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RESUMEN

Los productos lacteos y camicos por su composicién son un excelente medio para el desarrollo de
microorganismos; sin embargo las micro y pequefias empresas productoras de estos, desconoce
como detectar a tiempo anomalias, identificar los agentes infecciosos y evitar que productos no

inocuos salga al mercado.

El presente trabajo contiene informacion general sobre microbiologia de los alimentos, haciendo
énfasis en el control microbiolégico de la carne, leche y sus derivados; ademas proporciona una
orientacion al personal relacionado con el aseguramiento de la calidad e inocuidad de alimentos,
acerca de los procedimientos de muestreo, técnicas tradicionales y rapidas de andlisis

microbioldgico de materias primas, productos terminados, superficies de contacto y ambientes.
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ABSTRACT

Dairy and meat products are excellent environments for the development of microorganisms;
however the small and micro enterprises that produce these products are unaware of how to detect

anomalies, identify infectious agents and prevent the marketing of these harmful products on time.

The present project contains general information on food microbiology emphasizing on the
microbiological control of meat, milk, and by-products. In addition, it provides a personal orientation
in relation with: the guarantee of food quality and safety, the sampling procedures, traditional and
rapid technigques for the microbiological analysis of prime matter, finished products, contact surfaces

and environments.
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Leon Placencia Andrea Fernanda
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Trabajo de Grado

Dra. Rosa Cecilia Palacios Ochoa

Junio del 2012

ELABORACION DE UNA GUIA DE CONTROL MICROBIOLOGICO PARA LAS MICRO Y
PEQUENAS EMPRESAS LACTEAS Y CARNICAS DEL CANTON CUENCA.

INTRODUCCION

La creciente demanda de productos lacteos y cérnicos en el Ecuador y en la ciudad de Cuenca,
exige a la industria alimentaria llevar a cabo un proceso seguro y de calidad, por lo que el
Gobierno  ha visto la necesidad de exigir el cumplimiento de las buenas practicas de
manufactura a través del Reglamento 3253 para asegurar dichos procesos. Dentro del
cumplimiento de las buenas practicas de manufactura se exige realizar un control de calidad en
el cual se incluye al control microbiolégico, por lo que es necesario aportar con una guia

microbiolégica para las 51 micro y pequefias empresas lacteas y carnicas del cantén Cuenca.

Esta guia proporciona ayuda de forma sencilla y detallada sobre los procedimientos para la
toma, envio, transporte y preparacion de las muestras; ademas de técnicas estandares y
rapidas de analisis microbiologicos de productos, superficies y ambientes en funcién de los
requisitos establecidos por el Instituto Nacional Ecuatoriano de Normalizacién (INEN), Normas
legales de Pera y Norpacific S.A.

Al realizar controles microbiologicos las micro y pequefias empresas podran asegurar la
inocuidad de sus alimentos, obtener el certificado de operacion y competir en los mercados de

hoy.
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CAPITULO |
MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

1.1. Introduccién

Antiguamente se creia que las enfermedades eran provocadas por Dioses que
castigaban a las personas enviandoles enfermedades que en ocasiones mataban a
poblaciones enteras. Pero hoy en dia ya se sabe que las enfermedades, en su
mayoria, son producidas por microorganismos, que son células microscépicas

invisibles al ojo humanao.

Algunos de ellos juegan un papel muy importante en la elaboracion y conservacion de
los alimentos, mientras que otros son patdégenos, es decir, que producen efectos
adversos para la salud, de ahi radica la importancia del estudio de los efectos que
pueden tener los microorganismos tanto en la salud del consumidor como en los
alimentos. Por lo tanto, la microbiologia de los alimentos abarca tres ambitos
especificos: la proteccion al consumidor frente a las enfermedades trasmitidas por
alimentos, la prevencion de alteraciones en los alimentos vy la transformacion

beneficiosa de un alimento por accién microbiana.

En vista de que es la salud del consumidor la que esta en riesgo, las industrias
alimentarias deben cumplir con los requisitos microbiolégicos establecidos y adoptar
practicas adecuadas de produccion, elaboracién, manipulacién, envasado,
almacenamiento Yy distribucion de alimentos, con la finalidad de evitar en lo posible la
trasmision de enfermedades a través de los mismos. Tanto los brotes de intoxicaciones
alimentarias como la descomposicion de las materias primas y de los productos
terminados, por accidén microbiana, acarrea graves repercusiones econdmicas a las
industrias alimentarias. He aqui la importancia de realizar controles microbiologicos
para detectar a tiempo anomalias, identificar los agentes infecciosos y evitar que
productos no inocuos salga al mercado hasta que se tenga la seguridad de que son

aptos para el consumo
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1.2. Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S)

“La enfermedad trasmitida por los alimentos ha sido definida por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como <<una enfermedad de caracter infeccioso o toxico
causada por, 0 que se cree que es causada por, el consumo de alimentos o de
agua>>". (Adams y Moss 2005). La mayoria de enfermedades trasmitidas por alimentos

son de origen microbiano, entre las principales se puede mencionar:

Figura 1: Principales enfermedades de trasmisién alimentaria.

Enfermedades gastrointestinales: pueden ser infecciosas o no; las
infecciosas son las que generalmente atacan y debilitan a mas personas
de cualquier edad en todo el mundo.

Diarrea del turista: es una enfermedad muy comun, producida por el
cambio de ambiente y la ingesta de alimentos contaminados con
bacterias u otros microorganismos que atacan por primera vez al
individuo y contra los cuales no tiene defensas.

Intoxicacién por alimentos: es el resultado de la ingestion de algunas
bacterias y de las toxinas que producen, la enfermedad se presenta con
vomito, diarrea, célicos intestinales y en ocasiones sintomas
neurolégicos, paralisis, urticaria, calambres y si la intoxicacion es muy|
grave, incluso puede causar la muerte.

La leche, la carne roja, la de aves, los huevos y los productos derivados de todos ellos
son los alimentos a los que cominmente se les atribuye ser la causa de enfermedades
de trasmision alimentaria. La distribucion de un alimento contaminado o condiciones
inadecuadas en las que se estan preparando comidas para un elevado nimero de
personas, por ejemplo en restaurantes, hoteles, hospitales, etc.; pueden provocar
brotes de enfermedades. Existen diversas causas para que se produzcan estos, pero
comunmente se identifican deficiencias en el entrenamiento del personal y en los

utensilios utilizados en el procesamiento de alimentos.
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1.3. Vias de contaminacion de los alimentos

Los microorganismos pueden encontrarse en una gran diversidad de habitats, desde lo
mas frio en aguas de las regiones polares, hasta en aguas termales que se encuentran
a temperatura de ebullicion. Por lo tanto los alimentos pueden sufrir contaminaciones
durante el proceso de manipulacion, transporte, almacenamiento y distribucion. En
general las fuentes de contaminacién son diversas, las principales se describen en la

siguiente figura.

Figura 2: Principales vias de contaminacion de los alimentos.

Aire: transporta microorganismos en particulas de polvo, en
gotitas de agua generadas por hablar, toser o estornudar y
en diminutas descamaciones de la piel que son eliminadas
continuamente por los animales y por el hombre.

Natural: flora natural
gue posee las materias

Suelo: es una de las
fuentes méas importantes de
contaminacion ya  que primas alimenticias que
posee el mayor niamero de se utiizan en la
microorganismos tanto en fabricacion de
cantidad como en variedad alimentos.

de especies.

Agua: tanto el agua

Animales: Todo animal
lleva  consigo una
compleja flora
microbiana. Las
superficies externas de
los animales estan
expuestas al aire, al
suelo y al agua, es por
ello que pueden ser una
fuente de
contaminacion para los
alimentos que tengan
contacto directo con las
superficies de los
animales.

Plantas: todas las superficies de las
plantas poseen una flora propia de

microorganismos principalmente
bacterias, mohos y levaduras.

Vias de
contaminacion

dulce como el agua
salada contienen
muchas especies de
microorganismos los
cuales pueden ser
especies propiamente
acuéticas, asi como
también procedentes
del suelo, de los
animales o de las
plantas.

Hombre: los microorganismos
pueden ser parte de la flora normal
de la piel, manos, tracto
gastrointestinal, boca, oido, vias
respiratorias y vias genitourinarias, de
tal manera que el hombre puede
contaminar facilmente un alimento.
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Con todo lo mencionado anteriormente se puede concluir que los alimentos no pueden
ser estériles, sino que tienen una flora microbiana propia y adquieren una flora temporal
proveniente del medio en el que se procesan, transportan, almacenan o distribuyen.
Para garantizar la inocuidad de un alimento es fundamental destruir los
microorganismos existentes en él, manipularlos, almacenarlos y distribuirlos

adecuadamente de modo que el crecimiento de los mismos sea inhibido.

1.4. Factores que influyen en el crecimiento y supervivencia de los microorganismos

en los alimentos.

Crecimiento microbiano es el aumento del nimero de microorganismos a lo largo del
tiempo, para que exista crecimiento debe existir por lo menos una célula viva. Las
poblaciones microbianas pueden llegar a ser muy grandes en corto tiempo por lo que
es fundamental conocer las condiciones necesarias para el crecimiento y
supervivencia de las mismas, con ello se podr4 establecer la forma de controlar
aquellos microorganismos que deterioran los alimentos y producen enfermedades; asi
como también se podra determinar la manera de incentivar el crecimiento de los

microorganismos que producen transformaciones beneficiosas en los alimentos.

Los factores que influyen en el crecimiento microbiano en los alimentos se han

clasificado en 4 grupos, los mismos que se pueden observar en el siguiente cuadro.
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Figura 3: Factores que influyen en el crecimiento y supervivencia de los microorganismos.

[
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y Atmosfera gaseosa

Velocidad de crecimiento,
Sinergismo,  Antagonismo y

Comensalismo

Cortado, Lavado, Tratamiento

térmico, Irradiacion y Envasado

- pH: El pH de un alimento es uno de los principales factores intrinsecos que

influyen en el crecimiento y la supervivencia de los microorganismos.

“El pH de un alimento es la medida de su acidez o alcalinidad, teniendo en

cuenta que la escala de pH comienza en cero y termina en 14; que una

solucion de pH de 7 es considerada como neutra, que los pH menores que

7 son considerados como &acidos y mayores como alcalinos”. (Carballo,

2008)
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Figura 4: pH de algunos alimentos.
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Fuente: http://www.hidroponiagdl.com/index.php?id_sec=102&t=3

4
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Lejia vl

Generalmente las frutas y verduras tienen pH &cido, es por ello que son
alteradas principalmente por hongos y levaduras porque estos crecen a una
escala de pH comprendida entre 3,5 a 4,0 y entre 4,5 a 6,0 respectivamente.
Mientras que las bacterias crecen rapidamente a una escala de pH entre 6,0
y 8,0 por lo que atacan principalmente a productos que tengan un pH entre
estos rangos como los lacteos, la carne, el pescado, los mariscos y ciertas

hortalizas.


http://www.hidroponiagdl.com/index.php?id_sec=102&t=3
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Foto 1: Frutas alteradas por microorganismos.

La mayoria de alimentos son ligeramente acidos, ya que los productos cuyo
pH es alcalino tienen un sabor desagradable, ademés la acidez en los
alimentos limita el crecimiento microbiano, lo cual ha sido aprovechado para

la conservacion de los alimentos desde tiempos antiguos.

Contenido de nutrientes: Los microorganismos utilizan los alimentos como
fuente de nutrientes y de energia, de ellos obtienen elementos que son
indispensables para su crecimiento como el agua, los carbohidratos, las
vitaminas, los aminoacidos, las grasas, etc. La concentraciéon de nutrientes
puede determinar la velocidad de crecimiento bacteriano, es decir, si un
nutriente que es indispensable para el microorganismo se termina, éste ya

no podra crecer.

Potencial redox: Es la tendencia de un medio para aceptar o ceder
electrones. El crecimiento microbiano en un alimento reduce su potencial
redox, se dice que este efecto se lleva a cabo por que existe un agotamiento

del oxigeno con la produccion de hidrogeno por los microorganismos.

Los microorganismos aerobios estrictos es decir los que pueden vivir en
presencia de oxigeno, tienen la necesidad de un potencial redox elevado o
positivo, por lo que predominan en la superficie de los alimentos o en

aquellas zonas en las que el aire pueda ser utilizado.
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Los microorganismos anaerobios obligados, los que viven en ausencia de
oxigeno, tienden a crecer en potenciales redox bajos o negativos, este tipo
de microorganismos pueden vivir en la profundidad de los tejidos, en
productos enlatados o envasados al vacio, etc. Para estos microorganismos

el oxigeno genera un efecto toxico.

Foto 2: Alimentos enlatados

Actividad de agua (ay): Es una medida indirecta del agua que esta
disponible en un determinado alimento. La a, de un alimento puede
reducirse mediante la extraccion del agua (deshidratacion) o mediante la

adicién de solutos (salazonado, adicion de azucares, etc.).

Un pequefio descenso de la actividad de agua es suficiente para evitar la
alteracion de los alimentos, ya que la mayoria de los microorganismos
crecen a niveles de a, superiores a 0,90. Sin embargo, hay algunas
excepciones, porque existen microorganismos que pueden multiplicarse a

valores de a,, mucho mas bajos, entre ellos tenemos los microorganismos:

e Haldfilos que requieren sal para su proliferacién,

o Xerofilos crecen bajo condiciones de sequedad es decir a

actividades acuosas inferiores a 0,85 y
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e Osmofilos los cuales crecen en habitats con altas concentraciones
de azlcares.

Figura 5: Actividad acuosa de algunos microorganismos.
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http://www.google.com.ec/imgres?q=Mohos+hal%C3%B3filas&um=1&hl=es&biw=1280&bih=631&tbm=isch&tbnid=im0HPnmDAdn0CM:&imgrefurl=http://microbiologiaumh.blogspot.com/&docid=17kVtId6cJk07M&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/03/Haloquadratum_walsbyi00.jpg/220px-Haloquadratum_walsbyi00.jpg&w=220&h=231&ei=tVFdT_zvJM2UtweF3qCGDA&zoom=1
http://www.google.com.ec/imgres?q=mohos&um=1&hl=es&biw=1280&bih=631&tbm=isch&tbnid=JUHmBJ5x7hyyKM:&imgrefurl=http://platea.pntic.mec.es/agomez/primero/1vida.htm&docid=89XdBBDbtFOLWM&imgurl=http://recursos.cnice.mec.es/biosfera/alumno/1ESO/planeta_habitado/imagenes/presentacion/mohos.jpg&w=397&h=365&ei=_FBdT_voOsXLtgfvwbGGDA&zoom=1
http://www.google.com.ec/imgres?q=Mohos+hal%C3%B3filas&um=1&hl=es&biw=1280&bih=631&tbm=isch&tbnid=im0HPnmDAdn0CM:&imgrefurl=http://microbiologiaumh.blogspot.com/&docid=17kVtId6cJk07M&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/03/Haloquadratum_walsbyi00.jpg/220px-Haloquadratum_walsbyi00.jpg&w=220&h=231&ei=tVFdT_zvJM2UtweF3qCGDA&zoom=1
http://www.google.com.ec/imgres?q=mohos&um=1&hl=es&biw=1280&bih=631&tbm=isch&tbnid=JUHmBJ5x7hyyKM:&imgrefurl=http://platea.pntic.mec.es/agomez/primero/1vida.htm&docid=89XdBBDbtFOLWM&imgurl=http://recursos.cnice.mec.es/biosfera/alumno/1ESO/planeta_habitado/imagenes/presentacion/mohos.jpg&w=397&h=365&ei=_FBdT_voOsXLtgfvwbGGDA&zoom=1
http://www.google.com.ec/imgres?q=Mohos+hal%C3%B3filas&um=1&hl=es&biw=1280&bih=631&tbm=isch&tbnid=im0HPnmDAdn0CM:&imgrefurl=http://microbiologiaumh.blogspot.com/&docid=17kVtId6cJk07M&imgurl=http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/thumb/0/03/Haloquadratum_walsbyi00.jpg/220px-Haloquadratum_walsbyi00.jpg&w=220&h=231&ei=tVFdT_zvJM2UtweF3qCGDA&zoom=1
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Barreras y constituyentes antimicrobianos: Los alimentos contienen

sustancias que evitan las alteraciones microbianas entre los que se pueden

destacar tenemos:

Figura 6: Barreras y constituyentes antimicrobianos de alimentos.
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1.4.2.Factores extrinsecos

- Humedad relativa (HR): La humedad relativa se relaciona con la actividad
acuosa y es sumamente importante en el almacenamiento de los alimentos,
porque “cuando se almacenan alimentos que tienen una actividad acuosa
baja en una atmosfera de humedad relativa elevada, el agua pasara desde
la fase gaseosa al alimento” (Adams y Moss, 2005) favoreciendo asi el
desarrollo de microorganismos y viceversa, si se almacenan alimentos que
tiene actividad acuosa alta en un ambiente con humedad relativa baja, el

alimento perdera humedad.

- Atmosfera gaseosa: El oxigeno es el gas mas importante que se encuentra
en contacto con los alimentos, su influencia en el potencial redox es un
determinante importante de los microorganismos que se desarrollan y de su
velocidad de crecimiento. Ademas del oxigeno existen otros gases que se
utilizan en el proceso de elaboracidon de alimentos, entre ellos se puede
destacar al di6xido de carbono (CO,) empleado en el envasado de
alimentos, el cual tiene un efecto inhibidor sobre el crecimiento de los

microorganismos.

Foto 3: Embutidos envasados con atmosfera modificada.

Fuente: http://mundodelacarne.blogspot.com/2010/04/emagues-con-atmosfera-

modificada.html


http://mundodelacarne.blogspot.com/2010/04/emaques-con-atmosfera-modificada.html
http://mundodelacarne.blogspot.com/2010/04/emaques-con-atmosfera-modificada.html
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Temperatura: La temperatura del ambiente es uno de los factores
extrinsecos que tienen mayor impacto sobre la supervivencia y crecimiento
microbiano, y por lo tanto sobre la conservacion del producto. Los
microorganismos crecen dentro de un intervalo de temperatura comprendido
entre -8°C y 100°C, pero ningln microorganismo puede de crecer a todas
las temperaturas de ese rango. En base a las temperaturas de crecimiento
los microorganismos pueden ser clasificados en 4 grupos como se puede

observar en la siguiente figura.

Figura 7: Clasificacion de los microorganismos en base a la temperatura.

Temp. minima:40 — 45°C
Termdfilos Temp. 6ptima:55 — 75°C
Temp. maxima:60 — 90°C

Temp. minima:5 — 15°C
Mesdfilos Temp. 6ptima:30 - 40°C
SRR Temp. maxima:40 — 47°C
base alas
temperaturas

Temp. minima:-5 - +5°C
Psicrofilos Temp. 6ptima: 2 - 15°C
Temp. maxima:15 — 20°C

Temp. minima:-5 - +5°C
Psicrotrofos Temp. 6ptima:25 - 30 °C
Temp. maxima:30 — 35°C

A medida que la temperatura disminuye o aumenta a partir de la éptima, la
velocidad de crecimiento se hace més lenta y cualquier temperatura por
encima de la maxima o por debajo de la minima de crecimiento de un

determinado microorganismo resulta letal para el mismo.
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CAPITULO I
MICROBIOLOGIA DE LA LECHE Y LA CARNE

Introduccién

Todos los alimentos estan expuestos a sufrir deterioro, que es una alteracion de la
composicién quimica y de las propiedades nutritivas y sensoriales de un alimento. El
deterioro de los alimentos se debe a tres causas: fisicas (por accién de la luz, del calor,
del frio, de la evaporacion y de la desecacion), quimicas (reacciones de pardeamiento
y accién enzimética) y microbiolégicas (bacterias, hongos y levaduras). Este Gltimo es
un factor de gran importancia, ya que la mayor parte de las alteraciones de los
alimentos son consecuencia de la actividad microbiana, la cual modifica las cualidades
del alimento volviéndolo inaceptable repentinamente y convirtiéndolo en riesgo
potencial para la salud del hombre. Por esa razén es fundamental conocer los
aspectos microbiolégicos de la leche y de la carne, haciendo especial hincapié en el

deterioro de las mismas.

