


PONTIFICIA UNIVERSIDAD CATOLICA DEL ECUADOR

FACULTAD DE CIENCIAS EXACTAS Y NATURALES

ESCUELA DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Actualizacién de pruebas de laboratorio microbioldgicas para el control

de calidad en alimentos

Monografia previa a la obtencién del titulo de Licenciado

en Ciencias Bioldgicas

MONICA DEL CARMEN GAMBOA TERAN

Quito, 2015



CERTIFICACION

Certifico que la Monografia de Licenciatura en Ciencias Biologicas, de la Sra.
Monica del Carmen Gamboa Teran ha sido concluida de conformidad con las
normas establecidas; por lo tanto, puede ser presentada para la calificacion

correspondiente.

Dra. lliana Alcocer

Directora de la monografia

Quito, 27 de febrero del 2015



TABLA DE CONTENIDO

Contenido
1.
1. RESUMEN Lo et et e e e 1
2. AB ST R A C T e e e e 3
3. INTRODUGCCION ...ttt ettt te et s e ts st seeans 5
4. DESARROLLO TEORICO ... s see e s 7
4.1 MICROORGANISMOS MARCADORES. ...ttt 8
411 MicroorganisSmos INGICES ........coriiiiiiiiiiiei et b bbb ene e 8
4.1.2 Microorganismo INJICAUOIES ........c.erviiiiriiiite ittt sb ettt ettt sr et b et sr e ebe e 8
4.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO ...t 10
4.3 TECNICAS DE SIEMBRA CONVENCIONALES ..ottt 11
4.3.1  Siembra en SUPERFICIE .......cocooiiiiioeieie sttt st st e e seesnenneeneas 11
Este método se basa en distribuir la muestra o indculo sobre una superficie de medio de cultivo preparada
con anterioridad. Permitird obtener luego de la incubacion de la muestra a la temperatura adecuada, una
seria de colonias visibles y contables que arrojara un recuento de microorganismos determinados en la
MUESEFA ANATIZATA. ....e.viiiiiiiiiieee bbbttt e b sb e bbbt e b e et e b st e sbenbeebeenes 11
4.3.2  Siembra por profundidad..........ccocieiiiiie e 12
4.3.3 Siembra generando ambientes anaerobiOS ..........c.civveiiiiieiie i 13
4.3.4  Siembra en placas Petrifilm ..o 15
4.4 MEDIOS DE CULTIVO ..ottt ettt s ste st stte e s tae e sav e e s taeesaae e sraaessbeesnnaesnneens 16
4.4.1  Tipos de medios de CUItIVO Y SUSTANCIAS. .......cciveiueiiieiiesie ettt e e nne e 17
4.4.2  Preparacion de medios de cultivo (INEN 1529.1.1999) ........cccceriiiiiniiineneenenee e 20
4.4.3  Control de esterilidad de los medios de cultivo (INEN 1 529-1 1999-02-4- 1998-026) .............. 22
4.4.4  Preparacion de medios de cultivo, REACTIVOS Y COLORANTES para el control de
microorganismos marcadores en alimentos (INEN 1529.1.1999) ........cccoviririiininninensenenieesieeeesees 24

4.5 TOMA, ENVIO Y PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS

MICROBIOLOGICO (INEN 1529-2.1999) ......cc.evurrrrieeeinsseeemsssesiesssseessessesssessessses s ssss s sesssessesssssssnnes 25
451  DefiNiCIONES GENETAIES ......oviiiiiiieiicie ettt ee s 25
4.6 Toma de muestras (INEN 1529-2.1999) ........cccciiiiiiiiiiniiese et 35
4.6.1  Numero de muestras de poblacion que se deben tomar..........c.cccveveiiii i 38
4.6.2  Técnicas para |a toma de MUESTIAS ........cccecviiiiiiieci ettt sttt sresbesteeneas 38
4.6.3  Procedimiento para 1a toma de MUESEIAS .......cciveieirieiieiie et se ettt e e sne e 40
4.6.4  Envio de las muestras al laboratorio (INEN 1529-2.1999) .......c.ccccoeveriiieieiecieieese e 46
4.6.5 RecepciOny almacenamiento de las muestras en el laboratorio (INEN 1529-2.1999)................ 48
4.6.5 Recepciony almacenamiento de las muestras en el laboratorio (INEN 1529-2.1999) ................ 50
4.6.6  Preparacion de la unidad de muestra para el analisis (INEN 1529-2.1999) ..........cc.ccoevvrenrnennen. 52
4.6.7 Preparacion de la suspension inicial o dilucién primaria y otras diluciones (INEN 1529-2.1999)

59

4.7 MESOFILOS AEROBIOS ........oviiieeeieeeeeeee et ness s eses st nen s st eneas s 65

I 01 1= (0] T U0t = T =T L SRS 73

4.9 Coliformes totales Y FECAIES ......c.oiiiieiiiee e 84



4.10 MONOS Y LEVAAUIAS ...ttt ettt bbbt e e et b e sb e s bt e bt e se e e e e saesbenneeneas 99
411 METODOS RAPIDOS PARA LA IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS
MARGCADORES. ..ottt bbbt s bbbt R bt n et n et n s 113

4111 PLACAS PETRIFILM ..ottt 114

4112 PRUEBAS BIOQUIMICAS RAPIDAS PARA LA IDENTIFICACION DE ALGUNOS

MICROORGANISMOS MARCADORES ..ot 115
5. CONCLUSIONES ...t e e e e eaas 119
6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coviiteiieeieeeeeee e 120
A (0 124
8. T A B L A S .. et eee 133

9. ANEXOS . e 135



1. RESUMEN

Toda empresa alimenticia frente a la necesidad de entregar productos de
calidad, cuenta con laboratorios de control que permiten valorar las
caracteristicas fisicas, organolépticas, composicion y carga microbiana de sus
productos finales. De esta manera, cada pais cuenta con una normativa para
establecer los protocolos de todas las pruebas de laboratorio, que de forma
certera permitan poner en el mercado alimentos no solo con las caracteristicas
organolépticas esperadas sino también certificar que estos productos sean
seguros para el consumo humano. El objetivo de un analisis microbiolégico en la
industrial de alimentos, es valorar la carga microbiana de cada producto,
mediante un proceso analitico que resulte eficiente. La eficiencia en este caso se
ve determinada por la obtencién de resultados confiables, seguros, rapidos y sin
dejar a un lado el costo y disponibilidad de las pruebas. Este trabajo ha realizado
una revision de los métodos de laboratorio utilizados en la industria alimenticia
para el control de calidad microbiolégico. Debido a que cada alimento cuenta con
una distribucion desigual de los microorganismos, las pruebas microbioldgicas y
los pardmetros de los resultados dependeran del alimento que se esté analizando.
Sin embargo de esto, existen pruebas basicas en el control de alimentos. Estas
pruebas analizan microorganismos marcadores, que permiten determinar la
calidad microbioldgica de los alimentos procesados.  La investigacion realizada
se concentra basicamente en la Normativa, en el caso de nuestro pais, INEN
para los recuentos de los microorganismos mencionados. Los resultados de este
analisis han determinado que las técnicas convencionales establecidas por la

normativa INEN se mantienen vigentes. En la actualidad existen ademas de los



procedimientos convencionales, varias pruebas rapidas utilizadas en el control de
alimentos. Sin embargo de ello, a pesar de que las pruebas arrojan resultados
de manera rapida y eficiente, tiene poca difusiéon y uso. Actualmente y en su
mayoria, los laboratorios de control de calidad de las empresas alimenticias
utilizan los meétodos tradicionales de recuentos totales, mohos y levaduras,
coliformes y E.coli. Las pruebas microbioldgicas répidas (como Petrifilm), son
utilizadas para situaciones emergentes que determinen la necesidad de
resultados emergentes. Esta realidad no necesariamente se la debe relacionar
con el costo de la prueba; muchas veces los técnicos de laboratorio se mantienen

con protocolos convencionales debido a que simplemente funcionan bien.

Palabras claves: Alimento, analisis, microbiologia, calidad y eficiencia



2. ABSTRACT

All food company against the need to deliver quality products, has control
laboratories that allow assessing the physical, organoleptic, composition and
microbial load of their end products. Thus, each country has regulations to
establish protocols for all laboratory tests that allow accurate so take the food
market not only expected organoleptic characteristics but also certify that these
products are safe for human consumption. The purpose of microbiological analysis
in industrial food is to evaluate the microbial load of each product, through an
analytical process that is efficient. The efficiency in this case is determined by
obtaining reliable, safe, fast results without leaving aside the cost and availability
of evidence. This work has conducted a review of the laboratory methods used in
the food industry for microbiological quality control. Because each food has an
uneven distribution of microorganisms, microbiological tests and parameters of the
results depend on the food that is being analyzed. However this, there are basic
tests on food control. These tests analyze microorganisms markers, for
determining the microbiological quality of processed foods. The research
conducted is basically concentrated in the Regulations, in the case of our country,
INEN counts for the above microorganisms. The results of this analysis have
determined that conventional techniques established by the rules INEN they still
exist. At present there are in addition to the conventional methods, several rapid
tests used in food control. But this, even though the tests give results fast and
efficiently, has little dissemination and use. Currently and mostly laboratory quality
control of food, companies use traditional methods of total counts, molds and

yeasts, coliforms and E.coli. Rapid microbiological testing (as Petrifilm) is used in



emergency situations to determine the need for emerging results. This reality is
not necessarily the be related to the cost of the test; often laboratory technicians

are kept to standard protocols because they simply work well.

Keywords: Food, analysis, microbiology, quality, efficiency



3. INTRODUCCION

Todo alimento naturalmente presenta microorganismos. Un alimento
procesado, adicionalmente incorpora microorganismos durante su manipulacion y
procesado. EIl andlisis microbiol6gico no mejora la calidad del alimento, sino que
permite valorar la carga microbiana, sefialando los posibles puntos de riesgo de

contaminacion o multiplicacion microbiana.

Adicionalmente, los analisis realizados en el producto final permite
determinar si todas las medidas de buena practica de manufactura utilizadas en el
proceso de fabricacion, lograron obtener un producto que cumpla con la
normativa de calidad de cada pais y finalmente, que este producto pueda salir a

la venta listo y de una manera segura para el consumo humano.

Basados en este principio la industria alimenticia se enfrenta al reto de
trabajar con procesos de producciéon cada vez mas actualizados y modernos que
permitan aplicar estrictas normas de control de calidad y a la par, contar con
analisis de control que arrojen resultados rapidos y confiables. Esto finalmente

logrard que una empresa de alimentos mejore su productividad y rentabilidad.

Debido a esta necesidad en la industria alimenticia se han desarrollado
varias técnicas microbiolégicas aplicadas en los alimentos, que permiten
determinar la calidad microbiana del producto analizado. Estas técnicas son tan

variadas como alimentos procesados existan y estan dirigidas principalmente a la



deteccidon de microorganismos marcadores de la presencia de patdégenos o

microorganismos que cambien las caracteristicas del producto.

Las técnicas convencionales para los analisis de alimentos como la
siembra por vertido, por profundidad, determinaciéon de nimero mas probable,
etc. Requieren de la preparacion previa del material, medios de cultivo y muestra,
pasar por la siembra y finalmente la obtencion de resultados luego de las horas

especificas de incubacion para cada tipo de analisis.

El objetivo del presente estudio es realizar una revision bibliogréafica de las
pruebas de laboratorio que actualmente se usan para el control microbiolégico en
alimentos; La investigacion se ha basado en la normativa INEN vigente en
nuestro pais considerando adicionalmente que estas técnicas y sus protocolos

estan fundamentadas y hacen referencia a técnicas de uso global.



4. DESARROLLO TEORICO

La presencia de microorganismos en un alimento, no necesariamente
implica un riesgo de salud para el consumidor debido a que como se habia
mencionado, muchos alimentos de manera natural pueden presentar una carga
microbiolégica “natural” que no tiene efectos negativos en la salud del

consumidor.

Sin embargo, cuando se trata de un alimento procesado, confluyen varios
factores dentro de la cadena de produccién, que definitivamente pueden variar la
carga microbiana del producto final. Por esta razén las pruebas de control
microbiolégico de los alimentos implican el analisis de todos sus componentes,
es decir, desde la materia prima, materiales y equipos de la linea de fabrica,
mano de obra, hasta llegar al producto final. Estos andlisis permitiran
seleccionar la materia prima utilizada, monitorear los procesos de fabricacion,
determinar los puntos de la linea de fabrica que pueden ser potencialmente
peligrosos y finalmente liberar al mercado productos seguros para el consumo

humano.

Todo esto en base a analisis de microorganismos marcadores que nos

permitan determinar la calidad de los procesos y de los productos.



41 MICROORGANISMOS MARCADORES

En la industria alimenticia, seria poco practico hacer analisis de todos los
microorganismos patdgenos posibles. La realidad de obtener resultados rapidos y
confiables ha determinado que se utilicen microorganismos marcadores en la
industrial de los alimentos. Estos microorganismos, de acuerdo a sus recuentos,
podrian determinar la presencia de microorganismos causantes de intoxicaciones

alimentarias.

Los microorganismos indicadores pueden ser de dos tipos: indices e

indicadores.

4.1.1 MICROORGANISMOS INDICES

La presencia en un andlisis de estos microorganismos se podria relacionar
con la presencia de otros microorganismos patdgenos, ecoldgicamente
relacionados. Por ejemplo la presencia de E. coli podria suponer también la

presencia de Salmonella en determinados alimentos.

