldo para que la 1e516n se repare antes de que

V]ex1sta multiplicacién de las células. Basdndose en sus in-
 :vest1gac1ones, proponen Ccomo: adecuado un periodo de repara-
cién'de 60 minutos a 25° Cq para ev1tar complicaciones de

mu1t1p11cac10n de 1os mlcroorganlsmos no lesionados. Mani-
,flestan que. para asegurar el restablecimiento de los micro-
organismos 1e51onados ‘de ‘diferentes tipos de alimentos. &s-
tel debe*de hacerse en:un medio ‘como caldo de soya triptica-
ﬂfsa con.extracto de levadura, Y que resulta muy conveniente

realizarse previo a la determinacidén del " NGmero mds Proba

31




“ble ", ya que se conoce que la rehabilitacidn de las bacte-
v.rias coliformes, no produce efectos adversos en la flora
asociada (59).

‘Posteriormente, el método A-1 que se introdujo por
Andrews y Presnell en 1972, se modificé para incluir un pe-
riodo de recuperacidn de 3 horas a 35°C antes de la incuba-
cidn a‘44.SfC, para proveer condiciones mis favorables para
‘la mdxima recuperacidn de coliformes fecales. Este método
se7c6ﬁvirfi6{masftarde en método oficial de la AOAC (2).

realizaron un estudio comparativo de
1~mod1f1cado con la técnica EC
r e~m1croorgan15mos collformes

Hunt et,alv(27

estdndar’ para 1

fecales" de ostl

ron. -No se encontro estad1st1cament‘

va’ entre los dos metodos,-en un'promed;o

ligro potcnc1al estd presente,: po X
lesionados que son patdgenos son susceptlbles,de‘restaurar-
se y producir toxinas, si es que las producen normalmente.
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' dos Y de mlcro'rganlsmo

“genos 1e51onados.
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“111. MATERIAL Y METODOS.

A. MATERIAL, TESIS CON
| FALLA DE ORIGEN

.,1.- Equipo

a) Asas para siembra

E b)ﬂAut‘o‘cla'v'e "IMMSA" ‘control automdtico
c):Balanza granatarla "Ohaus" capacidad 2 Kg

d) con agitacidn y control de

ico con drea de 56 cm2

n,i,'(_ 1 SOC)
Darkfield Quebec', modelo

e) Cajas de Pet
f) Congelador 'R

g) Contador de coloni
3325 DR

h) ~Cuarto lncubadora (35°C)
i) D15p051t1vos

j).rracos de . cr s
. ..con tapones

?on capacidad de 200 ml,

k) Frascos de v

1)

; ’0‘ Ca 110°C.
w) Tubos de ensayc "Pyrex" de 175x22 mm y de 150x16mm.

v) 19rmometrof
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‘meﬁib'de“soya

a partlr de

a ester1112ac1on, un peda

1empo‘que transcurre entre la preparacidén de los
mcdlos de cultivo y su utilizacidn nunca debe ser mayor de

TESIS CON
RLLA DE ORIGEN

|
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culo, |

clon por 24 horas a'-15°C, LAl transcurrlr este
jar deqcongelnr y dJVldJT cada muestraven do

“a)

sembrar parte de cada’una d

‘a 90l dc caldo .de qoya tP]pt1Cd

Dc una -de- estas partes, tomar 10:ml:~y> ad1c1onar10<

a enr1qucc1do

‘con’ cxtracto de~ ]evadula (med10 dc:recuperaCJOn)
vIncubar,a '25°C por una hora con el obJeto de re-

cuperar Gnicamente ‘10s m1croorgnn14mos ‘dafiados -
sin’'que exista mult1pl1cac10n (59). nespues de

incubar,vla suspensidn que. se formd ut1]1zarla pa
‘ra realizar las tecn;cas‘de " NGmero mis Probable"

Yy MA-1'", .y para sembrar nuevamente en RVBA con el

obJeto de determ1nar ‘el . nGmero de microorganismos

'ﬁjEéchen¢chLa coldi v:ab]cs.

