UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA

FACULTAD DE AGRONOMIA

 ANALISIS MICROBIOLOGICO DE PRODUCTOS LACTEQS "

i

TESIS PROFESIONAL
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
INGENIERO AGRONOMO  FITOTECNISTA
P R E S E N T A
MA. GUADALUPE TOSCANQ  LOPEZ
Las Agujas Mpio. de Zapopan Jal. Nov. 1992




e
e ‘-{'i::w
qg%?’ _ e ESCOLARTOAD )
EL{:‘.?Z'J EXPECIENTE
UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA woworo (493 37 ..
FACULTAD DE AGRONDMIA

@7 de Septiembre de 1992,

C. PROFESORES:
QFB. THELMA GPE. CARRILLO ROURIGUEZ, PIRECTOR

M,C, SALVADOR MENA MUNGUTA, ASESOR
MVZ. ADRIANA NATHAL VERA, ASESOR

Con toda atencién me permito hacer de su conocimiento, que habiendo side
aprohsdo el Tema de Tesis:

" ANALTSIS MICROBfOLGGICU VE PREODUCTOS LACTECS.™

presentado por el {los) PASANTE (ES) o0 oiADAINPE TOSCANS LOBEZ

han sido ustedes designados Direcior y Asescres, respectivamente, pard -
el desarrollc de la misma.

Rueqo. a ustedes se sirvan hacer del conocimiento de esta Direccidm su -
Dictamen en & revisidn de 13 mencionada Tesis. Entre tanto, me es grate
reiterarles las sequridades de mi atenta y distinguida consideracidn.

ATENTAMENTE
VPIENSA Y TRABAJA"
"Afi0 DEL BICENTENARIO™
EL SECRETARIO

:

M.C. SALVAPOR HENA MUNGUTA

mam

Ay

LAS AGUIAS,

MUNICIPMO DE ZAPOPAN, JALISCO -——-—-"-—'/



Al roninstar cste aficke oifese (echia e n

Seccién ESCOLARIDAD....

UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA Expedietie .......oeeen.
PACULTAD DI AGRONOMIA | C Nmme. 0299192

07 de Sepfiembre de 1927,

ING. JOSE ANTONIO SANDOVAL MADRIGAL
DIRECTOR DE LA FACULTAD DE AGRONOMIA
DE LA UNIVERSIDAD DE GUADALAJARA
PRESENTE

Habiendo side revisada la Tesis del (los) Pasante (es)
MA. GUADALUPE TOSCAND LOPEZ

titulada:

" ANALTSIS MICRCUBIQLOGICO GE PREODUCTOS LACTEDS."

Damos nuestra Aprobacifn pars laz Impresifn de la misma.

DIRECTOR

-l—'—‘“"‘--‘ / - ~ - —
e g P g L ”E;?

QFB. THELMA GPE. CARRILLO RUTRIGUEZ
ASESOR o ' ' ' ASESOR

3721

EaAS AGIIAS, MUNTCTPLO DIE ZAPOPAN IALL APARTADO POSTAL NUM, 179/TEL. 21-79-92



A TI DIGs:
Por derme la oportunidad

de ser lo que soy.
GHACIAS,

Sr. Ing. lgnacie Moara Luna,

a ‘quien tanto admirec y agradezco
profundamente, el apoyo que me did
para lograr uno de mis mas grandes
anhelos,

A mi guerida Universidad
de Guadalajara y Facultad
de Agronomia,

A mis asesores: :
M.V,Z. Adriana Nathal Vera,
M.C. Salvador Mena Munguia,

A usted maestra Thelma Gpe,
Carrillo de Camacheo, quien
compartio conmigo sus cono-
cimientos y me motivé para
superarme cada dia més.



A ustedes .F,B,
Cristina Torres de Zatarain

y T.d.F, Esther Michel de Mora,
con mucho carine y agradecimiento

por darme parte de su valioso

tiempo por mis ideales.

A la Lic, T.5, Martha Toscano de
Ramirez, con grén carific y agra-
decimiento por sus conocimientos
que tan desinteresadamente me -~
trasmitié para la reecllzecidn de
la presente tésis.

GRACIAS: Dy, Ramdn Cervantes Munguia.

Lic. Carlos itios Camarena.
Lic, Rodolfo Antén Valencisa,
Por su ayuda para lagrar la culminacidn

de mis estudios.

A, Ma, del Rosario Toscano L.
Por su valiosa ayuda,



A mi MALRE:

A quien tanto quiero y admiro
por cnseiiarnos con su ejemplo

a enfrentar la vida con desicién
y fortaleza.

Con mucho carific a mis hermanas,

A 1ns Ings. Unims.

Dlance y Pepe Moreno y Sahagun,



INDICE

CAMITLLO T,

INTHULDLCCIUN,

JUSTIFICACION,

OBIETIVUS GENERALES Y PARTICULARES,
NIBGTINE 1S,

CAPITLLD 11.

MARCO TEWRICU Y REFERENCIAL.

Antecedentes histéricos.

Fundamentacién Juridica.

Téenicas y Procedimientos de anélisis,
Toma de Muestra,

Preparacidn de La Muestra,

Preparacidn de las dilucicnes decimales,
Cuenta de bacterins mesofilicas aerobias.

Cuenta de organismos coliformes,

Nimero mas probable de coliformes fecales (NMP)

Cuenta de hongos y levaduras,
Cuenta de Staphylecoccus aureus.
Investigacidn de Salmonella,

CArXTULO iIxl.
DESENG W LA INVESTIGACION,

CAPITULD IV
INTERFRETACION DE RESULTADOS,.

CAYITULO V.
CUNCLLSTIONLS,

BIBLIVGRAFIA.

ANEXUS,

Preparacién de reactives y colorantes,

PAGINAS,

11
iz
13

15
17
26
27

a2
36
42
46
53
56
64

&4

82

835

87



INTRUDUCCION,

Log productos lActeos comprenden varios alimentos -
perecederos elaborados a partir de la leche, siendo los prin-
cipales: guesos, crema, mantequillss, helados y leches acidi-
ficadas, Dado que estos alimentos poseen las caracteristicas
¥ elementos necesarios para el desarrollo bacteriano, el con-
trol microbiolbgico de estos es indispensable para evaluar —-
leg condiciones higiénicas en que fueron elaborados, la efi~-
ciencia de los procesog a gue fueron sometidos y para determi
nar la vida 0til Jdel producto y los posibles riesgos al consu
midor, pare su amplia diatribucidn y consumo. Ya que son ipge
rides en forma directa sin tratamienio previo.

Devido a gue cada uno de estos productos presentan
diferentes caracteristicas, los riesgos a la gsalud tembién —
son diversos.

Los guesos pueden ser frescos o maduros, en forza =
natural o por adicién de cultives bacteriancs o de hongos, =
son producidos a partir de leche, por la sccidn de cuajo enzi
mas por ello ademis de reunir todos los elementos nutritivos
también contienen las condiciones de humedad para el desarro-
ilo de muchos microorganismos.

La erema aunyue en menor proporcidn contiene todos
los elementos de la leche, conteniendo de un 30 a 37% de gra=-
sa; por lo que es un alimento muy suceptible de contaming~ —~-
cilbn, '

Ln manteguilla debido a que es preparada a partir
de la crema de leche au contenido grado no es propicio para -
el desarrollo de microorganismos, Sin embargo puede contami-—m
narse por la mala calided de ia materia prima, y el agua uti-
tizada en su fabricacidn,
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Desarrollindose generalmente los microorganismos en
los gotas de agua que se encuentran enire los glébulos de gra-
sa, Las principales alteraciocnes de este slimento los producen
los hongos,

Los heledos son alimentos congelados obtenidos por la
mezcla de diversos ingredientes tales comoi suere de leche, lg
che en polvo, leche, estambilizantes, edulcorantes y emulsifi--
cantes. Pueden estar pdicionados de frutas congeledas, frescas
concentradas, desecadas, nueces, con saborizantes naturales o
artificiales,

Por ellos cualguiera de estos productos pueden contri
buir con su carga microbiana a la contaminacidén del producto =
final,

Las leches acidificadas se elaboran a partir de lecha
pastocurizada acidificeda por cultivos lécteocs, Por elle su ca-
lidad senitaria esta relacionada con la materia prima utiliza-
da, ¥y su contaminacidén puede deberse a malas précticas higiéni
cas en su preparacidn, conservacidn y manejo.
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JUSTIFICACIUN,

El presente trabajo es un estudio basado en ml expe~
riencia profesional, sobre los riesgoes potenciales a la salud,
originndos por el consumo de productos lActeos que se expenden
ignorando la flora microblana que se desarrolla en este tipo -
de sustratos, por no llevar a cabo los anfilisis microbioldgi—m
cos para detectar la calidad sanitaria desde la materia prima,
producto terminado, elmacenamiento y distribucidn, mismo que -
pone en peligro la salud de el consumidor, ya que esto conlle=-
va o un deficiente control de calidad, disminhuyende asi compe-
titividad en el mercado,

Por lo anterior es fue ha surgido la inquietud de in
vestigar y dar & conocer & iodas aquellas personas lnteresadas
en aplicar las técnicas de anhlisis microbioldgices, para ele-
var la calidad de dichos productos ldcteos en beneficio de su
propia industria, Asi como de la potlacibén consumidora. Por -
ello es que se ha investigado en la Secretaris de Salud, lasg -
téenican establecidas por esta destinadas a garantizar la ino-
cuidad de estos productos, A fin de proteger la salud y bienea
tar de la sociedad consumidora.
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OBJETI1IVOS .
OBJETIVO GENERAL

Describir las diferentes técnicas y procedimientos
en el anfilisis de productos l&cteos esteblecldos por la Se-=
cretaria de Selud.

OBJETIVUS PARTICULARES.

1.1 Elevar el nivel de salud en la poblacibn consu
midora de productos licteos,

1.2 Promover la calidad saniteria en el manejo y =
eloborncién, tanto en la materia prima como de producto ter-
minado en lo referente a lacteos,

1.3 Describir las téchicas ¥ procedimientog del ==
analisis microbiolégice en la elaboracién y manejo de produc
tos lécteos,
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HIPQTES IS,

l.« El consumir preductos lécteos sometidos a control
de calidad microbioligica, disminuye el indice de enfermedades
en la poblacidén consumidora, y por ende eleva el nivel de sa-—
lud,

2,- Al utilizar adecuadamente laa técpnicas y procedi-
mientos se elevarhd la calidad sanitaria en el manejo y elabora
cidn, tanto de la materiam prima como en el producto terminado-
en lo que se refiere a lécteos,

3.« Lag técnicas y procedimientos a los que se sujeta
la elaboracién de productos lécteos, consiste en el anAlisis -
del producto terminado y la normatividad establecida por la —-
Secretaria de la Salud.
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ANTECEDENTES HISTOUORICO S,

A travez del tiempo tanto los industriales come los
organismos e instituciones oficieles, encargados del control
microbiollgico de los alimentos, llugaron a la conclusién que
no hasta ecncontrar el significado de 1los grupos y especies de
los microorganismos, asi como eontar con normas standars o es
pecificaciones microbioldgicas gue deben cumplir leos alimen-—-
tos, 3i no estd basada en el empleo de métodos efectivos para
la doteccidén y el recuento de los microorganismos correspon-—-
dientes; si no se cuenta con técnicas y métodos que sirvan de
Tundonento.

Con este fin, en 1962 se constituy§ el Comité Inter
nacional de Norwas Microbioldgicas para Alimentos, (ICMSF), -
dependiente de la Asoclacidn Iaternacional de Sociedades de =
Microbiologia (IAMS). Este comité intenta contribuir a la ta-
rea de promocionar normas de calificacidn comparables a los -
paises que tienen montadoe un servicio cos medios sbundantes -
para el control de los alimentos, y procedimientos fittles a -
los pofses en desarrello, intenta también eatimular las geran
tias sanitarias en el comercio internacional de alimentos y -
obviar las dificultades producidas por opiniones y normas no
correctas acerca del significado del contenide microbianc de
los alimentos,

Los miembros de este €omité pertenecen a organismos
cficiales relacienades coen la senidad o la agricultura, ¢ tra
bajan en la induvstria o en las universidades, y por ello, - -
aportan y representan intereses variados, En el Comite estidn
representados 19 laboratoriocs de 11 paises,

Las reuniones realizadas en Cembridge, Inglaterra =
y Yiena, Austria (1963), Mosci, Rusia (1966) y Londres Ingla-
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~terra, 1867 del ICM5F. DA a conocer los acuerdos y conclusio=
nes de¢ dichas reunimnes cuyo fin es triple,

1.~ Sefiala la presencia y el gignificadoe de determi-
nadeos microorganismos en los alimentos.

2.~ Aconseja los métodos més adecuados para la detec
cidn ¥ el recuento de los grupos especificos de microorganig—-
mes tronsmitidos por los alimentos, y para la puests en eviden
cia de les toxines, causantes de intoxicaciones elimeanticias -
cuando ello es realizablae.

3.~ Dar la composicién de los medios de cultive reco
mendados y el modo de su preparacidn, as{ como sefinlar los + -
renctives y las pruebas diagndstices.