4.1.2 MICROORGANISMO INDICADORES

Estos microorganismos, en rangos mayores a los permitidos en cada
alimento, evidenciarian problemas en el procesamiento de un alimento en
general. Por ejemplo la presencia de E. coli, en rangos superiores a los

permitidos en leche, Yy en analisis realizados consecutivamente en varios lotes,



podrian determinar problemas en la eficacia del proceso de pasteurizacion o,
una contaminacion posterior al tratamiento térmico o problemas al mantener la

cadena de frio, posterior al procesamiento de la leche.

Una evaluacién de microorganismos marcadores, como E. coli, en varias
etapas de la cadena de produccion o del producto final a liberar, que reproduzca,
en varios lotes, recuentos dentro de los rangos permitidos en cada alimento,

asegura la calidad microbioldgica del alimento.

Por lo tanto, los microorganismos marcadores resultan de gran importancia
en la valoracion de la calidad microbiolégica de un alimento. Un microorganismo
puede ser indice o indicador o, funcionar como indice e indicador

simultaneamente.

A pesar de que actualmente podemos detectar todo tipo de
microorganismos patégenos, el uso de analisis de microorganismos marcadores
sigue estando vigente probablemente debido al costo y la eficacia de las pruebas.

Las principales pruebas de microorganismos marcadores son

e Aerobios mesodfilos.
e Mohos y levaduras.
e Coliformes totales.

E. coli.
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4.2 ANALISIS MICROBIOLOGICO

El analisis microbiolégico en los alimentos corresponde basicamente a una
serie de técnicas, con resultados tan variados como productos alimenticios
existen, que permiten obtener un recuento del microorganismo analizado y, que

buscan cumplir con los siguientes objetivos generales:

e Determinar la buena calidad de la materia prima utilizada

e Detectar o determinar practicas no sanitarias

e Ubicar los puntos de riesgo o peligro de contaminacion durante la linea de

fabrica

e Determinar el tiempo de vida util de un producto en el mercado

e Determinar si el producto final cumple con la normativa de cada pais o

estado

De esta necesidad surge el contar con protocolos de laboratorio que
permitan estandarizar los procesos de analisis. Cada pais cuenta con una
normativa para los procesos de analisis en alimentos, muy similares entre si,

debido a que en general se trata de técnicas de laboratorio globalizadas.
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La normativa INEN vigente en nuestro pais por ejemplo, estandariza la
metodologia desde la preparacion de los materiales de laboratorio, pasa por los
procedimientos para cada prueba y finalmente estandariza los recuentos o
valores de los recuentos permitidos para cada producto alimenticio y para cada

microorganismo marcador.

4.3 TECNICAS DE SIEMBRA CONVENCIONALES

Los recuentos de bacterias viables se basan en el crecimiento de Unidades
formadoras de colonias (ufc) en condiciones especificas como por ejemplo, la

composicién del medio y temperatura de incubacién para cada analisis.

El recuento de las ufc se basa en la capacidad de células viables de dividirse y
crecer formando colonias (de forma visible), sobre o en un medio de cultivo
sélido. De esta manera existen varias técnicas de siembra utilizadas en la

industria alimenticia:

4.3.1 SIEMBRA EN SUPERFICIE

Este método se basa en distribuir la muestra o indculo sobre una superficie
de medio de cultivo preparada con anterioridad. Permitira obtener luego de la
incubacion de la muestra a la temperatura adecuada, una seria de colonias
visibles y contables que arrojard un recuento de microorganismos determinados

en la muestra analizada.
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El procedimiento basicamente es el siguiente:

En una placa Petri bien rotulada e identificada verter aproximadamente 20
cm® de agar diluido (el medio de cultivo dependeré de la prueba que se esté

realizando).

Una vez que el agar colocado se encuentre solidificado estara listo para
usarse en la siembra de la muestra. En este tipo de analisis el volumen de
muestra diluida y bien homogenizada en agua de dilucion (agua peptonada al

0.1%), no debe ser mayor a 0,1 ml.

Se coloca la muestra sobre el agar solido, y con la ayuda de una asa
estéril se distribuye la muestra sobre toda la superficie de la caja Petri. De esta
manera la muestra queda sembrada. Las cajas Petri sembradas se invierten e
incuban a la temperatura y tiempo adecuados, de acuerdo al analisis que se

realice (ICMSF, 2000).

4.3.2 SIEMBRA POR PROFUNDIDAD

Este método se basa en colocar la muestra o indculo sobre una caja Petri
vacia y posteriormente se coloca el medio de cultivo. Ocasionalmente a este
método de siembra se lo llamé “método de placa pobre”. Permitira obtener luego
de la incubacién de la muestra a la temperatura adecuada, una seria de colonias
visibles y contables que arrojard un recuento de microorganismos determinados

en la muestra analizada.
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El procedimiento basicamente es el siguiente:

En esta técnica se utiliza un volumen no mayor a 1 ml de muestra diluida y

bien homogenizada en agua de dilucién (agua peptonada al 0,1%).

En una placa Petri rotulada e identificada se depositara la muestra diluida,
inmediatamente verter en cada una de las placas inoculadas aproximadamente 20
cm® de agar (el medio de cultivo dependerd de la prueba que se esté
realizando). El agar debera encontrarse a una temperatura promedio de acuerdo
al analisis, de alrededor de 45 °C. La adicién del medio no debe pasar mas de

45 minutos a partir de la preparacion de la primera dilucion de la muestra.

Cuidadosamente mezclar el in6culo de con el medio de cultivo realizando
movimientos de vaivén (5 veces en sentido de las agujas del reloj y luego cinco

vences en el sentido contrario).

Dejar que se solidifigue el agar y una vez que el agar ha solidificado,

invertir las cajas e incubar a la temperatura y tiempo adecuados, de acuerdo al

analisis que se realice (ICMSF, 2000; Norma INEN 1529-13).

4.3.3 SIEMBRA GENERANDO AMBIENTES ANAEROBIOS

Este método se basa en distribuir la muestra o in0culo sobre una superficie

de medio de cultivo preparada con anterioridad y, una vez que se encuentra
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sembrada la muestra, colocar una nueva capa de agar liquido. Este método
permitira generar un ambiente anaerdbio y obtener luego de la incubacion de la
muestra a la temperatura adecuada, una seria de colonias visibles y contables
que arrojara un recuento de microorganismos determinados en la muestra

analizada.

El procedimiento basicamente es el siguiente:

En una placa Petri rotulada e identificada verter aproximadamente 20 cm?®
de agar diluido (el medio de cultivo dependera de la prueba que se esté

realizando).

Una vez que el agar colocado se encuentre solidificado estara listo para

usarse en la siembra de la muestra.

En este tipo de andlisis el volumen de muestra diluida y bien homogenizada

en agua de dilucién (agua peptonada al 0,1%), no debe ser mayor a 0,1 ml.

Se coloca la muestra sobre el agar solido, y con la ayuda de una asa
estéril se distribuye la muestra sobre toda la superficie de la caja Petri. De esta

manera la muestra queda sembrada.

Inmediatamente verter en cada una de las placas sembradas
aproximadamente 10 cm® de agar (el medio de cultivo dependera de la prueba

que se esté realizando). El agar debera encontrarse a una temperatura promedio
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de acuerdo al analisis, de alrededor de 45 °C. Esto generard un medio

anaerobio y permitira el crecimiento de organismos anaerobios.

Dejar que se solidifique el agar y una vez que el agar ha solidificado,
invertir las cajas e incubar a la temperatura y tiempo adecuados, de acuerdo al

analisis que se realice.

4.3.4 SIEMBRA EN PLACAS PETRIFILM

Este método requiere el uso de placas que contienen un medio de cultivo
selectivo listo para usar. Es un método rapido de pruebas microbiologicas de
alimentos que aportan muiltiples beneficios como ahorro en tiempo, trabajo,

espacio de almacenamiento y gastos generales de operacion.

El procedimiento basicamente es el siguiente:

Colocar la placa Petrifilm en una superficie plana. Levantar el film superior.
Con una pipeta colocada de forma perpendicular a la placa Petrifilm, colocar 5 ml.

de la muestra en el centro del film inferior.

Bajar el film superior con cuidado evitando introducir burbujas de aire. No
dejarlo caer. Colocar el aplicador en el film superior sobre el indculo. Distribuir la
muestra ejerciendo una ligera presion sobre el mango del aplicador. No girar ni
deslizar el aplicador. Levantar el aplicador y esperar de 2 a 5 minutos a que

solidifique el gel.
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Una vez que el gel ha solidificado incubar las placas sin invertir (se puede
colocar en pilas de hasta 10 placas, a la temperatura y tiempo adecuados, de

acuerdo al analisis que se realice. (Fuente 3M)

4.4 MEDIOS DE CULTIVO

Uno de los sistemas mas importantes para la identificacion de
microorganismos marcadores en la industria alimenticia es obtener el crecimiento
de estos microorganismos en sustancias y condiciones creadas y controladas en
laboratorio. De esta manera un medio de cultivo es el conjunto de sustancias
necesarias para el crecimiento de un microorganismo determinado, en las
condiciones adecuadas, condiciones que pueden ser controladas y manejadas

dentro de un laboratorio.

En la actualidad existen medios de cultivos y técnicas tan variadas,
permitiendo asi, en el caso de la microbiologia aplicada en el control de

alimentos, obtener resultados confiables y rapidos.

Un medio de cultivo adecuado para el control microbiolégico en alimentos,
debe tener como minimo, carbono, nitrégeno, azufre, fésforo y sales inorganicas.
En muchos casos seran necesarias ciertas vitaminas y otras sustancias
inductoras del crecimiento, especificas 0 selectivas del microorganismo

analizado.
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La forma mas usada de aportar estas sustancias a los medios es utilizar
peptona que, ademas, representa una fuente facilmente asequible de nitrogeno y

carbon.

Ciertas bacterias tienen necesidades nutritivas especificas por lo que se
afilade a muchos medios de cultivo sustancias que aporten y cubran estas
necesidades. Igualmente pueden ser necesarios ciertos carbohidratos y sales
minerales como las de calcio, magnesio, manganeso, sodio 0 potasio y
sustancias promotoras del crecimiento, generalmente de naturaleza vitaminica.
Algunos medios de cultivo contienen colorantes que actian como indicadores de
ciertas actividades metabdlicas o que inhiben de forma selectiva ciertos

microorganismos.

De esta manera podemos diferenciar los siguientes medios y sustancias

(INEN 1529.1.1999)

4.4.1 TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVO Y SUSTANCIAS

Agar: Medio de cultivo sélido con un contenido de agar-agar mayor del 1%

Caldo: Es un medio de cultivo liquido, exento de agar.

Medio base: Medio de cultivo que para ser utilizado, es necesario

completar su formulacion.
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Medio completo: Medio de cultivo que tiene todos sus componentes y esta

listo para el uso sin que haya necesidad de completar su formulacion.

Medio diferencial: Es un medio de cultivo sdélido que contiene substancias

indicadoras, y en el cual, ciertas especies bacterianas forman colonias tipicas.

Medio de enriquecimiento no selectivo: Es un medio de cultivo exento

de substancias selectivas e indicadoras.

Medio de enriquecimiento selectivo: Es un medio de cultivo liquido al
gue se ha adicionado una o mas sustancias selectivas que limitan el desarrollo de
especies bacterianas no deseadas, pudiendo o no, contener substancias

indicadoras.

Medios para identificacion bioquimica: Son medios de cultivo que
contienen sustancias que evidencian la utilizacion metabdlica de un substrato

especifico por el microorganismo.

Medio selectivo diferencial: Es un medio de cultivo sélido que contiene
sustancias selectivas e indicadoras que limitan el desarrollo de ciertas especies
bacterias pero, permiten el crecimiento de otras, las cuales forman colonias

tipicas.

Medio semisolido: Medio de cultivo con un contenido de agar-agar menor

del 1%.
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Agar-agar: Sustancia seca extraida de varias especies de algas que forma

un gel.

Agua estéril: Es el agua destilada o desmineralizada y esterilizada a 121

°C por 20 minutos

Agua de hidratacién: Es el agua destilada, bidestilada o desmineralizada

gue se utiliza en la preparacion del medio de cultivo.

Sustancias enriquecedoras: Son sustancias tales como: vitaminas,
aminoacidos esenciales, sales minerales, acidos grasos u otras sustancias
nutritivas que se agregan al medio de cultivo en forma pura o como componente
de algun otro ingrediente a fin de mejorar la calidad nutritiva del medio de cultivo

original u obtener nuevas propiedades.

Sustancias indicadoras: Son sustancias naturales o sintéticas que

cambian de color de acuerdo al pH de la soluciéon en la que se encuentran.

Sustancias tamponantes: Son substancias que amortiguan los cambios
de pH que causarian la diluciéon o la adiciébn de ciertas cantidades de bases o

acidos fuertes.
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Sustancia selectiva: Sustancia quimica o biologica que inhibe o reduce la
multiplicacion de un microorganismo o grupo de microorganismos (INEN

1529.1.1999).

4.4.2 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO (INEN 1529.1.1999)

Para que la preparacion de los medios de cultivo sea lo mas uniforme
posible 'y aumente la reproducibilidad de los resultados se deben utilizar
componentes basicos deshidratados o medios de cultivo deshidratados. Los
medios deshidratados deben prepararse siguiendo rigurosamente las

instrucciones del fabricante.