b)

LLa parte restante de la muestra, utilizarla para

36




sembrar. en: R

ablas 1, 2 y 3),

recuperaC1on;de 1'ho¥'
ad1c1onado con 0 3 %

‘omar las muestras ‘en.

festerlles., E1l’ procedlmlento que se lleva a cab

f ma de las muestras.es. el 51gu1ente' Destapar
;1nmed1atamente introducir. las paletas
y volver a cerrar el frasco.f Despue




4.- Diluciones,

Al transcurrir el tiempo de recuperacidén para los mi-

croorganismos que se encuentran dafiados en las paletas hela

das, en el caldo de soya tripticasa adicionado con extracto
de levadura, utilizar este caldo, que se prepara con 90 ml

de este medio y 10 ml-de l1la muestra, como la dilucién 1077,
Preparar a partir de ésta, las diluciones 1072 y 10'3, me-
diante la adicién de 10 ml de esta mezcla a 90 ml de solu-

cidn buffer (ver fig 3).

5.- Técnica del ' Namero mis Probable "

Prueba Presuntiva.- Cuando las diluciones estidn he-
chas, pipetear 1 ml de cada dilucidn decimal a series de

tres tubos preparados con 10 ml de caldo lauril sulfato. In

»cubhr a 35°C, por 24 y 48 horas, Después de 24 horas sacar
tlos tubos con produccidn de gas, que son positivos para co-

l'formes, y:volver a incubar los que no conticnen gas. La
"afd' gas a las 48 horas indica una prueba negativa,
Ay ausenc1a de coliformes.

P;geba.Cdnfirmativa.- Para confirmar que los tubos
cionan son positives para coliformes fecales,
uﬁa‘asada de cada uno a tubos separados que con-
1tde caldo bilis verde brillante al 2 %. Leer
oﬁ7producci6n de gas, después de incubar a 44.5
or 24 horas en bafio maria con circulacién forzada.
reseﬁc1a de gas en los tubos indica la presencia del
grupo collforme fecal y constituye una prueba confirmativa

(ver f1g 2).
TESIS CON |
{FALLA D% ORMEN |
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L e SIS CON
6.- Técn’ica'”dg;l‘__.'fh»é}:é'd?j "A- T FALLA I ORIGEN

Para el procedlmlento del método "A-1", realizar una
determlnaC16n de nﬁmero ‘mis’ probable con series de tres tu-

en placa de las paletas heladas pa

ra- tres dlferentes tlpos de mlcroorganlsmos.

‘a) Mlcrodrganismos‘coliformés totales.

"b) . Microorganismos mesofilicos aerobios.

c) Unidadesfformadorhs;de‘hongOS filamentosos.

39



Para llevar_a cabo el recuento de los microorganismos

realizar este procedimiento, introducir 1 ml del
‘efiéno en una placa de Petri. A continuacién
~20 ml del medio nutritivo de agar fundido,
éﬁtéiﬁl.tipo de microorganismo que se desea de-
Méiciar ambos intimamente por rotacidén de la pla
1ra; d15tr1bu1r el material bacteriano en el medio por
Al solldlflcar, los organismos quedan incluidos
cubac1on'se ‘hace bajo el supuesto técito
’:_crece.y se reproduce dando origen a
n‘iguiente, el recuento de colonias que
‘ ' refleja la poblacidn viable del ma-

b¢ el recuento de microorganismos co-
lizar el medio agar bilis rojo violeta

ar el medio agar extracto glucosa y
ibar a 35°C durante 48 horas, mientras

tos tiempos, leer estas cajas me-
olonias que facilita la lectura, ya
que dlspone'de ampllf1cac1on y fondo cuadriculado iluminado.