En México las técnicas utilizadas en el Laboratorio
Nacional de Salud Plblica, desde 1975 provienen en la mayoria
de los casos, de las recomendaciones hechas por el Comité In--
ternacionnl de Normas Microbiolégicas para Alimentos (ICMS), -
concientes de la importancia de lograr la mlxima uniformidad -
en la metodologia utilizada entre todos los paises,

No obstonte, tomando en cuenta el nivel del desarro-
lle técnico de nuestro pals en esta especialidad y por razones
de carfcter econdmico, se han introdvcido wodificaciones a fin
de hacerles mas accesibles y précticas. De cualquier forma se
insiste en la necesidad de seguir cada técnica, precissmente =
en los términos que en cade caso se sefialan.
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FUNDAMENTACION JURIDICA (1)

Siendo presidente Constitucicnal de los Estados Unji-
dos Mexicanos Miguel de la Madrid Hurtedo, El Congreso de los
Estados Unides Mexicanos, decretd la Ley General de Salud, -~
siendo publicada en el Diario Oficial de la Federacibdn el dfa
7 de febrero de 1984, E) Capitulo Gnico del Titulo Primero, -
referente a las disposiciones generales, a la letra dice:

"Art. 12,- La presente ley reglamenta el dereche a la
proteccidn de la salud, que tienc toda persona en los términos
del articulo 42 de la Constitucion Polfitica de los Estados tni
dos Mexicanns, establece las baseB y modalidades para el acce-
80 & los pervicios de salud, y la concurrencia de la Federa- -~
¢ién y ilas entidades federativas en materia de salubridad gene
ral, Es de aplicacidonh en toda la Repiblica y sus disposiciones
son de orden pliblico en interés social,

Art, 2°,- El derecho a la proteccién de la selud, tie
ne las siguientes finalidades:

I.,- El bienestar fisice y mental del hombre para con=
tribuir al ejercicic plenc de sus'capacidades;

11.- La prolongacidn y el mejoramiento de la calidad
de la vida humana,

I1T.- La proteccién y el acrecentamiento de los valo~
res que coadyuven a la ereacién, conservacibn y disfrute de ~=
condiciones de salud gque contribuyar al desarrclle socialy

{I) Para efectos de este trabajo se tomé en cuenta S0
lamente el articulmdo relativo a la Reglamentacidn Juridice en
Materia de Alimentos, -



18

. I¥.~ La extensidn de actividades solidarias y respunsg
bles de la poblacién en la preservacidn, conservacidén, mejora-
miento ¥y restauracién de la salud;

VII,~ El desarrollo de la ensefianza y la investigacibn
cientifica y tecnolbgica para la salud.

Art, 3%.- Ea los términos de esta ley, es materia de -
salubrided general:

V1I.- La organizaecibn, coordinacidn y vigilencia del «
ejercicio de las actividades profesiocnales, técnicos y auxilia
res para la salud;

VIIY,~ la promicién de la formacién de recuros humanos
para la salud,

IX.-~ La coordinacidn de la investigacidn pare la salud
y el control de ésta en los seres humanos;

X,~ La informacién relativa n las condiciones, recur--
€038 ¥ Bervicios de salud en el pais.

XV,~ La prevensién y el control de las enfermedadegs -
transmigibles;

XX11.- El conirel senitario de productos y servicios ¥y
de su importacidn y exportacidn;

XX1V.~ El contrel saniterio de los establecimientos de
dicailos al proceso de los productos incluido en la fraccidnp —
XXII,

XXV.- El control sanitsrio de la publicidad, de las ac
tividades, procutos y servicios a que se refiere esta ley(
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Articulo 4% Son autoridedes sanitaries:

I.- El Presidente de la Repilhlica;

II,- E] Consejo de 3alud Generalj;

IJ1.- La Secretaria de Salud, ¥

1V.- Los gobiernos de las entidadea federativas, in-
¢luyendo el del Departscento del Distrite Federal,”

Con respecto a las enfermedades transmisibles se con
templa en el Capituloe II.

"Art. 134.- La Secretaria de Salud y los gobiernos de
las entidades federativas, en sus respectivos mbitos de compe
tencla, realizarédn actividades de vigilancia epidemioldgica, -
de prevencidn y control de las siguientes enfermedades trapsmi
gibles:

I,- Clera, fiebre tifoidea, paratifoideas, shigelosis
amibinsis, hepatitis virales, y otras enfermedades infeccioseas
del aparato digestivo.#

1 control sanitario de productos y servicies y de «
su impertacidn y exportacién, se reglamenta en el Titulo Deci-
mosegundo, Capitulo I, Gue corresponde a les Disposiciones co=
mtnes.

"Art., 194.- Pera efectos de este t{tulo, se entiende
por control sanitaric, el conjunte de acciones de orientacidn,
educacidn, muestreo, verificacién y en su caso, aplicacifn de
medidas de seguridad y sancliones, gue ejerce la Secretaria de
Salud, Con la participacibén de los producteres, comercializadpo
res y consumidores, enr base a lo que establecen las normas tég
nicas y otras disposiciones aplicables,

El ejercicio del control sanitario serd aplicable al:



20

1.~ Procese, importacidn y exporiacidn de alimentos,
bebidas no alcohdlicas, bebidas alcohbélicas, productos de per-
funeria, belleza y aseo, tabaco, as{ como de las materias pri-
mas ¥y, en su caso, aditivos que intervengan en su elaboraciéao,

Art, 196.- La Secretarf{a de Salud emitird las normas
técnicag a que deberd sujetarse el proceso de los productoa a
que se refiere este t{tule,

Art, 199.- Corresponde & los Gobiernos de las entida
des foderativas ejercer la verificecibn y control sanitario de
los establecimientos que expendan o suministren al plblico ==
alimentos y bebidas no aleohdlicas ¥ alcohélicas, en estado -~
naturai, wezcledos, preparados, adicionados o accendicionados,
para su consumo dentro y fuera del mismo establecimiento, basén
dose en las normas técnicas que al efecto se emitan,

Art. 203,~ La Secretarfa de Salud, & peticién, del -
titular dé la autorizacidn de un producto, permitird que este
pueda ser elaborade por cualquier fabricante, cuando se cumpla
c¢on los requisites consignados al efecto en esta ley y demfs =
disposiciones aplicables.

Art, 205,- El proceso de los productos a gue se re--
fiere este titulc deberd realizarse en condicioncs higiénicas
sin adulteracldn, conteminacién o alteraciém y de conformidad
con lag disposiciones de esta ley y Qemés aplicables,

Art. 207.- Se considera contaminado el producto o ma
teria prima que contenga microorganismos, hormonas, bacterios-
t&ticos, plaguicidas, particulas radiactivas, materia extraja,
aal como cualguier otra sustancia en cantidades que rebasen -
los limites permisibles establecidos por la Secretaria de Sa~=
lud,”
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La auvtomatizacidén y expedicion de certificados se fun
damenta en el Titulo decimosexto, siendo unicemente de interes
para la presente tésis el Capitulo II. Referente a la revoca—-
cibén de auvtoridades sanitarias.

"Art, 380.~ La autoridad sanitaria competente podri re
vocnr las putorizacilones que haya otorgaedo, en los siguientes
COROS8:

Vi.~ Porgque el producto objeto de la autorizacién no
Be ajuste 0 deje de reunir las especificaciones o requisitos =
aque fijen esta ley, las normas técnicas y demlis disposiciones
generales aplicables;

X.~ Cuando las persobmas, objetos o productos dejem de
reunir las condiciones ¢ requisitos bajo las cuales se hayan -~
otorgade lag autorizaciones.”

Por considerarlo de importancia aplicable a la presen~
te fundamentacidn, el tema de Vigilancia Sanitaria, incluide en
el Capitulo {nico del Titulo décimoseptimo de este cuerpo legal:

"Art. 393,~ Corresponde a la Secretaria de Salud y, & -
los gobiernos gde las entidades federativas, en el Ambito de sus
respectivas competencins, le vigilandia del cumplimiento de = =
este ley y demhs disposiciones que se dicten con base en ella,

Art, 396.- La vigilandia Senitaria se llevari a cabo ~
a través de las sigunientes diligencias:

Y.~ Vieitas de verificacidén a cargo del perscnal expre
semente autorizado por la autoridad sanitaria competente, lle--
var a cabo la verificacién f{sica del cumplimiento de la ley y
deméis disposiciones aplicables.”



A continuscién se trapscriben algunos de los articu~
los incluidos en los Capitulos: I, II,y VI del Titulo decimog
tavo; todos ellos relativos a las medides de seguridad, ias -
sanciones aplicables y los delitos en que pueden incurrir - -
quienes coniravengan lo dispuestoy en esta ley:

Cépitulo I,
Medidas de seguridad Sanitaria.

v"Art. 402,- Se consideran wedides de seguridad lag -

disposiciones que dicte le sutoridad sanitaria competente, de
'confnrmidad con los preceptos de este ley, y demhs disposicig
nes aplicebles, pora proteger la salud de la poblacidén. Las =
medidas de seguridad se aplicarén sin perjuicio de las Bancig
nes gue , en su caso, correspondieren,

Art, 403.« Sop competentes para ordenar ¢ €jecuter -
medidas de seguridad, la Secretarfa de Salud ¥ los gobiernos
de lag entidades federativas, en el Ambito de sus respectivas
competencias.

La participacitn de los municipios estara deterzina-
da por los convenios que celebren coc los gobiernos de las —-
respectivos entidades federativas y por lo que dispongan los
ordenamlentos legales,

Art. 404.- Son medidas de seguridad saniteria les Si
guientesi

VI,~ La destruccidén o control de insectos u otra fan
Ro transmisora ¥y nociva,

XiII.~ Los denis de {ndole sanitaria que determinen
las sutoridades sanitariss competentes, que puedan evitar gue
se ceusen o continfien csusande riesges o dafics & La salud,
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Son de inmediata ejecucidn las medidas de seguridad -
sennladas en el presente articulo.

Art. 414.- El aseguranients de objetos, procuctos o
sustancians, tendriA lugar cuando se lresumsa gque puedan ser no-
civos para la salud de las persenas o carezcan de 1os requisi-
tos esenciales que se ecstablezcan en esta ley. lLa autoridad sg
nitaria competente podrd retenerlos o dejarlos en depdsito has
ta en tento se determine, previo dictamen de laboratorio acre-

ditrdo, cunl serid su destino,

5i el dictamen indicara gue el bien asegurade no es ng
civo pero carece de los requisitos esenciales establecidos en =
esta ley y demfis disposiciones generales aplicables, la autori-
dad sanitaria concederf al interesadv un plazo hasta de treinta
dina para yue tramite el cumplimiento de los requizitos omitiww
dos. 5i dentro de este plazo el interesado no realizara el tré-
mite indicedo o no gestionara la recuperacibn acreditande el --
cumplimiento d¢ lo ordenado por la autoridad sanitaria, sSe enw=
tenderd que la materia del aseguramiento causa abandono y queda
ré a disposicidn de la autoridad sanitaria para su aprovecha- -
miento licito.

3i del dictamen resultara que el bien asegurado es no-
civo, la autoridad saniteria, dentro del plazo estahliecido en -
el anterior pirrafo y previa la cbservancia de la garantiu de =
audiencia, podré determinar que el interesado y bajo la vigilan
cia de aquella someta el bien asegurado a8 un tratamfento que —-=
haga posible su legal aprovechamiento, de ser posible, en cuyo
caso y previo el dictemen de la autoridad sanitaria, el intere-
sado podrd disponer de los bienes que haya sometido & tratamien
to para destinarlos a los fines que le propia autoridad le seng
le,
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Los productos perecedercs ascgurados que se descompon
gan en poder de la autoridad sanitasria, asi como los sbjetos,
productosd o substancias que se encuentren en evidente estado ~
de descomposicibén, mdulteracién o contaminacidén que no lo hagan
apto para su consumo, seran destruidos de inmediato por la autg
ridad sanitaria, la que levantard un acta circunstancial de la
destruccién,

Los productos perecederos que no se reclamen por los -~
intercsndos dentreo de las veinticuatro horas de que hayan sido
asegurados, quedarin a disposicidn sanitaria la que los entrega
rf para su aprovechamiento, de preferencia, a institucicnes de
asistencia social publicas o privadas"

Capitulo II. 3
Sanciones administrativas,

*Art, 416,.- Lasg violaciones a los preceptos de esta --
ley, sus reglamentos y demds disposiciones gque emanen de ella,
seran sancionadas administrativamente por las autoridades sani~
tatian, sin perjunicio de las penas (ue correspondan cuando sean
constitutives de delitos,

Art, 417.- Las senciones administrativas podran ser:

1.~ Amonestacién con apercibimiento.

I1,~ Multa; '

111,-~ Clausura temporal o definitiva, que podri ser --
porcial o total, ¥

IV,~ Arresto hasta por treinta y seis horas.

Art, 418.- Al imponer una sancidn, la autoridad sanita-
ria fundard y wotivard la resolucidn, tomando ¢n cuenta:
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I.- Los defios que se hayan producido o puedan producir
se en la salud de las personas.

11.~ La gravedad de la infraccidn;
1Il.- Las condiciones socicecondémicos del infractor, ¥y
1V.- La calided de reincidente del infractor.

Art., 420,.,=- Se sancionard con multa equivelente de diez
hasta cien veces el salario minimo generel diarto vigente en la
zona econdmica de que se trate, la violacidn de las disposicio-
nes contenidas en los articules 75, 121, 127, 142, 147, 149, —-
153, 205, 304, 306, 307, 3U8, 340, 342, 343, 344, 346, y 413 de
esta ley..."

Capitulo VI,
Delitos,

"Art., 463.- A quien adultere, contamine, altere o permi
ta la sdulteracibn, contaminecifn o elteracifn de elimentos, bg
bidas no alcohdlicas, bebidas alcoholicas, medicamentos o cual-
quier eotra sustancia o producto de uso ¢ consumo humanos, con =
inminente peligre pare la salud, se le aplicari de uno a nueve
afios de prisidn y multa equivalente a cien o mil dies de salp--
rio minimo general, en la zona econdmica de que se trate."
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TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS DE ANALISIS,.