Microflora de la leche fresca

La leche esta compuesta principalmente por agua, grasa, proteina y lactosa; esta
composicién varia entre las diferentes especies y de igual forma entre las razas de una
misma especie. Por su elevado contenido de nutrientes, su alta actividad acuosay pH
cercano a la neutralidad, la leche es un excelente medio para el crecimiento
microbiano, por lo que es indispensable que durante las actividades de ordefio,
transporte, procesamiento, almacenamiento y distribucién se acaten estrictas normas

de higiene.

La leche obtenida de vacas sanas y en condiciones asépticas contiene pocos
microorganismos, los que cominmente se encuentran son: Micrococos, Estreptococos

y Corynebacterium bovis; mientras que si la vaca presenta la enfermedad conocida
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como mastitis, la leche obtenida de ésta tendrA un elevado contenido de

microorganismos.

“Los organismos mas importantes que pueden producir mastitis son: Escherichia coli,
Estreptococos agalactiae, Estreptococos uberis, Pseudomona aeruginosa Yy
Corynebacterium pyogenes. Los tres primeros son patégenos humanos y también en
ocasiones han sido citados como agentes de mastitis algunos otros patdgenos
humanos como, por ejemplo, Salmonella, Listeria monocytogenes, Mycobacterium
bovic y Mycobacterium tuberculosis” (Adams y Moss, 2005). El tratamiento para la
mastitis es a base de antibioticos, por lo que la leche de estas vacas no es apta para el

consumo, ni para procesos de fabricacién, ya que posee residuos de antibiéticos.

Foto 4: Ordefio manual

Los principales microorganismos encontrados en la leche cruda provienen del interior
de la ubre, del exterior de los pezones, de las pezoneras, de las tuberias de
conduccion de la leche, de los tanques de almacenamiento y de otros materiales
utilizados para la manipulacion de la leche. Por esta razén, es de suma importancia
llevar a cabo actividades de limpieza y sanitizacion eficaces, por ejemplo para reducir
la contaminacion de la leche desde el exterior de la ubre se debe: retirar las heces y
orina de los establos al menos dos veces al dia, rasurar la ubres, recortar las colas,
mantener limpio el suelo donde se realice el ordefio y lavar los pezones con agua

caliente y desinfectante.
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Foto 5: Ordefio mecanico

Fuente: http://www.cuencarural.com/lecheria/74765-frecuencia-de-ordeno/

Inmediatamente luego de que la leche salga de la vaca esta debe ser refrigerada para
evitar la proliferacion de microorganismos y mantenerla bajo estas condiciones hasta
que sea utilizada. Para que la leche sea apta para el consumo humano debe
someterse a un tratamiento térmico cuyo objetivo principal es la destruccion de los
microorganismos causantes de enfermedades y de aquellos microorganismos que

pueden alterar el producto.

Microflora de la carne

Desde tiempos remotos la carne ha formado parte de la dieta del hombre, esta
compuesta por fibras musculares que contienen agua, proteina, grasa, carbohidratos,
minerales y vitaminas. La carne por ser rica en nutrientes y tener un elevado contenido

de agua es un medio excelente para el desarrollo microbiano.

“Los érganos internos y los muasculos de una canal recién obtenida por sacrificio del
animal deben estar relativamente exentos de microorganismos. El ndmero de
microorganismos hallados en muestras de tejidos obtenidas asépticamente suele ser
superior a 10 ufc kg™, aunque existen testimonios de que su nimero pude aumentar en
los estados de estrés vy, naturalmente, su ndmero sera mayor si el animal esta

padeciendo una infeccién”. (Adamsy Moss, 2005)


http://www.cuencarural.com/lecheria/74765-frecuencia-de-ordeno/
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Foto 6: Animales en establo

El cuero y el tracto gastrointestinal son las principales fuentes de contaminacién de la
carne, por su elevado contenido de microorganismos. En el cuero del animal se puede
encontrar Micrococos, Estafilococos, Pseudomonas, Mohos y Levaduras; esto se debe
a que esta en contacto permanente con el suelo, orina y heces. Estos pueden pasar a
la carne por una inadecuada manipulacion o por los utensilios utilizados para el
faenamiento, por lo que un adecuado aseo del animal previo a la matanza del mismo,
ayudara a disminuir el contenido microbiano. Las visceras (higado, corazon, rifiones,
pulmones, estomago, intestinos, etc.) contienen una elevada carga microbiana, por lo
gue es indispensable manejarlas con cuidado para evitar la contaminacién de la carne

con el contenido de las mismas.

Foto 7: Preparacion de los cerdos para el faenado

Fuente: http://inforhida1102pch4.blogspot.com/2010/11/proceso-academico-del-bimestre-3.html



http://inforhida1102pcb4.blogspot.com/2010/11/proceso-academico-del-bimestre-3.html
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Posterior al sacrificio de cualquier animal las canales deben ser lavadas,
desinfectadas e inmediatamente sometidas a refrigeracion o congelacion. Para la
desinfeccién generalmente se utilizan acidos organicos, el mas utilizado en la industria

alimentaria es el acido lactico que ayuda a reducir eficazmente la carga microbiana.

. Patégenos de las industrias lacteas y carnicas.

La leche y la carne son alimentos complejos y también un medio de cultivo excelente
para el crecimiento de una variedad de microorganismos patdégenos. A continuacion se

describird brevemente cada uno de ellos.

2.4.1.Staphylococcus aureus: Los seres humanos son los principales portadores de
esta bacteria, la cual se encuentra principalmente en la piel, nariz y garganta.
Esta bacteria produce una amplia gama de enfermedades, que van desde
infecciones cutaneas hasta enfermedades peligrosas como osteomielitis,
meningitis, sepsis, endocarditis y neumonia. También puede afectar al aparato
gastrointestinal, ya sea por presencia fisica del microorganismo o por la ingesta

de la toxina que produce.

El jamén, salami, ensaladas de pollo y huevo, productos de panaderia rellenos de
nata, helados y lacteos no pasteurizados pueden ser los vehiculos de trasmisién
de esta bacteria por lo que es necesario evitar la contaminacién cruzada en la
elaboracién de los alimentos, almacenarlos a bajas temperaturas y cocinar bien

los alimentos antes de su consumo.

2.4.2.Escherichia coli: Se encuentra en el intestino del hombre y de los animales, por
ello es considerado como un indicador de contaminacion fecal. Es trasmitido al
consumir alimentos contaminados con heces como por ejemplo hortalizas crudas,
agua, productos lacteos no pasteurizados y carne poco cocida. Esta bacteria
produce infecciones intestinales que afectan principalmente a los grupos mas
vulnerables, sus sintomas son malestar general, diarrea, falta de apetito, dolores

abdominales y en ocasiones vémitos.
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La Escherichia coli también puede producir enfermedades graves como
infecciones del aparato excretor, cistitis, meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia

y heumonia.

Figura 8: Via de contaminacion fecal oral.

http://tuespacioyelmio.wordpres\
s.com/category/bacteria-e-coli/
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http://www.rinconabstracto.co http://interbikers.es/tecnico/10%
m/2011/04/la-importancia-de- 20minute%?20trainer/lavarse%2
lavarse-las-manos-con.html Olas%20manos/Im1.html

2.4.3. Escherichia coli 0157 H7: Es una cepa enterohemorragica de la bacteria
Escherichia coli, produce una toxina que provoca intoxicacion alimentaria, se
trasmite a través de la via fecal oral, al consumir agua contaminada, leche cruda y
carne poco cocida. La enfermedad se presenta con una diarrea hemorragica y en

ocasiones provoca falla renal especialmente en infantes y ancianos.
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Foto 8: Intoxicacién causada por Escherichia coli 0157 H7.
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Fuente: http://www.taringa.net/posts/noticias/1970241/Muerte-por-sindrome-uremico-

hemolitico.html

2.4.4.Salmonella: Se distinguen tres especies patdgenas primarias: Salmonella typhi,
Salmonella cholerae-suis y Salmonella Enteritidis.

La salmonella se trasmite por la ingesta de productos lacteos, carnicos, mariscos,
hortalizas, aves de corral, huevos, chocolate, frutas, salsas y otros alimentos que
hayan sido contaminados con materias fecales durante la manipulacion y
procesamiento de estos. Al ingresar al organismo producen bien una diarrea
aguda, o bien una enfermedad clinica conocida como fiebre entérica, fiebre
tifoidea o fiebre paratifoidea. Los sintomas principales son dolor de cabeza, falta
de apetito, dolores abdominales, nauseas, vomitos, fiebre y diarrea acuosa. Si

esta bacteria invade la sangre de la persona puede producir enfermedades mas



http://www.taringa.net/posts/noticias/1970241/Muerte-por-sindrome-uremico-hemolitico.html
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severas como artritis, abscesos en diferentes partes del cuerpo, inflamacion de la

vesicula y rifiones, endocarditis, pericarditis y en ocasiones meningitis.

Cabe mencionar que la persona que haya contraido salmonelosis puede
convertirse en portador de Salmonellas si no recibe un tratamiento adecuado y si
se trata de una persona que manipula alimentos, se convierte en un foco de
contaminacion, por lo que se recomienda que este personal sea excluido de las
operaciones de manipulacién de alimentos y se le asigne cualquier otra actividad
en la que no tenga contacto con materias primas, superficies de contacto,

producto en proceso, materiales de empaqgue y productos terminados.

Figura 9: Recomendaciones para evitar el contagio con Salmonella.
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2.4.5.Clostridium perfringens: Es considerado como un indicador de contaminacion

fecal, se trasmite por el consumo de alimentos contaminados con tierra o con
material fecal de hombres o animales; los brotes mas frecuentes de intoxicacion
alimentaria por Clostridium perfringens se han dado por el consumo de carne y
aves de corral cocinadas y recalentadas, ensaladas y hortalizas. Las toxinas que
produce esta bacteria provocan intoxicaciones alimentarias, esta enfermedad se
presenta con diarrea, nauseas y colicos abdominales; otras enfermedades que
puede provocar esta bacteria son la destruccion de la mucosa intestinal y la
gangrena gaseosa que es la putrefaccién del tejido cuya solucion es la
amputacion de la zona afectada.

2.4.6.Clostridium botulinum: Esta bacteria se encuentra por lo general en la tierra,

forma esporas que le permite sobrevivir y produce siete tipos de toxinas. Las
toxinas producidas se destruyen con el calor, pero las esporas de esta bacteria
son termoresistente, es decir que puede sobrevivir a periodos de calor intenso,
incluso durante varias horas de esterilizacion, lo cual es perjudicial en la industria
alimentaria por el alto costo de someter a los alimentos a ese tipo de tratamiento
térmico.

Figura 10: Intoxicacién por Clostridium botulinum

http://breavenenos.blogspot.com/2011/12/botulismo-clostridium-botulinum.html
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por paro respiratorio.
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CAPITULO IlI
CONTROL MICROBIOLOGICO EN LOS ALIMENTOS

3.1. Introduccion

En la industria alimentaria es necesario realizar controles microbiol6gicos de los
procesos de elaboracion, ambientes, utensilios, equipos, materias primas y productos
terminados, para poder garantizar al consumidor que el producto ofertado cumple con
los requisitos microbiolégicos tanto desde el punto de vista comercial como higiénico-
sanitario. Con el control microbiolégico también se puede detectar errores cometidos
durante el proceso productivo, corregirlos rapidamente e implementar medidas

preventivas.

3.2. Control de calidad requisito del Decreto 3253 (Buenas Précticas de Manufactura)

El gobierno ecuatoriano ha puesto en vigencia el Decreto Presidencial N° 3253 de la
Republica del Ecuador, que es el Reglamento se Buenas Préacticas de Manufactura
para Alimentos Procesados, por lo que hoy en dia, nadie puede elaborar alimentos sin
apegarse a las buenas practicas de manufactura, las mismas que hacen hincapié en
evitar la contaminaciéon con agentes quimicos, fisicos y principalmente biolégicos. De
igual manera el decreto 3253 exige realizar control de calidad en procesos, materias
primas, insumos y productos terminados, y dentro del control de calidad se incluye al

control microbiolégico; esto se puede concluir por los siguientes articulos:

“Art. 18. No se aceptardn materias primas e ingredientes que contengan parasitos,
microorganismos patégenos, sustancias toxicas (tales como, metales pesados, drogas
veterinarias, pesticidas), ni materias primas en estado de descomposicién o extrafias y
cuya contaminacion no pueda reducirse a niveles aceptables mediante la operacién de

tecnologias conocidas para las operaciones usuales de preparacion.
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Art. 19. Las materias primas e insumos deben someterse a inspeccién y control antes
de ser utilizados en la linea de fabricacion. Deben estar disponibles hojas de
especificaciones que indiquen los niveles aceptables de calidad para uso en los

procesos de fabricacion.

Art. 60. Todas las operaciones de fabricaciéon, procesamiento, envasado,
almacenamiento y distribucion de los alimentos deben estar sujetas a los controles de
calidad apropiados. Los procedimientos de control deben prevenir los defectos evitables
y reducir los defectos naturales o inevitables a niveles tales que no represente riesgo
para la salud. Estos controles variaran dependiendo de la naturaleza del alimento y

deberan rechazar todo alimento que no sea apto para el consumo humano.

Art. 61. Todas las fabricas de alimentos deben contar con un sistema de control y
aseguramiento de la inocuidad, el cual debe ser esencialmente preventivo y cubrir todas
las etapas de procesamiento del alimento, desde la recepcion de materias primas e
insumos hasta la distribucion de alimentos terminados.

Art. 62. El sistema de aseguramiento de la calidad debe, como minimo, considerar los

siguientes aspectos:

1. Especificaciones sobre las materias primas y alimentos terminados. Las
especificaciones definen completamente la calidad de todos los alimentos y de
todas las materias primas con los cuales son elaborados y deben incluir

criterios claros para su aceptacion, liberacion o retencion y rechazo.

2. Documentacion sobre la planta, equipos y procesos.

3.  Manuales e instructivos, actas y regulaciones donde se describan los detalles
esenciales de equipos, procesos y procedimientos requeridos para fabricar

alimentos, asi como el sistema almacenamiento y distribucién, métodos y
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procedimientos de laboratorio; es decir que estos documentos deben cubrir

todos los factores que puedan afectar la inocuidad de los alimentos.

4. Los planes de muestreo, los procedimientos de laboratorio, especificaciones y
métodos de ensayo deberan ser reconocidos oficialmente o normados, con el

fin de garantizar o asegurar que los resultados sean confiables.

Art. 64. Todas las fabricas que procesen, elaboren o envasen alimentos, deben
disponer de un laboratorio de pruebas y ensayos de control de calidad el cual puede

ser propio o externo acreditado.” (Decreto Presidencial N° 3253, 2002).

Métodos de examen microbiolégico

En la industria alimentaria es necesario realizar examenes microbioldgicos en los
alimentos tanto para determinar su vida Util, como para garantizar su aptitud para el
consumo y el cumplimiento de los requisitos del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion
(INEN).

Mediante el examen microbiol6gico no se mejora la calidad de un alimento, sino que se
valora la carga microbiana que posee y de esta forma se puede identificar los focos de
contaminacion y multiplicacién microbiana. Los métodos de examen microbiolégico
varian y dependen del alimento que va a ser analizado y requieren que se tomen
muestras del alimento, se realicen analisis microbiolégicos y se evallen los resultados,

comparandolos con criterios microbiolégicos ya establecidos.

3.3.1.Planes de muestreo

En el examen microbiolégico uno de los mayores problemas es determinar el
numero de muestras de un lote o de un dia de trabajo que deben analizarse para
asegurar que la materia prima o el producto cumple con la normativa exigida. El
ndmero, tamafio y naturaleza de las muestras que se toman para analizar influye
enormemente sobre los resultados. En liquidos la muestra es verdaderamente

representativa del lote muestreado, ya que los liquidos pueden mezclarse bien,



Ledn Placencia, Quesada Padrén 27

pero esto no sucede con alimentos sélidos porque un lote puede estar compuesto

por unidades con amplias diferencias de calidad microbiolégica.

Antes de escoger un plan de muestreo deben considerarse varios factores como:
la finalidad del muestreo, la naturaleza del alimento que se va a muestrear y la
naturaleza del procedimiento analitico. Cualquier plan de muestreo debe tener
una base estadistica y el que mas comiUnmente se aplica en el analisis
microbioldgico de alimentos es el muestreo por atributos. Existe plan de muestreo

por atributos de dos y tres clases.

“El plan de dos clases consta de tres parametros, n, ¢, m, en donde:

n= numero de unidades de muestras del lote que se va a analizar.

c= numero méaximo aceptable de unidades de muestras que puedan superar el
valor m. El lote se rechaza si se supera este valor.

m= nUmero maximo de bacterias relevantes por gramo. Los valores que superen
este nimero son marginalmente aceptables o inaceptables.” (Forsythe y Hayes
2005)

Por ejemplo los requisitos microbiolégicos de yogurt segin la norma INEN

2395:2011 se pueden apreciar en la siguiente tabla.

Tabla 1: Requisitos microbiolégicos de yogur

Requisitos n| m M |c
Coliformes totales, UFC/g 5110 | 100 |2
Recuento de E. coli, UFC/g 5 1<l |- 0

Recuento de Mohos y levaduras, UFC/g | 5 | 200 | 500 | 2

Fuente: NTE INEN 2395:2011

En donde para el recuento de E. coli:
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n= Numero de muestras a examinar = 5

m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad = <1

¢= Numero de muestras permisibles con resultados mayor a entre m= o0

Esto significa que se deben analizar 5 unidades de muestra del lote, el nimero
maximo de bacterias por gramo debe ser menor a 1 y no se aceptaran

muestras que tengan valores mayores a 1 de las 5 analizadas.

- El plan de tres clases consta de cuatro parametros, n, c, my M en

donde:

“n= numero de unidades de muestras del lote que se va a analizar.

¢= nimero maximo aceptable de unidades de muestras que puedan superar el
valor m. El lote se rechaza si se supera este valor.

m= numero maximo de bacterias relevantes por gramo. Los valores que
superen este nimero son marginalmente aceptables o inaceptables.

M= cantidad que se utiliza para separar lo marginalmente aceptable de lo
inaceptable. Los valores iguales o mayores de M en cualquier muestra son

inaceptables.” (Forsythe y Hayes 2005)

Por ejemplo los requisitos microbiolégicos de carne molida segun la norma
INEN 1346:2010 son los siguientes:

Tabla 2: Requisitos microbiol6gicos de carne molida

Requisitos ni|c m M
Aerobios mesdfilos ufc/g 53 [1,0x10° 1,0 x 107
Escherichia coli ufc/g 5|2 [1,0x10° 1,0 x 10°
Staphylococcus aureus ufc/g 5|1 [1,0x10° 5,0 x 10°

Clostridium sulfito reductores ufc/g | 5 | 1 | 3,0 x 10" 1,0 x 10°

Salmonella/ 25¢g 5 AUSENCIA

Fuente: NTE INEN 1346:2010
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En donde los requisitos de Aerobios mesdfilos son los siguientes:

n= Numero de muestras a examinar =5

m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad= 1,0x10°

M= indice maximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad=1,0x10’

¢= Numero de muestras permisibles con resultados entre m y M= 3

Esto significa que 3 unidades de muestra del lote de las 5 que han sido

analizadas, pueden contener entre 1,0x10°y 1,0x10" Aerobios mesdfilos. Si 4

unidades de las 5 analizadas tienen entre 1,0x106y 1,0x10" Aerobios mesdfilos

es inaceptable o si por ejemplo solo 1 muestra de las 5 analizadas tiene mas

de 1,0x10" Aerobios mesdfilos también es inaceptable.