;horas. Para microorganismos mesofi

de’hongos filamentosos, utilizar el me
xtrosa e incubar a 22°C durante 120 ho

40
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Fig. 1

PALETA DE AGUA PREPARADA EN EL
LABORATORIO EN CONDICIONES ESTERILES,
CON UN IN®CULO "X".

v '

SEMBRAR EN RVBA
INCUBAR A 35°C
POR 24 HORAS

I

CUENTA INICIAL
DE MICROORGANISMOS

SOMETER A CONGELACION
A -18°C POR 24 HORAS

DESCONGELAR

!

PONER EN MEDI® DE

T TESES CON
I | FALLA T ORIGEN

SEMBRAR EN RVBA
INCUBAR A 35°C
POR 24 HORAS

» ! K

LLEVAR A CABO LLEVAR A CABO SEMBRAR EN RVBA
TECNICAS DE NMP TECNICAS DE NMP INCUBAR A 35°C
Y A-l Y A-l POR 24 HORAS
CUENTA DE MICROORGANISMOS CUENTA DE MICROORGANISMOS
CON PERIODO DE SIN PERIODO DE
RECUPERACION EN TSYB® RECUPERACION EN TSYB®

*TSYB=MEDIO DE SOYA TRIPTICASA CON EXTRACTO DE LEVADURA.
42




Fig. 2 MUESTRA
10 mi. |

90 ml. DE TSYB*® SEMBRAR EN MEDIO A-)
INCUBAR | HORA A 25°C INCUBAR 3 HORAS A 35°C
SEMBRAR EN LAURIL SULFATO. INCUBAR 21 HORAS A 44.5°C
INCUBAR A 35°C EN BANO DE AGUA

(PRUEBA PRESUNTIVA)

! ‘

TuBOS POSITIVOS TUBOS NEGATIVOS

EN 2422 HORAS EN 242 HORAS
TUBOS POSITIVOS TUBOS NEGATIVOS
EN 4822 HORAS EN 4812 HORAS

TRANSFERIR UNA AZADA A
VERDE BRILLANTE 2%
INCUBAR A 44.5°C

( PRUEBA CONFIRMATIVA )

v 3 ! v

TuBOS POSITIVOS TUBOS NEGATIVOS TUBOS POSITIVOS TUBOS NEGATIVOS
EN 2412 HORAS EN 2422 HORAS CON FORMACION DE GAS SIN FORMACION DE GAS
GRUPO COLIFORME GRUPO COLIFORME GRUPO COLIFORME GRUPC COLIFORME
FECAL PRESENTE FECAL AUSENTE FECAL PRESENTE FECAL AUSENTE

¢TSYB= MEDIO DE SOYA TRIPTICASA CON EXTRACTO DE LEVADURA.
43



Fig.3

TESTS CON
FALLA DE ORIGEN

S0 m| de TSYB*
Incubar | hora a 25° C

90 ml de solucion
buffer

90 ml de solucidn
buffer

% TSYB = Medio de soya tripticasa adicionado con extracto de levadura.

TESIS CON } .
| mutA DE ORIGEN I




Fig.4

Tubos con 10 ml cada
uno de medio A-l de
doble concentracion

MUESTRA

Tubos con IO ml. cada
uno de medio A-l de
simple concentracioh

¥ ¥  »

0.1 mi. 0.1 ml. O.1 mi.

Tubos con |0 ml. cada
uno de medio A-| de
simple concentracioh

TESIS CON 45
FALLA DE ORIGEN




'IV. RESULTADOS Y DISCUSION.:

En la tabla 2: se observa nuevamente una diferencia
clara, al comparar el método de " Nimero mis Probable ''cuan
do se utiliza. el medlo de recuperac16n y sin utilizarlo. Es

~ta tabla también muestra él porcentaJe de recuperacién de
microorganismos danadosval utlllzar la técnica del " NGmero
mds Probable P; mientras. que’ ‘en . la tabla 3 puede apreciarse
que al utlllzar:la ‘técnica dé, A 1 ", no existe ninguna di

t111 a“oino-el’ medlo de recuperacidén, Esto

ferencia si se
puede deberse.a
organlsmos danad

‘eén1cé " A-1 " incluye para micro-
_n\periodo de recuperacién de 3 horas,

previo a la. 1ncubac1on a 44.5°C.
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Ly