Para la preparacion de los medios de cultivo y reactivos deben utilizarse

sustancias quimicas de calidad p.a.

El uso de agua destilada libre de substancias que puedan inhibir el
crecimiento de los microorganismos presentes, es adecuado. Si el agua
destilada se prepara a partir de agua clorada, se debe neutralizar el cloro antes de

la destilacion. Es preferible, utilizar un destilador de vidrio.

Para la preparacién de los medios de cultivo es recomendable el uso de
recipientes de acero inoxidable o de vidrios resistentes al calor, limpios y secos.
La cantidad de medio por prepararse o esterilizarse no debe exceder el 1/3 de la

capacidad del recipiente.
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Utilizar balanzas con una graduacion minima de 0,01 g. Afadir los
componentes en las cantidades indicadas por el fabricante, y los se incorpora
en pequefias cantidades, se debe afadirlos en soluciones acuosas filtradas o, si

son poco solubles en el agua, como soluciones alcohdlicas o alcalinas.

Los indicadores de pH adicionar en solucion alcohdlica sus sales, y en

solucién alcalina los acidos.

Dejar los componentes o los medios deshidratados en contacto con el agua

durante 15 minutos, para que se humecten.

Las substancias termo sensibles preparar a parte, esterilizar por filtracion,
tindalizacion, bafio de agua hirviente y afiadirlos en condiciones asépticas al
medio base esterilizado en autoclave; por ejemplo, el sulfito sédico, la suspension

de yema de huevo, algunos hidratos de carbono, etc.

Los medios que contienen agar calentar agitandoles constantemente hasta
qgue el agar se disuelva completamente. Los caldos se deben calentar solo si no
se disuelven completamente a temperatura ambiente. Luego, se los enfria hasta
aproximadamente temperatura ambiente. Los agares, calentar hasta alrededor

de 50 °C. Utilizar planchas de calentamiento y evitar calentamientos innecesarios.

Si el medio contiene precipitados propios o material sin disolver y éstos
pueden interferir con el uso que se piensa dar al medio, si es caldo, clarificarlo ya

sea por centrifugacion o sedimentacion y, si es agar, por filtracion a través de una
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capa de algoddn colocado sobre una gasa o a través de un papel para filtracion

rapida.

Ajustar el pH del medio de cultivo a un valor predeterminado de manera
que después de esterilizado sea el deseado. Utilizar un potenciémetro que
permita lecturas con una exactitud de + 0,1 unidad de pH y una solucion de NaOH

o0 HCI 1N, o de acido lactico al 10%.

Distribuir el medio en tubos y/o frascos en las cantidades necesarias, de
modo que después de esterilizado el volumen final sea el deseado + 2%. Los

tubos y frascos de dilucion deben mantenerse protegidos contra la evaporacion.

En los tubos destinados a observar la produccién de gas colocar tubos

Durham invertidos.

Los medios que necesitan ser esterilizados en autoclave, hacerlo
inmediatamente.  Solo hervir los medios que no necesitan autoclavado. Los
tiempos y temperaturas generalmente utilizados para la esterilizacion son los
siguientes: 121 °C durante 15 minutos y 115 °C durante 20 minutos. Los caldos
carbohidrato si se esterilizan por el calor, deben tratarse a 121 °C durante 5

minutos o0 a 115 °C durante 10 a 12 minutos (INEN 1529.1.1999).

4.4.3 CONTROL DE ESTERILIDAD DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

(INEN 1 529-1 1999-02-4- 1998-026)
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Medios liquidos. Tomar al azar tres tubos o frascos e incubarlos 72 horas
a 30 °C y a otros tres tubos o frascos, 5 dias entre 15 °C y 22 °C. Los medios
destinados al cultivo de microorganismos termdfilos y termoduaricos deben
incubarse a 55 °C por 72 horas. Si el medio liquido presenta evidencias de
crecimiento, la prueba es positiva. Los que presentan indicios dudosos de
crecimiento sembrar una asa del medio en una placa de agar e incubarlo de
acuerdo a los tiempos y temperaturas sefialadas. Registrar el nimero de tubos o

frascos positivos de cada grupo de tres.

Medios solidos. Tomar al azar tres tubos o frascos e incubarlos de
acuerdo a lo sefialado anteriormente. La prueba serd positiva si el medio
presenta desarrollo de colonias. No se deben utilizar los medios que den prueba

positiva.

Preparar las placas de medio destinadas a cultivos por siembra en
superficie distribuyendo en placas Petri estériles el medio inmediatamente
después de preparado y esterilizado. Estas placas pueden permanecer a
temperatura ambiente por maximo 2 dias y si se colocan en fundas impermeables
a la humedad, y en refrigeracion por no mas de una semana. Desechar las placas

que presentan indicios de contaminacion.

Las placas preparadas de esta manera deben secarse inmediatamente

antes de su inoculacion. El secado puede realizarse de las siguientes formas:
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Colocando la placa destapada y en posicion invertida en un horno de
conveccion o en un incubador a 50 °C, durante 30 minutos.
Dejando la placa tapada y con la superficie del agar hacia arriba, en un incubador

a 37 °C durante cuatro horas.

Dejando la placa tapada, con la superficie del agar hacia arriba, en la mesa

del laboratorio a temperatura ambiente por 16 horas.

Los medios de cultivos preparados y estériles pueden ser mantenidos en
refrigeracion, entre 3 °C y 5 °C, por no mas de un mes a partir de su esterilizacion

y en condiciones que impidan cualquier cambio en su composicion.

Los medios con agar nunca se deben fundir sobre la llama. Una vez
fundidos se deben utilizar en un tiempo no mayor de 3 horas y no se fundirdn mas

de una vez (INEN 1 529-1 1999-02-4- 1998-026).

4.4.4 PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO, REACTIVOS Y
COLORANTES PARA EL CONTROL DE MICROORGANISMOS

MARCADORES EN ALIMENTOS (INEN 1529.1.1999)

La norma en referencia, a mas de las instrucciones generales para
preparar los medios de cultivo y reactivos, describe las féormulas de los medios de
cultivo, diluyentes, reactivos y colorantes, incluyendo los métodos de coloracion,

prescritos en los métodos de ensayo microbiolégico establecidos en la NTE INEN
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1529 para el control microbiolégico de los alimentos. Formulas de varios medios

de cultivos reactivos y colorantes se incluyen en el Anexo 1.

45 TOMA, ENVIO Y PREPARACION DE MUESTRAS PARA EL ANALISIS

MICROBIOLOGICO (INEN 1529-2.1999)

Los procedimientos establecidos en esta norma para la preparacion de la
muestra se refieren al tratamiento inicial al que se deben someter las muestras de
alimento destinadas al analisis microbiolégico, segun se indica en la serie de NTE
"INEN 1529 Control Microbioldgico de los Alimentos”, excepto en las NTE INEN

1529-1y 1529-12.

4.5.1 DEFINICIONES GENERALES

Para los efectos de esta norma se adoptan las definiciones contempladas
en cada una de las Normas Técnicas Ecuatorianas (NTE) de Requisitos sobre

alimentos y las que a continuacién se detallan:

Lote: Es la cantidad de alimento producida y manipulada bajo condiciones
que se suponen uniformes. En la practica, esto generalmente significa un alimento
producido en un bach, o cuando el proceso es continto dentro de un periodo de
tiempo definido y en un lugar determinado, por ejemplo, en una linea de
produccion determinada, en una autoclave u otra unidad critica de tratamiento.

Los diferentes lotes son identificados mediante cédigos.
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Partida: Es la cantidad de alimento, grande o pequefia, enviada a un
determinado destinatario. Normalmente consiste en humerosas cajas de alimento

procedente de uno o mas lotes.

Toma de muestras: Es el acto de seleccionar y coger una determinada
cantidad, o un numero de recipientes o unidades de produccién de un mismo lote
de alimento, o de areas de superficie que son 0 que entran en contacto con

productos alimenticios.

Unidad de muestreo: Es la parte definible mas pequefia de un lote (unidad
de produccion). Esto puede significar una lata, o un paquete. Cuando la
produccion es a granel y se envasa en cajas, bidones, barriles, sacos, etc.,
entonces la unidad de muestreo es arbitraria y puede depender del utensilio para
tomar muestras. No se debe confundir esta unidad de muestreo con la unidad de

muestra realmente utilizada en el andlisis.

Unidad de muestra: Es la cantidad de material (tomada de la muestra de
poblacién) que realmente se utiliza en el andlisis, es la unidad analitica. En
general, para los ensayos microbioldgicos se utiliza una unidad de muestra de 10

6 25 gramos (g) 6 cm® o sus multiplos.

Muestra: Parte del conjunto (poblacién) a partir de la cual se trata de
estimar, mediante analisis o0 examen, las propiedades del conjunto. Se debe tener
en cuenta que solo puede someterse a analisis una parte (unidad de muestra) de

la muestra de poblacion
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Muestra de poblacion: Numero total (una o mas) de unidades de
muestreo individuales tomadas de la poblacion (idealmente, obtenidas de una
forma aleatoria) que se destinan al analisis de acuerdo con un programa de

muestreo determinado

La muestra de poblacién y la unidad de muestra pueden ser lo mismo pero,
de preferencia, la muestra de poblacion debe ser considerablemente mas grande
qgue la unidad de muestra que habra de analizarse y cada muestra de poblacién
proporciona sélo un resultado por cada andlisis realizado. Por tanto, si se analiza
mas de una unidad de muestra de la misma muestra de poblacion, los resultados

se promedian.

Muestra selectiva (sesgada): Es la muestra de alimento, tomada para
demostrar o documentar las condiciones insatisfactorias observadas por el
inspector, o bien, para contar con una unidad del alimento que se sospecha

insatisfactorio y someterlo al andlisis microbiolégico.

Muestra aleatoria: Conjunto de unidades de muestreo elegidas de la
poblacion de modo que cada unidad tenga la misma probabilidad de ser
seleccionada, con lo que se excluye las subjetividades del que toma las muestras.

Normalmente implica la utilizacion de la tabla de los niumeros aleatorios.

Muestra representativa: Es aquella cuyas caracteristicas son tan similares

como posible a las de la poblacién de la cual proceden.
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Programa de muestreo: Es la relacién de los criterios de aceptacién que
se aplicaran a un lote basado en el analisis, por métodos especificos, del nimero

necesario de unidades de muestra.

Programa de atributos: Es el programa de muestreo en que cada unidad
de muestra seleccionada se clasifica de acuerdo a las caracteristicas de calidad
del producto y en el que solo hay dos o tres grados de calidad. Por ejempilo:
aceptable, rechazable; presente, ausente; aceptable, provisionalmente aceptable,

rechazable; recuento bajo, recuento medio, recuento alto

En las Normas Técnicas Ecuatorianas (NTE) de requisitos se utilizan
programas de muestreo por atributos, de dos y tres clases. Un programa de
muestreo de dos clases requiere de las siguientes especificaciones: "n", "c"y "m"

y los de tres clases: "n", "c", "m" y "M", que se detallan a continuacion.

Categoria: Serie de factores relacionados con la naturaleza y tratamiento
de un alimento, enmarcados en 15 series (1 a 15 categorias), que determina por
anticipado el peligro de la presencia de determinadas especies 0 grupos

bacterianos en un alimento.

“n". NUmero de unidades de muestra de un lote que se deben analizar,

para satisfacer las exigencias de un determinado programa de muestreo.
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"c". Numero maximo aceptable de unidades de muestra que pueden
presentar una tasa microbiana comprendida entre "m" y "M". Cuando se

encuentra un namero superior a "c", se rechaza el lote.

"m". Valor (criterio) microbiolégico aceptable de bacterias por gramo o cm?,

Los valores superiores a "m" se aceptan provisionalmente o se rechazan.

"M". Valor (criterio) microbiolégico utilizado solo en programas de tres
clases, para separar la calidad rechazable de la provisionalmente aceptable. En
cualquier unidad de muestra, los valores iguales a, o superiores a "M" no son

aceptables.

Aceptacion-rechazo: La decision de aceptar o rechazar un lote, en base a
un programa de muestreo asociado a un analisis microbiologico determinado, se

aplica solo al propoésito para el que se realiz6 dicho andlisis (o varios de ellos).

Suspension inicial (dilucion primaria): Es la suspensién, solucién o
emulsién obtenida después que la cantidad del producto en andlisis (o de la
porcion de muestra preparada para el ensayo) ha sido pesada o medida y luego
mezclada, utilizando un homogeneizador cuando es necesario y observando las
precauciones apropiadas, con un volumen de diluyente igual a nueve veces la
unidad de muestra, para que los microorganismos presentes en la unidad de
muestra se distribuyan lo mas uniformemente posible y se permita que las

particulas grandes, si las hay, se sedimenten.



30

En algunos casos puede necesitarse, especialmente para productos que
dan una suspension inicial 1+9 demasiado viscosa o demasiado espesa, afadir
mas diluyente. En algunos otros casos, cuando se necesita relacionar los
resultados de los analisis con determinados criterios de especificacion, puede ser
necesaria una dilucion primaria mas concentrada que 1+9. Se deben tomar en
cuenta estos factores para las operaciones subsiguientes y/o en la expresion de

resultados.