La seleccion del plan de muestreo puede decidirse basandose en la gravedad

del riesgo que se estd examinando. En el siguiente diagrama de flujo se resume

un método eficaz de selecciébn de un plan de muestreo de acuerdo a las

caracteristicas microbioldgicas recomendado por la Comision del Codex

Alimentarius.

DIAGRAMA DE FLUJO RELATIVO A LAS CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

Microorganismos con peligro grave o
peligro moderado directo para la salud y
posible propagacion extensa en los
alimentos.

P. ej. patdégenos E. coli, Salmonella spp,
Shigella, Clostridium botulinum, Listeria

monocytogenes (grupos de riesgo)

Microorganismos sin peligro o con reducido
peligro directo para la salud (deterioro,
duracién en almacén y organismos
indicadores) o con peligro moderado directo
para la salud (propagacion limitada).

P. ej. microorganismos aerobios,
microorganismos psicrotroficos, bacterias
acidolacticas , levaduras, mohos (excepto
las micotoxinas), coliformes, coliformes

termotolerantes

l

l

Muestreo mediante planes por

atributos de dos clases

Muestreo mediante planes por atributos

de tres clases

Fuente: CAC/GL 50-2004. Directrices genérelas sobre muestreo
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3.3.2.Técnicas tradicionales de microbiologia

Las técnicas tradicionales de microbiologia requieren en primer lugar que la
bacteria que esta siendo analizada sea estimulada para que se multipliqgue en un
medio de cultivo liquido o en la superficie de un medio solidificado con agar y
forme una colonia. La formulacion de un medio de cultivo dependera tanto del
microorganismo estudiado como de la finalidad general del estudio; y por ello
tenemos los siguientes medios de cultivo:

Figura 11: Clases de medios de cultivo.

Finalidad general. - Proporciona los nutrientes necesarios
para el crecimiento de microorganismos no exigentes

Selectivo.- Deben contener compuestos que sean inhibidores
para la mayoria de los microorganismos pero menos para la
especia que se necesita aislar.

Electivo.- Estan disefiados para estimular el crecimiento mas
rapido de una sola especie o de un solo grupo de
microorganismos sin utilizar inhibidores.

Reanimacion.- Permiten la recuperacion de microorganismos
gue estan dafiados por un tratamiento anterior como:
refrigeracion, congelacion, tratamiento térmico, irradiacion, etc.

Diagnéstico.- Contienen reactivos para dar una respuesta
visible a una determinada reaccion, permitiendo identificar
especies 0 grupos de especies.



http://cabronio.blogspot.com/2008/08/medios-de-cultivo-y-pruebas-bioqumicas.html
http://cabronio.blogspot.com/2008/08/medios-de-cultivo-y-pruebas-bioqumicas.html
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Los medios de cultivo pueden venir en dos presentaciones: granulados y
deshidratados en polvo. Los granulados ofrecen ciertas ventajas en
comparacién con los en polvo como por ejemplo: escasa produccion de polvo
durante la manipulaciéon con lo cual se reduce la respiracién de sustancias toxicas
o alergénicas; facilita el pesaje ya que las particulas no se adhieren a las paredes
de los recipientes; no se forman grumos; mejor conservacién; escaso contenido
de humedad y una distribucion uniforme de los componentes de la formula. Tanto
los medios en polvo como los granulados deben conservarse en un lugar seco,
protegidos de la luz, a una temperatura entre 15°C hasta 30°C y en recipientes

bien cerrados.

Foto 9: Medios de cultivo.

Para la preparacion de los medios de cultivo se utiliza agua limpia, destilada y
cuyo pH sea lo mas cercano a la neutralidad (pH=7). Los recipientes destinados a
la preparacion deben ser limpiados adecuadamente con agua destilada y estos
deben ser lo suficientemente grandes como para permitir la agitacion. Luego de
pesar la cantidad de medio que se vaya a preparar se debe agregar la mitad de la
cantidad de agua necesaria y se agita hasta conseguir una mezcla homogénea y
posteriormente se agrega la otra mitad de agua restante. Algunos medios de
cultivo requieren someterse a un tratamiento térmico ya sea de calentamiento o

esterilizacion antes de ser utilizados.
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En cuanto a las temperaturas de incubacion estas dependen del microorganismo
gue se esta aislando. Las temperaturas que comidnmente se utilizan son 45°C
para los termdfilos, de 35°C a 37°C para la meséfilas y 5°C para bacterias

psicréfilas.

Los métodos tradicionales requieren de tiempo y mano de obra para la
preparacion de los medios de cultivos, ademas se necesita de varios dias de
incubacion para que los microorganismos puedan detectarse; por lo que se han
desarrollado varios métodos rapidos para evitar estas técnicas laboriosas y que

consumen mucho tiempo.

3.3.3.Técnicas rapidas de microbiologia

Las técnicas rapidas de microbiologia empezaron a ser utilizadas por
microbiblogos clinicos en la década de los 60, su aplicacion al andlisis de los
alimentos comenz6 unos 10 afios después. Los métodos rapidos de analisis
microbiolégicos deben cumplir con ciertos requisitos como por ejemplo: exactitud
en la obtencion de resultados, sencillez de manejo, facilidad de preparacion de los
reactivos, rapidez en los analisis y la obtencion de resultados, minimo espacio
requerido, etc. Las principales técnicas rapidas para la deteccion de organismos

son:

- Técnicas rapidas para el recuento de células viables: En el control de
calidad de los alimentos es primordial realizar un recuento de células viables
tanto de materias primas, productos terminados, superficies y de los
ambientes. Para este analisis se utiliza tradicionalmente el Método estandar
de recuento en placa, el cual es muy trabajoso, requiere de una gran cantidad
de materiales, medios de cultivo y diluyentes; por lo que en los Ultimos afios
los avances tecnoldgicos han desarrollado nuevos métodos alternativos,
precisos y rapidos para el recuento de células viables entre los principales

tenemos:
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Figura 12: Técnicas rapidas para el recuento de células viables.
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El método de Petriflm es el mas empleado, utiliza medios de cultivo
deshidratados sobre peliculas plasticas pequefias y delgadas. EI medio
deshidratado contiene compuestos selectivos, un componente que permite la
gelificacion en frio y colorantes para la tincion de las colonias desarrolladas,

facilitando asi su identificacién y recuento.

Foto 10: Método petrifilm.

La principal ventaja del método Petrifilm es que no requiere preparacion
previa de los medios de cultivo, lo que reduce costos y tiempo de analisis.
Ademéas el método de Petriflm es reconocido y aceptado nacional e
internacionalmente por instituciones y organizaciones como: Instituto
Nacional de Higiene y Medicina Tropical “Leopoldo Izquieta Pérez” (INHMT),
La AOAC Internacional, EI Manual de Analisis Bacterioldgico de la FDA de los
Estados Unidos (BAM) y La Organizacion Nacional Francesa de
Estandarizacién (AFNOR).

Sistemas miniaturizados y kits de diagndstico: Los sistemas
miniaturizados permiten reducir el volumen de reactivos y de medio a emplear
en los analisis. Entre los sistemas miniaturizados de identificacion microbiana

disponibles en la actualidad se destacan los siguientes:
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Figura 13: Sistemas miniaturizados y kits de diagnéstico.

. . | Tarjetas desechables para la identificacion
N N 0 |sencilla de colonias sospechosas mediante
‘| pruebas bioquimicas rapidas.

-

http://www.rapidmicrobiolog
y.com/news/603h121.php

Tubos de plastico con compartimentos que
contienen agar con distintos sustratos y con
una aguja en su interior que posibilita la
inoculacion del tubo de forma rapida y sencilla ||;
a partir de una Unica colonia.

http://virus.usal.es/Web/de
mo_mr/Enterotube/Enterot
ubell.htm

Sistema que, basandose en cambios de color
|| de los sustratos o en la produccién de gas de
los cultivos inoculados puede identificar E. coli
en 2-4 horas.

http://www.diagnosticainter 3
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Galerias que permiten la identificacion de mas || ' /8.7 59 1 Wy v, Wiy
de 800 especies de bacterias y levaduras.
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56718 1

http://bacteriasactuaciencia.blo
gspot.com/2011/03/bacterias-
de-los-asistentes-al-taller.html

Métodos de medida de la biomasa microbiana: este método esta basado
en detectar sefiales relacionadas con el crecimiento microbiano como niveles
de ATP, enzimas especificas, pH, etc. Entre estos métodos se pueden
destacar: la Bioluminiscencia o medida del ATP, Impedimetria y la

Turbidimetria.
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Foto 11: Equipo para medir Biomasa.

Fuente: http://www.bcaplicaciones.com/producto/luminometropromilitei.html

3.3.4.0tras técnicas actuales

Métodos inmunoldgicos: Son procedimientos analiticos basados en la
interaccién entre un antigeno y su anticuerpo, muy utilizados en el control
microbiolégico de los alimentos por su alta sensibilidad, rapidez y
especificidad. Existen varias técnicas inmunoldgicas entre las que se puede
destacar: La Inmunoenzimatica, Inmunofluorescencia, Aglutinacion,
Inmunodifusién, Inmunoelectroforesis, Radioinmunoensayo, etc.; pero de
todas ellas la técnica inmunoenzimatica de ELISA es la mas utilizada en el

andlisis microbioldgico de los alimentos.

Figura 14: Equipo para Microelisa

Reactivos
http://www.godowell.com/Bioch http://www.biomerieux.com.ar/servlet
emical-series/Mice-25-hydroxy- Isrt/bio/argentina/dynPage?doc=AR
vitamin-D3-ELISA-Kit/ G_CLN_PRD_G_PRD_CLN 57

Lavador Lector de

de placas ' | =
http://www.plm- placas § .
deaci.com/src/Produ http://www.dcnls.com/Producto

ctos/43 lavador.html s/!_abor'atonolelx-BOO-Iector-
elisa-microplacas.htm
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Metodologia del ADN/ARN: este método se basa en la deteccién de
caracteristicas celulares estables contenidas en los acidos nucleicos. La
técnica genética mas utilizada es la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR), que amplifica el ADN de los microorganismos para permitir su

deteccion.

Foto 12: Equipo PCR.

Fuente: http://www.landcareresearch.co.nz/research/biocons/genetics/facilities.asp

Las ventajas de las técnicas rapidas de andlisis son: el ahorro de material y
de horas de trabajo, ocupan menos espacio, Utiles cuando se analizan un
gran namero de muestras, permite liberar lotes de producto rapidamente, la
toma de decisiones en poco tiempo y la aplicacion temprana de medidas
correctoras. Algunos de ellos, por su sencillez, pueden incluso ser realizados
por personal no especializado. Mientras que las que se basan en biologia
molecular tienen la desventaja de su alto costo por lo que estan al alcance de

instituciones dedicadas a la investigacién.


http://www.landcareresearch.co.nz/research/biocons/genetics/facilities.asp
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CAPITULO IV
GUIA DE MUESTREO Y TECNICAS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA LACTEOS
Y CARNICOS

4.1. Introduccion

La guia esta dirigida al personal relacionado con el aseguramiento de la calidad e
inocuidad de alimentos, porque proporciona informacion basica a cerca de los
procedimientos de muestreo y técnicas tradicionales y rapidas de andlisis

microbiolégico, tanto de materias primas como productos terminados.

Para llevar a cabo un control microbiolégico es necesario seguir estos pasos:

- Conocer cuales son los requisitos microbiolégicos del producto que se va
analizar,

- Realizar el muestreo,

- Preparar la muestra para el ensayo cuando sea necesario,

- Determinar que técnica de andlisis es la mas apropiada en funcién de los
microorganismos que se requieren determinar,

- Llevarlaacabo e

- Interpretar los resultados obtenidos.

4.2. Requisitos microbiolégicos de leche y productos lacteos

4.2.1.Leche cruda

Los requisitos microbiolégicos y el tiempo de reduccién del azul de metileno
(TRAM) para la clasificacion de la leche cruda de vaca, especificados en la Norma

Técnica Ecuatoriana INEN 9:2008 se pueden apreciar en la siguiente tabla.
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Tabla 3: Requisitos microbiolégicos de leche cruda

Categoria Tiempo de Reduccion Contenido de
del Azul de Metileno microorganismos aerobios
(TRAM) meséfilos REP UFC/cm®
NTE INEN 18 NTE INEN 1529-5
A (buena) Mas de 5 horas. Hasta 5 x 10°
B (regular) De 2 a 5 horas Desde 5 x 10° hasta 1,5 x 10°
C (mala)® De 30 minutos a 2 horas | Desde 1,5 x 10° hasta 5 x 10°
D (muy mala)” | Menos de 30 minutos Mas de 5 x 10°
"Puede deberse a la presencia de conservantes por lo que se recomienda su
identificacién segun la NTE INEN 1500.
Y L aleche de la categoria C y D no se acepta para ser procesada.

Fuente: NTE INEN 9:2008

4.2.2.Leche pasteurizada
La Norma Técnica Ecuatoriana INEN 10:2009 exige que la leche pasteurizada

esté libre de microorganismos patdégenos y los requisitos microbiolégicos son los

siguientes:

Tabla 4: Requisitos microbiolégicos de leche pasteurizada

REQUISITOS LIMITE METODO DE
MAXIMO ENSAYO

REP UFC/cm® Recuento total de | 3,0x 10" NTE INEN 1529-5
microorganismos Aerobios mesofilos
Coliformes totales NMP/cm® 3,6 x 10° NTE INEN 1529-6
Coliformes totales REP UFC/cm® 5x 10° NTE INEN 1529-7
Coliformes fecales y Escherichia coli NMP/cm® | <3,0 x 10°" | NTE INEN 1529-8

"<3,0 x 10°, significa que no existird ningln tubo positivo en la técnica NMP con

tres tubos.

Fuente: NTE INEN 10:2009
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4.2.3. Queso fresco

Segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1528:87 el queso fresco no debe

contener microorganismos patdgenos esto se pueden observar en la siguiente

tabla.
Tabla 5: Requisitos microbiolégicos de queso fresco
Requisitos Unidad Méximo | Método de Ensayo
Escherichia coli Colonias/g 100 NTE INEN 1529
Staphylococcus Aureus | Colonias/g 100 NTE INEN 1529
Mohos y levaduras Colonias/g 50.000 NTE INEN 1529
Salmonella Colonias/25¢g | 0 NTE INEN 1529
Fuente: NTE INEN 1528:87
4.2.4. Yogur

La Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2395:2011 especifica los requisitos
microbiolégicos que debe cumplir las leches fermentadas, es decir para yogur,

kumis, kéfir y leches fermentadas con ingredientes; y son los siguientes:

Tabla 6: Requisitos microbioldgicos de yogur

Requisitos n m M | ¢ | Método de Ensayo
Coliformes totales, UFC/g | 5 | 10 100 | 2 | NTE INEN 1529-7

Recuento de E. coli, |5 |<1 - 0 | NTE INEN 1529-8
UFClg
Recuento de Mohos y |5 | 200 | 500 | 2 | NTEINEN 1529-10
levaduras, UFC/g

Fuente: NTE INEN 2395:2011
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4.2.5.Manjar
Los requisitos microbiolégicos que debe cumplir el manjar o dulce de leche segin

la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 700:2011 se puede observar en la siguiente
tabla.

Tabla 7: Requisitos microbiolégicos de manjar

Requisitos nj{cj|m M Método de Ensayo

Recuento de Mohos y |5 |2 |10 |10° | NTEINEN 1529-10
levaduras, UFC/g

Fuente: NTE INEN 700:2011

4.3. Requisitos microbiolégicos de carney productos carnicos
4.3.1.Carne molida
La Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1346:2010 especifica los requisitos

microbiolégicos que debe cumplir la carne molida, estos se pueden observar en
la siguiente tabla.

Tabla 8: Requisitos microbioldgicos de carne molida

Requisitos nf c m M Método de Ensayo

Aerobios  meséfilos | 5 | 3 1,0x 10° 1,0 x 10’ | NTE INEN 1529-5

ufc/g
Escherichiacoliufc/lg | 5] 2 | 1,0x10° 1,0 x 10° | NTE INEN 1529-8
Staphylococcus 5[1 [1,0x10° 5,0 x 10° | NTE INEN 1529-14

aureus ufc/g

Clostridium  sulfito | 5|1 |3,0x10" 1,0 x 10° | NTE INEN 1529-18

reductores ufc/g

Salmonella/ 25¢g 5 AUSENCIA NTE INEN 1529-15
Fuente: NTE INEN 1346:2010
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4.3.2. Productos carnicos crudos

Los requisitos microbiolégicos que deben cumplir los productos carnicos crudos

segun la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1338:2010 son los siguientes:

Tabla 9: Requisitos microbiolégicos de productos carnicos crudos

Requisitos n c m M Método de Ensayo

Aerobios mesdfilos | 5 3 1,0x 10° 1,0x 10" | NTE INEN 1529-5
ufc/g *

Escherichia coli | 5 2 1,0x 10° 1,0 x 10° | NTE INEN 1529-8

ufc/g *

Staphylococcus 5 2 [1,0x10° 5,0 x 10" | NTE INEN 1529-14
aureus ufc/g *

Salmonella/ 25g ** | 5 0 | AUSENCIA NTE INEN 1529-15
E.coliO157H7 ** |5 0 | AUSENCIA ISO 16654

* Requisitos para determinar tiempo de vida (til

** Requisitos para determinar inocuidad del producto

Fuente: NTE INEN 1338:2010

4.3.3. Productos carnicos curados- madurados

Los productos carnicos curados- madurados deben cumplir los requisitos
microbiolégicos especificados en la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1338:2010

que son los siguientes:
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Tabla 10: Requisitos microbiolégicos de productos carnicos curados- madurados

Requisitos n c m M Método de Ensayo
Staphylococcus 5 1 [1,0x10° 1,0x 10° | NTE INEN 1529-14
Aureus ufc/g *

Clostridium 5 1 [1,0x10° 1,0x 10° | NTE INEN 1529-18
perfringens ufc/g *
Salmonella/ 25g** |10 | 0 | AUSENCIA NTE INEN 1529-15

*Requisitos para determinar tiempo de vida util

** Requisitos para determinar inocuidad del producto

Fuente: NTE INEN 1338:2010

4.3.4.Productos carnicos cocidos

Los productos carnicos cocidos deben cumplir con los requisitos microbiolégicos

de la tabla de acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1338:2010.

Tabla 11: Requisitos microbiolégicos de productos carnicos cocidos

Requisitos n c M M

Método de Ensayo

Aerobios meséfilos ufc/g * | 5 1 [50x10° | 1,0x 10’

NTE INEN 1529-5

Escherichia coli ufc/g * 5 0 <3 --

NTE INEN 1529-8

Staphylococcus  aureus | 5 1 [1,0x10° [ 1,0x10"
ufc/g *

NTE INEN 1529-14

Salmonella/ 25¢g ** 10 | 0 | Ausencia

NTE INEN 1529-15

* Requisitos para determinar tiempo de vida (til

** Requisitos para determinar inocuidad del producto

Fuente: NTE INEN 1338:2010
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4.3.5.Productos carnicos precocidos congelados- Requisitos microbiolégicos

segun norma INEN 1338:2010

La Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1338:2010 especifica los requisitos

microbiolégicos que debe cumplir los productos carnicos precocidos congelados,

estos se pueden observar en la tabla.