Cuenta de microorganismo
violeta ' (RVBA): con

‘Eschenichia cofi en agar bilis y rojo
peracién y sin recuperacidn

e % de recuperacitn
Indculo. e S
(1) e —
Conrecuperacion |Sin recuperacién| A B c
20 62,000 '2,700«‘ 60 4.35 10.096 426 |
15 25,000 1,700 20 6.80 |0.080 | 6.72 |
12 14,000 1,300 10 9.29 (0.071 [ 9.21 |
9 9,600 750 §.00 - 78.00°
é 5,700 55¢0 9.64 - 9.64
1 1.600 110 6.88 - 6.88
* t = 0 Cuenta inicial de microorganismos después de la inoculacién
® t =24 Después de 24 horas de congelacidn a -15°C.
A Microorganismos recuperados en total
B Microorganismos que no sufrieron lesién por congelacién
C Microorganismos recuperados que sufrieron lesién por congela-
_ cidn
X Media de la poblacién
Xa= 7.49%
XB = 0.041%
XC= 7.45 %

J

20 VTTVA
NOD SISAL

[0

\ NED



TABLA 2

Estimacidn del

" NGmero mds Probable

'* (NMP) con recu-
peracién y sin recuperacién

Inéculo NMP (col/ml % de recuperacidn
(m1} Con recuperacidn|{Sin recuperacién A B C
20 > 2,400 43 3. 87 0.069 3. 80
15 1,100 15 4.40 0.060 4.34
12 1,100 4 7.85 0.028 7.82
9 460 3 4.69 - 4.69
6 240 3 4.21 - 4.21
1 93 3 5.81 - 5.81

0w »
n nn

congelacidn.

TABLA 3

Microorganismos recuperados en total.
Microorganismos que no sufrieron lesién por congelacién
Microorganismos recuperados que sufrieron lesién por

Estimacién del nGmero mds probable por el método A-1
con Trecuperacién y sin recuperacién

Sin recuperacidH

11

A-1 (col/ml)
InSculo
(ml) Con recuperacién
20 > 24 > 24
15 > 24 > 24
12 > 24 > 24
9 > 24 > 24
6 > 24 > 24

11

> mayor o igual a




Cabe hacer notar que* de acuerdo a la ‘técnica’de. recu-

'perac16n que. se emplea,‘un elevado nﬁmero de mléroorganxs-
-MOS muerc al someterlos a ‘congelacién a una’ temperatura dek
-15°C. Sin embargo, aunque el porcentaJe de recuperac16n

. parece ser muy bajo, resulta -significativo’ al‘egcontrar
vproductos alimenticios contaminados, Aﬂemés,‘esﬁiﬁporfahte

mencionar .que sin la recuperacién, la cantidad de. microorga

nismos que se detecta por las té&cnicas tradicionales es muy
bajo en comparacidn con los microorganismos que realmente

se encuentran presentes en las muestras-y pueden significar

un peligro potencial para el'consumidér}

Los resultados que se obt1enen para los mlcroorganls-

mos coliformes fecales en: las paletas heladas de agua, por.:
las técnicas de ' Ntmero mﬁs Probable 'y se obser
van en la tabla 4.

Para llevar a’ cabo 1a -comparacidn de’ dlchas tecnlcas
se realizé una evaluac16n estadlstlca pbr"medlo de una prue
ba " t de student ' 1
sola cola (6,23)

existe una diferencia entre.lo ultados, para lo cual se
compara la cia ) ntre pares, con la va-

riabilidad

Esta ‘estadistica se llevé a cabo flnicamen-
te para los saborvs de y piﬁa, ya que como puede ob-
jieni“los sabores de 1imén y tamarindo
ntre las muestras, Esto puede ex-
a§b del 1imén por existir una aci-

servarse en la tabl
no existisg varléb lida
plicarse, ya que en: el
dez tan alta (pH’ entre 1 y 3), los microorganismos colifor-

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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donde:

=<l

=]
N

_t de student.