Otras diluciones decimales: Las suspensiones, soluciones o emulsiones
obtenidas mezclando un volumen especifico de la dilucion primaria con nueve
veces el volumen del diluyente y repitiendo esta operacion con cada dilucion asi
preparada, hasta obtener una serie de diluciones decimales adecuadas para la

inoculacion del medio de cultivo (INEN 1529-2.1999)

4.5.2 EQUIPO, MATERIALES Y DILUYENTES (INEN 1529-2.1999)

El equipo y material utilizados en la toma de muestras deben ser de acero
inoxidable u otro material de resistencia adecuada, que no produzca cambios en
la muestra que puedan afectar los resultados de los exdmenes subsiguientes. El
equipo debe ser lo suficientemente robusto para evitar deformaciones en el uso y
lo suficientemente leve que permita al operador moverlo en el producto, facil y
rapidamente. Si los utensilios o aparatos son soldados, la suelda debe resistir
temperaturas de 180 °C. Todas las superficies deben ser lisas y libres de

hendeduras, todas las esquinas deben ser redondeadas.
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El equipo para tomar muestras debe cumplir con los requisitos especificos

adecuados a cada producto, de la siguiente manera:

Los frascos para muestras y sus cierres, deben ser de un material
resistente a esterilizaciones repetidas, inerte, impermeable al agua y a las grasas
(acero inoxidable, vidrio y algunos plasticos). También se puede utilizar envases
desechables de plastico, hojas de aluminio o fundas plasticas con cierres
apropiados. De preferencia deben ser opacos y de capacidad y forma adecuadas
para tomar la unidad de muestra deseada. Los frascos para productos sélidos,

semisoélidos o viscosos deben ser de boca ancha.

Todo el material y utensilios utilizados en la toma, envio y preparacion de
muestras para el analisis microbiolégico deben estar perfectamente limpios,
secos, envueltos individualmente y esterilizados por uno de los siguientes

métodos fisicos:

e Esterilizacion por calor hiumedo. A presion de 15 libras/ pulgada2
(autoclave): 121 °C durante 20 minutos, minimo.

e Esterilizacion por calor seco. Aire caliente 170-175 °C, en el punto mas frio,
durante 1 hora, minimo. Utilizar un horno con una eficiente circulacion de
aire para que haya la seguridad de que en todas las partes del horno se

mantiene la temperatura fijada.

Si por alguna razon, es imposible la esterilizacion por estos dos métodos,

utilizar los siguientes métodos alternos, que son secundarios, y se los recomienda
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siempre que el material sea utilizado inmediatamente después de esterilizado y

enfriado:

e Vapor fluente: 100 °C por una hora.

e Agua hirviente: ebullicion en agua por 20 minutos, minimo.

e Inmersion en etanol al 96% (v/v) y flameado hasta que el etanol se
consuma. Para materiales que resisten la llama directa.

e Combustion: exponer a la llama de un mechero de Bunsen o de alcohol
hasta la incandescencia y enfriar. Para objetos que resistan la

incandescencia (INEN 1529-2.1999).

Para abrir envases: tijeras, cuchillos, abridores de latas y de botellas, martillos,
alicates, destornilladores, herramienta especial para abrir cajas de cartdn, bisturis,

etc.

Para tomar muestras: sierras; sondas especiales que penetren en el producto
y corten un trozo cilindrico; taladros; cucharas; cucharones de draga; pinzas;
tenedores; torundas; plantillas de metal, con un cuadrado de superficie conocida
recortado en el centro; fundas plasticas con cierre apropiado; papel aluminio;
compuesto obturante, para cerrar los orificios dejados en los quesos al tomar las

muestras.

Para tomar muestras congeladas: taladro eléctrico de alta velocidad,

hacha, cincel.



33

Para controlar la temperatura: termémetro manual de cuadrante, para

controlar la temperatura ambiente y del producto.

Para transportar muestras: refrigeradora portatil capaz de enfriar hasta 0 °C
a 5 °C en poco tiempo. Nevera isotérmica con cierre hermético y material aislante
entre la pared interna y la externa, para transportar muestras congeladas o

refrigeradas.

Para etiquetar: etiquetas y marcadores.

Equipo para esterilizacion: autoclave u horno portatiles o, mechero de

alcohol, y un agente desinfectante (alcohol al 70%).

Equipo para mantener muestras: refrigeradora, para almacenar muestras a

2 °C y congelador para almacenar a temperaturas menores de -20 °C.

Equipo para descongelar muestras: bafio de agua, controlado

termostaticamente con agitador, que opere 37 + 1 °Cy otro, a45+ 1 °C.

Frascos para muestras: frascos de boca ancha con tapa de rosca, envases
desechables de plastico. Para el transporte de muestras deben ser de un material

que absorba los golpes.

Equipo para homogeneizar muestras: homogeneizadores, voértex,

trituradores, "stomacher", molinos.
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Equipo para medir el pH: pH metro, con compensacion de temperatura y

sensibilidad de 0,1 de unidad de pH.

Equipo para pesar muestras: Balanza con exactitud clase Il y graduacion

minima de 0,1 g.

Materiales varios: Erlenmeyers, probetas, tubos, pipetas, jeringuillas (INEN

1529-2.1999).

Diluyentes (INEN 1529-2.1999)

Agua peptona al 0,1%: para uso general.

Agua peptona tamponada: para Salmonella.

Agua peptona sal al 15%: para extremamente halofilos.

Agua peptona sal al 5%: para halofilos moderados y halotolerantes.

Caldo TSB: para revitalizacion (Enriquecimiento).

Caldo reforzado para clostridios: para anaerobios.

Solucién de calgon [hexametafosfato sodico, (NaPO3)6] al 1% en solucion Ringer
diluida al %: diluyente para hisopos de alginato.

Solucién de citrato sédico al 2%, pH 7,5 + 0,1: para quesos, leches fermentadas,
leche en polvo "roller".

Soluciéon de fosfato dipotasico al 2%: para caseina &cida, caseina lactica y suero
acido en polvo el diluyente debe tener un pH de 8,4 + 0,1y 7,5 + 0,1 para crema
acida, quesos, caseinatos.

Solucion de fosfato tripotasico (K3P0O4.7H20) al 8% para ajustar el pH de las

muestras.
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Solucién Ringer al 1/4: para mantequillas
Solucién de sacarosa al 20%: para osmofilos.

Solucién salina peptonada: para uso general.

46 TOMA DE MUESTRAS (INEN 1529-2.1999)

Las Normas Técnicas Ecuatorianas (NTE) hacen referencia a varios pasos
a seguir tratando de considerar todos los posibles casos o0 escenarios frente a los
cuales se deba realizar toma de muestras; sin embargo de ello, las siguientes

instrucciones no son necesariamente aplicables para tomar muestras de rutina.

La toma de muestras debe realizar un agente autorizado o un agente
independiente autorizado que ha recibido formacion técnica apropiada. El o la
agente debe actuar independientemente y no aceptar la interferencia de terceros.
Bajo su responsabilidad puede recibir ayuda de otros. Cuando sea posible, se
debe permitir a los delegados de las partes interesadas presenciar la toma de
muestras. El agente y su(s) ayudante debe tomar las medidas adecuadas para
prevenir cualquier contaminacién tanto del envio del o los lotes como de las
unidades de muestreo (por ejemplo, lavarse y desinfectarse las manos antes de
manipular el material a muestrearse, vestir un delantal u overol blanco y limpio,
usar mascarilla y gorro, trabajar observando rigurosamente todas las medidas
previstas en el programa de la planta para la higiene y desinfeccion de los

empleados).
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Se sellard y etiquetara cada muestra. Fijar el sello de manera que sea
imposible remover el contenido o la etiqueta sin destruir el sello. Las etiquetas
deben ser de tamafio y calidad adecuadas para el proposito (por ejemplo una
cartulina de color claro, un carton a prueba de grasa y de agua y con un ojete
reforzado). Escribir la informacion con tinta indeleble indicando, por lo menos, la
naturaleza del producto, el nimero y codigo del lote, la fecha de la toma de
muestras, el nombre y la firma del agente que tomé las muestras. Cuando sea
necesario, se puede incluir informacion adicional tal como el propdsito de la toma
de muestras, la masa o volumen de la muestra, la marca de identificacion de la

unidad (caja, bidon, etc.) de donde se tomé la muestra.

Se tomaran todas las muestras, cuando menos, por duplicado y se
conservaran en condiciones idénticas a las que tenian en el momento de la toma.
De ser necesario, y cuanto antes, se debe poner una serie a disposicion de la otra
parte. Previo convenio de las partes, se recomienda la toma de series adicionales
de muestras, las cuales, en caso necesario, deben guardarse para un arbitraje
independiente. Una vez tomadas las muestras, enviar las muestras al laboratorio

para su analisis.

Las muestras se deben acompaiar de un informe de la toma de muestras

firmado por el agente responsable de la toma y refrendado por posibles testigos.

En el informe debe constar la siguiente informacion:

e Lugar, fecha y hora en que se realiz6 la toma de muestras.
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e Nombre y direccion del agente que realizé la toma de muestras y de los
posibles testigos.

e Meétodo exacto de la toma de muestras (aleatorio en todo el lote, aleatorio
en las partes accesibles o por otro método).

e Procedimiento exacto utilizado para tomar las muestras, si éste difiere de
las instrucciones dadas en esta norma.

e Motivo de la toma de muestras.

e Naturaleza del alimento.

e Numero y cédigo del lote, codigos de los baches y el nUumero y tamafio de
las unidades que constituyen el lote.

e Tamafio y nimero de las muestras de poblacion debidamente identificadas
en relacién al lote, bache y/o unidad (caja, bidon, etc.) del cual proceden.

e Lugar a donde se enviaran las muestras.

¢ Ensayos solicitados.

e Nombre y direccién del laboratorio que analizara las muestras.

e Temperatura del producto al momento de la toma de muestras.

e Origen del envio y lugar de destino.

e Sies posible, el nombre y la direccion del fabricante, importador, vendedor

o comprador, segun proceda.

Cuando convenga, se debe mencionar en el informe, ademas, cualquier
condicion o circunstancia relevante de la toma de muestras (por ejemplo, el
estado de los envases y sus alrededores, la temperatura y humedad atmosféricas,
la edad del producto, método de esterilizacion del material para tomar muestras),

si la muestra es una mezcla de submuestras y cualquier informacion especial
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referente al producto muestreado, por ejemplo, la dificultad para homogeneizar el

producto (INEN 1529-2.1999).

4.6.1 NUMERO DE MUESTRAS DE POBLACION QUE SE DEBEN

TOMAR

Se debe tomar un nimero de muestras de poblacion equivalente al nUmero
"n" de unidades de muestra indicado en el programa de muestreo especificado, ya
sea, en las respectivas NTE de requisitos o en un contrato, o segun lo acordado
entre las partes interesadas o segun un programa disefiado para enfrentar una

situacion emergente (brote de intoxicacion, por ejemplo) (INEN 1529-2.1999).

4.6.2 TECNICAS PARA LA TOMA DE MUESTRAS

La norma NTE hace referencia a varias generalidades que se detallan a

continuacion:

e Tomar las muestras en condiciones asépticas, con rapidez pero
cuidadosamente, y de tal manera, para que la muestra sea representativa del

producto que se quiere analizar.

e Antes de abrir un envase limpiar la zona apropiada con agua tibia y jabon y
pasar alcohol al 70% sin flamear, o0 si es un envase de papel, retirar la parte
externa. Abrir el envase asépticamente con instrumentos estériles. Para cada

envase utilizar un instrumento estéril.
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e Cuando sea posible, mezclar bien el producto hasta que esté
homogeneizado y, cuando no lo es, asépticamente, tomar alicuotas de diferentes

sitios del recipiente hasta completar una cantidad no inferior a 100 g 6 cm?.

e Sise han de realizar diferentes tipos de andlisis (microbiolégicos, quimicos,
fisicos y sensoriales), asépticamente tomar primero y por separado las unidades
de muestra destinadas al analisis microbiolégico. Para conservar estas muestras

no se debe utilizar preservantes.

e Registrar la temperatura del aire de la sala de almacenamiento o del
vehiculo, tomar la muestra, luego, insertar el termoémetro en el alimento del que se
tomé la muestra y registrar su temperatura. Cuando el alimento esta envasado en
pequefios envases cerrados, registrar la temperatura del alimento en un envase

adyacente en la misma caja de cartdbn o embalaje.

El tamafio de la muestra de poblacién debe ser de 100 cm® o gramos,
minimo. En muchos casos sera el de la unidad de produccién del lote como latas
herméticamente cerradas conteniendo muchas veces la cantidad de alimento
equivalente a la unidad de muestra, o envases muy pequefios de los que se

necesitara tomar varios de ellos hasta completar los 100 g (INEN 1529-2.1999).
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4.6.3 PROCEDIMIENTO PARA LA TOMA DE MUESTRAS

Productos en envases pequefios.

Los alimentos, sean éstos liquidos, pastosos, solidos o pulverulentos
envasados en pequefios recipientes deben tomarse en su propio envase original,

sin abrir.

Las mantecas, margarinas, mantequillas que se encuentren en unidades de
250 o0 més g, dividirlas en cuatro partes y tomar como muestras las dos cuartas

partes opuestas. Si la unidad pesa menos de 250 g, tomar toda la unidad.

De los quesos pequefios y de las porciones de queso envueltas y
empacadas en envases pequefios tomar como muestra un queso completo y de
las porciones, un namero suficiente de ellas para que la muestra no sea inferior

de 100 g (INEN 1529-2.1999).

Productos a granel (bidones, tambores, etc.).