Tablal2: Requisitos microbiolégicos de productos carnicos precocidos congelados

Requisitos ni|c m M Método de
Ensayo

Aerobios meséfilos ufc/g* |5 | 3] 1,0x10° | 1,0x 10" | NTE INEN 1529-5
Escherichia coli ufc/g * 5 [ 2]1,0x10° | 1,0x10° | NTE INEN 1529-8
Staphylococcus aureus |5 | 2] 1,0x10° | 1,0x 10° | NTE INEN 1529-14
ufc/g *
Salmonella/ 259 ** 5 | 0 | Ausencia NTE INEN 1529-15
E. coli O157H7** 5 | 0 | Ausencia ISO 16654

* Requisitos para determinar tiempo de vida util

** Requisitos para determinar inocuidad del producto

Fuente: NTE INEN 1338:2010
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4.4. Muestreo
4.4.1.Generalidades
El muestreo debe ser realizado por personal autorizado que tenga la formacién
apropiada para llevarlo a cabo, el mismo que debera tomar las medidas

adecuadas para evitar la contaminacion durante la toma, envio y preparacion de

las muestras; como por ejemplo:

Figura 15: Recomendaciones para el personal que realiza muestreo

Usar cofia, guantes y

Vestir apropiadamente mascarilla

Lavarse y desinfectarse las
manos antes de manipular
las muestras

En el muestreo de lacteos y carnicos los empaques o envases que contengan las
unidades de muestreo deberan sellarse herméticamente y de la muestra obtenida,
una parte debe ser destinada al fabricante o vendedor, otra al laboratorio y una
tercera debe reservarse para enviarla a la entidad competente en caso de
inconformidad o demanda.

Tanto la norma de muestreo de carne y productos carnicos (NTE INEN 776) como
la de leche y productos lacteos (NTE INEN 4) recomiendan que en cada muestra
se coloque una tarjeta que incluya un ndmero de identificacion y fecha de
muestreo; y que en la muestra enviada al laboratorio se incluya un acta de

muestreo, la cual debe contener los siguientes datos:
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ACTA DE MUESTREO

Numero de la norma INEN de referencia
(marcar con una X)

Realizacion del muestreo

Lugar: Fecha: Hora:

Numero de identificacion de la muestra:

Nombre y marca comercial del producto
muestreado:

Lugar de procedencia de la muestra:

Peso o volumen de la muestra:

Forma y temperatura de almacenamiento de la
muestra:

Medio de trasporte para €l envié de la muestra:

Lugar de destino del producto muestreado:

Numero de muestras o unidades de muestreo
obtenidas del lote:

Identificacién del lote:

i

Peso o volumen total del lote:

Observaciones que se consideren necesarias

Nombres, firmas y direcciones de las partes interesadas
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Las normas de muestreo antes mencionadas (INEN 4 e INEN 776), especifican
también ciertos requisitos que deben cumplir los envases destinados a contener
las muestras, si se trata de muestras liquidas, sélidas o semisdlidas los cuales se

presentan en la siguiente figura.

Figura 16: Requisitos de los envases para muestreo

REQUISITOS DE LOS
ENVASES PARA CONTENER
MUESTRAS LIQUIDAS:

- Material: vidrio resistente a la
esterilizacion

- Forma y capacidad: suficiente
para contener la muestra y
permitir su agitacion.

- Cierre hermético para evitar
la alteracibn o contaminacién
de la muestra.

Este cierre puede ser un tapén
de o una tapa que tengan
revestimiento de  material
plastico resistente,
impermeable e insoluble.

REQUISITOS DE LOS ENVASES
PARA CONTENER MUESTRAS
SEMISOLIDAS O SOLIDAS:

- Material: vidrio o plastico
resistente a la esterilizacion o
bolsas plasticas estériles.

- Forma: boca ancha

- Capacidad: acorde al tamafio de
la muestra a tomarse y suficiente
para permitir la mezcla de la
misma.

- Cierre hermético para evitar la
alteracion o contaminacion de la
muestra, el cual debe ser una tapa
roscada de acero inoxidable o
plastico revestido de material
plastico resistente, impermeable e
insoluble.

El instrumental usado para la toma de muestra, mezcla del producto, extraccion
de la muestra y envio debe ser de vidrio, acero inoxidable o aluminio, estar
esterilizado y completamente seco antes de su uso. Podra esterilizarse mediante
uno de los métodos descritos en las normas de muestreo (INEN 4 e INEN 776),

que se presentan en las siguientes ilustraciones:
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Figura 17: Métodos de esterilizacion

Esterilizacion seca (en una estufa):
Exposicién a aire caliente a 170°C por minimo 2 horas.

Esterilizacion humeda (en autoclave) :

Someter a vapor a 121°C por un tiempo no menor a 20
minutos.

El instrumental esterilizado mediante uno de estos dos procedimientos podréa
guardarse siempre y cuando se mantengan las condiciones estériles. Pero si
ninguno de los metodos anteriores es aplicable y si el equipo debe utilizarse

inmediatamente se puede adoptar uno de los siguientes procedimientos:

Figura 18: Métodos alternativos de esterilizacion

Inmersion en agua a 100°C durante un minuto.

Exposicién a una llama de gas (propano, butano), es decir

que todas las superficies del material deben entrar en
contacto con la llama antes del uso.

Inmersion a alcohol etilico al 96% y luego exposicion a llama
hasta eliminar el alcohol, inmediatamente antes del uso.

La seleccion del procedimiento de esterilizacién dependera del tamafio, forma,
calidad y material del instrumental asi como también de las condiciones del

muestreo.
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En lacteos puede usarse como unidad de muestreo el contenido de un envase

pequefio el cual no debera abrirse y peor aun alterarse.

“Para productos empacados o envasados en recipientes pequefios, cada muestra

estar4d conformada por el nimero de unidades de muestreo indicadas en la

siguiente tabla, que deben ser tomadas al azar”. (NTE INEN 4)

Foto 13: Envases pequefios

Tabla 13: Muestreo para unidades pequefias

Tamafio del Unidades para muestreo
lote
Menos de 100 1
101 - 1000 2
1001 - 10000 3

Mas de 10000

* 4, mas 1 por cada 2500 unidades adicionales o fraccion de tal

cantidad.

Fuente: NTE INEN 4



Foto 14: Envase voluminoso

Tabla 14: Muestreo
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“En el caso de productos empacados o envasados
en recipientes grandes, cada muestra estara
conformada por el niUmero de recipientes indicados
en la tabla, tomados al azar. De los cuales se
extraerd la unidad de muestreo requerida para
realizar el andlisis, ya sea de volumen o masa’.
(NTE INEN 4)

para unidades voluminosas

Tamairio del lote Unidades para muestreo
1 1
2-5 2
6—60 3
61 - 80 4
81 -100 5
Mas de 100 *

* 4, mas 1 por cada 2500 unidades adicionales o fraccién

de tal cantidad.

Fuente: NTE INEN 4

En lacteos el procedimiento de muestreo varia en funcién de la naturaleza del

producto a muestrear, en las siguientes figuras se presentan los procedimientos

para lacteos liquidos y sélidos.



Ledn Placencia, Quesada Padrén 51

Figura 19: Procedimiento de muestreo para lacteos liquidos

Obtencidn de las Etiquetar la muestra Limpiar y desinfectar el
unidades de muestreo con fecha y nimero de area de trabajo y sus
segun la tabla 13 0 14 identificacion proximidades

Si es necesario mezclar las
unidades de muestreo para
formar una muestra hacerlo en
un recipiente grande vy estéril.

Antes de abrir un
envase desinfectar
externamente.

Refrigerar la muestra
hasta realizar el analisis a
02C - 52C por un tiempo

no mayor a 24 horas

Homogenizar la muestra
agitando el envase 25 veces en
10 segundos.

Figura 20: Procedimiento de muestreo para lacteos sélidos

Refrigerar la muestra
Obtencidn de las hasta realizar el andlisis
unidades de muestreo a 02C-52C porun
segun la tabla 13 0 14 tiempo no mayor a 24
horas

Realizar un corte en la
mitad del queso y
obtener una muestra de
mas de 100gramos

Etiquetar la muestra
con fecha y nimero de
identificacion

Limpiar y desinfectar el Antes de abrir un
area de trabajo y sus envase desinfectar
proximidades externamente.




Ledn Placencia, Quesada Padrén 52

4.4.3.Muestreo de carnicos

Se realiza por triplicado del lote de produccion; es decir Unicamente se toman tres
muestras de todo el lote. A nivel comercial la muestra serd de maximo
500gramos. Las muestras tomadas al azar deben ser selladas herméticamente,
etiquetadas y enviadas inmediatamente a ser analizadas. Los productos
refrigerados deben transportarse a una temperatura entre 0 y 2 °C y los
congelados a -15°C y estas condiciones deben ser mantenidas por maximo
24horas.

A continuacion se presentan los procedimientos de muestreo para carne,

productos cérnicos congelados y embutidos.

Figura 21: Procedimiento de muestreo para carnicos congelados

Obtener 3
muestras
del lote

Etiquetar la muestra
con fecha y numero

de identificacion
. I?escongfel?\r & S ¢Si la muestra congelada
TIENIEROIFNEINEIERIN | ede picarse facilmente

NN T ORI eNe[o] 8 el descongelamiento no
24 horas. es necesario

Limpiar y desinfectar el area
de trabajo y sus
proximidades

Colocar el alimento
sobre una superficie
esteril y picar en cubos
de 1cm3.

Triturar o moler por lo menos

2 veces y homogenizar la
muestra mezclandola
perfectamente.

Transferir la muestra a un
recipiente estéril, cerrarlo
herméticamente y
congelado hasta realizar el
analisis.




Obtener 3
muestras del
lote

Etiquetar la
muestra con
fechay
numero de
identificacion

Limpiary
desinfectar el
area de
trabajo y sus
proximidades

Figura 22: Procedimiento de muestreo para carne

Triturar o
moler por lo
menos 2
veces

Colocar el
alimento sobre
una superficie
esteril y cortar

en cubos de
lcm3

Antes de abrir
un envase
desinfectar

externamente

Ledn Placencia, Quesada Padrén 53

Homogenizar la
muestra
mezclandola
perfectamente

Transferir la
muestra a un
recipiente
estéril

Cerrarlo
herméticamente
y refrigerar hasta
realizar el analisis.




Ledn Placencia, Quesada Padrén 54

Figura 23: Procedimiento de muestreo para embutidos

Obtener 3
muestras del lote
y etiquetar la
muestra con fecha
y numero de
identificacion

Limpiary
desinfectar el area
de trabajo y sus
proximidades

Antes de abrir un
envase desinfectar
externamente.

Colocar el
alimento sobre
una superficie
esteril y separar la
tripa del embutido

Tomar porciones
de distintas partes
del producto

Triturar o molery
homogenizar la
uestra mezclandola
perfectamente

Transferir la
muestra a un
recipiente estéril,
cerrarlo
herméticamente y
refrigerar
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4.5. Equipos y materiales necesarios para realizar las técnicas de analisis.

Figura 24: Equipos y Materiales

Materiales

4 ) ( \

- Autoclave . ..
. - Asa de inoculacion
- Bafio de agua con

regulador de
temperatura

- Aguja de inoculacion, hecha preferiblemente de
alambre de micrén o de platino-iridio

- Balanza de capacidad - Bolsas plasticas para muestreo estériles

no superior a 2500g y - Cajas Petri
de 0,1g de sensibilidad

- Contador de colonias

- Cuchillos

- Erlenmeyer de 100cm3, 250cm3, 500cm?3 y

- Estufa de secado, con 1000cm3
regulador de - Espatulas
temperatura

- Frascos de plastico para muestreo esteriles
- Incubador regulable

(252 a 702C) - Frascos de boca ancha de 100cm3, 250cm?3,
500cm?3 y 1000cm3 con tapa de rosca autoclavable

- Licuadora de 8000 a
45000 rpm, con vaso - Gradillas para tubos de ensayo

de metal o vidrio —| -Jarras anaerdbicas
autoclavables

- Pipetas seroldgica de punta ancha de 1cm3y

- Mechero Bunsen 10cm? graduadas en 1/10 de unidad
- Microscopio - Pipetas Pasteur

- Microondas - Pinzas

- Molino de carne para - Placas porta objetos

laboratorio

- Probetas graduadas de 50cm3, 100cm3Y 250cm3

- pH-metro.
pH-metro - Saca-bocados

- Refrigeradora

pequefia con - Tijeras
congelador - Tubos de ensayos estériles con tapones de goma
\_ W, - Tubos Durhan de 50 x 6 mm

- Tubos capilares de 3mm de diametro
- Varillas de vidrio en forma de L

\— _/
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4.6. Preparacion de la muestra para el ensayo

Luego de preparar la muestra siguiendo los procedimientos descritos
anteriormente en los puntos 4.4.2 y 4.4.3, cuando sea necesario se procede a
prepararla para el ensayo diluyéndola en condiciones asépticas, con agua estéril
en proporciones de 1/10; 1/100: 1/1000 y otras que se consideren convenientes.
Cada proporcién debe conseguirse mediante diluciones sucesivas de la siguiente

forma:

Figura 25: Preparacion de la muestra para el ensayo

Muestra preparada

es decir (10%)

Transferir vy haomaogenizar

Medir 10cm® o pesar 10g de 3 5 3 5
la muestra y colocar en un fem lem 1em? 1em fem

recipiente o bolsa Stomach
que contenga 90cm’ de
agua peptonada

Mezclar bien

Bilisenes  [H0) (17100 (141000} ~ (1/10000)  (1/100000) (141000000
(o) (10%) (10%) (10%) (109 (10%)
Sembrar 1cr® 1em® Tem? 1em® Tem?

|

Las cajas Petri deben contener entre 10y 150 de agar
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4.7. Técnicas microbiolégicas para el analisis de lacteos y carnicos.

4.7.1.Técnicas microbiologicas tradicionales

a) Determinacién de Aerobios mesoéfilos segin norma INEN 18

Esta técnica se utiliza en Leche cruda y se basa en medir el tiempo que tarda

la leche para decolorar el azul de metileno, mediante reduccion. El tiempo de

reducciéon es inversamente proporcional al numero de microorganismos

contenidos en la leche al empezar la incubacion.

REACTIVOS:

- Azul de metileno.

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra



Figura 26: Procedimiento para la determinacion de Aerobio mesdfilos (Tiempo de

Enjuagar la pipeta 2 6 3
veces con la muestra de
leche
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Reduccion del Azul de Metileno)

Medir 10cm?® de leche

Agregar 1 cm® de azul de
metileno y tapar

Colocar en tubos de
ensayo

Calentar e incubar a bafio

de agua a 37°C £ 0,5°C
por 5 min.

(

Homogenizar cada
30min.

¥

\

N

Tomar el tiempo de
reduccién hasta la
perdida de la coloracion
azul.
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CALCULOS: “Se debe reportar los resultados obteniendo una media
aritmética, expresada en horas y decimas de horas. Comparar el resultado
obtenido con la tabla de requisitos microbiolégicos de leche cruda.” (NTE INEN
0018:73)

Ejemplo: Al realizar la determinacién del tiempo de reduccion del azul de
metileno de una muestra de leche fresca se obtiene los siguientes resultados:
a) 4 horas
b) 4 horas y 20minutos
Primero convertir los minutos a horas, multiplicando por 1 y dividiendo

para 60

20 minutos X 1 hora

COminutos = 0,3333horas

Es decir el tiempo b) es 4,33horas

4horas + 4,33horas

Media aritmética = > = 4,17 horas

Comparando este resultado con los valores de la tabla de requisitos
microbiolégicos se trata de una leche tipo B (regular) cuyo contenido de
microorganismos aerobios mesdfilos esta entre 5 x 10° hasta 1,5 x 10°
UFClcm®.
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b) Determinacién de Aerobios meso6filos segin norma INEN 1529-5

Mediante ésta técnica se puede determinar Aerobios mesdfilos en cualquier

alimento destinado al consumo humano o animal. En esta guia se aplica a:

Leche cruda,

Leche pasteurizada,

Carne molida,

Productos céarnicos crudos,
Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:
- Agar para recuento en placa (PCA)

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacién debe realizarse por duplicado

para cada muestra
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Figura 27: Procedimiento para la determinacion de Aerobios mesdfilos

Diluir la muestra 1/10; Colocar 1cm® de cada
1/100; 1/1000 dilucién en una caja petri

ml 1

Yy X /{i /{/ﬁnl/“

iFEE

9ml oml aml oml aml

Mezclar 5 veces en un Verter 20 cm® de PCA
sentido y 5 en el sentido aproximadamente a 45 +
contrario 2°C

Solidificar Incubar a 30+ 1°C por
48 a 75 horas

Contar vy calcular el Seleccionar 2 diluciones

nimero de colonias consecutivas que tenga
entre 15 a 300 colonias
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CALCULOS: “Contar el nimero de colonias en cada caja Petri y aplicar

la siguiente formula:

No 2

Vin, +0.1n,)d

Donde:
>c= suma de todas las colonias contadas en todas las placas
seleccionadas.

V= volumen inoculado en cada caja Petri.

n;= numero de placas de la primera dilucion seleccionada.
n, = namero de placas de la segunda dilucién seleccionada.
d= factores de dilucién de la primera seleccionada

(d= 1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);

(d=0,1 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(d=0,01 cuando la dilucion ha sido 1/100); y

(d=0,001 cuando la dilucion ha sido 1/1000).” (NTE INEN 1529-5)

Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas.

Ejemplo: Se requiere determinar el nimero de microorganismos
aerobios mesofilos en una muestra de leche. Se ha realizado las
siguientes diluciones de la muestra: 1/10, 1/100 y 1/1000 y cada dilucién
se ha sembrado por duplicado (siembra en dos placas).

Se ha sembrado 1mL (:1cm3) en cada placa.

Del conteo de colonias formadas se obtiene los siguientes resultados:

DILUCION CONTEO PLACA 1 | CONTEO PLACA 2
1/10 (es decir 107) 2120 colonias 1680 colonias
1/100 (es decir 107) | 225 colonias 178 colonias
1/1000 (es decir 107) | 25 colonias 15 colonias
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Seleccionar dos diluciones (para este ejemplo se han seleccionado las
diluciones 1/100 y 1/1000) para realizar el calculo. Remplazar los datos
en la férmula:

N = 225+ 1784+ 25 + 15
T 1x(240,1x2)x0,01

N = 443
T 1x(240,2)x0,01

N = 443
T 1x(2,2)x0,01

_ 443

0,022
N = 20136 Microorganismos por gramo o cm®

Redondeando  N=20.000 = 2,0 x 10* microorganismos por gramo o cm?®



c)
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Determinacion de Coliformes totales NMP/cm® segtin norma INEN 1529-6

La técnica se utiliza para la determinacion de Coliformes totales (NMP/cm®) en
cualquier alimento destinado al consumo humano y en esta guia se aplica a:

Leche pasteurizada
REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:
- Caldo verde brillante bilis-lactosa (BGBL)

- Agar Eosina azul de metileno (EMB)

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra.
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Figura 28: Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales (NMP/cm®)

Diluir la muestra 1/10; Colocar 10cm?® de caldo
1/100; 1/1000 BGBL en tres tubos de
Durhan

ml 1

2 3 /-‘\ml /‘Q.'/‘\(:“/“

R ey)

aml oml aml oml aml ¢

Colocar 1 cm® de cada Incubar a 30° + 1°C
dilucion en los tubos productos refrigerados y a
Durhan 35+1°C productos temp.