Cusndo se pretende investigar el contenido de microor-
ganismos vives presentes en un alimento, las técnicas y procedi
mientos de andllisis dependen del alimento en cuestiém ya que la
Secretaria de Salud, establece las técnicas y el procediriento
de anAlis as{ como los microorganismcs que deben determinarse -

en cada uno de ellos.

En el caso particular de productes léctecs que es el -
que nos ocupa las determinaciones microbiolégicas, que marca la
Secreteria de Salud son: Cuenta de bacterias mesofflicas, aero~
bias, cuenta de organismos coliformes, nimero mas probable de =-
celiformea fecales (NMP), cuenta de hongos y levaduras, cuenta
de staphylococcus aureus e investigacibn de salmonella.

Por ello las técnicas y procedimientos de anfligis, —-
pera productos lActeos son tan diversas, ya que dependen de las
determinaciones microbiolbgicas, anteriormente menciocnadas. Y -
que A continuacidn se describe para cada caso ea particuler.
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TOMA DE MUESTHA.

La toma de muestra con fines bacterielégilces, requiere
de utencilios y material estéril,

La muestre puede consistir en paquetes o envases origi
nales cerrados, listos para la venta ¢ en muestras tomadas a -
granel; el tomafio de la muestra ne debe mer menor de 100 grs,

Cuando el producté lActeo se encuentre en paquetes o -
envases originales deberf tomarse el anflimero de paquetes repre-
sentativos del lote; en muestras a granel o de grandes volime-
nes se_haré de acuerdo al alimento.

1.- Para leche acidificadea y crema, homogeneizar per=-
fectamenie y trapsferir la muestra por medio de cucharas de ==
mange largo ¢ frascos estériles de boca anche, Colocar inmedia
{amente las muestras a una temperatura enire 2 y 4 0C, ¥ trang
portarlos al laboratorio, El anfilisis debe efectuarse entre 4
¥ 6 horas después; si no es posible se hard antes de 18 horas,

2.~ Para toma de muestra de quesos blandos o semiduros,
ge tomarh una rebanada en forma de cuiia, cortada con un cuchi-
1llo estéril y haciendo el corte desde el centro del gueso, La
capa superficial no comestible debe eliminarse antes de trans=
ferir el resto al recipiente o holsa de plastico estériles.

En casc de quesos grandes de consistencia dura es con-
veniente el usc de un muestreador para guesos, que deberi sepr
insertado en forma oblicum desde la superficie hasta el centro
del queso, penetrando de 10 a 20 centimetros. Colocar las muesg
tras inmediatamente en cajas frias y transportarlas al labora-
toric a una temperatura entre 2 y 4%C, Efectuar el anfligig ==

dentro de las 24 horas de haber toma la muestra,
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3.,=- Fara la toma de muestra de helados, primero se de-
be remover la capa super{icial con una espitula estéril y pos-
tericormente tomar la muestra de diferentes partes, ¢on una cu=
chara de mango largo o esphtula.

En helados estratificados, la mueostra debe contenmer la
misma propercidn un cada copa como tenga el envase original, =
Una vez tomada la muestra, deberd conserverse congelada y nun-
ca dejor que se descongele, tramsporténdola al laberatorio lo
mas pronto posible emn una caja con hielo seco. Deberd enalizar
se dentro de lag 2 a 6 horas siguientes & la toma,

4.~ L.a toma de la muestra de mantequilla & partir de =
bloques, puede efectuarse con un muestreador de mantequilla =
nue se inserte verticalmente en una esquina. S5é pasa la por— =
¢idén a un frasco estéril y se toma otra muesira en la esquina
diagoalmente opuesta.

51 no se cuenta con el muestreador, se pueden tomer =--
porciones con una cuchara, esphtula o cuchillo. La muesira to-
mada no seré menor de 60 grs.

Cumndo es necesario el muestreo de superficie, se toma
rA la muestra por medio de una espltula o un cuchillo de capa
superficial y se trasferird a un frasco estéril de boca ancha,

Lag muesiras de mantequilla no deben estar en ningln -
momento en ¢ontacto con papel ¢ superficies absorbentea, 56 —-
trasportaran refrigerados y se analizardn lo mAs pronto posi-~

“ble. .
5., El transporte y conservacidn de las muestras antes
de su llepadmn al laboratorio, es muy importante para la obten~
cibn de resultados confiables.,
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Uurante el trasporte, ademas del uso de recipientes -
fque tengan la temperatura adecuada para el tipo de muestra, de
be cuidarse la integridad de las mismas, principalmente cuando
se trate de paquetes individuales pequefios de muestras blandas;
evitondo que la presién sobre ellas las deforme, las rompa, -~
origine derrames o provogue que la muestra se ponga en contacto

con &)l exterior de la envoltura,



PREPARACION DE LA MUESTRA.
1.« Crema o leche acidificada.

Limpiar la superficie de la tapa con un algoddn goa =
alcolicl al 70 % y quitarla por medio de una pinza, evitando =
contaminar el interior del recipiente.

Homogenéizar la muestra perfectamente con upa cuchara
de tallo larxo o un agitador. FPesar 10 gra., de la wmuesira en
un frasco que contenga 90 ml,, de sclucibn amortiguadora de -
fosfato estéril y a una temperatura de 35 & 4000, para facili
ter la:.dispersién; esta constituye la diluciém 1:10,

2,= Uueso,

En cosdiciones asépticus y usando los utensilios nece
sariocg para cada tipe de gueso { cuehillos, esphtulas, tuche-
ras, etc,)} desmenuzar y mezclar completamente cada muestra, =
hasta obtener porcicnes representativas,

Pegar 10 gre., y trasferir a un veso de licuadora ¢ =
mortero. Agregar 90 ml,, de solucidn diluyente, Homogeneizar;
la temperatura de dispersidm no debe rebasar los 40°C, Ls di-
lueidn resultante es la 1:10, '

3.~ lielados y Mantequilla,

Pasar en forma aséptica porciones representativas de
helado en un frasce. En el caso de paletas heladas, quitar -
con mucho cuidndo el papel y con una espltule, scparar el he
lado del palito dentro de un frasco estéril, Celocar el fras
co en un baiio de agua & 45°C por no mis de 15 minutos. Peser
10 gra., de la muestra extrayéndela con una pipeta estéril,
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agregar 80 ml,, del diluyente y agitar, Esta constituye la di~
solucidén 1:10,

En caso de la mantequilla, quitar con mucho cuidado
la emvoltura, evitando contaminar e. producto c¢on el exterior
de la misma, Pasarle a un frasco estéril y colocarla a bafio -
maria hasta su fusién, Trepsferir 10 ml,, de la marntequilla -
fundida a 90 ml. de solucidn amortiguadora calentada a 45°C,

Le transferencia se efectila con una pipeta caliente,
introduciéndo en el frasco de dilucién en baiio maria, para syu
dar sl deslizamiento de la mantequilla por la pipeta, La dilu-
c¢ién resultente es de 1:10,

Alternativamente, se puede preparar esta dilucibn -
tomando una porcibén de 50 grs, de mantequilla. (Con una hume—-
dad aproximadamente del 8 % } y agregando 42 ml. del diluyente.

Calentar & baio marfa hasta la fusién de la mantequi
Ila, agitar bien y dejar reposar por no mas de 15 minutos; 1O
ml, de la solucidn equivalente a 1 Er., de mantequilla. Le fu~
sién se efcetua a 45°C,
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PRECARACIUN DI LAS DILUCIONES DLECIMALES,

Independientemente del grupe de microorganismos que
se pretenda enumerar, el procedimientc de la preparacitn de -
las.diluciones deberh realizarse con apego a las directrices
que se describen & centinuacidn, Ya que el incumplimiento de =~
estas condiciones dard lugar a variaciones iwmportantes en los
resultedos, hasta el punto de resultar inutilizebles, Y de - -
esta manera ne es posible comparar los resultados, entre dos =
lahuratorios gue trabajan la misma muestra, ¢on un manejo dife
rente de preparar las diluciones, ni es posible interpretar --
los resultados sucesivos de un lgboratorio, g1 no se lleva ha
cabo la técnica gue & continuacidén se describe:

a).- Para preparar la primera dilucidn se toman 10 =
gr. ¢ 10 ml,, de muestra, y se colocan en un frasco estéril que
contenga 90 mls, de solucidn diluyente, como se indicd para ca-
da tipo de lActeo en preparacidn de la muestra.

Agitar le primera dilucldn 25 veces en 7 segundos, --
hociendo un arco de 30 cmg.} de arriba a abaje, Es jimportante -
efectuar la agitacidén siempre de la misma manera, para cbtener
resultados comparables,

Al realizar ls segunda dilucidén, tomar con una pipets
estéril 10 mls; de la dilucién 110 y transferirlec a un frasco
con 90 mls; de solucidén amortipguadora de fosfatos, Agitar en la
misma forma en gue se indicd anteriormente.

81 se requiere continuar las diluciones de la muestra
geguir los pasos que ilustran los esquemus I y IL seglin conven-
ga.

Para aforar el liquido dé la pipeta, deberd aplicarse
la punte de este en el interior del cuello y mantenerla en - -
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posicion vertical, per lo que &l frasco deberd inclinarse,

llacer les diluciones decimales subsecuentes, utili-
zando una pipeta para csda una.

El vollmen gque se trasfiere no deberd ser menor del
10 % de la capacidad total de la pipeta.
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CUENTA LE BACTERIAS MESOFILIUAS ABRUBIAS,

Dentro del grupo de bacterias mesofilicas serobias =
encontramos una amplia variedad de microorganismos, que tienen
una capacidad de proliberar entre lous 20 y 379C,

Degpendciendo del producto, podemos encontrar entre la
flors mesofilica aerobia, bacilo, cocos, las formas intermedias,
Grempositivas y Gramnegativas, aisladas © sgrupadas en todas =~
las variedades.

Desde el punto fisiocldgice de su patogenicidad tambien
€3 posible encontrar un amplic mosaico de especies y otros gru-
pos tales como: crombgenos, protecliticos, fermentativos, lipo=-
lticos, psicrotréficas, termodiricos, patdgeuncs, saprbfitos, =
etc,

La cuenta de bosterias mesofflicns aerobias, se utili-
za cn los productos lActeons como!

l.~ Indicador de las condiciones de higiene en que ha =
sido manejado el producto. '

2.~ Indica la idoneidad de un ingrediente crudoc gue se
va a incorporar a la moateria prima. '

3.- Para determinar la eflciencia del procese de preser-
vacidn,
4.- Como indicador del valor comercial,

Esta cuenta Be aplica a crems, helados, quesos fundidos
y para untar; mantequilla de mesa gue no han sido adicionadas de
cultivos lficteos, No se efectla en quesos, leches y cremas Acl--
das o mantequilles en las que se han utilizado en su eleboracidn
diversos cultives lacticos,



TECNICA .

La técnica mas utilizada es la de recuento sobre vacia-
do en placa, tuando se pretende investigar el contenido de mi-=-
croorganismes vivos; su fundamento consiste en contar, las colp
nias gque desarrollan en el medio selectivo, después de cierto =
tiempo y temperatura de incubacidn, presuponiendo gque cada colp
nia proviene de un microorganismoc en la muestra bajo estudio.

Le técnica admite numerosas fuentes de variacién, algu-
nas de ellas controlables, pero sujetes a la influencia de vaw==
rios factores,

Dicha técnica no pretende ponmer en evidencia todos los =
microorganismos presentes, Ya que la variedad de especies y sus
distintas necesidades nutricionales, temperatura y atmbésfera, -
hace que el nimorc de coloniass que se manifiesten constituyen -
una cstimacidn de la cifra realmente presente.

No obtante las condiciones adversas seflaladas para su de
sarrolle, pueden lleggr a ser lo bastante reproducibles para dar
significado a los resultados que se obtienen.
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PRUCEDIMIENTO:

Distribuir las cajas estériles en la mesa de trabajo,
de manera que su inoculacidn, la adicidn de los medios de cul=-
tivo y su rotacidn se puedan realizar cbmodu y libremente, - ~
Morcar las cajas en sus tepas con los datos pertinentes a su
ineculacidn.

Fara la preparacién y dilucidn de la muestra seguir -
las indicaciones seiialadas en las pAginas 30, 31, 32 y 33.

Practicar las diluclones declmales que se estipen con=-
venientes de acuerdo con los esquemas I y II,

Usando diferentes pipetas para cada dilucida decimal, -
trapsferir un ml, de cada una a cajas de Petri, previamente iden
tificadas como se ilustra en los esquemas III y IV segin cunven-
go. Aplicando la punta de la pipeta al fondo (e la caja, wientras
escurre el ligquido, .l realizer esta maniobra evitar tode tipo de

contaminacidn,

Agregar de 12 a 15 ml. de agar treiptona extracto de le-
vadura findide y mantenido a temperatura de 45 = 4B%C en bofio de
agua, Mezelarlo con la muestra (6 movimientos de derecha a izqui
erda, 6 en el sentido de las manecillas del reloj, 6 en sentido
coniraric y 6 de atrfs a adelante) sobre una superficie lisa y =
horizental y cuidando que el medio ne meje la cubierta de las ca
jas. bejar solidificar.

Preparar una caja sin inocular para cada frasco de medio
eapleado, . como control de esterilidad,

E)l tiempo transcurrido desde el momento que la muestra
ge incorpora al diluyente, hasta gue finalmente se adiciona el -
medio de cultivoe a las cajas, no excederd de 20 minutos,.
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Incuban las cajas en posicidn invertida a 35°C, duran-
te 48 horas,.