Productos liquidos

Evitando contaminar el contenido, mezclar los productos liquidos

cuidadosamente con un cucharéon estéril 0 mecanicamente, hasta que el producto

esté totalmente mezclado; inmediatamente después de la mezcla, con un

cuchardn estéril y asépticamente transferir a un envase estéril una cantidad no
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inferior a 100 cm®. Si es dificil obtener una buena homogeneizacién, de sitios
apropiados del recipiente tomar varias submuestras de manera a obtener una
muestra no inferior a 100 cm® y que sea representativa del envase.

Inmediatamente cerrar y etiquetar el frasco.

Para tomar una muestra de un ducto de salida, primero dejar pasar las
primeras fracciones del producto para limpiar la salida con el flujo y luego tomar la

muestra, no menos de 100 cm?®.

En el caso de cremas, dar un namero suficiente de golpes con el cucharén
para asegurar una buena mezcla, sumergir el cucharén moviendo de un lado para
otro con mucho cuidado para evitar la formacion de espuma y de mantequilla.

Tomar no menos de 100 cm® de muestra.

En el caso de leche condensada y evaporada mezclar muy
cuidadosamente utilizando un agitador adecuado para raspar el material adherido
a las paredes y al fondo del recipiente. Del contenido mezclado, trasladar de 2 a
3 litros a un recipiente mas pequefio y agitarlo.

Tomar no menos de 100 cm® de muestra (INEN 1529-2.1999).

Productos sélidos

En el caso de productos solidos, cuando la capa superficial no hace parte

de la muestra, retirarla del area de muestreo con una espatula, cuchillo o cuchara
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estériles, hasta no menos 5 mm de profundidad y tomar la muestra con otro

instrumento estéril.

Si el producto es un polvo, la capa superficial se retira antes de mezclar. Si
el alimento estda formado por capas o extractos, separadamente y evitando
contaminar las partes tomar muestras de cada una en la misma proporcion en que

se encuentran en el producto original.

En el caso de mantecas, margarinas, mantequillas a granel y el producto
estd en blogue, y para que la muestra no sea inferior a 100 g, realizar dos
sondeos o mas introduciendo una sonda verticalmente en el centro del blogue. Si
el producto se encuentra en barriles, insertar la sonda diagonalmente a través de
la masa del producto desde el borde del barril sin que penetre en la superficie del

fondo.

En los dos casos, hacer girar la sonda una vuelta completa y retirar el
material por completo. Sostener la punta de la sonda encima de la abertura del
frasco estéril, y con un cuchillo o espatula transferir inmediatamente la muestra de
la sonda en pedazos de aproximadamente 75 mm. Dejar una porcién de
aproximadamente 25 mm o mas de largo para obturar el agujero dejado por la

sonda.

No permitir que estos productos entren en contacto con papel o superficies

absorbentes (porcelana) del agua o grasa.
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Los productos congelados hasta el punto de resistir la presion de la sonda

deben ser ablandados manteniéndoles por 24 horas a 10 °C (INEN 1529-2.1999).

Productos a granel congelados

Para muestrear estos productos utilizar brocas, saca bocados y otros
instrumentos cortantes estériles. Los productos congelados deben mantenerse en
su estado congelado hasta su llegada al laboratorio. Se debe evitar descongelar

y congelar nuevamente la muestra.

La toma de muestras de piezas o bloques de alimentos de gran tamafio se
puede realizar de la siguiente manera: sobre el alimento asegurar, con la copa
hacia arriba, un embudo plastico estéril con el vastago recortado por donde se
introduce la broca estéril de un taladro. Las virutas del alimento son conducidas a
la superficie y se acumulan en la copa del embudo. Transferir estas virutas a un
frasco estérii para muestras. Inmediatamente identificar la muestra y

acondicionarla para su envio al laboratorio (INEN 1529-2.1999).

Toma de muestras de superficies vivas

Utilizando un hisopo humedecido, frotar la superficie de la palma de una

mano, la superficie interna de los dedos y de las uias
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También se puede realizar mediante la técnica del lavado: colocar la mano
dentro de una funda plastica, verter 50 cm? de diluyente y frotar con el liquido las

palmas, entre los dedos y ufias (INEN 1529-2.1999).

Toma de muestras de superficies inertes

Botellas, envases, recipientes, utensilios pueden muestrearse mediante
lavado, y si es posible, con hisopo. Prestar especial atencion a la porcion de los
utensilios que se introduce en la boca, por ejemplo, borde superior interno y
externo de copas y vasos, porcién concava de cucharas, etc. De los platos, la

parte que entra en contacto con los alimentos.

La toma de muestras de superficies lisas puede realizarse con hisopo 0
con cilindros de agar. El cilindro de agar es un medio de agar estéril solidificado
dentro de un tubo plastico estéril. Asépticamente, cortar uno de los extremos del
cilindro, presionar la superficie de agar descubierta contra la superficie en estudio,
con un escalpelo estéril cortar una rodaja y colocarla en una placa Petri, con la

superficie sembrada hacia arriba. Identificar la muestra.

Las superficies lisas también se pueden muestrear utilizando un

portaobjeto (INEN 1529-2.1999).

e Toma de muestras destinadas al analisis de bacterias anaerobias.
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Evitar que las muestras que contienen bacterias anaerobias entren en
contacto con el aire, por ejemplo, de los tejidos profundos no tomar muestras
pequefias. Si esto no es posible y si se utilizan hisopos, humedecer el hisopo en
el medio de transporte de Stuart (medio reducido y una vez tomada la muestra,

colocar el hisopo en un tubo que contenga este medio (INEN 1529-2.1999).

Quesos grandes. En el caso de quesos grandes tomar de las diferentes
partes suficientes submuestras, hasta completar una muestra de por lo menos
100 g. De los quesos maduros, retirar la envoltura externa y dejar intacta la
interna (costra, cera, peliculas plasticas o de tela en los quesos sin corteza).
Dependiendo de la forma, la masa, el tipo y el grado de madurez del queso,

utilizar una de las siguientes técnicas:

Toma de muestras por medio de cortes. Si el queso tiene una base
circular, con un cuchillo con hoja puntiaguda, hacer dos cortes radiales a partir
del centro del queso, y si tiene un base rectangular, hacer dos cortes paralelos
con los lados. El tamafio de la pieza obtenida debe ser de tal manera, que una
vez eliminada la capa superior incomible, la porcion comestible restante no sea

inferior a 100 g.

Toma de muestras por medio de una sonda. En una de las superficies
planas, por lo menos a 10 cm del borde, insertar oblicuamente hacia el centro una
sonda estéril de 15 a 20 mm de diametro, una o varias veces. Insertar la sonda
perpendicularmente por una de las superficies del queso hasta llegar, pasando

por el centro, al lado opuesto.
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Por la superficie vertical del queso, a igual distancia entre las dos
superficies planas, insertar la sonda horizontalmente hasta el centro del queso.
De los quesos contenidos en barriles, cajas u otros recipientes de dimensiones
grandes, o de los quesos que forman cubos grandes compactos, la muestra
puede tomarse insertando la sonda oblicuamente, desde arriba hacia abajo, por
el contenido del recipiente. En el caso de quesos duros de grandes dimensiones,
si el queso tiene envoltura interna, frotar con etanol al 70% (V/V) el sitio de
muestreo e insertar una sonda estéril de 15 a 20 mm de diametro. Girar la sonda

una vuelta completa y retirar el pedazo.

Si no se necesita una muestra de la superficie, guardar la parte exterior
(minimo 2 cm) que contiene la envoltura interna para obturar el agujero(s) hecho
en el queso y el resto del pedazo(s) con un escalpelo o un cuchillo estériles
transferir asépticamente al frasco de muestra. Repetir este procedimiento hasta
obtener una muestra no menor de 100 g. Con los tapones, obturar los agujeros
con cuidado, y si es posible, cubrir con un compuesto sellante adecuado (INEN

1529-2.1999).

4.6.4 ENVIO DE LAS MUESTRAS AL LABORATORIO (INEN 1529-

2.1999)

Enviar las muestras al laboratorio lo mas rapido posible y en condiciones
que reduzcan al minimo la posibilidad de cambio de su calidad microbiologica y

evitar que durante el transporte las muestras sean expuestas a la luz solar directa.
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Manipular y empacar las muestras de modo que una manipulacion
posterior no pueda cambiar su identidad ni sugerir ninguna duda a cerca de su

identidad.

Siempre que sea posible, se deben enviar las muestras al laboratorio en su
envase original, sin abrir. Todas las muestras envasadas, para su envio deben
empacarse con materiales que puedan absorber los golpes para evitar que sufran

dafios durante el transporte.

Los productos de vida comercial prolongada, no necesitan de precauciones
especiales excepto, por ejemplo: evitar temperaturas por encima de 45 °C para
los productos enlatados (latas en su estado normal) y ambientes humedos para

los productos en polvo.

Las latas hinchadas se deben refrigerar y enviarlas acondicionadas con

mucho papel y material amortiguador y material refrigerante.

Los productos perecederos no congelados se enfrian hasta 0 a 5 °C, sea
en un refrigerador o mas rapidamente en un bafio de hielo (en fundas plasticas) y
se los envia en recipientes isotérmicos, cubiertos con una bandeja que contenga
suficientes fundas plasticas con hielo picado o una mezcla de polialcoholes
congelados, para mantener la temperatura de 0 a 5 °C hasta su llegada al
laboratorio. No utilizar hielo suelto ya que si el envase se revienta o tiene fugas
puede contaminar el producto. Si se utiliza hielo seco, acondicionar la muestra

de manera que no entre en contacto con el hielo para evitar su congelamiento.
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Productos congelados, las muestras de estos productos se deben recoger
en recipientes preenfriados y colocarlos inmediatamente en un congelador, o en
hielo seco. Enviar al laboratorio en un recipiente isotérmico, o en caja de cartén,
con nieve carbdnica (diéxido de carbono sodlido). Evitar que las muestras
congeladas, tomadas en fundas plasticas, entren en contacto directo con el hielo
seco porque el plastico se torna friable y puede romperse. Utilizar papel u otro
material adecuado para proteger la muestra. Como control que la muestra no se
ha descongelado durante el transporte, colocar dentro del paquete un recipiente
con trocitos de hielo que deben estar intactos a la llegada del paquete con las

muestras.

Indicar claramente sobre el paquete si la muestra es perecible o no, la

temperatura a que debe mantenerse, refrigerada en hielo seco, si es fragil, etc.

Enviar las muestras juntamente con el informe de la toma (INEN 1529-2.1999).

4.6.5 RECEPCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL

LABORATORIO (INEN 1529-2.1999)

Chequeo de las condiciones de las muestras. Al recibir las muestras se

debe observar los siguientes aspectos:
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Etiquetado e informe: Chequear si cada muestra esta debidamente
sellada, etiquetada y acompafiada de una copia del respectivo informe de la toma

de muestras

Estado de los envases: Chequear cuidadosamente si el envase tiene
defectos, tales como: fisuras, perforaciones, fugas, deformaciones; fracturas y

tapas flojas en los de plastico; perforaciones en fundas plasticas.

Control de la temperatura: Anotar la temperatura de las muestras
perecederas no congeladas. Las muestras congeladas deben llegar al laboratorio
en su estado congelado, controlar si no ha habido descongelamiento. Las
muestras frescas perecederas deben tener una temperatura entre 0 a 5 °C.

Anotar cualquier discrepancia en la hoja de registro.

Apego al programa de muestreo: Verificar que el nimero de las muestras
de poblacién esta conforme con el programa de muestreo utilizado (INEN 1529-

2.1999).

Almacenamiento de las muestras: Las muestras deben almacenarse

protegidas de cualquier contaminacion, de la luz solar directa o de otras fuentes

de calor y a las temperaturas que se indican:

Productos congelados, a -20 °C, maximo hasta siete dias.
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Productos perecederos no congelados, entre 0 °C y 5 °C, por no mas de 24

horas.

Productos estables: enlatados, productos deshidratados, etc.,, a

temperatura ambiente en lugares secos y frescos, hasta siete dias.

Productos miscelaneos: enjuagues, hisopos, aguas de efluentes, entre 0 °C

y 4 °C, hasta 12 horas (INEN 1529-2.1999).

4.6.5 RECEPCION Y ALMACENAMIENTO DE LAS MUESTRAS EN EL

LABORATORIO (INEN 1529-2.1999)

Chequeo de las condiciones de las muestras. Al recibir las muestras se

debe observar los siguientes aspectos:

Etiquetado e informe: Chequear si cada muestra esta debidamente
sellada, etiquetada y acompafiada de una copia del respectivo informe de la toma

de muestras

Estado de los envases: Chequear cuidadosamente si el envase tiene
defectos, tales como: fisuras, perforaciones, fugas, deformaciones; fracturas y

tapas flojas en los de plastico; perforaciones en fundas plasticas.

Control de la temperatura: Anotar la temperatura de las muestras

perecederas no congeladas. Las muestras congeladas deben llegar al laboratorio
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en su estado congelado, controlar si no ha habido descongelamiento. Las
muestras frescas perecederas deben tener una temperatura entre 0 a 5 °C.

Anotar cualquier discrepancia en la hoja de registro.

Apego al programa de muestreo: Verificar que el nimero de las muestras
de poblacién esta conforme con el programa de muestreo utilizado (INEN 1529-

2.1999).

Almacenamiento de las muestras: Las muestras deben almacenarse

protegidas de cualquier contaminacion, de la luz solar directa o de otras fuentes

de calor y a las temperaturas que se indican:

Productos congelados, a -20 °C, maximo hasta siete dias.