Ambientes por 48 horas

Seleccién de presuntos
tubos positivos por la

presencia de gas Agitar los tubos y

seleccionar los que
presentan gas

fi

Sembrar por estria en
agar EMB, con su
codificaciéon respectiva

A B

" g
&%



Contar el nimero de
tubos positivos

Interpretar los resultados
segun la tabla anexada a
continuacion
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Incubar a 30+ 1°C
productos refrigerados y
a 35+1°C productos
temp. Ambiente por 24
horas.

- ey

r"

Seleccidn de positivos, es
decir colonias con color
negro, con centro oscuro,
rosa naranja

a

R

CALCULOS: “Anotar los resultados de tubos positivos de cada dilucién de la

muestra y proceder de la siguiente manera. Elegir la dilucién mas alta en la

que la presencia de coliformes es confirmada en los 3 tubos y también las dos

diluciones mas proximas. Determinar la relacion de tubos y buscar en la tabla
1 de la Norma INEN 1529-6 el NMP que le corresponde.
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Cuando las tres diluciones sucesivas elegidas son 10" 10? y 10° el NMP
obtenido de la tabla se mantiene ya que ese valor es el real. Si las tres
diluciones sucesivas elegidas son 107, 10° y 10 el NMP obtenido de la tabla
se debe multiplicar por 10 y asi se obtiene el NMP real. EI NMP obtenido de la
tabla se debe multiplicar por 100 si las tres diluciones sucesivas elegidas son
10°, 10"y 10y asi sucesivamente.” (NTE INEN 1529-6)

Ejemplo: si las diluciones 10™ (1/10) y 10 (1/100) presentan resultados
positivos confirmados en los tres tubos, la diilucion 107 (1/1000) presenta un
tubo positivo y la dilucién 10" (1/10000) ningun tubo positivo, anotar los

resultados de la siguiente manera:

Dilucién 10" | 107 | 10° | 10™

Tubos positivos | 3 3 1 0

Las diluciones elegidas seran 107, 10, 10 cuya relacion de tubos positivos
es 3-1-0; con esta relacion segun la tabla 1 de la Norma INEN 1529-6 le

corresponde a un NMP de 43.

NMP real = 43 x 10 = 430 coliformes/ g 6 cm?®

Si ninguna de las diluciones presenta 3 tubos positivos confirmados, seleccionar

las diluciones mas altas que tengan algun tubo positivo.

Ejemplo si se tiene los siguientes datos:

Dilucion 107 [ 107 ]10°]10% [ 107
Tubos positivos | 2 2 2 1 1

Las diluciones elegidas seran 10, 10, 10® cuya relacion de tubos positivos
es 2-1-1; con esta relacién segun la tabla 1 de la Norma INEN 1529-6 le

corresponde a un NMP de 20.

NMP real = 20 x 100 = 2000 coliformes/ g 6 cm®
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TABLA 1. indice del NMP de bacterias cuando se utiliza tres alicuotas de 1cm® por

dilucion.
NUMERO DE TUBOS POSITIVOS EN LIMITES DE CONFIANZA
CADA DILUCION NMP por DEL 99%.
DILUCION | DILUCION | DILUCION | 97278 © CATEGORIA
INFERIOR | SUPERIOR
10™ 10° 10°
0 0 0 0 : i -
0 0 1 3 05 9 3
0 1 0 3 05 13 2
1 0 0 4 05 20 1
1 0 1 7 1 21 3
1 1 0 7 1 23 2
1 1 1 11 3 36 4
1 2 0 11 3 36 3
2 0 0 9 1 36 1
2 0 1 14 3 37 3
2 1 0 15 3 44 2
T o ‘
2 2 0 21 4 47 3
2 2 1 28 10 150 4
3 0 0 23 4 120 1
3 0 1 39 7 130 2
3 0 2 64 15 380 4
3 1 0 43 7 210 1
3 1 1 75 14 230 2

3 1 2 120 30 380 3
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93
150
210
240

460

1100

15
30
35
36
71

150

380 1
440 2
470 3
1300 1
2400 1
4800 1

Fuente: NTE INEN 1529-6




d)
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Determinacion de Coliformes totales REP UFC/cm® segin norma INEN
1529-7

Esta técnica se utiliza para la determinacion de Coliformes totales (UFC/cm3) en
cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se aplica a:
Leche pasteurizada y Leches fermentadas (Yogur)

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar Cristal Violeta- rojo neutro bilis (VRB)

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra.
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Figura 29: Procedimiento para la determinacion de Coliformes totales (REP/cm?®)

Diluir la muestra 1/10; Colocar 1cm?® de dilucién
1/100; 1/1000 en cajas Petri

ml 1mi 1ml 1ml 1mi

jEEr

9ml o9ml omi oml 9ml

Mezclar 5 veces a una Llenar con Agar VRB
direccién y 5 veces a lo 20cc aprox.
contrario.

Solidificar el Agar Incubar a 30x1°C
producto refrigerados y
a 35%1°C producto
temp. Ambiente x 24+2
horas

Veter Agar VRB fundido
6cc aprox. Y solidificar
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Seleccién de placas por
el nimero de colonias
(30-150).

Seleccionar un nimero Contar las colonias de 1-

de colonias a incubar 2milimetros de diametro

de color rojo amoratado
con halo rojizo

Llenar tubos Durhan con Inocular e incubar a
10cc de caldo BGBL 30£1°C producto
refrigerados y a 35 £ 1°C
productos temp.
ambiente por 24-48

A horas
Confirmacion de

coliformes positivos  si
Realizar los calculos hay presencia de gas
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CALCULOS: Como la siembra se realiza por duplicado por cada dilucion, se
deben contar el numero de colonias que existen en cada caja y obtener una
media aritmetica (es decir sumar el numero de colonias contadas en las dos

cajas de una dilucion y el resultado dividirlo para dos).

“El numero de microorganismo se calcula multiplicando el numero de colonias
de coliformes formadas por el factor de dilucion como se puede observar en la

siguiente formula:
Coliformes/ g 6 cm® (EUFC/g 6 cm®)=n x f

Donde:

UFC= unidades formadoras de colonias
n= numero de colonias (resultado de la media aritmetica)

f= Factor de dilucion

(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);

(f=10 1210 cuando la dilucion ha sido 1/10);

(f=10 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y

(f=10 ®=1000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).” (NTE INEN 1529-7)



e)
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Determinacién de Coliformes fecales y Escherichia coli segin norma INEN
1529-8

Mediante ésta técnica se puede determinar Coliformes fecales y Escherichia
coli en cualquier alimento destinado al consumo humano, y en la presente guia
se aplica a:

Leche pasteurizada

Leches fermentadas (Yogur)

Queso Fresco

Carne molida

Productos cérnicos crudos

Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Caldo verde brillante bilis-lactosa (BGBL) o similar.
- Caldo triptona.

- Agar eosina azul metileno (EMB).

- Agar de contaje en placa (PCA).

- Caldo MR-VP.

- Reactivos de Kovacs.

- Solucién de rojo de metilo.

- Solucion de cretina al 0,5%.

- Solucién alcohdlica de a-naftol al 6%.

- Solucion de hidréxido de potasio al 40%.

- Agar citrato de Simons.

- Solucion alcohol-acetona.

- Solucion fenicada de cristal de violeta al 1%.
- Solucion fenicada de fucsina basica al 1%.

- Solucion de lugol.

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra.
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Figura 30: Procedimiento para la determinacion de Coliformes fecales y E. coli.

Diluir la muestra 1/10; 1 :

m_tm_m_tm
ﬂ.,, ﬂ qar ﬂ.u~

Colocar 10 cm® de caldo BG
Durhan

‘ Colocar 1cm? de cada dilucion en |OW
Niirhan

Incubar a 30+ 1°C si es un produc

i+i°c producto temp. Ambiente por 48 horas

Seleccién de presuntos positivos
de gas

v L 4
Inocular en 10cm? de cal Inocular en 3cm® de ¢
2 a3 asas

v

Incubar a bafio Maria 45, Incubar en bafio maria 45,5° +
°C por 48 horas = or 48 horas

Observar coliformes po Afiadir dos o tres gotas
presencia de gas. ivo de Kovacs por 5 minutos

Observar Coliformes
por formacién de un anillo rojo

FINAL COLIFOR
ALES Y E. COLI
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Confirmacion de E. coli

Figura 31: Procedimiento para la confinacién de E.coli

Sembrar los pc Incubar entre
estria en placas ind

Seleccionar
negras nucleac

Incubar entre Tefiirlo por le téc
y observar a Ic
negativos para la prue




Ledn Placencia, Quesada Padrén 77

Prueba de IMVIC.

a) Pruebadel Indol

Figura 32: Prueba confirmatoria IMVIC- Indol

Incubar entre 3
por 24 horas

Sembrar los

negativos en un tubo
caldo triptona

Afiadir 0,5cm?® de
de Kovacs

Sembrar por estri
con agar PCA

Observar el
cambio de
coloracion la
prueba

NEGATIVO: No se pres
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b) Pruebarojo de metilo

Figura 33: Prueba confirmatoria IMVIC- Rojo de metilo

Sembrar los Gra
en un tubo con CALDC

Incubar entre 3
24 horas

VP

Afadir 3 gotas
metilo

Observar el
cambio de
coloracion en
la prueba

[ NEGATIVA: Elvirajede la

coloraciéon es a AMARILLO
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c) Pruebade Voges- Proskaver (VP).

Figura 34: Prueba confirmatoria IMVIC- VP

Incubar entre 35 a
24 horas

Sembrar los Gram
en un tubo con CALD
VP

Afiadir y agitar después
Creatina al 0,5%; 2 go
Alcohdlica de « - naftol al 6% 3 g
Hidroxido de potasio al 40% 2 gotas

POSITIVA: A

Observar el
cambio de
coloracion en
la prueba

NEGATIVA: El viraje de
la coloracion es a
AMARILLO A CAFE
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d) Prueba para la utilizacién del citrato

Figura 35: Prueba confirmatoria IMVIC- Utilizacién del citrato

Sembrar los Gram n
en un uperficie de agar ci

Incubar entre 35 a 3
horas

Observar el
cambio de
coloracioén en la
prueba
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CALCULOS: Tanto para Coliformes fecales como para E. coli el calculo del

NMP se realiza de la misma manera.

Anotar los resultados de tubos positivos de cada dilucion de la muestra y

proceder de la siguiente manera.

“Elegir la dilucién mas alta en la que la presencia de coliformes es confirmada
en los 3 tubos y también las dos diluciones méas proximas. Determinar la
relacion de tubos y buscar en la tabla 1 de la Norma INEN 1529-6 el NMP que

le corresponde.

Cuando las tres diluciones sucesivas elegidas son 10" 10% y 10° el NMP
obtenido de la tabla se mantiene ya que ese valor es el real. Si las tres
diluciones sucesivas elegidas son 102, 10 y 10 el NMP obtenido de la tabla
se debe multiplicar por 10 y asi se obtiene el NMP real. El NMP obtenido de la
tabla se debe multiplicar por 100 si las tres diluciones sucesivas elegidas son
10°, 10"y 10”°y asi sucesivamente.” (NTE INEN 1529-8)

Ejemplo: si en la determinacion de Coliformes fecales se obtiene los siguientes
resultados:

COLIFORMES FECALES

Dilucion 10" | 10 | 10° | 10™

Tubos positivos 3 2 2 1

Las diluciones elegidas seran 10™, 102" 10 cuya relacion de tubos positivos es
3-2-2; con esta relaciébn segun la tabla 1 de la Norma INEN 1529-6 le

corresponde a un NMP de 210.

NMP real = 210 coliformes fecales/ g 6 cm?®

Si ninguna de las diluciones presenta 3 tubos positivos confirmados, seleccionar

las diluciones mas altas que tengan algun tubo positivo.
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Ejemplo: si en la determinacién de E. coli se tiene los siguientes datos:

Dilucién 107 [ 107 | 107 | 10™

Tubos positivos | 2 2 1 0

Las diluciones elegidas seran 107, 10, 10 cuya relacion de tubos positivos
es 2-1-0; con esta relacién segin la tabla 1 de la Norma INEN 1529-6 le

corresponde a un NMP de 15.

NMP real = 15 x 10 = 150 E. coli/ g 6 cm®

TABLA I
CLASIFICACION DE LOS COLIFORMES POR LAS PRUEBAS IMViC

Gas en caldo Prueba del indol | MR | VP | Crecimiento en
B.O.B.L 44-45,5°C 44-45,5°C Citrato
E. coli:
-Tipico (tipo 1) + + + - -
-Atipico (tipo II) - - + - -
Intermedios:
-Tipicos (tipo I1) - + + - +
-Atipicos (tipo I) - - + - +
Enterobacter-
aerogenes:
-Tipico (tipo 1) - - - + +
-Atipico (tipo I1) - + - + +
Enterobacter- - - - + +
cioacae
Irregulares:
-Tipo | -
-Tipo Il + - - - -
-Tipo VI + - + + +
Irregulares otros V' Y% V' V'
tipos

Fuente: NTE INEN 1529-8
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TABLA 1. indice del NMP de bacterias cuando se utiliza tres alicuotas de 1cm® por

dilucion.
NUMERO DE TUBOS POSITIVOS EN LIMITES DE CONFIANZA
CADA DILUCION NMP por DEL 99%.
DILUCION | DILUCION | DILUCION | 97278 © CATEGORIA
INFERIOR | SUPERIOR
10™ 10° 10°
0 0 0 0 : i -
0 0 1 3 05 9 3
0 1 0 3 05 13 2
1 0 0 4 05 20 1
1 0 1 7 1 21 3
1 1 0 7 1 23 2
1 1 1 11 3 36 4
1 2 0 11 3 36 3
2 0 0 9 1 36 1
2 0 1 14 3 37 3
2 1 0 15 3 44 2
2 1 1 20 7 89 4
2 2 0 21 4 47 3
2 2 1 28 10 150 4
3 0 0 23 4 120 1
3 0 1 39 7 130 2
3 0 2 64 15 380 4
3 1 0 43 7 210 1
3 1 1 75 14 230 2

3 1 2 120 30 380 3
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93 15 380 1

150 30 440 2

240 36 1300 1
460 71 2400 1
1100 150 4800 1

Fuente: NTE INEN 1529-6




f)
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Determinacién de Staphylococcus Aureus segin norma INEN 1529-14

Esta técnica se utiliza para la determinacion de células viables de
Staphylococcus Aureus (UFC/ g 6 cm3) en cualquier alimento destinado al
consumo humano. En esta guia se aplica a:

Queso Fresco

Carne molida

Productos céarnicos crudos

Productos céarnicos curados- madurados

Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar azul de O-toluidina-DNA

- Agar Baird Parker.

- Caldo infusion cerebro corazén (ICC) o caldo triptona soya (TSB).
- Plasma de conejo con heparina (EDTA).

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra
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Figura 36: Procedimiento para la determinacion de Staphylococcus Aureus

Siembra

£

Recuento de colonias

Seleccion y purificacion

Pruebas confirmatorias

A continuacion se describen cada una de estas etapas
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a) Siembra

Figura 37: Siembra para la determinacion de Staphylococcus Aureus

Siembra

Inocular por duplicado 1cc de
dilucién en agar Baird Parker seco

Diseminar con una varilla en L el
inoculo hasta ser absorbido

Invertir las placas e inocular entre 35
+1°C por 32+ 2 horas ¢ 42°C por 18
a 40 horas
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b) Recuento de colonias

Figura 38: Recuento de colonias para la determinacion de Staphylococcus
Aureus

Selecciones 2 placas de dilucion consecutivas
gue tengas entre 15 6 150 colonias

Contar las colonias tipicas (negras u oscuras
intensas brillantes, convexas, con borde blanco
redondas con halo medio transparente)

Contar atipicas (no presenta halo transparente)
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c) Selecciony purificacion de colonias

Figura 39: Seleccion y purificacion de colonias para la determinacion de
Staphylococcus Aureus

Seleccion y purificacién

Escoger al azar 5 colonias como minimo. Bien aisladas tocar
en el centro de cada una de las colonias elegidas

Inocular individualmente en tubos que contenga 5cm® de
caldo infusién cerebro corazon (ICC) o caldo soya triptona

Incubar los tubos a 43° + 1°C por 6 a 18 horas

Seleccionar los tubos con crecimiento y realizar la
tincion de GRAM
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d) Pruebas confirmatorias

Figura 40: Pruebas confirmatorias para Staphylococcus Aureus

En tubos que teng
de plasma-EDTA
conejo, inocular 0,1cc de
a uno de los cultivos
ivos S. aureus

Adicionar 0,1cm§N
0,5cm?® de plasma

Incubar en bafio de
35 a 37°C por 4 a 6 horas

A cada hora inclinar el tubo y
observar si hay presencia de
coagulo

' v

Si sobresale Si el coagulo es Si hay coagulacién

coagulo 3/4 del volumen del total la Prueba es
ositiva 2+ liquido original positiva 4+

Prueba positiva 3+
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CALCULOS: “En cada placa, calcular el nimero de S. aureus relacionado el
namero de colonias tipicas sometidas a confirmacién que dieron coagulasa

positiva con el total de las colonias tipicas contadas.

Si en las placas seleccionadas para el recuento se han desarrollado colonias
tipicas y atipicas, realizar los célculos por separado, luego sumar estos dos

valores para obtener el nUmero de S. aureus por placa.

Cuando por lo menos el 80% de las colonias tipicas y atipicas sometidas a
conformacion son coagulasa positiva, tomar el nimero de S. aureus presuntivo

contado, como el nimero de S. aureus por placa.” (NTE INEN 1529-14)

“Calculo del nimero (N) de unidades formadoras de colonias (UFC), de S.

aureus por centimetro clibico o gramo de muestra.

¢ Placas que contienen entre 15 y 150 colonias. El nimero de UFC de S. aureus

se calcula mediante la siguientes ecuaciones:

numero total de colonias contadas o calculadas

cantidad total de muestra sembrada

N2

V (1, + 0.1, )d

Donde:

>c=  suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas.
V= volumen inoculado en cada caja Petri.

n; = numero de placas de la primera dilucion seleccionada.

n, = numero de placas de la segunda dilucidn seleccionada.

d= factores de dilucién de la primera seleccionada

(d= 1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);
(d=0,1 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(d=0,01 cuando la dilucién ha sido 1/100); y

(d=0,001 cuando la dilucién ha sido 1/1000).
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Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas.” (NTE INEN
1529-14)

Ejemplo: Se requiere determinar el nimero de unidades formadoras de
colonias de S. aureus en una muestra de carne. Se ha realizado las siguientes
diluciones de la muestra: 1/100 y 1/1000 y cada dilucion se ha sembrado por
duplicado (siembra en dos placas).

Se ha sembrado 0,1mL (=0,1cm3) en cada placa.

Del conteo de colonias formadas se obtiene los siguientes resultados:

CONTEO PLACA 1 CONTEO PLACA 2
DILUCION Colonias Colonias Colonias Colonias
tipicas atipicas tipicas atipicas
1/100 (es | 120 colonias | 20  colonias | 100 colonias | 30  colonias
decir 10'2) tipicas atipicas tipicas atipicas
1/1000 (es | 20  colonias | O colonias | 15  colonias | O colonias
decir 10’3) tipicas atipicas tipicas atipicas

Dilucién 10

Placa 1: 120 tipicas y 20 atipicas.