Desviacié
muestras

estdndar-de la diferencia entre

52




Los resultadOS que. se obtlenen para la.” t de student"u"

se muestran en la tabla 5.- 3', ”

TABLA 5

Prueba: de "ot de student'" para’ la cuenta de microorga
: ORI nlsmos collformes fecales

1.310

1.493

*

Q)

c
]

Grados de llbertad

°t- =0 t de student

Como puede aprec1arse en la tabla 6, que muestfa los
valores de significancia para la ‘prueba "t de student "
(8), se puede observar que de acuerdo a los resultados que’
se obtienen para los niveles de 1%, 2.5%_y 5%, no ex1ste di
ferencia significativa para el sabor,de}fresa, ni para el

sabor de pifna, entre los métodos microBiongicos utilizados,

ya que los valores de 1.31 para fresa, Y- 1,49 para pifia son
menores que los que se muestran en la tabla. Sin embargo,
puede apreciarse que a un nivel de 10% de significancia, si
existe una diferencia significativa entre ambos métodos.
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TABLA 6

Valores

de 51gn1f1canc1a para la prueba 't de student"

a |
-

Nivel alfa de 51gn1f1canc1a para d15tr1buc1ones de -una cold]

00 N W B N~

PN ORCMRTRI AN R R A R e e et me a i v s
[ L I N P R - - R - Y, T T R T S S ]

29
30

* G.L.

= Grados de 11bert d
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respectlvamente.

Con el objeto de aprec1ar,s
cia significativa en- 1a contam1nac16n as.m
cada uno de los sabores,] se reallzo para cada determlna-
cién, un andlisis de varlanza de dos vias al n1ve1 del 1 %
de significancia (33). ‘Los resultados pueden observarse en
las tablas 10, 11 y 12.
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S TESIS CON |
i FALLA DE ORIGEN

TABLA 7

‘Cuenta de hongos filamentosos (col/ml)

| Muestra | Limén’ "+ Fresa Pifia Tamarindo

7 , 700 600 7,000 900
2 1100 900 2,000 1,100
3 240 2,100 6,500 1,600
4 280 6,500 320,000 .. 2,000
5 290. 14,000 400,000 3,200
6 320 16,000 3
7 390 -
8 as0 | 6,000
9 " ar e

10

11

12 '

13

4

15-

16 :

17+

18

19

20

21

22 :

23 720,000
24 .21,000
25 23,000
26 50,000

27 52,000
28 . 920,00 114,000,000 110,000
29 23,000 2,900,000 | 15,000,000 -~ |'1,800,000
30 40,000 4,800,000 16,000,000 2,100,000

56
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TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Cuenta. de mes‘o‘filicos‘ aetrobios (col/ml)

110,000
120,000
130,000
130,000
140,000
170,000
410,000
440,000
570,000
1,600,000

1,600,000
1,600,000
2,000,000
2,700,000
2, 800,000
3,000,000
3,200,000
3,800,000
4,000,000
4,000,000
4,300,000
7,000,000
7,800,000

15,000,000

250,000 "
+330,000

B E ‘Fx‘fé’s'a pPifia Tamarindo
12,000 240

80,000 380

100,000 1,000

120,000 3,400

190,000 4,500

200,000 ‘ 6,500

210,000 ~11,000

. ,713,000

16,000
33,000
39,000
40,000
41,000
44,000
50,000
50,000
57,000
61,000
" 65,000
66,000
66,000
72,000
84,000
140,000
200,000
250,000
260,000
280,000
460,000
500,000




TABLA 9

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Cuenta de mic'roorgahiémos'coliformes totales (col/ml)

Muestra Limén |- *Fresa: Pifia Tamarindo
1 0 © 0 0 0
2 0 S0 0 0
3 0 g 0
4 0 0
5 0 0
6 0 g
7 0 0
8 0 0.
9 0. 0