Productos perecederos no congelados, entre 0 °C y 5 °C, por no mas de 24

horas.

Productos estables: enlatados, productos deshidratados, etc., a

temperatura ambiente en lugares secos y frescos, hasta siete dias.

Productos miscelaneos: enjuagues, hisopos, aguas de efluentes, entre 0 °C

y 4 °C, hasta 12 horas (INEN 1529-2.1999).
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4.6.6 PREPARACION DE LA UNIDAD DE MUESTRA PARA EL

ANALISIS (INEN 1529-2.1999)

La preparacion de una sub-muestra en laboratorio busca que ésta sea tan

representativa como sea posible de la poblacion de la cual procede.

La norma NTE hace referencia a varias generalidades que se detallan a

continuacion:

Si es posible, realizar los ensayos de las muestras luego después de la
recepcion en el laboratorio. Las muestras deben manipularse asépticamente y de
preferencia sin interrupciones, si éstas son inevitables, deben ser lo mas cortas

posible y el producto se debe mantener en refrigeracion durante este periodo.

Antes de manipular la muestra limpiar el &rea de trabajo y sus
proximidades, e inmediatamente desinfectar el area con etanol al 70% o con

cualquier otro desinfectante.

En muchos casos la unidad de muestreo, sin preparacion adicional alguna,
puede utilizarse como unidad de muestra. Si se necesita mezclar dos 0 mas
unidades de muestreo para formar la unidad de muestra, transferir las unidades

de muestreo a un recipiente estéril suficientemente grande y mezclar bien.

Antes de abrir cualquier envase, sean éstos rigidos o semi rigidos, limpiar
externamente el envase con jabon o detergente y agua, secarlos con papel toalla

y, en las proximidades de la tapa o en el area donde se va a abrir el envase
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flamear (con o sin etanol al 70% v/v evitando sobrecalentamientos) o aplicar una
mezcla desinfectante que se le deja secar sin aplicar calor; sin embargo, cuando
el envase o el material del embalaje es muy delgado y no resiste el proceso de

limpieza omitir este paso y desinfectar con mucho cuidado.

Cuando el envase puede removerse sin riesgo alguno de contaminar el
producto, entonces, la limpieza y desinfeccion del envase no son necesarias.
Todas las manipulaciones, durante y después de la abertura deben realizarse en
condiciones tan asépticas como posible y de preferencia sin interrupciones;
utilizar una camara de flujo laminar vertical, si es posible. Durante cualquier
interrupcion se debe mantener el producto bajo refrigeracion. El intervalo entre la
agitacion de la muestra y la remocion de la unidad analitica no debe ser mayor de
tres minutos, y se debe tener cuidado para eliminar, incluso, cualquier espuma de

la unidad analitica.

Abrir los envases de lata por la tapa no codificada, cuidando de no dafiar el

doble cierre.

Al tomar muestras de latas abombadas deben observarse las siguientes

precauciones a fin de disminuir la salida violenta del contenido:

e Abrir las latas abombadas en sitios especiales y NUNCA deben abrirse en

areas destinadas a pruebas de esterilidad.

e Antes de abrir, refrigerar la lata lavada y seca.



54

e Colocar la lata en una bandeja poco profunda que contenga una mezcla
desinfectante. Si se sospecha la presencia de Clostridium botulinum, la bandeja

debe contener una solucién saturada de carbonato de sodio.

e Desinfectar la lata frotando una mezcla desinfectante y dejando secarse,

pero, NUNCA aplicando calor.

e Para tapar la lata, utilizar un embudo de vidrio que tenga el vastago largo y
firmemente taponado con algodén hidrofilo, a través del cual pasa un varilla de
acero con su extremidad inferior afilada (todo el aparato debe estar envuelto, y
esterilizado). Cubrir la lata con el embudo y sobre la tapa de ésta hacer descansar

el extremo afilado de la varilla, y luego, cuidadosamente, golpear la varilla.

e Abrir la lata después que la presion ha descendido, y segun proceda,

continuar con uno de los procedimientos indicados a continuacion:

Liquidos

Si el espacio de cabeza es lo suficientemente grande, se debe mezclar el
producto agitando el envase 25 veces en 10 segundos haciendo un arco de 300
mm. Se puede utilizar un homogeneizador estandarizado para asegurar una

distribucion uniforme de los microorganismos.
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Si el espacio de cabeza es pequefio, mezclar el producto invirtiendo el

envase 25 veces y luego:

a) retirar una porcion de liquido hasta que haya suficiente espacio de cabeza y

entonces mezclar mediante agitacion; o

b) transferir la muestra completa, o un parte de ella, a un envase estéril de
tamafo adecuado y agitando mezclar bien. En el caso de muestras liquidas con

gas, incorporar unas perlas de vidrio estériles y agitar.

Polvos

Segquir los procedimientos indicados anteriormente, utilizando una espatula

estéril.

Productos congelados

Si las muestras estan congeladas, utilizar una de los siguientes

procedimientos:

Descongelarlas parcialmente en su recipiente original cerrado (o en el que
llegé al laboratorio), por no mas de 24 horas en un refrigerador entre 2 °Cy 5 °C.
Cuando se necesitan mas de 24 horas para descongelar las muestras, se pueden
colocar en un bafio de agua a una temperatura menor de 37 °C y se les mantiene

solo hasta que se fundan (maximo hasta 15 minutos, la temperatura debe
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permanecer baja para evitar lesionar a los microorganismos) o, a temperatura

ambiente por no mas de 1 hora.

Si la muestra congelada puede picarse facilmente, el descongelamiento no
es necesario.

Con productos facilmente descongelables (productos obtenidos con
taladro, por ejemplo: jugos congelados, huevos congelados, etc.), se les

descongela en un bafio de agua o a temperatura ambiente.

Mantequilla, margarinas, mantecas y mayonesa

Colocar la muestra de mantequilla en el refrigerador (4 °C = 1 °C), hasta
gue se torne dura y se pueda cortar. Con utensilios estériles, dividir la muestra de
mantequilla, margarina o manteca en tres partes y del centro de cada una de
estas superficies (no contaminadas) que quedan expuestas, pesar la unidad
analitica en un frasco y afiadir el diluyente a 32 °C, en un volumen necesario
para completar, juntamente con la fase acuosa, dos veces la unidad analitica, por
ejemplo: las mantequillas y margarinas que tengan una humedad de 16%, pesar

25 g de muestra y afiadir 46 cm?® de diluyente; si se pesan 50 g, afiadir 92 cm?®.

En el caso de las mantecas afadir un volumen igual a dos veces la

muestra: 25 g de muestra y 50 cm?® diluyente.



57

Colocar el frasco en un bafio de agua a no mas de 45 °C y, evitando un
calentamiento excesivo, agitar hasta que la muestra y el diluyente se mezclen

completamente.

Conservar el frasco en el bafio de agua hasta que la materia grasa se
separe de la fase liquida. Utilizar esta fase liquida para las determinaciones
. . rz s . 3 P 3
microbioldgicas: 2 cm?® de este liquido corresponden a 1 g de muestray 0,2 cm® a

0,1g9.

Carnes y otros productos

Cuando por su naturaleza, el producto en analisis puede causar dificultades
si se homogeneiza directamente, entonces, antes de manipular asépticamente

proceder de la siguiente manera:

o Picado: Colocar el material en una superficie estéril, cortar en cubos de 1

cm?® y continuar con la trituracion.

o Trituracion: Colocar el material picado en un frasco estéril, adicionar el
exudado que hubiere, mezclar, homogeneizar. Con algunos productos no es
aconsejable utilizar el "stomacher" (por ejemplo, los que tienen elementos
puntiagudos o cortantes, o aquellos que no se disgregan facilmente), pudiéndose
utilizar siempre que haya evidencia (datos publicados o ensayos comparativos)
gue los resultados obtenidos no difieren significativamente de los obtenidos con

un homogeneizador rotatorio.
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Canales de aves y productos miscelaneos

Anotar el peso de la muestra, colocar el canal en una funda plastica esteéril
y lavar con 300 cm?® de agua peptonada al 0,1% friccionando la superficie de la
muestra durante 30 segundos. Aplicar este procedimiento a frutas secas,
cereales, legumbres y ensaladas, lavando con una cantidad de diluyente 10 veces

el peso de la muestra.

Hisopos o torundas

Al tubo que contiene el hisopo juntamente con el diluyente, agitarlo
vigorosamente, haciendo 50 ciclos completos de 15 cm en 10 segundos
golpeando contra la palma de la otra mano, para desprender los microorganismos

de la superficie del hisopo. La dispersion obtenida se puede diluir decimalmente.

Productos formados por capas

Si el alimento esta formado por capas o extractos, examinar una porcion de
10 g del paquete completo o, separadamente, preparar una suspension inicial de
cada una de estas partes, dependiendo del propésito del ensayo (INEN 1529-

2.1999).
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4.6.7 PREPARACION DE LA SUSPENSION INICIAL O DILUCION

PRIMARIA Y OTRAS DILUCIONES (INEN 1529-2.1999)

La norma NTE hace referencia a varias generalidades que se detallan a

continuacion:

El tamafio de la unidad muestra generalmente es 10 g 6 10 cm® o un

multiplo de 10y, debe ser tal, que permita realizar todos los ensayos requeridos.

Para la deteccion de Salmonella, en general, preparar la suspension inicial
con una unidad de muestra de 25 g (cm®) y 225 cm? del diluyente indicado en la
NTE INEN 1529-15 (Método de deteccion de Salmonella) Si la unidad de muestra
prescrita difiere de 25 g, utilizar la cantidad necesaria de diluyente para obtener

una dilucion de aproximadamente 1/10 (masa/volumen).

Con el objeto de reducir la sobrecarga de trabajo en el laboratorio, y
cuando hay evidencias de que la mixtura de dos 0 mas unidades de muestra no
afecta el resultado para aquel alimento particular, existe la alternativa de preparar
unidades de muestra compuestas. El tamafio maximo de una unidad de muestra

compuesta es de 375 g (15 unidades de muestra de 25 g).

Por ejemplo, si es necesario analizar 10 unidades de muestra de 25 g, se
mezclan las 10 unidades para formar una unidad de muestra compuesta de 250 g
y se adicionan 2,25 litros del diluyente, (NTE INEN 1529-15). Alternativamente,

se puede preparar una muestra compuesta transfiriendo alicuotas de 0,1 cm?®de
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cada uno de los 10 cultivos de pre-enriquecimiento a un frasco que contenga 100
cm?® de caldo RV, o alicuotas de 10 cm® a un frasco que contenga 1 litro de caldo

selenito cistina o caldo tetrationato.

Mezclar la unidad de muestra o porcion de ensayo con un volumen de
diluyente igual a nueve veces el peso de la unidad analitica. Si se obtiene una
suspension inicial demasiado viscosa 0 espesa adicionar mas diluyente. Esto se
debe tener en cuenta para las operaciones subsiguientes y/o expresion de

resultados.

Para evitar lesionar a los microorganismos por cambios subitos de la
temperatura, la temperatura de los diluyentes debe ser aproximadamente la

misma de la muestra, a menos que haya otra indicacion.

La preparacion de la suspension inicial de algunos tipos de productos

necesita de cuidados especiales, tales como:

e Calentar a temperaturas inferiores de 45 °C por no mas de 15 minutos en el
caso de productos como el cacao en polvo, gelatina, productos en polvo,

mantecas, mantequillas. Para los quesos utilizar el diluyente a 44 °C £ 1 °C.

e Neutralizar los alimentos acidos con una solucion estéril de fosfato

tripotasico al 8%, antes de preparar la suspension inicial.
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e Reconstituir los productos deshidratados y revitalizar a los
microorganismos lesionados por los procesos de elaboracion y almacenamiento

de los productos alimenticios.

Para productos grasosos o pulverulentos que forman grumos adicionar al

diluyente un agente humectante.

Cuando se va a realizar recuento de esporas, a la suspension inicial
inmediatamente después de preparada, someterla a un tratamiento térmico (por
ejemplo, 80 °C por 10 minutos) seguido de un enfriamiento rapido en un bafio de

agua helada (Ver Anexo 2) (INEN 1529-2.1999; Pefialoza y Gamboa, 1998).

e Suspension inicial o dilucion primaria (1:10)

Liguidos: Productos liquidos no viscosos (agua, leche, jugos, enjuagues,
etc.) en los cuales los microorganismos se distribuyen homogéneamente o que
facilmente se los puede homogeneizar por medios mecanicos; fase liquida de
mezclas heterogéneas que se considera que es lo suficientemente representativa
de la muestra en conjunto (fase liquida de las grasa vegetales o animales) y

productos liquidos viscosos.

Liquidos no viscosos, con una pipeta estéril transferir 10 cm® a un frasco y
afiadir 90 cm® de diluyente. Mezclar cuidadosamente esta solucién agitando el
frasco 25 veces en 10 segundos haciendo un arco de 300 mm, o aspirando 10

veces con una pipeta estéril, o utilizando un homogeneizador tipo "vortex” por 5 a
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10 segundos. Seleccionar la velocidad de tal manera para que el liquido, en

torbellino, suba hasta 2 6 3 cm del borde del vaso.

Si se requieren otras diluciones, continuar segun lo indicado posteriormente

en otras diluciones.