Se seleccionan aquellas cajas donde aparezcan entre 30
¥ 300 colonins para efectuar el recuento, ya que en estas es -

menor el error,

Se cuentan todas las colenias desarrolladas en las plaw
cas scleccionades ( excepto las de honges ) incluyendo les pun-
tiformes. Cuando estas formas de colonias se confunden ¢on pe—-

- rl Iy
quenas perticulas de alimento, se recurre al microscopio para -
resclver estos casos,

Si el nfmero de colonias se estima mayor de 300, y no -
s¢ dispone de placas preparadas econ las dilucicnes subsecuentes,
se cuenta en la mitad 0 en un cuvarto representativo de ella y -
posteriornente se multiplica por 2 o por 4 el npilimero obtenido.

Finalmente el nitmero de colonias obtenidas se multipli-
ca por le inversa de la dilucibn, para obtener el nimero total

de colonies.

Reportar: Cuenta de colonias de bacterias mesofilicas /
g o ml., en placas de agar triptona extracto de levadura incuba
das a 48 hrs. por 359C,
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ESOE Ro, [11
PREPFRACION DE DILLCIUNES £ INCULACION DE CAUAS.
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CUENTA DE URGANISMUS COLIFODS.

Ls definicidén mas completa de este grupo se describe «
como: bacterios merdbias o facultativamente anaerobias, baciles
cortos Gram negativos no esporulados, gue Ifermentan la lactosa
con produccidén de gas gentro de 4B hrs. de jncubncién & 32 = ~—=
350¢,

.ste grupo de microorganismos este cohstituido por los
géneros: Escherichia, Esterobacter, Klebsiella,y Citrobacter, =
pertenecientes a le familie Esterobacteriaceas, Siempre presen=
tes en la materie [ecal del hombre¢ y animales superiores, suaque
tambien las podemos encontrar cn el suelo y los vegetales.

Se les reconuce también como FPsicrofilicas por desarro=-
tlarse & temperuturas menores de 10°C., pero & temperaturas de =
40C ¢ menores impide su proliferacidn y eventualmente entran en
sctividad, Siendo considerable su muerte & 12%C menor a -18°¢C,

e insicnificante & =40PC, gdespuls de 12 meses.

Su desarrollo se vé muy limitedo por conceptraciones sz
linas sup:riuvees al 6 y on general por le actividad de el agua
{(Aw}, bajo cifros menores de 0.935 6 de 0.S35 son inhibitorias =
para Esterobacter aerOgenes ¥ Escherichia ecoli respectivamente,

Un pl por debajo de 4.8, en aiguncs alimentos se tradu-
ce con uns caidg en ¢l nlmero de coliformes.

Por ser bacterias no termodiricus son incapaces g Bobre
vivir a los trntampientos de pasteurizacidn lo que constituye una
de las bases para su empleo como indicador de practicas no higig
nicas en el manejo de los alimentos, que se elaboran con materia
prina pasteurizada como en el caso de los productos lécteos.

Esta cuenta se aplica a todes l1os alimentios lbcteos freg
COB.
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TECNICA.

La presencia y el recuento de organismos coliformes en
productos lécteos, se determina mediante la técnica de vaciado
en placa. Através del emplec de un medio sélide que favorece -
celectivamenie y los diferencia de los microorganismes, con -
los que suelen encontrarse asociados en el alimento,

El criteric para seleccionar esta técnica se basa en la
densidad de gérmenes que se espera encontrar, debido a la com-
posicibn y naturaleza del producto.
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PRUCEDIMIENTG ;

Inocular 1 ml de cada dilucién decimal a una caja Pe-
tri (ver esquema IIX & 1V) utilizando pipetas diferentes; esta
operacidn se puede realizar al mismo tiempo gue la cuenta de -~
hacterias mesofilicas merobias, nimero mas probable de colifoy

mes fecales (MNP) y cuenta de homgos y levaduras,

51 se espera encontrar cifras de coliformes menores de
20 por gr. o ml,, deposita 5 ml, de la dilucidn 1:10 en cajas -
de fetri, 2.2.y 1 mi, respectivamente o distribuir 10 ml, en 3
cajas,

Agregar de 12 a 15 ml, de agur rojo vieleta bilis y ho
mogeneizar como se indicd en cuenta de bocterins mesofilicas -

aerohias, Dejar selidificar.

Agregnr 4 a 5 ml. de medio sobre la superficie y distri
buirlo con movimientos laterales, para que cubra toda la supere——
ficie. Dejar sclidificar.

Incubar las cajas en posicidn invertida de 32 - 359C, -
durante 24 horas.

Selececlonar las cajas que contengan entre 20 y 200 colg
nias, .

Contar como celiformes las colonias de 0.5 a 2 mm. de -
difmetroe de coler rojo oscuro, que exhiban un halo de precipita~
¢idén tipico de colov rojo claro o rosa.

Realizar el cbmputo de las colonias tomandoe en cuenta

Ia dilucidn ¥ el vollimen sembrado.

En caso de haber inoculado 10 ml, en 3 cajas, gumar las

culonics que aprezcan en las 3.
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5i se sembraron 5 ml., sumar las colonias que aparezcan
en los 3 cajas y wmultiplicer per 2, para obteser el ni{mero de -
coloniag por gremo o wililitro.

Reporiar: Cuenta de colonias de organismos coliformes -
por g ¢ ml,
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NUMERO MAS PRUBABLE DE COLIFURMES FECALLS {(NMP). -

£l grupo de coliformes fecales queda definido en fun- -
cibén de la capacidad que exhiben aigunos coliformes para desa-—
rrollarse y realizar algunas actividades bioquinicas & tempera~
tura elevada; pur lo que no incluye una determinada especie, -
aungue la mis prominente, se presume que corresponde a la E. co
ii.

Son también bacterias no termodiricas, suceptibles & la
congelacidén y descongelaciin, desecacidn y acidez excesiva.

E.coli tiene una limitada capacidad psicotréfica y es -
incapaz de proliferar a una concentracidn de NaCl, por encima =
de €% eparentemente e}l gérmen se conduce bastante bien, fuera =
del intestino y es capaz de multiplicarse activamente en los -
alimentes, cuande se le conceden las facilidades necesarias; su
capacidad metabdlica es muy amplia, e incluso se ha demostrado
gue puede degradar insectieida como el lindanc en un medio de -
cultivo.

Esta determinacibn puede aplicarse a helados de nuez, -
coco, fresa y otras [rutas naturales; quesos frescos Yy prepara—
dos con condimentos.
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TECNICA

La técnica que se realiza en el laboratoric para la —-
identificacidén de coliformes fecales en los productos lécteos,
es la de recuento en tubo por diluciin; que consiste en hacer
una estimacién de la densidad de bacterias. ¥a que se conside=
. ra que la concentracién de este grupe de microorganismos si --—
estA presente debe ser minima, esta técrnica para determinar so
lo el grupo de coliformes fecales se basa en los siguientes me
canismost el uso de agentes quimicos inhibideres y lea incuba--
cién a temperaturas elevadas de 44.59C,

La estimacidn que se¢ realiza mediante este técnica tie
ne una base estadistica: la probebilidad de ovbtener tubos de -
cultivo positives, dimminuye conforme es menor el volimen de -
-muestira inoculada, )

E]l método admite diversas fuentes de error, en particu
* lar la heterogeneidad en la distribucifén de los microorganis—-
mos en la muestra y en sus diluciones.

: £n hase a ello se disenaron las teablas llamadas del nf
‘mero mas probable en las que se expresa la concentracidén de —
 gérmenea (ue correspenden a cada combinacidn de tubos positi-—-
-¥o8, permitiendo obtener los valores buscades,

Pars tener un valor probabilistico las cifras consigna
daa en las tablas, constituyen la mejor estimacidn que pucde =
hacerse del nlmero de bacterias en la muestra original, Indi~=
cande sin embargo, los 1imites que con probabilidad de 95% pue
de esperarse en cada caso, {(ver tabla I},
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PROCEDIMIENTQ,

Se selecciona la seric de tubos por utilizar que en ==
este caso es la 3, 3, 3, con diluciones., Preparar y diluir la
muestra como se indica en las piginas 30, 31, 32 y 33,

1.~ Prueba presuntiva:

A los nueve tubos gue contienen cada uno 10 ml,, de ==
calde lauril sulfato triptosa y campana de fermentacidn, mar—-
car 3 a la primera dilucibén, 3 a la segunda dilucidén y 3 a la
tercera dilucidn,

Translerir por triplicado 1 ml, de cada una de las di-
luciones decimales a los tubos identificados previamente: (ver
esquema No, V).

Incubar a 35°C durante 48 hrs,

Despues de este periodo de incubacidn, le presencia de
gas en cualquier contidad en las campanas de fermentacibn, - -
hace poritiva la prueba y remite los {tubos a prueba confirma—
toria.

2.~ Prucbha confirmatoria,

Agitar suavemente los tubos que resultaron positivos;
resembar una asada de cada uno a un tubo que contenga caldo -
bC, de la prucba confirmatoria. Al efectuar esta resiembra —-—
sostener el tube primario (prueba presuntiva) en un ngulo tal
que se pueda tomar la asada evitando la pelicula que pudiera
exiatir en el medio. Sacar el asa del lfquido en sentido per=
pendicular a su superficie, de manera que se forme un menisco
bien definido, (ver esguema No. ¥I},



49

Incubar los tubos en un bafio mafia, con agitacidn « «
congtante a una temperntura de 44.5 ¢ 0.050C, durante 24 ¢ 2
hrs, Considerar la prueba positiva, si hay formacilén de ges en
cualguier cantidad.

(1) Pare productes lfcteos las diluciones utilizadas =
son 1:10, 1:100 ¥y 1:1000.

Bus¢er en la tebla 1, le combinacidn que corresponda -
al nimero de tubos positivos,

Reportar: como NMP de coliformes fecales por gr.
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TABLA No. 1

NUMERO MAS PROBABLE DE ORGANTIMGS

Tubos inoculadas:

3 com 1 mi diluctén 1310 =
2 eonl ml dilucion 11100 ==

3 con X ml dilucidn 1:1, 000 ==

0.1y wmueshua

0. 01 g muesira

0. 001 g muestm

Thbos Positivos NMP/g

Tubos Positives NMP/g

Tubos Positivos NMFP/g

Tubos Positives NMP/g

J J 3 K} g 3 3 3 3 J 3
. (0.1} . (6.0I] {0. 001 (0.1) (0.01) (G, 001 {0.1) (0.01) (9.061) (0.1) {0.01)(0.001)

0 ¢ 0 =3.0 1 0 0 3§ 2 0 0 9.1 3 0 0 23.0
0 0 1 30 1 0 1 72 2 0 1 140 3 0 1 39.0
0 0 2 6.0 1 0 2 11,0 2 0 2 20.0 3 0 2 64.0
0 0 3 9.0 1 0 3 150 2 0 3 260 3 0 3 95.0
0 1 0 3.0 1 1 0 23 2 1 0 1590 2 1 0 4.0
0 1 1 6.1 1 1 1 1m0 2 1 1 200 3 1 1 75.0
0 1 2 9.2 1 1 2 150 2 1 2 270 3 1 2 1200
) 1 3 120 1 1 3 190 2 1 2 2.0 3 1 2 160.0
0 2 ¢ 62 ! 2 0 1.0 2 2 o 21,0 3 2 0 93.0
[4] 2 2 83 1 2 1 15.0 2 2 1 28,0 3 F 1 150.0
g 2 2 120 1 2 2 2000 2 2 2 350 3 2 2 2100
0 2 3 16.0 1 2 3 240 2 2 3 w0 3 2 3 290.0
0 3 0 9.4 1 3 o 160 2 3 g 290 3 3 ¢ 240.0
0 3 1 13.0 1 3 1 200 2 2 1 3.0 3 3 1 460.0
0 3 2 16.0 1 3 2 24,0 2 3 2 4.0 3 2 2 -1,100.0
0 3 2 10,0 1 3 1 29,0 2 3 3 s3,0 3 3 341,100.0
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CUENTA LE HUNGOS-Y LEVADURAS.

Aungue en realidad taxonomicamente las levaduras som -
hongos, en la microbiolegie sanitaria suelen designarse por se
parado. ’

Los hongos y las levaduras son microorganismos gue tie
nen interés como cause de alieracién y como elementos bieldgi-
cos, utilizadas en la mapufactura de algunos alimentos comp:
quesos, Cervezsa, pan, etc.

Ciertos honpos pueden producir al deserrollarse en el
alimento, toxinas con efecto en los alimentos y el hombre, las
gue genericamente reciben el nombre de micotoxinas. Los hongos
tienen gran abundancisa en la naturaleza, siendo muy comunes en
el polvo y la tlerraj las levaduras se desarrollan con facili-
dad en los utensilios y eqguipos defectupsamente iaﬁadus, GUE -
se utilizan en industrias que manejan carbohidratos.

Esta determinacién se aplica a quesos, (con excepcidn
e aquellos que han side madurados con hongos) mantequillas y

leches acidificadas; ge puede aplicar a helados hechos con fru
tes naturales o nueces.



TECNICA

El propbésiteo primario de su investigacién en el labora-
torio consiste en descubrir la exposicién a fuentes de contami-
nacidén y defectuosa conservacién de algunos alimentos. Para - -
ello, 1la técnica que se ha disefiado es la de vaclado en placa =
con el fin de estimar su ebundancia, y no solo su presencia, El
investigar cepay toxigénicas carece hasta el momento, de valor
prhctico,

o

Le pruvebs no se aplica & cualquier tipo de alimento, -
sino solo en mquelles en los que de acuerdo con la experiencia,
permiten correlacionar su hallazgo por encima de ciertos limi—
tes, con prictices saniterias defectuosas en la proeduccibn y al
nacenamiento del alimento,
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PROCEDIMIENTO.