10 0 0
11 0 0
12 0 o
13 0 0
14 0 0
15 0 S0
16 o SRR
17 0 c0
18 0 0 -
19 0 0
20 0 , 0-
21 0 05000 0
22 0 30,000 0
23 0 430,000 0
24 0 "450,000 0
25 0" 500,000 0
26 L0 © 780,000 0
27 0 0| 1,000,000 0
28 .0 130,000 - 1,000,000 0
29 20 170,000 2,700,000 0
30 910 300,000 3,400,000 670
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bios, respect;vame

al
" de
te
de
g’

en‘cual de
: La "Prue

ue; por el método de resucitacidén que

’se emplea, serrecuperan un promedio de 7.45 % de microorga-

'nlsmos que se encuentran antes de someterlos a congelacidn,

101 CON
bLg}fﬁ?E ()Q](ﬁﬁN
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TABLA 10

Anilisis de varianza para la cuenta de unidades forma
doras de hongos filamentosos

Fuente de

Grados de

Sumatoria

Cuadrado

variacién | libertad al cuadrado | significativo| Varianza
Sabores 3 1.93 x 10’ | 6.45 x 10'3 16.19
Muestras 29 2.28 x 104 7.87 x 1012 1.98
Error 87 3.46 x 10'4 | 3.98 x 102 -
Total 119 7.68 x 10’4 - -

Varianza de tablas (Ft) =

Varianza calculada (Fc)

Fc> Ft

significancia

4.13

16.19

> = mayor que

& si hay diferencia significativa al 1 % de
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TABLA 11

P 1
Anédlisis de varianza p

ara microorganismos mesofilicos

aerobios .
e do | ooz do | umiorie | o | veriaa
Sabores 3 1.14 x 1074 3.79 x 1073 16. 81
Muestras 29 9.01 x 10'3 3.11 x 1072 1.38
Error 87 1.96 x 1074 3.25 x 1012 -
Total 119 3.99 x 1074 - -

Varianza de tablas (Ft)

Varianza calculada (Fc)

4.13

16.81

Fc > Ft .. si hay diferencia significativa al 1 % de

significancia”

> = mayor que




TABLA 12

Anilisis de varianza para microorganismos coliformes

totales
FPuente de {Grados de Sumatoria Cuadrado Varianza
variaci6n |libertad al cuadrado | significativo
Sabores 1 1.65 x 10'? 1.65 x 10"2 6.23
13 11
Muestras 29 1.06 x 10 3.64 x 10 1.37
Error 29 7.67x 10’2 | 2.65 x 10" -
13
Total 59 1.98 x 10 - -
Varianza de tablas (Ft) = 2.60
Varianza calculada (Fc) = 6.23

Fc » Ft .° si hay diferencia significativa al 1 { de

significancia

> = mayor que

TESIS CON |
Kgﬂ.p ™ QRICEN

i
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Ahora blen,'
se muestran en

poner que sisé

ganismos~que[f
gelacidn, "las
alimentiéios




Media de .las cuentas de microorganismos coliformes totales, coliformes

fecales, mesofilicos aerobios y de hongos filamentosos.

NiuiEd ad YTIA
§OD SISAL

e Hongos () Coliformes | Mesofilicos Colifommes
. Sabores . (co%c/) ml) totales (X) | aerobios (X) fecales (X)
: e (col/ml) (col/ml) (c0l/ml)
NP A1

Limén - L3 2.50 x 10° 3 0.03
Fresa Asmrxaet |15 x10® | 10616 2.44
Pifia L3690 x105 | 2.33x105 | 13318 6.03
Tamarindo 2.23x 10" | 9.71 x 104 3 0.03

- g 5 5

X 9.14 x.10° | 1.02 x 10° | 6.43x 10 61.49 2.13

kel
1

Media de la poblacién.