En el caso de mantequillas y mantecas, de la fase liquida tomar 2 cm® y
afiadir 8 cm® de diluyente, para obtener la dilucién 1:10. Para otras diluciones,

continuar segun lo indicado posteriormente en otras diluciones.

Enjuagues, la solucion de enjuague obtenida constituye la dilucién primaria,
siempre que, para el enjuague se utilice el volumen adecuado de diluyente. Para

otras diluciones, continuar segun lo indicado posteriormente en otras diluciones.

En el caso de los liquidos viscosos y helados fundidos pesar 10 g de
muestra en 90 cm® de diluyente y mezclar bien mediante agitacién (para pesar, se
puede utilizar una cuchara o una pipeta, dependiendo de la consistencia de la
muestra). Para otras diluciones, continuar segun lo indicado posteriormente en

otras diluciones (INEN 1529-2.1999).

Sdlidos: Es importante notar que con algunos productos no es aconsejable
utilizar el "stomacher” (por ejemplo, los que tienen elementos puntiagudos o
cortantes, o aquellos que no se disgregan facilmente), pudiéndose utilizar siempre

gue haya evidencia (datos publicados o ensayos comparativos) que los resultados
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obtenidos no difieren significativamente de los obtenidos con un homogeneizador

rotatorio.

Pesar con una precision de 0,1 g en un frasco (si se utiliza homogeneizador
rotatorio), o en una funda plastica (si se utiliza "stomacher") 10 g (o un mdltiplo de
10 g) de la muestra de poblacién o de la sub-muestra preparada. Afadir 90 cm?

de diluyente (o multiplo de 90) a la temperatura adecuada (dilucion 10-1).

Hacer funcionar el homogeneizador a baja velocidad y en pocos segundos
pasar a la velocidad entre 15 000 a 20 000 rpm. Cuidar escrupulosamente que el
tiempo de homogeneizacién a alta velocidad no exceda los dos minutos. Para

productos blandos o que forman mucha espuma es suficiente un minuto.

Hacer funcionar el "stomacher" 1 6 2 minutos, segun la naturaleza del
producto. Prestar atenciéon al hecho que para determinados productos, en
especial cereales, los tiempos de 1 y 2 minutos no son adecuados para
microorganismos tales como los mohos y levaduras. En este caso el "stomacher"
permite una mejor recuperacion que el homogeneizador rotatorio. Hacer funcionar
el "stomacher por 10 minutos evitando separaciones, ya que se pueden perder

algunos mohos y levaduras del liquido sobrenadante.

Si es necesario, dejar en reposo hasta 15 minutos para que las particulas
grandes se sedimenten. Para preparar otras diluciones utilizar la capa superficial y

si hay una capa de grasa, tomar de la parte acuosa (INEN 1529-2.1999).
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Otras diluciones

Para las pruebas de presencia o ausencia de microorganismos en 0,1 cm?®

0 0,1 g de producto, no se necesita preparar diluciones posteriores.

Si la dilucion primaria se homogeneiz6 con pipeta, utilizar la misma pipeta
para transferir 1 cm® de la suspension inicial (dilucién 10-1) a otro tubo que
contenga 9 cm® de diluyente estéril a la temperatura adecuada, evitar que la
pipeta entre en contacto con el diluyente y con otra pipeta estéril mezclar

cuidadosamente. De esta manera se obtiene la dilucion 1072

Si es necesario, repetir lo indicado anteriormente, para la dilucién 103y
siguientes diluciones, hasta obtener el nimero necesario de diluciones y alcanzar
el nimero adecuado de microorganismos por cm®. Cada dilucién sucesiva
disminuira 10 veces la concentracion (INEN 1529-2.1999). El tiempo transcurrido
entre el final de la preparacién de la suspension inicial y la mezcla de las
diluciones con el medio de cultivo no debe ser mayor a 45 minutos. El tiempo
transcurrido entre la preparacion de la suspension inicial y el inicio de la
preparacién de las siguientes diluciones no debe exceder los 30 minutos (INEN

1529-2.1999).

Revitalizacion

Los microorganismos presentes en los alimentos pueden estar lesionados

o debilitados debido a los tratamientos que se utilizan en el procesado de
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alimentos. Entre los tratamientos que lesionan a los microorganismos tenemos el
calor, frio, desecacion, liofilizacion, congelacion, baja actividad de agua e
irradiacion. Los tratamientos quimicos adversos como carencia de nutrientes, pH

bajo, preservantes y exposicion a desinfectantes.

El nimero de microorganismos que son detectados en los diferentes
medios depende de la severidad y duracion de las condiciones adversas, tipo de
microorganismos presentes y la composicion del medio utilizado, especialmente si

es selectivo.

Se utilizara procesos de revitalizacion Unicamente cuando sea necesario.
Los procedimientos de revitalizacion estan incluidos en las secciones pertinentes

de las NTE INEN 1529 (INEN 1529-2.1999).

4.7 MESOFILOS AEROBIOS

Este grupo de microorganismos es el mas grande de los microorganismos
marcadores en el control de alimentos. Corresponde a un amplio grupo de
bacterias que se desarrollan en presencia de oxigeno libre que crecen en un
rango de temperatura de entre 15 — 45 °C, con una temperatura minima de 15 —
20 °C, una méxima de 45 °C y una Optima de 35 °C. Casi todos los agentes
patdogenos humanos son mesdfilos, lo que hace relacion si consideramos que la
temperatura corporal de los humanos se mantiene en condiciones normales en

una constante de 37 °C (Madigan et al., 2012; Murray et al., 2014).
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En un andlisis de mesofilos aerobios, se estima un recuento total de

microorganismos sin especificar de qué tipo de microorganismo se trata.

El andlisis de mesodfilos aerobios es el recuento de microorganismos
marcadores en la industria de alimentos, mas ampliamente utilizado. Entre sus
varios usos se encuentra el de guiar o determinar la vida util de un producto o
alimento procesado. Puede reflejar ademas, la calidad sanitaria de un alimento,

las condiciones de manipulacion, las condiciones higiénicas de la materia prima.

Un recuento bajo de aerobios mesofilos no implica 0 no asegura la
ausencia de patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado
no significa presencia de flora patégena. Ahora bien, salvo en alimentos obtenidos

por fermentacién, no son recomendables recuentos elevados.

Sin embargo, un recuento elevado de microorganismos mesofilos aerobios
puede significar: - Excesiva contaminacion de la materia prima - Deficiente
manipulacion durante el proceso de elaboracion - La posibilidad de que existan
patdgenos, pues estos son mesofilos y, consecuentemente la inmediata
alteracién del producto. Un recuento de microorganismos mesoéfilos aerobio puede
significar o permite determinar:

o La calidad (carga microbiana) de la materia prima

o Determinar la eficacia de los procesos de limpieza y desinfeccion de toda la
linea de produccion, incluyendo la mano de obra.

o Determinar las temperaturas adecuadas durante el proceso de fabricacion

de un alimento
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o Detectar el origen o puntos de contaminacion durante la linea de
fabricacion
o Evaluar las cadenas de manejo del alimento procesado luego de que el

producto sale a la venta (mantenimiento adecuado de las cadenas de frio)
o La vida atil de un alimento procesado
o La posibilidad de que existan patdégenos, pues estos son mesofilos y por lo

tanto, la inmediata alteracién del producto

El recuento de mesofilos nos indica las condiciones de salubridad de
algunos alimentos (Nore y Poveda et al., 2008; Madigan et al., 2012; Murray et al.,

2014).

Los métodos convencionales utilizados para el recuento de flora aerébia

mesofila son:

o Recuento en placa o método en placa de microorganismos aerobios o,
recuento en placa por siembra en todo el medio (Revisado por Hartman,

1961; Angelotti, 1964).

o Recuento en placa de siembra por extension en superficie (Reed & Reed,
1948; Campell & Konowalchuck, 1948; Gaudy & col., 1963; D.S. Clark,

1967).

o Recuento en placa por siembre de gotas en superficie (Miles & Misra,

1938; Sharpe & Kilshy, 1971).
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Existen ademas otros métodos para el recuento de mesofilos aerobios:

o Método del nimero mas probable (NMP) de gérmenes como célculo

estadistico del niUmero de células viables.

o Técnicas de reduccién de colorantes para el calculo del nimero de células

viables con capacidad reductora.

o Recuento microscopico directo (DMC) tanto para células viables como para

las no viables.

Sin embargo de ellos, el recuento en placa es el método mas utilizado para
la determinacion del numero de células viables o unidades formadoras de

colonias (U.F.C.) en un alimento.

Metodologia convencional (INEN 1529-5:2006)

La norma en referencia establece el método para cuantificar la carga de
microorganismos aerobios mesofilos en una muestra de alimento destinado al
consumo humano o animal. Légicamente el alcance de este método de ensayo
solo permitira cuantificar la presencia de grupos de microorganismos aerobios

mesofilos.
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Este método se basa en la certeza de que un microorganismo vital
presente en una muestra de alimento, al ser inoculado en un medio nutritivo sélido
se reproducira formando una colonia individual visible. Para que el conteo de las
colonias sea posible se hacen diluciones decimales de la suspension inicial de la
muestra y se inocula el medio nutritivo de cultivo. Se incuba el in6culo a 30 °C por
72 horas y luego se cuenta el nimero de colonias formadas. EIl conteo sirve para
calcular la cantidad de microorganismos por gramo 0 por centimetro cubico de

alimento.

Se debe considerar que el valor numérico obtenido puede no reflejar el
namero real de microorganismos vitales (viables) en la muestra debido a las

siguientes condiciones especificas:

Las células microbianas suelen agruparse formando cadenas, grumos,
racimos o pares y no separarse a pesar de la homogeneizacion y dilucion de la
muestra, por tanto, una colonia puede provenir de una célula individual o de un

agrupamiento bacteriano.

Las células microbianas que han sufrido graves lesiones son incapaces de

multiplicarse

Las condiciones inadecuadas de aerobiosis, nutricion y temperatura; la

presencia de inhibidores (INEN 1529-5:2006).
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Materiales y medios de cultivo

Materiales

Pipetas serolégicas de punta ancha de 1, 5 cm®y 10 cm® graduadas en 1/10 de
unidad.

Cajas Petri de 90 mm x 15 mm

Erlenmeyer y/o frasco de boca ancha de 100 cm?® 250 cm?® 500 cm® y 1 000
cm®con tapa de rosca autoclavable.

Tubos de 150 mm x 16 mm

Gradillas

Contador de colonias

Balanza de capacidad no superior a 2 500 g y de 0,1 g de sensibilidad.

Bafio de agua regulado a 45 °C + 1 °C.

Incubador regulable (25 °C — 60 °C)

Autoclave.

Refrigeradora para mantener las muestras y medios de cultivo

Congelador para mantener las muestras a temperatura de -15 °C a -20 °C

Medios de cultivo
Agar para recuento en placa (Plate Count Agar)

Agua peptonada al 0,1 % (diluyente) (INEN 1529-5:2006).
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Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de alimento se preparara la muestra segun lo establecido en

anteriormente segun la INEN 1529-2.1999

Procedimiento

Para cada dilucion el ensayo se hara por duplicado.

En cada una de las cajas Petri bien identificadas se depositara 1 cm® de
cada dilucion.

Para cada depdsito se usara una pipeta distinta y esterilizada.
Inmediatamente, verter en cada una de las placas inoculadas aproximadamente
20 cm?® de agar para recuento en placa—PCA, fundido y templado a 45 °C + 2 °C.

La adicion del medio no debe pasar de mas de 45 minutos a partir de la
preparacion de la primera dilucion (INEN 1 529-5 2006-01 -3- 2005-051).

Cuidadosamente, mezclar el inoculo de siembra con el medio de cultivo
imprimiendo a la placa movimientos de vaivén: 5 veces en el sentido de las agujas

del reloj y 5 veces en el contrario.

Como prueba de esterilidad verter agar en una caja que contenga el

diluyente sin inocular. No debe haber desarrollo de colonias.
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Dejar reposar las placas para que se solidifique el agar. Invertir las cajas e
incubarlas a 30 °C + 1 °C por 48 a 75 horas. No apilar mas de 6 placas. Las pilas
de placas deben estar separadas entre si, de las paredes y del techo de la
incubadora.

Pasado el tiempo de incubacion seleccionar las placas de dos diluciones
consecutivas que presenten entre 15 y 300 colonias y utilizando un contador de
colonias, contar todas las colonias que hayan crecido en el medio, incluso las
pequefiitas, pero, se debe tener cuidado para no confundirlas con particulas de
alimentos o precipitados, para esto, utilizar lupas de mayor aumento.

Las colonias de crecimiento difuso deben considerarse como una sola colonia si
el crecimiento de este tipo de colonias cubre menos de un cuarto de la placa; si
cubre mas la caja no sera tomada en cuenta en el ensayo.

Anotar el nimero de colonias y la respectiva dilucion. (INEN 1529-5:2006)

Célculos

Caso general (placas que contienen entre 15y 300 colonias)

Calcular el nimero N de microorganismo por gramo o cm® de producto como la

media ponderada de dos diluciones sucesivas utilizando la siguiente formula:

V(nl +0,1n2)d
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En donde: 2Z¢c = Suma de todas las colonias contadas en todas las placas
seleccionadas:

V = Volumen inoculado en cada caja Petri;

nl = Numero de placas de la primera diluciéon seleccionada:

n2 = Numero de placas de la segunda dilucion seleccionada:

d = Factor de dilucion de la primera dilucién seleccionada (d = 1 cuando se ha

inoculado muestra liquida sin diluir).