Preparar la muvestra y las diluciones como se indica en
las phginas 30, 31, 32 y 33,

Inocular I ml, de cada dilucibébn a cajas de Petri; se -
puede efectuar al mismo tiempo que se inoculan las cajas para
cuenta de mesofilicos aerobics y coliformes.

Madir 12 - 15 ml. de egor papa dextrosa fundido, en-—
friado y acidificado con &cido tartdrico como se indica en la -
pAgina 51 en la preparacién del medio.

Dejor solidificar e incubar las cajas en posicién inver
tida a 22°9C,

Reviser las cajes a los 3 dias, y coniar las colonias -
que aparezcan debido # que hay colonias de hongos, que se desa-
rrollan profundamente y enmascaran el resultado.

81 no hay crecimiento, incubar 2 dias més.

Contar el nimero de colorias de homgos y levaduras, mul
tiplicar por la ioversa de la dilucién.,

Reportar el nimeroc de colonias de hongos poy gr. ¢ mi.,

y nidmero de colonies de levaduras por gr. o wl, del producto.



CUENTA DE STAPHYLOCUCCUS ALIEULS.
FISTULOGIA,

Lste microorgonismo pertenece a la fumilia Micraococa-
cene, sun cocos Gram positivos, casi perfectos en la furma es-
fériea y llegan a medir de 0.5 a qu'lde difmetro, y aparecen
arrupados en forma de racimo, formando parejas en agrupuacivnes
yequenas, Son aerobics y ancercobios facultativoes, y sus necesi
dades son satislechas focilmente, por medios orginicos iner-
tess incluso por inorglnicous, aunque se han descrito formes -
méviles son casi invariablemente inmbviles.

pi.

Les limites en que puede desarrollarse esta bacteria
son relativamente estrechos entre 4.8 y 7.6, por ello crecen -
major en alimentos neutros o cercanos a la neutralidad,

ACTIVIial DEL AGUA.

La minima actividad de agua es de 0,86 a 0,90, que -~
permite el crecimiento de S. aureus. Pueden crecer a niveles
de sal altos, la mayoria crece a un 10% de NaCl, siendo algu-
nos capaces de crecer en 20%.

TEMUERATLI -

Se multiplican s temperaturas entre 10 y 45°C, en -
slimentos contaminados con pequenas cantidades de 5. aureus,
se neutraliza la posibilidad de formacidn de toxina cuanido el
producto se'refrigera por debajo de 10%C. o se calienta por =

encima de GOOC, hasta el momento de su consumo,
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Aungue el microorganisme €8 destruide facilmente por -
el calor de ls pasteurizacidn y los métodos normales de la coc-
cién, la toxina gue produce. es més resistente al calor; es des-
truide gredualmente mediante ebullicidn durante 30 minutos como
minimo. Pudiendo seguir activa mediante un cocinado ligero,

ACTIVIDAL BIUWUIMICA.

LicGa la gelatina, reduce los nitrates a nitrites y --
emeniaco, no hidroliza el aimidén, generalmente fermentan la —-
lactosa, sscarosa, mnltosa, glicerol, manosa, fructussa y el -
manitol, No fermentan dulcitel, L-xilosa, ramnosa, L-arabinosa,
D-gorbitol, celobiosa y dextrina, coogula el plusma sanguineo,

Se¢ considera gue la fermentacidn de manitol tienc sig=
nificado diferencial porgue lo hacen fermentar la mayor parte -
de las cepas coagulasa positiva,



v

58

La importancia de investigar la presencia de S. aureus
en los productos licteos, se dcbe a que este microorganismo es
patégeno para el hombre, ya que elgunas cepas tienen la capaci-
dad de producir una enterotoxina, cuya principal earacter{stica
es la de¢ coagular el plasma.

Es un microorganismo pardsitc de los animeles suporio-
res y del hombre, considerando & este la fuente de contaminacifn
mns jimpnrtonte de 5, aureus para los alimentes, y& que¢ se ha -
comprobado que aproximadamente el 40% de las perscnas adultas -
norinles, albergan estos microorganismos en la nariz y gargab-=
ta, por cllo las yemes de los dedos estén frecuentemente conta=
minadas por esta bacteria,.

Es muy comin encontrarla en les heridas, y multiplicar
se rapidamente debido a le humedad, que proporcions el fluido =
seroso gue recubre siempre las heridns, por lo que si se utili-
zan las manos para mezclar los ingredientes, de individuos que
presentan peqiefiag crosiones en ellas y que a veces son de Ca~
rhcter supurativo, al manipular el alimento pueden afiadir a - -
eate millonea de células de 8, aureus,

La contaminacibn puede teber lugar en los productos —-
lécteos, 5i el animal de donde proviene la leche sufrfa alguna
infeccién pibgena.

El 8. aureus puede crecer en grandes cantidades en los
alimentos sin presentar cambios en el olor, sahor o aspecto fi=
sico, de tal forma que el consumidor no vé ningin signo sospe—-
choso en el alimento.

El encontrar sepas de 5, aureus cougulesa positivo, -
tiene sipnificado cuando se encuentran de 100 y de 1000 por - =
gramo ¢ mililitro, Determinfndose una intoxicacién alimcntiuria
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cuando se encuentran de 100,000 000 por gramo ¢ ml, de alimento.

Esta determinecidn se mplica en los productos licteos
teles como: cremas pesteleras, quesos , principalmente frescos,
bostres preparados a base de leche como flanes, gelatinas, o na
tillas. En helados, solamente en una pesible intoxicscidm cuando
¢ gospeche que la proliferacidn haya tenido lugsr antes de con-
gelar la mezcla.
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TECNICA.

txisten varias técnicas para el recuento de Staphyloe
¢occus aureus coagulasa positiva, siendo reconocida unicamente
como oficial la Téenica de Baird - Parker, ya que el recuento
50 efevtica directasente en placa, por eiembra em superficie. -
Tenjendo esta técnicn mayor aceptacidn por su especificidad, -
y porque arroja cifras mas reproducibles.
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PROCEDIMIENTO.

l,~ Cuenta de Staphylococcus aureus,

Preparacitn y diluvcidn de lua muestra. Consuitar las -
phginas 20, 31, 32 y 33,

Utilizando diferentes plpetas de 1 ml, para cada ~-
dilucidn, depositar 0.1 ml., sobre la superficie de placas de
ager Baird - Parker preparadus como se indice en la pigina 96
y 97. '

Listribuir el indculo sobre la superficie del agar,
con varillas esteriles de vidrioc dobladas en éngulo recto, —
utilizando una para cada dilucidn.

Mantener las placas en su posieidn, hasta que el inb-
culo sea absorbido por el agar.

Invertir las placas e incubar 45 - 48 horas a 357C.

Seleccionar las placas gue tengan entre 20 y 200 colo-
nias tfpicns de 5, aureus; si no es posible seleccionar las pla
cas, de dilugiones maz altas aunque tengan mas de 200 colonias,

Lag colunias tipicus som: negras, circulares, brillan=
tes, convexas de 2 a 3 cm, de difmetro, con o sin ligero borde
blanco, y rodeadas por una zona clara en el fondo del medio opa
COo.

Para realizer las pruebas de coagulasa y termonucleasa,
aelecrionar el nimero de colorias de aduerdo al sigpuiente cuadre:
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Nimero de colonias Colonias
Sospechosas en la placa, a probar,
Menos de 50 3
51 a 100 S
101 a 200 o mas 7

Sembrar el nimere de colonias de acuerdo con el cuadro,
en 0,5 ml, de calde infusién cerebro corazdn,

Incubar a 35%°C, durante 24 horas.

Después del periode de incubacidn, pasar con una pipeta
de 1 ml. 0.3 ml. de cada cultivo a otro tubo . de 10 X ?5 0 m y -
conservarlo para la pruebsa de termonucleosa, El resto del culti-
vo se usard para la prueba de coagulasa.

2.« Prueba de cosgulasa.

Agrexar a los 0.2 ml. de cultive anterior (caldo infu-—
sibén cerebro corazén) 0.2 ml, de plasma de conejo diluido, volfi-
men a volfmen con solucidn salina estéril.

E} plasma deberd obtenerse usando come anticoagulente =
solucidn de EDTA al 2%, '

Incubar en un bafio de agua de 35 a 379C, Y observar a -~
las 24 horas., Considerar positive la prueba si hay formacidn de
cofigulo.

3,~ Prueba de termonucleasa.
La produccidn de nucleasa termoestable es una propiedad

de la mayoria de las cepans de S, aureus. la prueba es répida y -
sencilla pars la confirmacién de este microorganismo,
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En un portacbjetos limpio, agregar 3 ml, de agar azul'
de toluidina UNA fundide. Esparciarle por toda la superficie.

Hacer perforaciones de 2 wm. de difmetre con una pipe-
ta Pasteur.

Calentar durante 13 minutos los tubos que contienen —-
los 0.3 ml, de cultivo en caldo infusibén cerebro corazdn, en ba
iioc de agua hirviendo.

Colocar una gota de cada cultivo per medio de una pipe
ta Pasteur a los orificios del medio.

Incubar en chmara himeda derante 4 a 24 horas & 359C,

_ La aparicidn de un halo color de rosa alrededor de la =
perforacifn se califica como positivo.

Hacer el cllculo del contenido de microorganismos en =
el producto tomadc en cuenta, el nimero de colonias totaleg, ol
nimere de colonias confirmadas, la dilucidén y el volimen inocula
de (0.1 ml.).

Ejemplo: si la caja tiene 148 colonias en la dilucidn -
1:10000. '

Se tomaron 7 colonias para la prueba, si de esta dan 5
positivas el céléulo seré:

.1_‘4.&.3;__5._‘ 105 (redondeando) = 100 X 100000 = 10,000 000

Reportar: cuenta de colonias de S, aureus por gr o ml, -
de alimente.
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INVESTIGACION Uﬁ SALMUMELLA,

Este importante género de bacteriss pertenece a la fémi
lia Enterobacteracece y a la tribu Salmonellae, apreximadamen
te comprende 1,800 serotipes diferentues, a este grupoe pertene—-
cen los agentes productores de la fiebre tifeoidea y paratifoiz=
dea, asl cumo los causantes de la slamonelosis humana trasmitida

por los alipentos.

El generc Salmonella es el microorganismo mhs extensa-
mente estudiado entre los patdgencs gue pueden ser aislndes de
los alimentos, debide a 18 elevadé incidencia del padecimienta.,
a gque dé& lugar, a su sinigual ecologia y factores que la deter=
minan, a la versatilidad de perfiles seroldgicos entre sus micp
bres ¥y a la abundancia del material dispounible en la literatura
que estimula a la investigacidn con puevos enfoques de técnicas
para su aislamiento e indentificacién y en general hacia méto-=-
dos de estudio y control epidemiolbgico mas eficientes de la ——
salmonelosis. )

MUITFOLUGIA .

Las salmonelas son bacteries mdviles que se desarro=--
1lan en acrebiuvsis, pero pueden hacerlo también en condiciones
de apaercbiosis, son bacilos Gram negativos, cortos y gruesos
que miden de 0.5 & 0.8,/ de didmetro y de 1 a 3.5/ de longitud.

TEMUERATURA .

Su tewreratura Sptima de desarrollo es de 37°C y pue-
den bacerlo dentro de amplios mérgenes, desde unes 6.7°9C, con
largo ticmpo de generacidn en algunos alimentus hasta 453.6%C,

a temperatura ambiente (18 - 2500), manteniende su multiplica-
cién & buen ritmo, a 10°C la volocidad de crecimiento disminuye
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e3 necesaric reducir la temperatura por debajo de 6.7°C, para -
que el crecimiente cese por completo. La Salmonella se destruye
yor el calor a 559C,

P,

El pH 6ptime se encuentra en valores alrededor de la —-
neutralidad, comporténdose como bacteriostAticos, valores supe—-
riores a 9 e inferiores a 4.

ACTIVIDAD DEL AGUA.

L} fptimo de actividad del agua {(Aw) para el desarrolle
de las Salmonellas es aproximadamente de 0,99, La Aw mns baja --
que aln permite el desarrollo de le salmenela en medio de labora
torio es (alrededor de 0,945 { equivelente B2 una s?luci6n de clo
ruroe de sodic al 9 % ).

Estos gérmenes no muestran capacidad para preliferar en
presencia de concentraclones galinas moderadas. Sin ewmbargo, la
temperatura ejerce una moderada influyencia en la tolerancia de -
aal por parte de las salmonelas,

CARACTERISTICAS BIUQUIMICAS,

No utiliza el mnlonato de sadio, no desarrollan en pre-
sencia de cilanuro, ne produce ureass, no licua la gelatina y des
carboxilan la arginina, la ornitina ¥ la lisina, Producen &cide
en el medio de tartrato de Jordan. No fermenta la sacarosa, la =
salicina, la rafinesa o la lactosa,

Fermenta el dulcitol, el inositol y la glucosa.

La fermentacidn de aziicares generalmente se acompaiin de
produceidn de gas.
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' _ TECNICA.

£l aislamiento de estos gérmenes requiere el empleo de
técnicoas que difieren segin sea la composicidn del alimento, el
tratamiento al que ha estade sujeto durante su procesamiento y
la carga mitcrobiana del producto final, ya que la contaminacién
de estos pdrmenes va acompamiada del ingreso de oiras enterobac-
terins gue pueden llegar a inhibirlas. FPor ello no es posible =
recamendar exclusivamente un medie de cultive para su aislamien
to.