Siete de 11 colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva, por tanto

76 colonias son consideradas de S. aureus.

7 coagulasa positiva

11 tipicas selecionadas

X 120tipicas totales = 76, 36 colonias de S. aureus

Y dos de 5 colonias atipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva, por tanto

8 de las 20 colonias atipicas son consideradas de S. aureus.
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2 coagulasa positiva . .
X 20tipicas totales = 8 colonias de S. aureus

5 tipicas selecionadas

Total de colonias de S. auerus =76 + 8 = 84

Placa 2: 100 tipicas y 30 atipicas
Seis de las 10 colonias tipicas seleecionadas fueron coagulasa positiva, por

tanto 60 de las 100 se consideran S. auerus.

6 coagulasa positiva

— - X 100tipicas totales = 60 colonias de S. aureus
10 tipicas selecionadas

Y dos de 5 colonias atipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva, por tanto

12 de las 30 colonias atipicas son consideradas de S. aureus

2 coagulasa positiva L .
X 30tipicas totales = 12 colonias de S. aureus

5 tipicas selecionadas

Total de colonias de S. auerus =60 + 12 =72

Dilucion 107

Placa 1: 20 tipicas y 0 atipicas.

Tres de 5 colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva, por tanto 12

de las 20 colonias son consideradas de S. aureus.

3 coagulasa positiva L .
X 20tipicas totales = 12 colonias de S. aureus

5 tipicas selecionadas

Total de colonias de S. auerus = 12

Placa 2: 15 tipicas vy O atipicas
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Cuatro de las 5 colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa positiva,es
decir el 80% por tanto 15 son consideradas de S. auerus.

Total de colonias de S. auerus = 15

Remplazar los datos en la férmula:

_ B4+72+12+15
T 01x(2401x2)x0,01

N 183
T 01x(240,2)x0,01

N 183
T 0,1x(2,2)x0,01

183
0,002

N = 91500 microorganismos por gramo o cm?®

Redondeando

N= 92000 = 9,2 x 10* microorganismos por gramo o cm?®

e “Estimacion de nimeros pequefios. Si las placas sembradas con la dilucion
més concentrada presentan menos de 15 colonias de S. aureus los calculos se

deben realizar con la siguiente formula:

En donde:

Ne = nimero estimado de colonias por centimetro cubico o gramo de muestra.
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m = medida de las colonias confirmadas en ambas placas.
Vi = volumen inoculado.
f =factores de dilucion (valor inverso de la dilucién de la muestra).
(f= 1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);
(f=10 cuando la dilucién ha sido 1/10);
(f=100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y
(f=1000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).

Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas. Cuando la
tercera cifra comenzando por la izquierda es menos que 5, mantener inalterada
la segunda cifra. Si la tercera cifra es mayor o igual a 5, incrementar en una
unidad la segunda cifra. Expresar como numero entre 1,0 y 9,9 multiplicando
por 10, donde la x es la correspondiente potencia de 10.” (NTE INEN 1529-14)
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g) Determinacién de Mohos y levaduras segin norma INEN 1529-10

Esta técnica se utiliza para la determinacion de mohos y levaduras por gramo o
por centimetro cubico. En esta guia se aplica a:

Leche fermentadas (yogur)

Queso Fresco y

Manjar o dulce de leche

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:
- Agar sal-levadura de Davis o similar

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacién debe realizarse por duplicado para cada

muestra



Ledn Placencia, Quesada Padrén 97

Figura 41: Procedimiento para la determinacion de Mohos y Levaduras

Inocular 1cm® de alicuotas en
20cm® de agar sal-levadura de
Davis fundido y templado a 4

Diluir la muestra 1/10;
1/100; 1/1000

ml imi 1ml 1ml 1mi

LTNTON T N N N

Hiii

oml oml omi oml oml

€T D

9

Mezclar 5 veces de un

i lado y 5 veces del la
Solidificar conitatil

Invertir las pacas e incuba
r entre 22° a 25°C por 5

las placas que con

Calcular el numero de
colonias
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CALCULOS: “Contar el numero de colonias mohos y levaduras

conjuntamente o por separado en cada caja Petri y aplicar la siguiente

formula:

_ numero total de colonias contadas o calculadas

B cantidad total de muestra sembrada

o X
Vin, +0.1n, )d

Donde:
>c= suma de todas las colonias contadas en todas las placas
elegidas.

V= volumen del inéculo sembrado en cada caja Petri.

n, =ndmero de placas contadas de la primera dilucién seleccionada.

n, = niumero de placas contadas de la segunda dilucién
seleccionada.

d = factores de dilucién de la primera seleccionada

(d= 1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);
(d=0,1 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(d=0,01 cuando la dilucion ha sido 1/100); y

(d=0,001 cuando la dilucién ha sido 1/1000).

Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas.” (NTE INEN
1529-10)

Ejemplo: Se requiere determinar el nimero de mohos y levaduras en una
muestra de manjar. Se ha realizado las siguientes diluciones de la muestra:
1/100 y 1/1000 y cada dilucién se ha sembrado por duplicado (siembra en

dos placas).

Se ha sembrado 1mL (=1cm3) en cada placa.
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Del conteo de colonias formadas se obtiene los siguientes resultados:

DILUCION CONTEO PLACA 1 | CONTEO PLACA 2
1/100 (es decir 10%) | 83 colonias 97 colonias
1/1000 (es decir 10”) | 33 colonias 28 colonias

Remplazar los datos en la férmula:

_ 834+97+33+28
T 1x(2+40,1x2)x0,01

N 241
T 1x(2+40,2)x0,01

241

N=—«—
1x(2,2) x 0,01

241

0,022

N = 10954 Microorganismos por gramo o cm®

Redondeando N=11000 = 1,1 x 10* microorganismos por gramo o cm?®
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h) Determinacién de Salmonella seglin norma INEN 1529-15

Esta técnica se utiliza para la deteccion de Salmonella en cualquier alimento
destinado al consumo humano. En esta guia se aplica a:

Queso Fresco

Carne molida

Productos céarnicos crudos

Productos céarnicos curados- madurados

Productos céarnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar bismuto-sulfito (BS)

- Agar citrato de Simmon

- Agar cristal-violeta rojo-neutro bilis lactosa
- Agar fenilalanina

- Agar hierro lisina (LIA)

- Agar hierro triple-azucar (TSI)

- Agar nutritivo semisélido

- Agar SS

- Agar urea o caldo urea

- Agar verde-brillante rojo-fenol(BG)

- Caldo base con purpura de bromocresol.
- Caldo lisina-descarboxilase

- Caldo MR-VP

- Caldo selenito cistina

- Caldo tetrationato (Muller Kauffmann).

- Caldo triptona (Ljutov)

- Caldo de soya triptica (TSB)

- Caldo nutritivo

- Leche descremada en polvo

- Solucion de gelatinasa al 5%.

- Solucion de hidréxido de sodio 1N

- Solucién de alcohdlica de a naftol al 6%.
- Solucion de &cido clorhidrico 1N

- Solucion de KOH al 40%.

- Solucion fisiologica

- Solucion de creatina al 0,5%

- Solucion fisiolégica formalizada.

- Solucion de ONPG (O-nitrofenil 3-D-galactopiranosida)
- Solucion verde brillante al 1%.

- Reactivo de Kovacs.

- Sulfito de potasio en polvo

- Rojo de metilo

- Tergitol anidnico 7

- Triton X-100.

- Antisueros “Vi’ y polivalentes “O” y “H”

- Agua peptona tamponada
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PROCEDIMIENTO: La determinacién debe realizarse por duplicado para cada

muestra.

Figura 42: Procedimiento para la determinacién de Salmonella

Pre-enriquecimiento

'3

:

Enriquecimiento selectivo

=
y

Siembra en placa de medios sélidos
selectivos y diferenciales
g e

Seleccion y purificacion de las colonias
gue seran confirmadas

b=
4

Confirmacion bioquimica

i1
\

A continuacion se describe cada etapa



a.
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Pre-enriquecimiento

Figura 43: Pre-enriquecimiento para la determinacion de Salmonella

Preparar el homogenizado con 25g de muestra
en 225cm® de agua peptona tamponada
(pH>6)

4

Ajustar el pH a 6,8 + 0,2 con NaOH 1N, o HCI
1INy tapar la solucion

R )

Homogenizar por 2 minutos a velocidad rapida

U
W

< —

Reposar por 6 horas o temperatura ambiente

‘_1 =

T

Mezclar y ajustar el pH nuevamente a 6,8

‘.‘_ =

o

Con la tapa aflojada ¥4 incubar a 37°C por 18 +2

horas
r‘.’ e
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b. Enriquecimiento selectivo

Antes de usar el caldo tetrationato, agregar 4,5 cm® de una solucién yodo-
yoduro y 2,25 1cm® de solucién de verde brillante al 0,1%. El medio una vez
adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo dia de su

preparacion.

Figura 44: Enriquecimiento para la determinacion de Salmonella

Ajustar la tapa y delicadamente
mezclar el cultivo pre-
enriguecimiento

U
Pipetear 10cm® de la muestra Pipetear 10cm® de la muestra
enriquecida en 100cm® de caldo enriquecida en 10cm® de caldo
tetrationato verde brillante selenito cistina
(\
Incubar entre 42 y 43°C por un Incubar 37 + 1°C por 48 horas

tiempo de 48 horas

‘ =
“ e W
r . ey
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c. Siembraen placa de medios selectivos y diferenciales

Figura 45: Siembra en placa para la determinacion de Salmonella

Despues de 18 y 24
horas sembrar en estria
sobre la superficie de
placas secas. Para

obtener colonias
aicladas (nrimer

Sembrar en Agar Sembrar en Agar Sembrar en Agar
bismuto sulfito (BS) Salmonella-sjigella(SS) verde-brillante rojo-
fenol (BG)

Incubar a 37 + 1°C por
24 horas

Al termino de las 48
horas de incubacion
de los caldo de
enriquecimiento
selectivo (segundo

Realizar el segundo Realizar el segundo Realizar el segundo

subcultivo en Agar subcultivo en Agar subcultivo en Agar

bismuto sulfito (BS) Salmonella-sjigella(SS) verde-brillante rojo-
fenol (BG)



Colonias tienen centro
negro, borde claro
precipitado negro con
brillo metalico
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Examinar las placas
después de 24 horas si es
pobre el crecimiento,
observar después de 24
horas mas si hay colonias
tipicas

Colonias opacas 0
translucidas, incoloras o
cremas con o sin centro

negro

Colonias opacas 0
translucidas de color
rosa o rojo obscuro el
medio que lo rodea es

rosaceo a rojo
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d. Seleccidn y purificacion de las colonias que seran confirmadas

Figura 46: Seleccion y purificacion de colonias para la determinacion de Salmonella

Seleccién de cada placa de medio
selectivo, escoger 5 colonias
tipicas o sospechosas

Si no hay colonias bien aisladas
con un asa de cultivo tocar el
centro de cada colonia

En 100cm® de caldo tetrationato En100 cm® de caldo selenito
verde brillante cistina
Incubar entre 42 y 43°C durante 48 Incubar 37 + 1°C por 48 horas
horas

Si en alguna no hay colonias bien
aisladas, seleccionar y sembrar en agar
cristal-violeta rojo-neutro bilis lactosa. E

incubar 37 £ 1°C por 20 a 24h.

Elegir colonias incoloras, resembrarlas en
agar nutritivo e Incubar 22 + 2°C por 20 a
24 horas

Tefiir por el método GRAM.
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e. Confirmacion bioquimica

Figura 47: Prueba de la ureasa

Sembrar por estria
superficie de Agar urea
inclinada, desde cada cultivo
urificado Agar TSIy LIA

PRUEBA DE LA UREASA

Incubar entre a 3
y 48 horas

Observar el
cambio de
coloracion en
la prueba

NEGATIVA
Si el color es inalterado.
SALMONELLA DAN
REACCION NEGATIVA

_/




Ledn Placencia, Quesada Padrén 108

Figura 48: Prueba de la Lisina

Desde cada cultivo
purificado Agar TSIy LIA,
inocular en el fondo de la
uperficie liquida del caldo
-decarboxilasa y vedar
ina liauida estéril

PRUEBA DE LA LISINA-
DECARBOXILASA

Incubar entre a 37
horas

Observar el
cambio de
coloracion en
la prueba

NEGATIVA

Cuando el medio a
cambiado a amarillo
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Figura 49: Prueba de Voges.Proskauer

Incubar entre 35 a
24 horas

Desde cada c

purificado Agar TSI y

sembrar en un tubo con
CALDO MR-VP

Anadir y agitar después de
Creatina al 0,5%; 2 got
Alcohdlica de « - naftol al 6% 3 go
Hidroxido de potasio al 40% 2 gotas

Observar el
cambio de
coloracion en
la prueba

NEGATIVA
Cuando la permanece
inalterado
SALMONELLA DAN
REACCION NEGATIVA

\ _J
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f. Confirmacion serolégica

Para la determinacién en porta-objetos de los antigenos “O” “H” y “Vi” de las

salmonellas utilizar las colonias procedentes del crecimiento en TSI y LIA.

Colocar una gota en
un porta-objetos “O”

Es positiva la reaccién
para salmonella
cuando hay una

aglutinacion rapida

Preparar una suspension
densa del microorganismo
en andlisis, en
aproximadamente 1cc de
solucion fisiologica.

Colocar una gota en un
porta-objetos “VI”

Es positiva la reaccion
para salmonella
cuando hay una lenta
aglutinacion

Figura 50: Confirmacién serolégica de Salmonella

Colocar una gota en un
porta-objetos “H”

Es positiva la reaccion
para salmonella
cuando hay una

aglutinacion rapida

CALCULOS: Si en niguna de las placas de agar selectivo sembradas con el

cultivo de enriquecimiento selectivo, se desarrolla una colonia de Salmonella,

reportar : No se aislé Salmonella en 25g de muestra examinada. Caso contrario

si a partir de uno o de ambos medios de enriquecimiento selectivo se aisla

Salmonella en las placas de agar selectivo, reportar Se aislé Salmonella en 25g

de muestra analizada.
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Determinacién de Clostridium sulfito reductores (Clostridium

Perfringens) segiin norma INEN 1529-18

Esta técnica se utiliza para la determinacion de Clostridium perfringens en
cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se aplica a:

Carne molida y Productos carnicos curados- madurados

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Agar TSN

- Agar triptosa-sulfit-cicloserina TSC
- Agua peptona 0,1%

- Medio SIM

- Reactivo de Kovacs

- Medio tioglicolato fluido

- Vaselina liquida

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra
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Figura 51: Procedimiento para la determinacion de Clostridium sulfito reductores

Siembra

Recuento de colonias

}

Pruebas confirmatorias

Colo

A continuacion se describe cada etapa.



Ledn Placencia, Quesada Padrén 113

a) Siembra

Figura 52: Siembra para la determinacién de Clostridium sulfito reductores

Inocular por duplicado en tubos que
contengan Agar TSN, un 1cm® de cada
dilucién preparada de la muestra

l
'

Enfriar colocar en tubos de bafio de agua
fria

Cubrir la siembra con 1 cm® de espesor de
agar al 2%, parafina o colocar en jarra
anaerodbica
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b) Recuento de colonias

Figura 53: Recuento de colonias para la determinacién de Clostridium sulfito reductores

Elegir dos tubos que tengas 30 10
colonias negras

Contarlas

Calcular el nimero promedio de colonias por
gramo a centimetro cubico de alimento

c) Pruebas confirmatorias
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Figura 54: Pruebas confirmatorias para la determinacién de Clostridium sulfito-reductores

Pruebas Confirmatoria

Escoger al azar 5 colonias como Si no es posible seleccionar
minimo. Bien aisladas tocar en el colonias sospechosas bien
centro de cada una de las colonias aisladas, elegir 5 colonias e
elegidas inocularles  individualmente en
: tubos que contengan tioglicolato

fliidn

Incubar los tubos en anaerobiosis a
46°C por 16 a 18 horas

De estos subcultivos con un asa
sembrar en estria sobre la
superficie seca de placas de Agar
TSC e incubarlas en anaerobiosis a
46°C por 16 a 18 horas

De cada placa seleccionar una
colonia tipica
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En un tubo preparar el tubo CPT con
2cc de alto de medios de cultico: en
el fondo agar TSN, la del medio agar-
agar, y la superior medio SIM

Ll

'

Con una aguja de cultivo haciendo
una picadura profunda en el tubo
CPT Sembrar cada una de las

colonias purificadas

Ver el crecimiento
alo largo de la
linea de siembra

POSITIVO
Hay crecimiento solo
a lo largo de la \
picadura sin
extenderse fuera

- 4
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d) Interpretacién: Considerar como Cl. Perfringens aquellas bacterias que

se producen colonias negras en agar TSN o TSC al ser incubadas a 46°C.

CALCULOS: “Productos diluidos: si al sembrar 1cm3 de las diluciones solo se
desarrollan colonias tipicas, se procede a calcular el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC/g 6 cm3) mediante la siguiente ecuacion:

N=n x f
En donde:

N= namero de unidades formadores de colonias

n= media aritmética de las colonias contadas (obtenida mediante la suma del
namero de colonias contadas en las dos cajas Petri de una misma dilucion,
divida para 2)

f=factor de dilucion

(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);

(f=10 1 =10 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(f=10 2 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y

(f=10 3 =1000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).

Productos liquidos no diluidos: cuando se siembra 1cm3 de productos liquidos

no diluidos la ecuacién es la siguiente:

N=n
En donde:

N= numero de unidades formadores de colonias

n= media aritmética de las colonias contadas” (NTE INEN 1529-18)
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4.7.2.Técnicas microbioldgicas rapidas

- Recomendaciones para el manejo de las placas petrifilm

Figura 55: Manejo de placas petrifilm

Los paquetes de placas cerrados se deben almacenar a
una temperatura menor o igual a 8 °C.

Las Placas Petrifilm tienen un tiempo de vida util de 18

meses, por lo que es fundamental que se observe la
~ | fecha de caducidad en la parte superior de la placa. No
’ se deben utilizar las placas que hayan vencido.

Las Placas Petrifilm pueden utilizarse maximo 1 mes
después de abierto el paquetela. Para cerrar un
paquete abierto doblar el extremo del empaque y
sellarlo con cinta adhesiva para evitar el ingreso de
humedad y la alteracién de las placas.

Para almacenamiento prolongado de paquetes
abiertos, cerrar con cinta adhesiva, colocarlos en un
recipiente sellable como por ejemplo una funda con
cierre y almacenarlos en congelacién. Para usar las
placas saque el paquete del congelador, retire el
numero de placas necesarias y guarde el resto en las
mismas condiciones antes descritas hasta su fecha de
caducidad.
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)] Determinacién de Aerobios mesofilos con petrifilm

Se utiliza Placas Petrifilm AC para la determinacion de Aerobios mesofilos en
cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se aplica a:
Leche cruda,
Leche pasteurizada,
Carne molida,
Productos céarnicos crudos,
Productos céarnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

“La Placa Petrifilm para Recuento de Aerobios Totales (AC) es un medio de
cultivo listo para ser empleado, que contiene nutrientes del Agar Standard
Methods, un agente gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador de color
rojo que facilita el recuento de las colonias.” (3M Placas Petrifilm™ para el

Recuento de Aerobios)

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:
- Placas Petrifilm para Recuento de Aerobios totales (AC)

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra
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Figura 56: Procedimiento para la determinacion de Aerobios mesdfilos utilizando Petrifilm

Diluir la muestra 1/10; Colocar la placa petrifilms
1/100; 1/1000 en una superficie plana y

ml 1mi 1ml 1ml 1mi 1ml

T e VG * nivelada

A‘ ! : i wﬁ [ -

Colocar 1cm® de cada Levante la lamina
diluciéon en el centro de la semitransparente

pelicula. «

Libere la pelicula superior Con el lado rugoso hacia
cefincole caer sobre la | | 0 cooe o Sgper
dilucion. * cubriendo la muestra

Presione suavemente eI

dispersor para distribuir Levante el dispersor y espere
muestra sobre el area C|rcular un minuto para que solidifique
Incubar con la cara arriba en Contar las colonias

un grupo menora20a 32 +
1°C por 48 + 3 horas _’

Realizar los célculos
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CALCULOS: Las placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de

colonias estandar u otro tipo de lupa con luz.
El tinte indicador rojo que se encuentra en la placa colorea las colonias para su

mejor identificacion. Cuente todas las colonias rojas sin importar su tamafio o la

intensidad del tono rojo.