VI14dvL
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V. CONCLUSIONES;

1.- fEldetodo ecuperacién que se emplea en las
paletas heladas,. puede 'restaurar a los microorganismos dafia
dos por_la,C6ng¢ ue Soh incapaces de multiplicarse

en medios ‘selecti

2,- .la dhntidad de microorganismos que se detectan
en las paletasrheiadasial utilizar el medio de recuperacidn,
aumenta considerablemente en comparacién con los microorga-
nismos que se detectan al utilizar las técnicas tradiciona-
les, '

3.- _El1 medio de rechperacién ayuda apreciablemenie a
poner de manifiesto a los microorganismos dafiados por 1la
congelacidn, al utilizarlo antes de llevar a cabo la técni-
ca de ' Nimero mids Probable ', para coliformes fecales en
las paletas heladas,

4.- El1 método de " Nlmero mds Probable " resulta me-
jor que el método '" A-1 " para coliformes fecales, al nivel
del 10 % de significancia, cuando se utiliza el medio de re
cuperacidn en las paletas heladas.

S.- Las paletas heladas con una acidez elevada tie-
nen menor carga microbiana total que las paletas heladas
con una acidez menor.

6.~ Las paletas heladas de pequefios establecimientos
se encuentran con un elevado indice de contaminacidén micro-
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_se emplea para su fabricacién,

biana,

7.~ _Las paletas Heladas: con sabor . de plna se encuen-
tran 51gn1f1cat1vamente con mayor contam1nac1on m1croblana,
que los otros tres sabores. . :

8.-: Las practlcas de elaboraC1on de estos productos.
a san1dad~que

son extremadamente deficientes . en cuanto”a

‘9.~ Las muestras que se ana
sivamente los limites que establec
mas de 1974 de la D1reCC1on:Ge era

10~ 'Los analls simicrob
gelados en medlos sel
croorganlsmos lesionad

dad sanltarla de_estos productos
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VII.

ANEXOS.

a)‘Agar‘éxtradtd'gluéqsa‘yptriptiqaseina'

0.03
0.002
, 3 15.0
Agua destllada ;» ‘ 1000.0
“pH flnal :Qf 7.4 + 0.2
 Ester111zar en autoclave a 121°C por 15 min, a
15:1b, de presién.

@ 0 R

3 00 00 Q02 02 03 00 00
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c) Agaﬁ,hutritivd*“

: Trlptona 
*Extracto ‘de:

f15 1b de presidn.

e) Medio A-1

‘Triptona
. Lactosa
:Cloruro de sod1o
i Trlton X 100

Agua destilada‘i‘

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15

15 1b. de presién.

'200.
‘ 20;
5.
plooo.

min,

TESIS CON
FALLA DE ORTGEN

0

0.
0

0

;Esterlllzar en autoclave a 121° C por 15 mln, a

a

"3 w0 0

]

mi

(]

ml
ml
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. g):MediofJQQril«

‘Trlptosa o tr ptlcasa oo -‘”ZQ{ng
Lactoqa 'j'ﬂj' PR »“ - 5.0 gl
Cloruro de sod10—v‘* Lo Co ©5.0 g

‘ Fosfato monopota51co ‘,f' ‘ T . Szl 75gi1?7
jLaur11 sulfnto de SOle : ' . 0 dgh

L ,1000 0 ml

_Agua: destxlada i -
pH finali oo ,,s i+ o 2 : e
kLstcr1llzar ‘en: autoclave a.121°C por 1S m1n,_a

}15 1b de pre51on

h) Medio défyetaefbriliénteval 209

oxgall S 20.0 g
Peptona 10.0 g
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' Lactosa

10.0 g

Verde brillante 0.0133 g

,‘pAgua destilada 1000.0 ml
~pH f1na1 : 7.1 a 7.4

Esterlllzar en autoclave a 121°C por 15 min, a

“presidn.

" 3.- Soluciones

a) Solucidn stéfil,déﬂﬁ#idéAfaftﬁrico a1v10 %

10,0 g
100.0 ml

b) Solucidn buffer dilu - de” fosfatos

34.0-g

;soluc1on stock y 11evaf' ’un 11tro de’ agua destlla

da Esta es- 1a soluc1on de trabaJo.

:.Estérilizar.gi131°C, durante 20 min.
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