La literatura registra grén diversidad de medios de ==~
eultivo, técnicas de preenriquecimiento y enriquecimiento ¥ su-
giere diversos vollmenes de wmuestra para realizar el anélisis,

En el presente trabajo se deacribe la técnica oficial
que maneja la Secretarla de Salud, para }a identificacién de -
Salmonella en productos lécteos,
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PROCED IMIENTG .
1.~ I'reenriquecimiento:

Fesur 25 gra, de la muestra y homogenelzar con 2235 ml
de agua peptonada; en el caso de gueses, se utiliza .agua pepto=-
nada con fosfatos para neutralizar la acidez y licuur si fuera
necesario durante 1 - 2 minutos.

Incubar a 352C por 24 lhoras,

2.« Enriquecimiento:

‘Agitar los frascos y pasar 1 ml del cultive anterior -
a un tubo con 10 ml de caldo tetrationato enriquecido ver piogi-
hes 00 y 101y 1 ml. a otro tubo con I0 ml de caldo selenito cis
tina,

Incubar a 43°C, por 24 hores.

3.~ Alslamiento:

Agitar suavemente log tuhos del cultivo anterior y por
medio de una asa, sembrar por estria de manera de obtener colo-
nias alsladas, sobhre la superficie de cuando menos 2 placas de

medio diferenclales selectiivoes por cada tuhbo,

Los medios diferenciales pueden ser: Agar Verde Brillan
te, Agar Sulfito de Bismuto, Agar XLD y Agar 55,

Incubar a 35°C, por 24 horas.

Obserbar los cultivos para ldeptificar las colonjias —-
sospechosas de acuerdo 8 los medics seleccionados,
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Agnr Verde Urillante.

Las colonies de salmonela dado que no fermentan la lac
tosa ni la sacarosa, tiene un coler rojo o rosa, rodeadas de --
medio rojo. Las colonias fermentadores de la lactosa presentan

cvlonias emarillas,

Agar Sulfito Bismuto.

Presentan colonias negras con 0 sin brillo metélico, -
rodeandas de un halo café, que posteriormente se torna negro, En
ocasiones las colonias pueden ser de color café., Esta colora- =
cidén se debe a que la mayoria de las salmonelas son capaces de
reducir el sulfato y el sulfito a sulfuro.

Agar XLD.

Las colenias de Salmonella son de celor rojo'debido a
la descarboxilacién de la lisina que produce una alcalinizacidn
del medio. Y presentan generalmente centro negro por produccidn
de HaS. Los fermentadores de la lactoesa y sacarosa producen ¢o=
lonias smerillas, Ll desoxicolato se agrega para prevenier la -
proliferacién del Proteuvs,

Agar 585,

Las colonias son trasliicidas, transpérentea u opacas,
algunas veces con centro negro. Las colonias de los fermentado-
res de la lactosa son rojss.

4,~ Identificacidén Bioquimica:

Seleceionar por lo menos dos colonias tipicas sospecho
sas de cada placa, que se encueniren bilen alsladas,
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Tocor con una asa recta cada colonia e incculir dos -
tubog, uno con agar triple azlcar y hierro (TSI) y aotro con ~-
egnr hierro lisine {LIA), por estria en la superficie inclina-
da y por picadurs en el fondo (ver plginas 94,95 y 96 )

Incubar a 35°C, por 24 horas.

Observar el crecimiento en los tubos y considerar pre-
suntivamente positivas las colonias que den las siguientes reac
ciones,: . '

Agar TS1. En la columna vertical se observa: vire del

medio & color amurillo debido a la fermentacidn de la glucosa;

y en la parte inclinada del medio se intensificard el coler ro-
jo por la po fermentacidén de la lactosa o sacarosa, Ln la mayo-
ria de los casos se observa coloracién negra a lo largo de la -
picadura, debido a la produccidn de HgS.

Agar LiA, S5e observa una ¢oloracidn plrpura tanto en -
la columna vertical como en la superficie inclincda, dehido a la
descarboxilacidn de la lisina, en ocasiones se observa la pro--
duccidn de 125, con enegrecimiento a lo largo de la picadura,

31 uno de los tubos da reaccioncs tipicas y otre no, -
si las rescciones fueruvn tipices o existe alguna dude, se recu-
rre a otras pruebas bioquimicas tales como: Ureasa, IMVIC { Yp~
dol, Roj de Metile; Voges Proskauer y Citrato) y para la dife--
renciacibn de Arizona y Salmonella la prueba del malonato,

Prueba de la Ureasa.
A partir de los tubos de TiI que resultaron positivos,

inocular dos asadas, generosas en tubos que contengan caldo - ~
urea répido {ver phgina 102)
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fncuper a 35%C, por 2 horas en bafioc marin, Descartar
log cultivos que muestren reaccidn positiva, gue se manifiesta
despuls del periodo de incubacibén con una coloracién plrpura -
del medio debido a la trensformacidn de urea a amoniaco por la
reaccidén de le urcasa, alealinizando el medioc. Salmonella nega
tiva (ver tabla Neo, II.)

Prueha de IMViC

Para realizar la pruebas bioquimica yue inqluye esta =
prueba el inbculo utilizado deberd provenir de los tubes positi
vos en TSI y negativus en la prueba de la ureasa.

Formacifn de Indol,

En les tubos de ensaye que contlenen el medio se S5IM -

(ver phgina 98 ) se inocula por picadura y se incuba a
359C por 24 horas, Agregar 5 gotas de reactivo de Kovac. se dé

como positivo si un celor rojo intenso aparece dentro de 10 mi-

nutos y negative cuando no aparece el color después de 10 minu-

tos o es muy débil, Esta coloracidn se debe a la desconposicibn

del triptéfane, que al agregar una solucidn de psra=-dimetil-ami

pobenraldohide c¢untenida en el reactivo de Kovac, exirae el in-

dol v hace flue sobresalga & la superficie del medio inocularo en
forma de una capa delgada de color rojo intenso. Salmonella ne--
-gativa {ver cuadre No., II).

En este mismo medio se puede ver la movilidad del gér-
men que pora Salmonella es positiva (ver cuadro No, II), Poniép
dose de manifiesto por la turbidez difusa del medio de cultive
airededor del canal de picadura,

Frueba de Voges -~ Proskauer
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Se inoculan los tubos preparados con el media (ver ph-
ginas 102 y103)incubar a 35°C durante 48 horas. Se tranfiere un
ml a un tubo de ensaye, (el resto del cultive se empleu para la
pruecba de rojo de metilo}, se le agrega 0.6 ml de solucifm afa-
naftol y U.2 ml de solucidn de NaUl, Se agita enérgicamcnte y se
deja expuesto al aire para que se oxide. Después de 4 horas un
color rosa o carmesi hace positiva la prueba, La presencia del
color rosa o carmesi indica la sintesis del acetilmetilcarbinol
o acetoine en el desarrollo de un microorganismo durante 48 - ~
horas, cn c¢aldo glucosasv, Cuando la textrosa es fermentada por
ciertas bacteriss, no solo formea Acidos y bases sino también -
acetilwetilcarbinol en contacto con el aire, Se oxida a diacetji
lo, que se combina con un componente de la peptona para formar
el compuesto de color rosa carmesf, Dicha prueba es negativa pa
ra Salmonella (ver cuadro No.liL,)

Prueba del Rojo de Metilo.

A los 4 ml restentes del medio RM-VP utilizado para la
prucha del Veges-Progkauer, solo qgue incubando & 96 horas & = =
350C, Se agregan 3 gotas de solucién de rejo de metilo. Dando -
reaccidn positiva de un color rojo {acidez) ¥y reaccidn negativa
la aparicidén de color amarillo {alcelino), Esto se debe a que -
algunas bacterias producen Acidos en alto grado por la hidrdli-
gis de la glucosa y la Acidez permenente constante, en tento -~
que otras son capaces de atacar los mismos &cidos que forman y
convertirlos en &lcalis; por esta razbén para la prueba del rojo
de metile, es necesarioc una incuhaclén mas prolongada, Esta - -
reaceion es positiva pra Salmonella {ver cuadro No. II).

Pruebe del Citrato,

Se siembra una asada del cultivo en los tubos que cone
tienen el caldo citrato de Kaser (ver pigina 103).
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Incubur por 4 dias a 35°C. La presencia de un enturbiumientv -
del medie por desarrollo bacterianc hace positiva la prueba,
Esto indica que la bacteria es capaz de utilizar el citrato de
un medio sintético como i{nica fuente de carbono, Siendo gene--
raimente esta prueba para Salmonella positiva, {ver cuadro No.
11).

Prueba de Molonato.

Esta prucba se realiza para diferenciar si en las - -
pruehas anteriores esta presente Salmonella o Arizona, Ya que
amhas tienen las mismus reacciones en las prucbas bioquinmicas
anteriores (ver cuadro No,II}. El indculc se toma de los tubos
de T51 que en la prueba de la Ureasa resultaron negativos,

Seubrar en los tubos gue contienen el caldo malonato
{ver pigine. 103 }. Incubar a 35°C por 48 horas. Después
de la incubacidn dar la prucha como positiva si el medio vira
a color azil. Esto se debe o que la Apizona utiliza el malona-
to hnciendo alcalino el medio, En tanto que Salmenella al no -
utilizor el malonato el medio permancce de color aziil., Siendo
para Salmonella negativa esta prueba {(ver cuadro No, M),

5.- Confirmacibén serolégica,

8i las bioquimicas son tipicas de Salmonella, sembrar
en tubos de agar nutritive inclinado (ver plgina 96 ) de =
1os tubos de T5I que resultarcon positives. Incubar a as%c por
24 horas.

Preparar una suspensidn densa del cultivo en ager nu-
tritive, apgregando 0.5 ml de solucibn salina.

Colocar en la parte superior de una laminilla de porta
objetos una gota de antisuvero polivalente "O" para Salmonella.
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Colocar en la parte inferior de la lamina unes gota de
la suspensidén del cultivo prepsrado y colocamos una gota de 80
lucidén salina fibioldgica, sepurada de la anterior unos centi-
netros: y suspender cn esta unae gote de la suspension de culti
vo preparado., Y homogeneizar perfectamente,

Esta gota de solucidén salina y cultivo se utiliza pa-
ra chservar si no hay autoaglutinacién.

Mezelar la gota del antisuero y el cultivo, agitando
la léminn de atras hacia adelente durente algunos segundss,

Ohzervar contra un fondo plano y utilizande buena iluy=
minacibén, lp presencia de eglutinacidén por la formacidn répida
de grumos.

Une arlutinacibén parcial ¢ retardadas, debe considerar-
se negativa,

lepetir. la aglutinacidén en la wmisma forma con los di-
ferentes antisueros individuales, incluso el ¥i, Evitar la dese
cocidn excesiva y que se mezcle un antisuero con otro.

La prueba se dA como positiva por la aglutipecidn répi
da con el antisuero de grupo hombloge a su antigeno; en caso de
una aglutinacidn con mas de un suero, se considerarh especifico
ayuel que eglutine primeroc o con mayor intensidad.

Cunande se presente aglutinacidn con antisuero Vi y po
haya aglutinecién con antisuero somAtico, hacer una suspensidn
densa del cultivo en U.5 ml de solucién salina al 0.85 %, calen
tar en bafo de agua a ebullicién durante 10 minutos, enfriar y
probar nuevamcnte con antisuere D y C),



74

51 no aglutina con ninglin grupe puede tratorse de ce-

paa fo incluidos en los grupos A-1,

S5i no se dispone de otros antisueros de grupoe o para
tipificaciftn completa, coviar a un laboratorio o Centro de ite-

ferencia,
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: DISENO DE LA INVESTIGACIUN.

El presente trabajo es un tipo de investigacibn des——
criptiva de las técnicas y procedimientos que utiliza la Secre
taria de Salud para mantener los productes licteos dentro de -
una Norma de Control de Calidad Microbioldgico.

Los criterics de inclusidén sbn:

- Selo derivados lécteos elaburados y/o importados a -
México.
Los eriterios de exclusién:

- No serén incluides, aquellos preductos no derivados
de la leche (alin las imitaciones).

En la elaboracién del trabajo serf necesario instrumen
ter diferentes técnicas de investigucidén tales cowme:

a) Bibliografia:
-~ Manuales publicudos por la Secretaria de Salud,
-~ Libros varios.

La recopilecidn de datus se realizerf mediante fichas
bibliegrificas,

La presentacidn de técnicas y procedimientus se hard -
mediante equemas y cuadros,

RECULSO5 A UTILIZAR:
a) Equipa, .
- Autoclave con termbmetro o manbmetro,
~ Horno para esterilizar gue alcance 180°C,
~ Incubadora con termostato gue evite variaciones mayo
res de 0.59,



~ Bafio Marfa con termostato y termbmetro.

- Bafie Maria con agitador, termostato y termdémetro.

- Contado de colonias Guebec o equivalente.

- Contador manual de Tally.

- Licuadora de una o dos velocidades contreladas por
un rebstato con vasos esterilizables (Pyrex o alu=
minio)

~ Ualanza granataria con sensibillided de 0.1 g.

b) Material:

~ Mechero Bunsen,

- Frasco de vidrio de boce angosta de 250 ml de capaci
dad con tapa de rosca.

- Frascos de vidrio de boce ancha tipo tarro de 230 ml de
de capacidad y tapa de rosca.