Foto 15: Aerobios Mesofilos en placas Petrifilm

Fuente: http://www.microlabscr.com/resources/rta.pdf

Cuando el numero de colonias es mayor a 250, por su excesivo crecimiento, los
conteos deben ser estimados. Determine el promedio de colonias en un
cuadrado (1cm3) y multipliquelo por 20 para obtener el conteo total por placa. El

area de la inoculacién de Petrifilm es de 20cm?®.

Foto 16: Aerobios Mesdfilos en placas Petrifilm

Fuente: http://www.microlabscr.com/resources/rta.pdf



http://www.microlabscr.com/resources/rta.pdf
http://www.microlabscr.com/resources/rta.pdf
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Una vez que se contado el nimero de colonias se debe remplazar los datos en
la siguiente formula:
N=n x f
En donde:
N= numero de unidades formadores de colonias
n= media aritmética de las colonias contadas (obtenida mediante la suma del
ndmero de colonias contadas en las dos placas Petrifilm de una misma dilucion,
divida para 2)
f=factor de dilucién
(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);
(f=10 1210 cuando la dilucién ha sido 1/10);
(f=10 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y
(f=10 21000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).

Por ejemplo si en el conteo de se obtiene como media aritmética 146 colonias y
la dilucion de la muestra fue 1/100, el numero real de colonias es = 146 x 100=

14600 unidades formadoras de colonias/ g o cm?®.
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Determinacion de Coliformes totales y Escherichia coli (UFC/g 6 cm®) con

petrifilm

Se utiliza Placas Petrifilm EC para la determinacién de Coliformes totales y E.
coli en cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se aplica
a:

Leche pasteurizada

Leches fermentadas (Yogur)

Queso Fresco

Carne molida

Productos cérnicos crudos

Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

“La Placa Petrifilm EC para Recuento de E. coli y Coliformes totales es un
medio de cultivo listo para ser empleado, que contiene nutrientes de Bilis Rojo
Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fria y un tinte indicador que
facilita el recuento de las colonias.” (3M Placas Petrifiilm""® para el Recuento de
E. Coli Y Coliformes Totales) E. coli se lo puede identificar por colonias de color

azul. Mientras que las colonias de Coliformes totales son rojas con azul.
REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Placas Petrifilm para Recuento E. coli y Coliformes totales

-Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacién debe realizarse por duplicado para cada
muestra.

El procedimiento de andlisis es igual al descrito en el punto 4.7.4-j con variacién

en la Placa Petrifilm que se utiliza, la temperatura y tiempo de incubacion que

es a 35x1°C por 48 +2 horas.

CALCULOS: Las placas Petrifim pueden ser contadas en un contador de

colonias estandar u otro tipo de lupa con luz.
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El tinte indicador que se encuentra en la placa colorea las colonias para su
mejor identificacion. Cuente todas las colonias rojas (Coliformes totales) y
azules (E. coli) sin importar su tamafio o la intensidad. No contar las colonias
gue ha crecido en la zona de espuma, Unicamente las que se encuentren en el

circulo de gel.

Foto 17: Coliformes y E. coli en placas Petrifilm

Fuente: http://www.rodinsrl.com.ar/download/pec.pdf.970aa5136416b0ff011c6a3c15b46b61

Cuando el nimero de colonias es mayor a 250 (como se observa en la figura),
por su excesivo crecimiento, los conteos deben ser estimados. Determine el
promedio de colonias en un cuadrado (1cm®) y multipliquelo por 20 para obtener

el conteo total por placa. El area de la inoculacion de Petrifilm es de 20cm®.

Foto 18: Coliformes y E. coli en placas Petrifilm

Fuente: http://mww.rodinsrl.com.ar/download/pec.pdf.970aa5136416b0ff011c6a3c15b46b61



http://www.rodinsrl.com.ar/download/pec.pdf.970aa5136416b0ff011c6a3c15b46b61
http://www.rodinsrl.com.ar/download/pec.pdf.970aa5136416b0ff011c6a3c15b46b61
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Una vez que se contado el nimero de colonias se debe remplazar los datos en

la siguiente formula:

N=n x f
En donde:

N= numero de unidades formadores de colonias

n= media aritmética de las colonias contadas (obtenida mediante la suma del
ndmero de colonias contadas en las dos placas Petrifilm de una misma dilucién,
divida para 2)

f=factor de dilucién

(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);

(f=10 1210 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(f=10 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y

(f=10 *=1000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).
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Determinacién de Staphylococcus Aureus con petrifilm

Se utiliza Placas Petrifilm Staph Express para el recuento de Staphylococcus
aureus en cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se
aplica a:

Queso Fresco

Carne molida

Productos céarnicos crudos

Productos céarnicos curados- madurados

Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

“Las Placas Petrifilm Staph Express para Recuento de Staphylococcus aureus
son un medio de cultivo listo para ser empleado, que contiene un agente
gelificante soluble en agua fria. El medio modificado cromogénico Baird-Parker
en la placa es selectivo y diferencial para el Staphylococcus aureus. Las
colonias S. aureus son de color rojo-violeta.” (3M Placas Petrifilm™ Staph

Express para el Recuento de Staphylococcus Aureus)

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Placas Petrifilm para Recuento de Staphiloccocus aureus (Staph Express)

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada
muestra.

El procedimiento de andlisis es igual al descrito en el punto 4.7.4-j con variacién

en la Placa Petrifilm que se utiliza, la temperatura y tiempo de incubacion que
es a 36+1°C por 24 +1 horas.

CALCULOS: Las placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de

colonias estandar u otro tipo de lupa con luz.
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El tinte indicador que se encuentra en la placa colorea las colonias para su
mejor identificacion. Cuente todas las colonias rojo violeta sin importar su

tamafio o la intensidad.

Foto 19: Staphylococcus aureus en placas Petrifilm

4

Fuente: http://www.distribucionesbiotecnologicas.com.mx/files/quia_petrifilm staph express.pdf

Cuando el nimero de colonias es mayor a 250 (como se observa en la figura 5),
por su excesivo crecimiento, los conteos deben ser estimados. Determine el
promedio de colonias en un cuadrado (1cm3) y multipliquelo por 20 para obtener

el conteo total por placa. El area de la inoculacion de Petrifilm es de 20cm?®.

Foto 20: Staphylococcus aureus en placas Petrifilm.

Fuente: http://www.distribucionesbiotecnologicas.com.mx/files/quia_petrifilm staph express.pdf

Una vez que se contado el nimero de colonias se debe remplazar los datos en

la siguiente formula:


http://www.distribucionesbiotecnologicas.com.mx/files/guia_petrifilm_staph_express.pdf
http://www.distribucionesbiotecnologicas.com.mx/files/guia_petrifilm_staph_express.pdf
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N=n x f
En donde:

N= numero de unidades formadores de colonias

n= media aritmética de las colonias contadas (obtenida mediante la suma del
namero de colonias contadas en las dos placas Petrifilm de una misma dilucién,
divida para 2)

f=factor de dilucién

(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);
UzlolzlocuandoIadHudénhasMo:Ulox

(f=10 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y
Uzloszlooocuandoladnudénhaskk)1MDOO)
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Determinacién de Mohos y levaduras con petrifilm

Se utiliza Placas Petrifilm YM para la determinacién de Mohos y Levaduras en
cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se aplica a:
Leches fermentadas (Yogur)
Queso Fresco

Manjar o dulce de leche

La Placa Petrifilm YM para Recuento de Mohos y Levaduras es un medio de
cultivo listo para ser empleado, que contiene un indicador colorante para

proporcionar contraste y facilitar el recuento.

REACTIVOS y MEDIOS DE CULTIVO:

- Placas Petrifilm para Recuento Mohos y Levaduras

- Agua peptona al 0,1%

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra.

El procedimiento de andlisis es igual al descrito en el punto 4.7.4-j con variacion
en la Placa Petrifilm que se utiliza, la temperatura y tiempo de incubacién que
esa 22 a25°C por 5 dias.

CALCULOS: Las placas Petrifilm pueden ser contadas en un contador de

colonias estandar u otro tipo de lupa con luz.

Las levaduras forman colonias pequefias, tienen bordes definidos, son de color
rosa o azul verdoso. Mientras que los mohos forman colonias planas grandes,
con bordes difusos, de color variable ya que pueden producir sus propios

pigmentos.
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Fotos 21 y 22: Mohos y Levaduras en placas Petrifilm

Levaduras

Fuente:
http:/multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsld=SSSSSu7zK1fsixtUm8mvOx_lev7gel
7zZHVT SevTSeSSSSSS--&fin=YM%20Interp%20Guide Jan06 en.pdf

Cuando el nimero de colonias es mayor a 250 (como se observa en la figura),
por su excesivo crecimiento, los conteos deben ser estimados. Determine el
promedio de colonias en un cuadrado (1cm3) y multipliquelo por 20 para obtener

el conteo total por placa. El area de la inoculacion de Petrifilm es de 20cm?®.

Fotos 23 y 24: Mohos y Levaduras en placas Petrifilm

.

Levaduras Mohos

(forman un borde azulado) (forman colonias atipicas)

Fuente:
http://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsld=SSSSSu7zK1fsIxtUm8mvOx_lev7gel
7zHVTSevTSeSSSSSS--&fin=YM%20Interp%20Guide Jan06 en.pdf



http://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsId=SSSSSu7zK1fslxtUm8mvOx_1ev7qe17zHvTSevTSeSSSSSS--&fn=YM%20Interp%20Guide_Jan06_en.pdf
http://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsId=SSSSSu7zK1fslxtUm8mvOx_1ev7qe17zHvTSevTSeSSSSSS--&fn=YM%20Interp%20Guide_Jan06_en.pdf
http://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsId=SSSSSu7zK1fslxtUm8mvOx_1ev7qe17zHvTSevTSeSSSSSS--&fn=YM%20Interp%20Guide_Jan06_en.pdf
http://multimedia.3m.com/mws/mediawebserver?mwsId=SSSSSu7zK1fslxtUm8mvOx_1ev7qe17zHvTSevTSeSSSSSS--&fn=YM%20Interp%20Guide_Jan06_en.pdf
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Una vez que se contado el nimero de colonias se debe remplazar los datos en

la siguiente formula:

N=n x f
En donde:

N= numero de unidades formadores de colonias

n= media aritmética de las colonias contadas (obtenida mediante la suma del
ndmero de colonias contadas en las dos placas Petrifilm de una misma dilucién,
divida para 2)

f=factor de dilucién

(f=1 cuando se ha inoculado muestra liquida sin diluir);

(f=10 1210 cuando la dilucién ha sido 1/10);

(f=10 =100 cuando la dilucién ha sido 1/100); y

(f=10 21000 cuando la dilucién ha sido 1/1000).
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Determinaciéon de Salmonella

Se puede utilizar la prueba rapida VIP de Biocontrol Systems para determinar
salmonella en cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia
se aplica a:

Queso Fresco

Carne molida

Productos céarnicos crudos

Productos céarnicos curados- madurados

Productos carnicos cocidos y

Productos carnicos precocidos congelados

“Es una prueba rapida y sencilla aprobado por la AOAC que “combina la
tecnologia avanzada de particulas, anticuerpos altamente especificos y un
formato de prueba mdltiple innovador. Proporciona una mayor eficiencia en el
laboratorio, la deteccién rapida y precisa de patdgenos transmitidos por

alimentos y bebidas.” (Vip Gold)

Vip de Biocontrol Systems es una prueba bioquimica que se basa en el flujo
lateral. “En este formato la muestra se deposita en un pocillo y a continuacion,
esta difunde por capilaridad a la zona donde se encuentran los anticuerpos
marcados con particulas coloreadas. En caso de correspondencia, los
complejos anticuerpo-antigeno se difunden a otra zona donde esta fijjado un
segundo anticuerpo de captura. Si los anticuerpos son especificos del antigeno,
el acumulo de particulas coloreadas retenidas en la zona de captura permite

visualizar una linea coloreada.” (Martin de Santos 2010)

REACTIVOS y PRUEBAS:

- Agua peptona tamponada

- Caldo tetrationato

- Caldo selenito cristina

- Solucién Yodo Yoduro

- Solucioén de verde brillante al 0,1%

- VIP GOLD de Biocontrol Systems para Salmonella
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PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra

Figura 57: Procedimiento para la determinacion de Salmonella utilizando la prueba
rapida VIP

Pre-enriquecimiento

L
.

Enriquecimiento selectivo

e
24

Prueba rapida

A continuacion se describe cada etapa
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a) Pre-enriquecimiento

Figura 58: Pre- enriquecimiento para la determinacion de Salmonella utilizando la prueba
rapida VIP

Preparar el homogenizado con 25g de muestra
en 225cm® de agua peptona tamponada
(pH>6)

4

Ajustar el pH a 6,8 + 0,2 con NaOH 1N, o HCI
1Ny tapar la solucion

“—‘_«
¥ . ey

Homogenizar por 2 minutos a velocidad rapida
F‘ s

Reposar por 6 horas o temperatura ambiente

‘.;-5_1.
E . emey

Mezclar y ajustar el pH nuevamente a 6,8

l_l-%a
¥, ey

Con la tapa aflojada % incubar a 37°C por 18 2

horas
r‘f s
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b) Enriguecimiento

Antes de usar el caldo tetrationato, agregar 4,5 cm® de una solucién yodo-
yoduro y 2,25 1cm® de solucién de verde brillante al 0,1%. El medio una vez
adicionado de yodo no debe calentarse y debe usarse el mismo dia de su

preparacion.

Figura 59: Enriquecimiento para la determinacién de Salmonella utilizando la prueba
rapida VIP

Ajustar la tapa y delicadamente
mezclar el cultivo pre-
enriquecimiento

Pipetear 10cm® de la muestra Pipetear 10cm® de la muestra
enriquecida en 100cm? de caldo enriquecida en 10cm? de caldo
tetrationato verde brillante selenito cistina
(\
Incubar entre 42 y 43°C por un Incubar 37 + 1°C por 48 horas
tiempo de 48 horas
C) Prueba rapida: Luego de realizar el enriquecimiento agregar 1cm® de

cada caldo en las pruebas rapidas y ver la formacién de las lineas en el fondo

blanco.



Ledn Placencia, Quesada Padrén 136

Foto 25: Salmonella prueba rapida

RESULTADO: Si la prueba da negativo , reportar : No se aislé Salmonella en

25¢g de muestra examinada.

Foto 26: Salmonella prueba negativa

Caso contrario si a partir de uno o de ambos medios de enriquecimiento
selectivo la prueba da positivo, reportar Se aisl6 Salmonella en 25g de muestra

analizada.

Foto 27: Salmonella prueba positiva




0)

Ledn Placencia, Quesada Padrén 137

Determinaciéon de Escherichia coli O157:H7

La prueba rapida VIP de Biocontrol Systems para E. coli O157:H7 puede
utilizarse en cualquier alimento destinado al consumo humano. En esta guia se
aplica a:

Productos carnicos crudos y

Productos céarnicos precocidos congelados

Es una prueba especifica, rapida y simple aprobado por la AOAC que
“‘combina la tecnologia avanzada de particulas, anticuerpos altamente
especificos y un formato de prueba multiple innovador.” (Vip Gold) Proporciona
una mayor eficiencia en el laboratorio y resultados en menos horas. Reduce la
manipulacién de las muestras y el trabajo, ya que solo requiere transferir la

muestra en un solo paso después de su enriquecimiento.

REACTIVOS y PRUEBAS:

- Agua peptona tamponada modificada (contiene cefixima, vancomicina y
cefsulodina)

- Caldo de soja triptona modificado (contiene buffer de fosfato, sales biliares y
novobiocina)

- VIP GOLD de Biocontrol Systems para EHEC

PROCEDIMIENTO: La determinacion debe realizarse por duplicado para cada

muestra.
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Figura 60: Procedimiento para la determinacién de E-coli O157H7 utilizando la prueba

rapida VIP
Preparar el homogenizado con Incubar a 37°C por 22 +2
259 de muestra en 225cm?® de horas
agua peptona modificada o en
caldo de soja triptona P

Colocar 1cm® en la prueba
rapida

POSITIVA
Observar las Aparicion de dos
lineas en lineas

el fondo
blanco

NEGATIVA
La aparicion de una
linea

RESULTADO: Al ser una prueba cualitativa se reportard la Ausencia o la

Presencia de la bacteria patégena en la muestra analizada.
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CAPITULO VI
GUIA DE MUESTREO Y TECNICAS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA
AMBIENTES Y SUPERFICIES

Introduccién

En el procesamiento de los alimentos es necesario evitar la contaminacién de las
materias primas, insumos, material de empaque y productos terminados con
microorganismos, tanto patdgenos como alterantes, provenientes del ambiente,
equipos, utensilios, superficies y del personal manipulador. Por esta razén se debe
realizar controles microbiol6gicos periddicos poniendo en practica las siguientes
recomendaciones: conocer cudles son los requisitos microbiolégicos, realizar el
muestreo, preparar la muestra para el ensayo, seleccionar la técnica de analisis,

llevarla a cabo e interpretar los resultados obtenidos.

Requisitos microbiolégicos de superficies de contacto

No existe en el pais una norma que especifique los requisitos que deben cumplir las
superficies que estdn en contacto con alimentos y bebidas por lo que se ha tomado
como referencia la Norma Peruana 346583  (Guia técnica para el analisis
microbiolégico de superficies en contacto con alimentos y bebidas). Esta guia
establece requisitos microbioldgicos tanto para superficies inertes como para

superficies vivas.

6.2.1.Requisitos microbiologicos de superficies inertes

Se entiende por superficies inertes a todas las partes externas y/o internas de los
equipos, utensilios y superficies que estan en contacto con los alimentos. La
norma especifica dos requisitos microbioldgicos para el andlisis de superficies
inertes, que estan en funcién del método de muestreo que se emplee y se los

puede apreciar en las siguientes tablas:
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Tabla 15: Requisitos microbiolégicos para superficies inertes- Muestreo mediante

método del hisopo

SUERFICIES INERTES

METODO Superficie Regular Superficie Irregular
HISOPO
ENSAYO Limite de | Limite Limite de | Limite
Deteccidn Permisible | Deteccion Permisible
del Método | (*) del Método | (*)
Coliformes < 01| <1lufc/lem® [ < 10 wufc/|< 10 ufc/
totales ufc/cm? superficie superficie
muestreada | muestreada
Patdégeno Ausencia /| Ausencia /| Ausencia /| Ausencia [/
superficie superficie superficie superficie
muestreada | muestreada | muestreada | muestreada
encm?(*) |encm®(™) | encm?(*) |encm?(*)

(*) En las operaciones analiticas, Estos valores con indicadores de ausencia.