- Cajas de Fetri de 100 X 15 mm,

- Pipetas bucteriolbgicas de 10 y 1 ml graduados en ==
0.1 ¥y 0.01 ol respectivarente, protegidas con tapén -
de algoudn,

= Tubos de cultivo de 16 x 150 mm.

- Tubos de cultivo de 13 x 100 mm.

-~ Tubos de cultive de 10 x 75 mm,

~ Tubos pequeiios o campanas de fermentacién,

- Portaobjetos,

= Varille de vidrioc de 3 mn de difmetro y 20 cm de largo
con un doblez terminal en &ngulo recto de 4 ca.

~ Asa de micromel o platino,

- Gradilla adecuada a los tubos.

Todo el materiel y utensilios que se utilicen deberén -
estar estériles,

c) Medios de cultivo:



- dgar Sulfito de Bismute,
- Agar Verde lirillante,
- Agar Xilosa Lisina Desoxicolate (XLbD)

~ Agar Hierro Lisina {(LIA),
= Agar Nutritivo,

- Medio de Baird tarkeér.

- Medio de SIM.

= Caldo Lauril! Sulfato de Sodio,
- Caldo LEC.
- Caldo Infusidn Cerebro Corazdn,
- Calde Tetrationato,

~ Caldo Selenito Cistina.
-~ Caldo Lrea répido.

« Caldo MR - VIV,
~ Caldo Citrato.
= Calde Malonato.

=~ Agua Peptonada.

d)

Soluciones y Colorantes.

Agua Peptonada con fasfatos,
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- Agar Triptona Extracto de Levadura,
- Agar itojo Yioeleta Bilis.
« Agar Papa Dextrosa.

= Apar Azfil de Toluidina DNA.

- Agar Salmonella, Shigella (AS3)

- Agar Triple Azbcar Hierro (TSI)

Solucidén de Acido Tartfrico 10 %

Solucién amortiguadora 0.05

aminc metano)

Tris (hidroximetil-

Solucion de Cloruro de Calcio Anhidro 0.01 M

Splucién de Azl de Toluidina,

Solucién Amortiguadora de Fosfato,

Solucidn Salina al 0.85 %.



Selucibén Amortiguadora al 0,85 % E,U.T.A.
Selucidn deo Telurito al 1%,

Solucidn Yode-~-Yodurada,

Solucidn de Alfanaftol al 55,

Solucidén de Hidrdéxido de Sodic al 40 %,
Heactivo de Kovac.

Solucibn de Verde Brillante al 1 %,
Solugidn do Roja de Metilo,



INTERPRETACIUN DE RESULTAUS.

En los productos licteos sometidos & tratamiento tér-
mico, un recuento elevado de bacterins mesofi{licas aerobias; -
revelan claramente una preservacion isadecuada o una ¢Xtensa -
exposicién a la contaminacibn como puede ser:

-~ Materias primes o ingredientes muy contaminados.
- Deficiente asco o desinfeecidn en el equipo.

= Deficiente refrigeracidn,

Insuficiente tratamiente térmico.

La presencia de organismus coliformes, tanto fecales =
como totnles en los productos lhcteos pasteurizados; revelan -«
deficientes pricticas higiénicas.

En manteyuilla indica contaminacidn postpasteurizacidn
o por ¢l agua,

Iln helados delata la calidud de las materias primas --
utilizadas.

En los quesos madurados la posibilidad de desarrolle,
se¢ condiciona 8 la composicibén quimica del producte (acidez, =
humednd, salinidad} y con frecuencia sccundaria a las cendicio-
nes higiénicas de fabricacidn,

La abundancis de hongos en los productos licteos revela
wna amplia exposicidn del producto al medio ambiente. &n tante
qie la presencia de levuduras indica un deficiente lavado de -
1os utensilios y equipo gyue se utilizan en su elaborscidn, Ast
miswo prede reflejar la defectuosa conservacidn de los produce=
tos elaborados,
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Lu interpretacién del significedo reletivo del hallaz
go de estafilococos en un determinado alimento debe hacerse --
con mucho cuidado,

En el caso de productos lécteos, no pasteurizedos, pue
den contener una abundante carga de estafilococos, £l significa
do de estos gérmenes en tales alimentos, esté principalmente en
relacibn con sv capacidad de producir enterotoxinas, si la tem-

peratura de conservacidn es apropiada para ello.

En algunos alimentes la formacidn de toxina es minima
8i le comparamos con la gbundante prescncia de estafilococos.

Por otra parte, en los productes licteos elaborados =
con leche pastcurizada, la presencia de Staphylococcus avrcus
son excelentes indicadores de los cuidados higiénicos en gue =
fucruu manipulidos por el personal que trabaja en la fabrics,
¥a tue esle microorganismo puede llegar a los productos por =
infecciones respiratoriss, que padezca o haya padecido recien-
temente el trubajador, o por medio de las manos que prescnten

alzuna lesibn séptica.

Come indicadores de la eficicncia de los procedinien-
tos de desinfeccidn de superficies en la fébrica de alimentos,
ya que son bastante resistentes a la desecacidn,

La presencia Je Salmonclla en los productes que han -
sido pasteurizados o tratados térmicamente, indica una contami
nacidn cruznda posterior; que puede ser debido a la falta de «
refrigeracidn, adicidn de ingredientes contaminados o deficien
te lavado y desinfeccidn del eguipo.
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CONCLUSIONES, '

Después de haber realizado los anfilisis microbioldgi-
cos, con las técnicas autorizadas por la Secretaria de S5alud, =~
descritas anteriormente. Durante los mesSes de mayo, junie y ju-
lio del presente afio en productos ldcteos, tanto de mercas re--
gistradas asi come de marcas libres. Pudimos comprobar yue los
productos de marcas registradas han mejoradeo notablemente sn -
control microbieliégico en los Gltimos efios; ya que la mayoris -
se encuentra por abajo de lus normas microbiolbgicas estobleci-
das, En tanto que los productos de marcas libres se encuentran
fuera de norma e incluso, encontramos en algunos de estes pPro--
ductos bacterias patdgenas, come son la Selmonclla y Estaphylo-
coccus aureus, Representando estos productos un riesgo poten— -
cial a la salud.

Por lo gue se hace neces:~io intensificar una cempafa
gobre la necesidad Imprescindible de promover les normas de hi-
giene para la elaborecibn de estos productos en la pequeha ine-
dustria,

Por otra parte nosotros después de haber realizado las
enAlisis con las técnicos oficiales llegamos a las giguicntes ~
conclusiones, Son técnices sencillas y pdaptables, de Facil in-
terpretacidn, muy reproducibles y de slta confiahilidad,

Logrando con ello un excelente control de calidsd que
es lo que actualmente se estd tratando de hacer para tener una
mayor competitividad, ahora que se estd abriendo el libre comer
cin en todos los mercados.
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MEDIOS DE CULTIVO.

Agar con Tripiona y Estracto de Levadura.

Formulas
Extracte de Levadura, 2.5 g,
Peptona de Caseina. 5 K-
Glucosa., 1 K.
Apar 15 Be
Agua ‘destilada. 1000 ml.

pH 7.0 I 0.1

Pigolver los ingredientes en un litro de agua destilada
dejar reposar., Mezclar perfectamente y ajustsr el pi 7 £ 0.1,
Esterilizar a 15 libras (121°C) durante 15 minutos,

Agar Hojo Violeta Bilis,

Formula:

Extracto de Levadura 3 s
Peptona, 7 E.
Sales liliares. 1.5 g.
Cloruro de sodio. 5 .4
Lactosa, 10 K.
Kojo Neutiro. 0.83 g.
Cristal Vicleta. 0.002g.
Agar. 15 K.
Agua Destilada, 1000 ml.

pH 7.4

Suspender los ingredientes g 4.3 g. del medioc deshiw-
draftedor, en un litro de agua destilada y dejar reposar durante
I minmito, Mezclar perfectamente y ajustar el pH, calentar con =
agitoacidn constante y hervir durante 2 minutos,
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Agar Papa Dextrosa,

Férmulas
Infusién de papa blanca 200 mi
Dextrosa. 20 g.
Agar, I5 gx.
Agua destileda, 1000 ml

pHi 5.6

Pesar los gramor del medio deshidratado, en up litro =
da apua destilada y dejor reposar, Calentar en hafio marfa hasta
completa disolucién total del medio. Esterilizar en autoclave =
a 1219C por 15 minutos. Efriar a 45 - 48°C y acidificar el pH -
3.5 con solucidén estéril de &dido tartérico al 10% (aproximada-
wmente 1.4 ml de Acido por cada 100 ml de medio). Lna vez que se

ha agregado el #cido tartirico no se vuelva a calentar el medio.

Agar Azl de Toluidina DNA,

Férmula:

Acido desoxirribonucleico helicoidal, 0.3 g
Agar, 10 -3
Cloruro de calcic anhidro {(eolucidn 0.01 H) 1 g.
Cloruro de Sodio., 10 £.
Azl de toluidina {Solucibn (0.1 M) a g
Tris=' (hidroximeti}l -~ aminometana),

(Tris solucién 0.05 M pl 9}. 1000 ml.

Disclver los ingrdientes, eaxcepto el azfil de toluidina,
calentando a ebullicibén. Agregar el azitl de toluidina, Distriw=
buir en frascos pequefica con tapin de hule. No es necesario es=
terilizar,



Tomar un portacbjetos limpio y agregar 3 ml del medio
fundice, esparciéndole por la superficie. Cuando el agar soli
difique hacer orificios de 2 mm, de difmetro con una pipeta =
Pasteur,

Agar 5, S,

Formula:
Extracto de carne 5 K
* Polipoptona. 5 g
Lactosa , 10 g
Snles biliares. 8.5 g.
Citrato de Sodio. B.5 g.
Tiosulfuto d4 sodio. 8.8 g.
Citrato férrico. 1 I'.
Agar, 13.5 g.
Yerde brillante, sclueibn al 0.1 % 0.33 ml
Roﬂn neutro, 0.25 g
Apua destilada, 1000 ml

Suspender los ingredientes o 60 g+ del medio deshidra-
tado en vn litro de agua destilada dejar, reposar ajustar el -
pil o 7+ 0.2. Calentar a ebullicién hasta disolucién completa.
No esterilizar en autoclave,

Enfrior a 50°C, distribuir en cajas Petri.estériles,

* La polipeptone se puede sustituir por 2.5 gr., de pep
tona de caseina y 2.5 grs., de peptona de c¢arne,

Agar Yerde Brillante,

Férmula:
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‘Lxtracto de levadura 3 e
Protecsa peptona No.3 polipetona. 10 £.
Cloruro de sodio. S Ee
Lactosa 10 Z.
Sacorosa 10 K.
Hojo fenol, _ .08 g.
Verde brillente, 0.0125 g.
Agar 20 K.
Agua destilada, 1000 ml

pH 6.9 + ©O.1
Disolver los ingredientes en el agua destilada, mezclar

bién dejer reposar, ajustar el pH 6.9, Calentar a ebullicién. -
Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Enfriar a 509C. Distribuir en cajas Petri estériles,

Agar Sulfito de Bismuto.

Férmula:
Extracto de carne de res. 5 Ke
Peptona : 10 £
Glucosa. 5 .
Fosfato disddico {anhidro) 4 K.
Sulfato lerrose:{anhidro} 0.3 g.
Sulfito de bismuto. ' 8 g
Yerde brillante, 0.025 g,
Agar 20 K
Agua destilada, 1000 ml

pH 7.6 ¢+ 0.2

Suspender los ingredientes o 52 grs., del medio deshi-
dratado en un litre de agua destilada, dejar reposar y ajustur
el ptf a 7,7, Calentar hasta cbullicién completa agitando fre—
cuentemente. Enfriar a 50°C y distribuir en cajas Petri estéri
les.
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El medio no se debe esterilizar en autoclave; el sobrg
calentamiento afecta su selectividad,

Agar Xilosa Lisina Desoxicolate (XiD)},

Férmula:
Xiloga, 3,75 £
L - lisina 9 g
Lactosa, 73 Ee
Sacarosa. ' 7ed g
Cloruro de sodio, 3 e
Extracto de levadura. 3 g
Hojo de fenol, 0.08 g
Agar, 15 g
Tiosulfito de sodlo. G.B A
Desoxicolato de sodio. ' 2,5 Be
Citrato de hierre y amonio, 0.0 g.
Agua destilada, 1000 ' ml

p“ 6.3 % 0-2

Fegar les gramos del medic deshidratado en agun destila
da. Dejar reposar y ajustar el pif 7.4 calentar con agitacivnes
frecuentes hasta que hierva. Enfriar a 530°C y vaciar en cajas -
Petri estériles, No se esterilice, el sobrecalentamiento produ—
ce una precipitacibén: su reaccién puede ser satisfactoria, pero
las colonias pueden ser muy pequends.

Agar Triple Azlcar Hierro (T5I)

Formula:
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Polipeptone 20 K.
Cloruro de sodio. S5 £
Lactosa, 10 [
Sacaroea. i0 Ea
ilucosa 1 B,
Sulfato ferroso ambnico. 0.2 g.
Tiogulfato de sodio. 0.2 g.
Rojo de fenol, 0.023 g,
Apar 13 g
Agua destilada 1000 ml

Pesar 65 grs., del medio deshidratsde y disolver en un
litro de agua destilada, mezclar blen dejar reposar y ajustar -
el pH a 7.3 ¢ o.1l. Calentar a ebhullicidn, agitando ocacionalmen
te hasta completa disolucibn., enfriar a 60°9C,

Distribuir en voliimenes, de 4 ml en tubos de 13 x 100 -
mm y esterilizar a 121°C durante 15 minutos. Inclinar los tubos
de manera que el medio de cultivo en el fopndo, alcance una altu

ra de 3 cm, y una parte inclinada de & a 3 cm.