(**) Indicar el area muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100cm?®

Fuente: Norma Peruana 346583




Ledn Placencia, Quesada Padrén 141

Tabla 16: Requisitos microbiolégicos para superficies inertes- Muestreo mediante

método de la esponja

SUERFICIES INERTES

METODO Superficie Regular Superficies Irregular
ESPONJA
ENSAYO Limite de | Limite Limite de | Limite
Deteccidn Permisible | Deteccion Permisible
del Método | (*) del Método | (*)
Coliformes <lufc/em® |<1lufclem® |< 25 ufc/|< 25 ufc/
totales superficie superficie
muestreada | muestreada
) )
Patdégeno Ausencia /| Ausencia /| Ausencia [/ | Ausencia [/
superficie superficie superficie superficie
muestreada | muestreada | muestreada | muestreada
encm?(**) | encm?®(**) | encm?’ en cm?

(**) Para 4 utensilios.

(*) En las operaciones analiticas, estos valores con indicadores de ausencia.

(***) Indicar el &rea muestreada, la cual debe ser mayor o igual a 100cm?

Fuente: Norma Peruana 346583

6.2.2.Requisitos microbiolégicos de superficies

pequefios

vivas, recipientes y objetos

Foto 28: Manos

Se denomina superficies vivas a las ||.'- 2 | |
L BT

partes del cuerpo humano que entran en

% @

contacto con los alimentos asi como con 4
los equipos y utensilios.

\M
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La norma especifica dos requisitos microbioldgicos para el analisis de superficies
cuyo muestreo se realiza mediante el método del enjuague y se los puede

apreciar en la siguiente tabla:

Tabla 17: Requisitos microbioldgicos para superficies vivas, objetos pequefios y

recipientes- Muestreo mediante método de enjuague

SUERFICIES
METODO Superficie Regular Superficies Irregular
ENJUAGUE
ENSAYO Limite de | Limite Limite de | Limite
Deteccion Permisible | Deteccion Permisible
del Método | (*) del Método | (¥)
Coliformes < 100 | < 100 | < 25 ufc/ | < 25 ufc/
totales ufc/manos ufc/manos superficie superficie
muestreada | muestreada
(**) (**)
Staphylococcus | < 100 | < 100 | -- --
aureus ufc/manos ufc/manos
Patdégeno Ausencia /| Ausencia [/ | Ausencia /| Ausencia [/
manos manos superficie superficie
muestreada | muestreada
(*) En las operaciones analiticas, estos valores con indicadores de
ausencia.
(**) Para 4 utensilios.

Fuente: Norma Peruana 346583
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6.3. Requisitos microbiolégicos de ambientes

No existe en el pais una norma que especifique los requisitos que deben cumplir los

ambientes de las fabricas procesadoras de alimentos por lo que se ha tomado como

referencia La norma de Control microbiolégico del aire de Norpacific. S.A. la cual

indica que controles realizar en la industria alimentaria pero no establece limites de

aceptacion, como se puede apreciar en la siguiente tabla.

Tabla 18: Control microbioldgico del aire.

PRINCIPALES APLICACIONES DEL CONTROL MICROBIOLOGICO DEL AIRE

SECTOR DE ACTIVDAD PARAMETRO A MICROORGANISMOS
CONTROLAR BUSCADOS
FLORA AEROBIOA
HIGIENE DE LA | MESOFILA
PRODUCCION FLORA FUNGICA
(en actividad) GERMENES
INDUSTRIA ALIMENTICIA ESPECIFICOS:

MANTENIMIENTO DE
HIGIENE

(sin actividad)

MUCOR- PENICILLIUM
SPP.- APERGILLUS
ENTEROCOCOS
STAFILOCOCOS

BODEGAS
INDUSTRIALES

CONTROL DESPUES DE
LA DESINFECCION

FLORA
MESOFILA
FLORA FUNGICA
APERGILLUS sp.
ENTEROCOCOS
STAFILOCOCOS

AEROBIOA

Fuente: Norpacific. S.A.
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6.4. Muestreo

El método de muestreo debe estar en funcién de las caracteristicas de la superficie o
ambiente a muestrear. Este tiene que ser realizado por personal autorizado que tenga
la formacion apropiada para llevarlo a cabo, el mismo que tendrd que tomar las
medidas adecuadas para evitar la contaminacidon durante la toma y envio de las

muestras.

Utilizar material estéril para la toma y envié de la muestra, el tiempo transcurrido
entre la toma de la muestra y la entrega debe ser el menor posible. En cada muestra
tomada colocar una tarjeta que incluya un nimero de identificacién y la fecha de
muestreo y a la muestra enviada al laboratorio adjuntar un acta de muestreo, la cual

debe contener los siguientes datos:

Lugar, fecha y hora de realizacion del muestreo.

- NuUmero de identificacion de la muestra

- Area o Superficie muestreada

- Método de muestreo empleado

- Numero de muestras tomadas

- Observaciones

- Nombres, firmas y direcciones de las partes interesadas

6.4.1.Muestreo de superficies

El muestreo en superficies se realiza mediante tres métodos que se describen en

la siguiente figura.



http://biosolutions.com.c

o/nrod’ _html

Método de la Esponja

Se emplea principalmente para
muestrear superficies de gran
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Figura 61: Muestreo de superficies
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Método del Enjuague
Se aplica para el muestreo de manos,

objetos pequefios y superficies
interiores de envases,empaques,
botellas , etc.

UMENTOS/UsoODweb.htm

Los procedimientos de muestreo de cada uno de estos metodos se presentan a

continuacion:



http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://biosolutions.com.co/prod5.html
http://biosolutions.com.co/prod5.html
http://platea.pntic.mec.es/~jpascual/globe/USO%20DE%20INSTRUMENTOS/UsoODweb.htm
http://platea.pntic.mec.es/~jpascual/globe/USO%20DE%20INSTRUMENTOS/UsoODweb.htm
http://platea.pntic.mec.es/~jpascual/globe/USO%20DE%20INSTRUMENTOS/UsoODweb.htm
http://platea.pntic.mec.es/~jpascual/globe/USO%20DE%20INSTRUMENTOS/UsoODweb.htm
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Figura 62: Procedimiento de muestreo con el método del hisopo

Adicionar en un tubo de ensayo 10cm?® de solucién diluyente
estéril (agua peptonada 0,1%)

Colocar una plantilla (de 10cm x 10cm) sobre la superficie a
muestrear

Humedecer el hisopo en la solucion diluyente contenida en el
tubo de ensayo

Presionar ligeramente el hisopo en la pared del tubo para

quitar el exceso de liquido y sacarlo del tubo

Inemediatamente con el hisopo frotar 4 veces por toda el &rea
delimitada por la plantilla

Colocar el hisopo en el tubo que contiene la solucion
diluyente y etiquetar la muestra

Mantener la muestra a una temperatura menor a 10°C hasta
gue se realice el analisis (maximo 24 horas)
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Figura 63: Procedimiento de muestreo con el método de la esponja

Humedecer la esponja

con 10cm? de solucion

diluyente estéril (agua
peptonada 0,1%)

Retirar la esponja de su
envoltura con una pinza |ere
esteéril

En superficies regulares
colocar un plantilla de
10cm x 10cm y en
superficies irregulares
tratar de abarcarla mayor
area posible

En condiciones
asépticas frotar la
superficie a muestrear

Mantener la muestra a
una temperatura menor
a 10°C hasta que se
realice el analisis
(méximo 24 horas)

Colocar la esponja en
un frasco estéril que

contiene 90cm? de
solucion diluyente
(agua peptonada 0,1%)

Figura 64: Procedimiento de muestreo con el método del enjuague para recipientes

Colocar el liquido
en un frasco estéril

y cerrarlo
herméticamente

3) Mantener
la muestra
Vaciar 100cm3 de auna
agua peptonada temperatur
al 0,1% en el Asit amenora
U itar
recipiente a g °
fuertemente el 10°C hasta
muestrear . que se
recipiente a realice el
. muestrear P
andlisis
(maximo

24 horas)
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Figura 65: Procedimiento de muestreo con el método del enjuague para manos

Vaciar 100cm?® de agua
peptonada al 0,1% en
una bolsa plastica
estéril

Introducir las manos
en la bolsa hasta la
altura de la mufieca

Pedir al manipulador
gue realice un frotado
de los dedos y palma
de la mano por 1
minuto

Retirar las manos
cuidadosamente

Colocar el liquido en
un frasco estéril y
cerrarlo
herméticamente

a 10°C hasta que se
realice el analisis
(maximo 24 horas)

Mantener la muestra a
una temperatura menor
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Figura 66: Procedimiento de muestreo con el método del enjuague para objetos

pequefios

Colocar Retirar el
100cm3 Introducir objeto m%gg:f;grdﬁ a
~de el objeto colocado temperatura
diluyente pequefio con una P o
en el inza menor a 10°C
(agua pinz: hasta que se
peptonad frascoy esteéril y realice el
a 0,1%) agitar cerrar analisis
en un vigorosa hermétic (Méaximo 24
frasco mente amente horas)
estéril el frasco
~ - -/ — . J

Ademas de los procedimientos antes descritos el muestreo de superficies puede
ser realizado mediante contacto o impresion utilizado placas Petrifiilm o Paletas
de agar, las cuales después del muestreo deben ser incubadas inmediatamente.

Foto 29: Paleta de agar y Placas Petrifilm

Fuente: http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-

297src=related normal&rel=3514839

Las paletas de agar vienen preparadas y con el medio de cultivo deseado por lo

que su uso es directo sobre la superficie, el procedimiento es el siguiente:


http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839

Presionar

ligeramente

la paleta
sobe la

superficie a

ser

analizada
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superficies

Figura 67: Procedimiento de muestreo con Paletas de agar para analisis de

Incubar la paleta
a la temperatura
adecuada para el
microorganismo
que este siendo
analizado

http://www.slideshare.net/tigerland/c

ontrol-superficies-

297?src=related normal&rel=3514839

El muestreo con placas Petrifilm es diferente para manos y superficies, estos de

los puede apreciar en las siguientes figuras.

Figura 68: Procedimiento de muestreo con placas Petrifilm para analisis de manos

a4 )

*Levantar el
film
superior e
hidratar el
area
circular de
la placa
con 1cms3

agua
peptonada
0,1%

—

N
2

*Cerrar el film
superior y
aplicar el

difusor para
esparcir y
dejar
gelificar a
temperatura
ambiente por
minimo 30

\ minutos  J

*Sin tocar
el area
circular
que fue

hidratada
levantar el
film
superior

~ K

*Tocar el area
circular
hidratada con
los dedos de
la mano que
sera
analizada e
inmediatamen
te bajar el film

. © incubar )



http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
http://www.slideshare.net/tigerland/control-superficies-29?src=related_normal&rel=3514839
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Figura 69: Procedimiento de muestreo con placas Petrifilm para andlisis de superficies

Aplicar el area del
film que fue
Sin tocar el hidratada sobre la
area circular superficie que
que fue sera analizada

Levantar el Cerrar el film
film superior superior y aplicar
e hidratar el el difusor para
area circular esparciry dejar

de la placa gelificar a

con 1cm3 temperatura
agua ambiente por

peptonada minimo 30
0,1% minutos

hidratada presionando
levantar el ligeramente e
film superior inmediatamente
bajar el film e
incubar

6.4.2. Muestreo de ambientes

Para escoger los lugres donde se tomaran las muestras de aire, es importante
gue se conozca bien la ubicacién de la planta, cual es el recorrido del viento
dentro de la planta es decir donde entra y por donde sale, y se identifiquen los
puntos estratégicos en donde es indispensable determinar la calidad

microbiolégica del mismo.

El muestreo en ambientes se realiza mediante dos procedimientos que se

describe a continuacion dependiendo de la técnica de andlisis que se va a utilizar:
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Figura 70: Procedimiento de muestreo de ambientes con Cajas petri

*Preparar el medio de cultivo de acuerdo al microorganismo
que se desee analizar

«Colocar entre 10 y 15 cm?3 de agar en una Caja Petri

*Dejar gelificar a temperatura ambiente en un ambiente
aseptico

+ Abrir la caja sin tocar el medio de cultivo que contiene

*Exponer la placa al ambiente por 15minutos

*Cerrar la caja herméticamente.

- C-C-C-C- K- 4

Figura 71: Procedimiento de muestreo de ambientes con placas Petrifilm

Levantar el film superior e hidratar el drea
circular de la placa con 1cm? agua
peptonada 0,1%

Cerrar el film superior y aplicar el difusor
para esparcir y dejar gelificar a temperatura
ambiente por minimo 30 minutos

Sin tocar el area circular que fue hidratada
levantar el film superior

Exponer la placa al ambiente por 15minutos

Bajar el film cuidadosamente
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6.5. Técnicas tradicionales y rapidas de anéalisis microbioldgico de superficies

Luego del muestreo de las superficies se deben realizar los siguientes analisis:

a)

b)

c)

d)

e)

Aerobios mesofilos

Estas técnicas podemos observarlas en el capitulo anterior (4.7.1-a y 4.7.2-))

Coliformes totales

Las técnicas se realizan como se ha explicado en el capitulo anterior (4. 7.1-d
y 4.7.2-K)

Staphylococcus aureus

La determinacion de S. aureus mediante las técnicas se encuentran citadas en

el capitulo anterior (4. 7.1-fy 4.7.2-1).

Mohos y levaduras

Estas técnicas se encuentran especificadas en el capitulo anterior (4.7.1-g vy
4.7.2-m)

Salmonella
La determinacion de Salmonella se debe realizar mediante las técnicas se
encuentran citadas en el capitulo anterior (4.7.1-h y 4.7.2-n).

6.6. Técnicas tradicionales y rapidas de andlisis microbiolégico de ambientes

De acuerdo a los requisitos de la Norma de control microbiol6gico del aire se debe

analizar

Aerobios mesofilos, Staphylococcus aureus, Mohos y Levaduras en

ambientes. En comparacion con las técnicas de andlisis superficies estas varian en la

obtencién de la muestra, ya que esta es tomada directamente en los medios de cultivo

o Petrifilm, y Unicamente se tiene que incubar las muestras a las temperaturas

adecuadas.
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CAPITULO VI

COSTOS PARA LA IMPLEMENTACION DE UN LABORATORIO BASICO EN CUANTO A
EQUIPOS Y MATERIALES SE REFIERE.

4.1. Introduccion

Para llevar a cabo un control microbiolégico de los alimentos es necesario disponer de
un laboratorio para la manipulacién de las muestras, preparacion de estas para el
ensayo y para realizar el analisis. Este laboratorio debe contar con una dotacion
minima de equipos como por ejemplo, autoclave, balanzas, incubadora, pH metro, etc.;
ademas debe disponer de medios de cultivo, reactivos y materiales de laboratorio para
llevar a cabo las técnicas de muestreo y analisis. Por esta razén se ha creido conveniente
proporcionar a los usuarios de esta guia informacion acerca de los costos aproximados que

tendria la implementacion de un laboratorio basico de microbiologia.

4.2. Cotizaciones

EQUIPOS COSTO

Bafio de agua con regulador de temperatura 116,18
95,89
130,58

116,18

Contador de colonias.

Balanza de capacidad no superior a 25009 y de 0,1g de sensibilidad.
Incubador regulable (25° a 70°C).

Autoclave. 1.226,00
Refrigeradora pequefia 340,00

Microscopio 1500,00
Estufa de secado, con regulador de temperatura. 1.350,00
Molino de carne para laboratorio 165,00
Licuadora de 8000 a 45000 rpm, con vaso de metal o vidrio autoclavables. 105,99
Mechero Bunsen 15,00

Microondas 145,00

$
$
$
$
$
$
pH-metro. $ 75,99
$
$
$
$
$
$
$

TOTAL: 5275,82
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MATERIALES COSTO

Cajas Petri (paquete de 25 unidades) $ 35,50
Erlenmeyer de 100cm?®, $ 3,25
Erlenmeyer de 250cm®, $ 5,60
Erlenmeyer de 500cm® $ 7,90
Erlenmeyer de 1000cm’ $ 12,30
Pipetas seroldgica de punta ancha de 1cm® $ 5,30
Pipetas serologica de punta ancha de 10cm’® $ 6,50
Pipetas Pasteur. $ 8,00
Gradillas para tubos de ensayo $ 5,00
Tubos de ensayos estériles con tapones de goma. $ 0,75
Tubos Durhan de 50 x 6 mm $ 1,20
Asa de inoculacion (3 unidades) $ 4,30
Aguja de inoculacion, hecha preferiblemente de alambre de micrén o de platino-

iridio. $ 0,99
Caja de placas porta objetos $ 45,00
Varillas de vidrio en forma de L. $ 4,50
Pinzas $ 6,00
Espatulas $ 7,80
Tijeras $ 1,00
Agar-Agar $ 25,00
Agar verde brillante $ 27,60
Petrifilm (paquete de 25 unidades) Coliformes totales $ 25,50
Petrifilm (paquete de 25 unidades) E. coli $ 49,00
Petrifilm (paquete de 25 unidades) S. aureus $ 64,00
Jarras anaerobicas o cualquier equipo adecuado para el cultivo anaerobio. $ 125,00
Frascos de vidrio para muestreo con tapa rosca, autoclavables $ 25,00
TOTAL: $ 502,00
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CONCLUSIONES

El desarrollo del presente trabajo nos permite establecer las siguientes conclusiones:

- En el analisis microbioldgico de alimentos es de suma importancia realizar un adecuado
muestreo, transporte, conservacion y preparacion de la muestra, ya que en gran medida la
confiabilidad de resultados dependeran de como se hayan llevado a cabo estos; por lo que
es necesario que el personal encargado del muestreo conozca la naturaleza de la muestra,
forma de conservacion de la misma y la cantidad de unidades de muestreo que deben

obtener para que la muestra sea representativa del lote de producto.

- Los métodos microbiolégicos estandares o tradicionales, son empleados por numerosos
laboratorios a nivel mundial para la deteccion de microorganismos de forma precisa y para
la confirmacion de positivos que no pueden ser realizados por las pruebas tamiz o pruebas
rapidas. Sin embargo estos se caracterizan por ser laboriosos, emplear grandes volimenes
de diluyentes, reactivos y medios de cultivo y por requerir un tiempo considerable para la

obtencién de los resultados.

- Las técnicas rapidas de microbiologia permiten el aislamiento, identificacién y recuento de
microorganismos con precision, de manera sencilla y en corto tiempo, lo cual facilita analizar
un nimero elevado de muestras, liberar lotes de produccion a tiempo y tomar decisiones
inmediatas. Pero la aplicacion de estas técnicas rapidas no excluye las etapas de pre-
enriguecimiento y enriquecimiento selectivo, ni la confirmacion de resultados positivos por

las técnicas estandares.
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RECOMENDACIONES

- Se recomienda que la preparacién de los diluyentes, medios de cultivo y reactivos se
realice siguiendo las instrucciones y procedimientos especificados en la Norma Técnica
Ecuatoriana 1529-1:99

- Se recomienda que las microempresas utilicen las técnicas rapidas que ademas de las
ventajas antes descritas estan reconocidas y aprobadas por organismos competentes a
nivel nacional e internacional como el Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical
“Leopoldo Izquieta Pérez” (INHMT), La AOAC Internacional, EI Manual de Analisis
Bacteriologico de la FDA de los Estados Unidos (BAM) o La Organizacién Nacional

Francesa de Estandarizacion (AFNOR), entre otras.
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