Agar Hierro Lisina (LIA)

Férmula:
Peptona o gelisato 5 Z.
Extracto de levadura. 2.
Glucoesa. 1 g
L-lisina. 10 K
Citrato férries umbnico, 0.5 g.
Tiosulfato de sodio, 0.4 e
Plrpura de bromoecresol. 0.02 g.
Agar, 15 g»
Agun destilada, 1000 el

pH 6.7 & 0.1
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. Pesar los gramos del medio deshidratade y disglver

en un litro de agua destilada, mezc¢lar bien dejar reposar y -

ajustar el pH 6.7 % 0.1. Calentar hasta ebullicién con agitacio
nes frecuentes hasta conseguir la disolucidn. Enfriar a 50 - -
60°C; distribuir en voldmenes de 3 ml en tubos pequefios de 13 x
100 mm, Esterilizar en auteclave a 121°C durante 12 minutos. De
jor yue los tubos se enfrien en posicidn inclinada, de tal modo
gue se obtengan c¢olumnas de medio de 3 cm y una parte inclinada

a2 cm,
Agar Nutritivo,
Férmula:
Extrncto de carne, 3 K
Peptona, 3 B
Agar, 15 &
Arua destilada. 1000 ml

pH 6.8 ~ 0.2

Suspender los grs. del medio deshidratadoe en agua deg
tiladn; dejar reposar 5 = 10 minutes, ajustar el pHi a 6,8 & 0,2,
Calentar n ebullicidén hasta su disolucibn; dejar enfriar a 50°C,
y distribuir en tubos de 13 x 100 mm en cantidades de un tercio
de su volimen

Esterilizar a 121°C por 15 minutos. Inclinar los tu--
bos antes de solidifiquen,

Medio de Baird i'arker.

Férmula:
Base:
Triptona. 10 Za
lxtracte de carne, 10 Z.
Extroacto de levadura, 5 B+

Cloruro de litie, 1 Ee
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.Glicina, 3 g. .
Firuvato de sodio. 12 g»
Agar ' 10 K.
20 E.
Agua destileda, 10u0 ml,

Suspender 60 grs del medic deshidratado en un litro de
agua destilada, dejar reposar y ajustar el pH a 6.8, Calentar
agitando constantemente y hervir durante un minuto. Esterili--
zar a 121°C por i5 minuvtos.

Enfrinr el medio & 439C y agregar 10 ml de solucidn —
estéril de telurito de potasioc al 1% ¥y 90 ml de emulsidn de --
yema de huevo, Homogeneizar y distribuir en cajas Petri estéri
leg, Secar la superficile de las placas manteniendo las cajas =
con las tapas ligeramente abhiertas a 37°C durente una hora, =
Emplear las placas dentro de las 24 horas postericres a su pre
paracido.

lreparaeién de la emulsién de ycme de hueve,

Lavar con agua y jabén los huevos gue sean nccesarios -
y limpiarles con una solucién de yodo al 2 %. Abrir los huevos
en condiciones msépticas y vaciarlos en un separador de clarsas.
Transferir las yemss & una probeta haste un volumen de 60 ml ¥y
completar a 90 ml con solucidn salina, '

Transferir a un matraz con trozos o perlas de vidrio y
agitar fuertemente para formar la emulsién. Filtrar a traves -
de gesa,

Todo el material utilizado debe ser estéril y se traba-
jaré en campana de flujo laminar o en condiciones asépticas,
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Medio de SIM

Férmula:
Tripticasa 20 g
Triptona, 6.1 g.
Sulfato ferrosoc - ambnice 0.2 .
Tivsulfato de sodio. 0.2 g,
Agﬂl‘ 3.5 Ee
Agua destilada, - 1000 ml

i 7.3

Suspender 30 gra., de medioc deshidratado en un litro de
agua destilada, calentar a ebullicidén agitando frecuentemente =
hasta lograr una disolucidn completa., Distribuir el medio en vo
lomenes de 2 ml on tubos de 13 X 100 mm y esterilizar en atocla
ve a 121°C durante 15 minutos, Dejar solidificar en posicibn «-
vertical. .
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Caldo Lauril Sulfato de Sedio,

Férmula:
Triptona, tripticasa o peptona de caseina 20 e
Lactoss. 5 K.
Foafato manopotAsico. 2.75 g.
Clorure de sodio, 2.75 g
Lauril sulfato de sodio. g Ee
Agua destilada. 0.1} g.
pH 6.8 3 0.2 1000 ml

Digolver laos ingredientes o 35.6 grs del medioe deshi-~-
dratado, en un 1litro de aguva. Ajustar el pH. Distribuir en tu«
bos de 16 x 150 mm con campana de fermentacidn en volGmenes de
10 wl. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos.

Caldo EC

Fbérmula:

Triptosa o tripticasa, 20 K.
Lactosa. 5 Ko
Sales hiliares. 1.5 g.
Fosfato dipotisico, 4 '
Fosfato monopotésico. 1.5 g.
Clorure de sodio. ] [

Agua destilada. 1000 ml
pl 6,9 1 0.1

Disolver los ingredientes a 37.6 grs, del medio deshi~
dratedo, en un litro de agua. Ajustar el pH, Hervir ¥y dlstri--
buir 10 ml de medio en tubos de 18 X 150 mm con campana de fer
mentacién, Esterilizar e 1219C durante 15 minutos.
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Caldo Infusifn Cerebre Corazén (BHI)

Fbrmula:

Infusifén de cerebro de ternera. 200 ml
Infusidn de corazdn de res. 250 ml
Proteosa peptosa, 10 g.
Cloruro de sodio, 35 g.
Fosfato disbdico. 2.5 g.
ilucaosa, 2 g.
Agua destilada, 1000 ml
pll 7.4 £ 0.2

Disolver los ingredientes ¢ 37 grs,, de mpedic deshidra
tado y ajustar el pH, Hervir y distribulr en tubos de 12 X 75
mm, en volimenes de 0,5 ml. Estorilizar durante 1219C por 15 =
minutos,

Caldo Tetrationato,

Férmula:
Base:
Protecosa peptona o triptona. 5 Co
Sales bhiliares. 1 g
Carbonato de calcjo, 10 e
Tiosulfato de sodio. 30 g.
Apua destilada. 1000 ml

Msolver 46 grs, de medio deshidratado en un litro de =
agua destilada y calentar a ebullicidn,

Distribvir en volilimenes de 10 o 125 ml en recipientes ~
estériles, segln se reguiere. Conservar entre 5 y 8°C.
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Antes de usar el medio agregar 2 ml de solucidn de yo-
do yodurado y 1 ml de solucién de verde brillante por cada 100
m}! de caldo,

El medic una vez adicionado de yodo no deberd calentar
se; (sese el mismo dia de su preparacidn.

Caldo Selenito Ciatine,

Férmula:
Triptona o polipeptona, 5 .
Loctosa. 4 E.
Fosfato disbdico. _ 10 €
Selenito Acido de sedio. 4 g
L = Cistina. 0.01 g.
Agua destilada, 1000 ml

pH 7 2 0.2

Lisolver los ingredientes o 23 gr del medie deshidrata-
do en un litro de agua destilada; calentar a ebullicién durante
10 minutos en bafio de agua y distribuir en volimenes de 10 a =~

25 ml en recipientes estériles, seglin se requiera, ksterilizar
10 minutos por arrastre de vapor. No esterilizar en autoclave;
Vsese el mismo dim de su preparacibn,

Agua Peptonada con fosfates
(Preenriquecimiento de Salmonella)

Férmula:
Peptona 10 [ 38
Cloruro de sodio,. 5 E.
Foafato disbdico, 9 Ea
Fosfato monopotésico. 1.5 g.
Agua destilada, 1000 mi,

pH ?.1 1‘ Dol
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| Disolver los ingredientes on el agua destilada y ajus-
tar el pH, Envasar en frascos con 225 ml,, esterilizar a 1219

por 15 minutos,

Agua Feptonada,
(Preenriquecimiento de Salmonella)

Peptona 1 ge
Agua destilada, 1060 ml.

Disolver y ajustar el pH & 6.9 + 0.1 distribuir en = -
frascos con 225 ml,, eaterilizar a 121°C por 20 minutos,

Caldo Urea RApido,

Férmula:
Urea. 20 g
Fosfote monopotésico., 0.091 Ko
Fosfate diséddico. : 0.095 g.
Extracto de levadura, - 0.1 g.
Kojo de fenol al 0.2 %, 5. mk
Agua destilada, 1000 ml

pll G.8
Disolver los ingredientes en el agua y ajustar el pH -
6.8. Esterilizar por filtracidén y envasar septicamente an tubes

de cultivo estériles de 13 X 100 mm 5 ml,

Caldo MR - VP

Férmula:
Peptona : 7 48
Glucosa L] g
Fosfato dipotlsico, : 5 &
Agua destilada. ' ' 1000 ml

pH 6.9
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bDisolver los ingredientes en el agna, Distribuir en {g
bos de 13 X 100 ml de medio y esterilizar a 121°C durante 10 -
minvtos,

Este medio se utiliza por la prueba del rojo de metilo
¥ Yoges Proskauer., '

Caldo citrato de Koser

Férmula:
Fesfato monopotisico. 1 e
Sulfato de magnesio. 2 E.
Fosfato de sodio y amonio, 1+ g
Citrato de sodio. 3 e
Apua destilada, 1000 ml
pl 6,7 + 0.2

Disolver los ingredientes en el agua y distribuir 10 ml
por tubo y esterilizar a 121°C, durante 15 minutos.

Laldo malonato.,

. Férmula:

Extracte de levadura, 1 [
Sulfato de amonio, 2 (38
Fesfato dipotfsico. 0.60 g.
Fosfoto monopotdsicoe. 0.40 g.
Cloruro de sodio, : 2 e
Malonato. 3 g
Az{il de bromotimol, ' 0,025 g.
Agua destilada, T 1000 ml

pﬂ 6-7

Disolver los ingredientes en un litro de agui, Distrie..
buir en tubos de 13 X 100 2 ml, esterilizar en autoclave a 121°c
durante 15 minutos.



104

PREPARACIUN DE REACTIVUS Y COLORANTES,

Spoluciones de &cido tartérico al 10 %,
Fbrmula:

Acldo tartarice 10 €
Agua destilada. 100 ml,

Disolver y esterilizar a 121°C, duraente 15 minutos.

Solucifn amortiguadora de fosfato,

Formula:
Foafato monopotésico . M g.
Agua destilada, 1000 ml

Disolver el fosfato en 500 ml de agua destilade ajustar
el pit a 7,2 con hidréxido de sodie t N; llevar a un litro con ==
agua destilada. Esterilizar durante 20 minutes a 121°C. Conser=-
var en refrigeracidén. Tomar 1.25 ml de la solucidn y llevar a un
litro con agua destilada, esta es la solucidn de trabajo,

Distribuir porciones de 99, 90 o 9 ml segln se requiera,
esterilizar a 121%C durante 20 minutos.

Solucién amortiguadora Tris (hidroximetil~aminn metano),

0.05 M,

Tris pu 9.05 P.Hc - 121.1
bBisolver 6,055 gr de Tris en 100 ml de agua destilada,
Solucibn de cloruro de calcio anhidre 0.01 M,

CaCly P.M = 110,99

Disolver 0.1199 grs., de CaCly en 100 ml de agua destila

da.
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Solucibn de azhil de toluidina ©O,1 M,

Azi1l de Toluidina 3.03 £
Agua destilada, 100 al,

Disolver los gramos de toluidina en 100 ml de agua des

tilada,
Solucién yodo = yodurada.
Cristales de yodo 6 g
Yodurae de potasio 8 Ee
Agua destilada 20 ml,
Conservese en frasco ambar.
Solucibén de verde brillante 0.1 %.
Yerde brillante 0.1 [
Agua destilada estéril 100 ml
S0lucibdn salina &l 0,85 %
Cloruro de sodio, 0.85 [
Agua destilada, 100 ml

Disclver el clorure de sodio en agua y esterilizar a - -~
121°C durante 15 minutos,

Solucién anticuagulante de E.D,T.A.
Sal dipotisica de B.D.T.A, e

Agua destilnda, §0 ml
Alcohol etiiice - 50 ml

-]
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Disolver el E.L.T.A. en el agua, calentunde ligeramen~

te al chorro del agua caliente. Agregar el alcohol Y aforar a -

100 ml,

Utilizar 0.1 ml de esta solucibén por cada ml de B&Ngre.

El vollmen que se vA a utilizar de ests solucifn se -=

evapora colocanio el
Solucibn de

Telurito de potasio,
Agua destilada,

Solucifn de

Alfa naftol,
Alcohol etilico 95 %

Solucibn de

Hidréxido de sodio.
Agua destilada,

Solucién de
Rojo de metilo
Aleolwol etfilico
Agua destilada,

dsolver el

Reactivo de

matraz en la estufa a 35°C,

telurito de potasio al 1 %,

100

Alfa noftol

100
hidréxide de sodio al 40 %,

40
100

rojo de metilo,
0.1

300
300

gl
ml

gl
rl,

e
ml.

[
ml
ml

indicador en el alcohol y adicionar el agua.

Kovae



P~ dimetilamina benzaldehido
Alcohol amflice

Acido elorhidrice concentrado

5
75
25

s-
ml
ml
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Disolver el aldehide en el alcohol y adicionar lentamen
te e] HC1,

Solucidén de alfa naftel al 5 %,

Alf& naftol
Alcohol etflice de 95°

100
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