Redondear los resultados obtenidos a dos cifras significativas. Cuando la
tercera cifra comenzando por la izquierda es menor que 5, mantener inalterada la
segunda cifra. Si la tercera cifra es mayor o igual a cinco, incrementar en una
unidad la segunda cifra. Expresar como un numero entre 1,0 y 9,9 multiplicado

por 10x, donde x es la correspondiente potencia de 10 (INEN 1529-5:2006).

4.8 ENTEROBACTERIACEAE.

La familia Enterobacteriaceae comprende un grupo extenso de bacterias
gramnegativas no formadoras de esporas en el que se incluyen bacilos con
necesidades nutricionales sencillas. Casi todas son anaerobias facultativas. Son
microorganismos ubicuitarios, lo que significa que es inevitable que puedan entrar
en la cadena alimentaria. Algunas especies son responsables de toxi- infecciones
como Salmonella, Yersinia, Escherichia coli verotoxigénica, etc. Otras son
psicrofilas y se multiplican en condiciones de refrigeracion (Alonso y Poveda,

2008).
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Las propiedades metabdlicas de Enterobacteriaceae, son muy utiles para
caracterizar sus géneros constituyentes. Los miembros de esta familia, a menudo
denominados enterobacterias 0 bacterias entéricas, producen grandes
cantidades de gas durante la fermentacion del azdcar como las especies del
género de Escherichia.

Esta familia puede dividirse en dos grupos de acuerdo a los productos de
su fermentacion. La mayoria llevan a cabo una fermentacion acido — mixta y
producen principalmente Lactato, Acetato, Succinato, Formionato y Etanol. De la
fermentacion butanodiolica, los productos principales son Butanol, Etanol y CO..
Debido a que las bacterias entéricas son de aspecto tan similar, normalmente se
usan pruebas quimicas para identificarlas tras un examen preliminar de su

morfologia movilidad y crecimiento (Madigan et al., 2012; Murray et al., 2014).

En los laboratorios de control de alimentos es ampliamente difundido el uso

de sistemas miniaturizados que seran analizados posteriormente.

Las enterobacterias son un buen indicador de contaminacion en alimentos
procesados que han sufrido un tratamiento que elimine la flora microbiana
vegetativa. Este indicador se puede aplicar desde la etapa del tratamiento hasta la
etapa de distribucion al consumidor final. En cambio, para los alimentos
refrigerados las enterobacterias son un indicador global de higiene de los
productos a la salida de la fabrica, pero no sirven de indicador durante la etapa de
distribucion porque, aunque existan recuentos elevados, eso no indica

necesariamente una rotura de la cadena del frio.
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Los métodos de deteccion de enterobacterias requieren de un
enriqguecimiento de la muestra en agua de peptona tamponada o en caldo
tripticasa soya y, la deteccién de microorganismos oxidasa positivo a partir de un
crecimiento posterior en un medio de agar bilis lactosa glucosa rojo neutro cristal
violeta. Este tipo de procedimiento estimula el desarrollo de las enterobacterias
presentes en la muestra. Entre los andlisis existentes para determinar presencia
de Enterobacterias se puede mencionar. Ausencia / Presencia; recuento por

siembra en placa y pruebas confirmatorias (INEN 1 529-15:95).

Metodologia convencional. Control microbiolégico de los alimentos.
Enterobacteriaceae. Recuento en placa por siembra en profundidad. (NTE

INEN 1 529-13:98)

La norma en referencia establece el método de recuento en placa por
siembra en profundidad para determinar el nidmero de células viables de
Enterobacteriaceae presentes en un gramo o centimetro cubico de muestra. Este
método es indicado para productos que contengan una alta carga de

Enterobacteriaceae.

El Recuento de Enterobacteriaceae corresponde a la determinacion del
namero de colonias tipicas de Enterobacteriaceae que se desarrollan a partir de
un gramo 6 cm® de muestra, utilizando medios selectivos. Se basa en la
capacidad de las Enterobacteriaceae, de producir acidos a partir de la glucosa, y

utiliza la técnica del recuento en placa por siembra en profundidad, en agar cristal
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violeta-rojo neutro-bilis-glucosa (VRBG) o similar, y una temperatura de

incubacion de 37 £ 1 °C (NTE INEN 1 529-13:98).

Materiales y métodos

Materiales

o La vidrieria debe resistir esterilizaciones repetidas y todo el material debe

estar perfectamente limpio y estéril.

o Pipetas serolégicas de punta ancha de 1, 5y 10 cm?® graduadas en 1/10 de
unidad.

o Incubador regulable, rango de temperatura de 25a 70 + 1 °C.

. Autoclave

o Balanza de capacidad no inferior a 2.500 g y de 0,1 g de sensibilidad.

. Contador de colonias

o Frascos de boca ancha de 250, 500 y 1000 cm® con tapas de rosca
autoclavables.

. pH-metro

. Erlenmeyer de 500 y 1000 cm?®

o Papel Whatman No. 2 en cuadrados o tiras pequeiias (NTE INEN 1 529-

13:98).

Medios de cultivo y reactivos
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Hace referencia a la norma NTE INEN 1529-1, anteriormente descrita.

Preparacion de medios de cultivo

Caldo triptona soya (CTS).

Medio glucosa sal

Agar nutritivo

Agar cristal violeta-rojo neutro-bilis-glucosa (VRBG).

Solucion acuosa al 1% de dihidrocloruro de tetrametil - parafenilen - diamina.

Vaselina liquida estéril.

Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de alimento se preparara la muestra segun lo establecido en

anteriormente segun la INEN 1529-2.1999

Procedimiento

Revitalizacion de las Enterobacteriaceae

Agitando de vez en cuando, mantener los tubos de las diluciones decimales a
temperatura del laboratorio (20 a 25 °C), por dos horas. Aplicar esta etapa a
alimentos que han sufrido tratamientos de conservacion (quimicos o fisicos).

Realizar las diluciones en caldo soya triptona a partir de la suspension madre (10-

Y: utilizar una nueva pipeta estéril para cada dilucién. (NTE INEN 1 529-13:98)
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Siembra

Utilizando una pipeta estéril, de cada una de las diluciones decimales pipetear,
por duplicado, alicuotas de 1 cm?® en placas Petri adecuadamente identificadas.

Iniciar por la dilucion de menor concentracién e inmediatamente, verter en cada
una de las placas inoculadas aproximadamente 20 cm® de agar 'VRBG"

previamente fundido y templado a 45 + 2 °C.

Delicadamente, mezclar el inéculo de siembra con el medio de cultivo,
imprimiendo a la placa movimientos de vaivén, 5 veces en una direccion; hacerla
girar cinco veces en sentido de las agujas de reloj; repetir este proceso, pero en
sentido contrario. Una vez solidificado el agar, invertir las placas e incubarlas a 37

°C por 16 a 18 horas (NTE INEN 1 529-13:98).

Recuento de colonias y lectura

Pasado el tiempo de incubacion, si es posible, seleccionar las placas de
dos diluciones consecutivas que presenten entre 15 y 150 colonias caracteristicas
y examinar con luz transmitida. Contar todas las colonias purpura, rodeadas
generalmente de un precipitado también de color purpura. Anotar el nimero de

colonias y la respectiva dilucion.

Si en la mitad o en mas de la mitad de la superficie de las placas hay

crecimiento invasivo desechar la placa.
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Si menos de la mitad de la superficie esta cubierta, contar las colonias en la
parte clara y extrapolar de tal manera que el nimero corresponda a la superficie

total de la placa.

Si las placas de todas las diluciones contienen mas de 150 colonias, contar
en las placas inoculadas con la menor cantidad de muestra (NTE INEN 1 529-

13:98).

Seleccion de colonias

Siempre que se requiere de ensayos confirmatorios, éstos deben ser
realizados a partir de colonias previamente seleccionadas y purificadas.
Del total de colonias tipicas, presuntas, seleccionar las bien aisladas, en un
namero equivalente a la raiz cuadrada, con un minimo de cinco.
A cada una de estas colonias inocularlas individualmente, en tubos que
contengan agar nutritivo inclinado o PCA.

Incubar a 37 °C por 24 + 1 hora.

Hacer extensiones de éstos subcultivos, comprobar su pureza (solo bacilos

Gram negativos) y utilizarlos para realizar pruebas complementarias (NTE INEN 1

529-13:98).

Pruebas complementarias
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Prueba de la oxidasa: sobre un vidrio o dentro de una placa Petri colocar un
cuadrado o tira de papel filtro, humedecerlo con unas gotas de la solucion de

dihidrocloruro de tetrametil para fenilendiamina.

Cuidadosamente, sobre este papel frotar un asa del cultivo haciendo una
pequefia raya. Es positiva si aparece un color purpura oscuro en 5 a 10 segundos.

Las enterobacterias tienen reaccion negativa (NTE INEN 1 529-13:98).

Prueba de la utilizacion de la glucosa: en un tubo de medio glucosa sal, con
aguja sembrar por picadura el subcultivo en agar nutritivo; luego, cubrirlo con

vaselina liquida estéril. Incubar a 37 °C por 24 horas.

La reaccion es positiva si el color del medio cambia a amarillo. Las

enterobacterias tienen reaccion positiva (NTE INEN 1 529-13:98).

La mayoria de las cepas producen gas. Cuando se desea conocer otras
propiedades de las cepas de enterobacterias aisladas se debe realizar las

respectivas pruebas bioguimicas.

Célculos

Calcular basandose en el niumero de colonias confirmadas en relacion al

namero total de las colonias tipicas contadas (presuntas enterobacterias) y si por

lo menos, el 80% de las colonias tipicas sometidas a las pruebas
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complementarias son confirmadas como Enterobacteriaceae, tomar el niumero de

colonias tipicas contadas en como el nimero de enterobacterias por placa.

Célculo del namero (N) de unidades formadoras de colonias (UFC) de

Enterobacteriaceae por centimetro cubico 6 gramo de muestra.

Utilizar la siguiente férmula:

nimero total de colonias contadas o calculadas

M=
Cantidad total de muestra sembrada
_ 2C
Vin, +0.ln,)d
En donde:

2C = suma de las colonias de enterobacterias contadas o calculadas en todas las
placas elegidas;

nl = numero de placas contadas de la primera dilucion seleccionada;

n 2 = nimero de placas contadas de la segunda dilucion seleccionada;

d = dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos, por ejemplo 10-2;

V = volumen del indculo sembrado en cada placa (NTE INEN 1 529-13:98).

Redondeo de nimeros

El valor obtenido redondear a dos cifras significativas, de la siguiente

manera:
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Si el tercer digito, empezando por la izquierda es menos de cinco,
mantener inalterado el segundo digito y reemplazar por ceros los restantes.
Si el tercer digito, empezando por la izquierda es superior a cinco, afiadir una

unidad al segundo digito.

Si el tercer digito empezando por la izquierda es igual a cinco y es seguido
de por lo menos, un digito, afiadir una unidad al segundo digito y reemplazar por

ceros los restantes.

Si el tercer digito es igual a cinco y no le sigue otro (s) digito (s), 6 lo es
solo por ceros, afiadir una unidad al segundo digito, si éste es impar; si es par 0

cero, conservarlo inalterado (NTE INEN 1 529-13:98; NTE INEN 52).

Presentacion de resultados

Presentar el resultado como nimero N de unidades formadoras de colonias
UFC de Enterobacteriaceae por cm® 6 g de muestra utilizando solo dos cifras

significativas multiplicadas por 10x, donde x es la respectiva potencia de 10.

Si no hay desarrollo de colonias de enterobacterias en las placas de la
dilucién mas concentrada, presentar el resultado como nimero estimado (NE) de

UFC de Enterobacteriaceae menor que (< 1,0 x 1,01)

Si no hay desarrollo de colonias de enterobacterias en las placas

sembradas con 1 cm® de muestra no diluida (producto original liquido), expresar el
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resultado de la siguiente manera: NE de UFC de Enterobacteriaceae/ cm® =< 1,0

x 1,00

Si las placas sembradas con la dilucibn menos concentrada (productos
sélidos o liquidos) presentan mas de 150 colonias, expresar el resultado de la
siguiente manera: NE de UFC de Enterobacteriaceae/ cm® 6 g = >al valor

obtenido x “f” Indicar entre paréntesis la dilucion utilizada.

Este resultado sirve como guia para decidir el nUmero de diluciones que se
han de realizar en ensayos posteriores y, la decisién de aceptacioén o rechazo de

una partida de alimentos debe basarse solo en valores (NTE INEN 1 529-13:98).

Precision del método

Repetibilidad del recuento de colonias y error personal.

Los resultados obtenidos por la misma persona al contar por segunda vez
las colonias de una misma placa, no deben variar en mas del 5% y, del 10%

cuando es realizado por otra persona.

El método de calculo relacionando el nUmero total de colonias contadas en
las placas de dos diluciones consecutivas con el total de la muestra sembrada,
aumenta la precision del resultado. Sin embargo, solo por razones estadisticas,

en el 95% de los casos los limites de confianza para la técnica del recuento en
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placa varia de £ 16% a + 52%, este intervalo se amplia para los recuentos de

colonias menores de 15 por placa.

En la practica, se puede encontrar una mayor variacion, especialmente

entre resultados obtenidos por diferentes analistas (NTE INEN 1 529-13:98).

49 COLIFORMES TOTALES Y FECALES

Las bacterias coliformes comprenden varios géneros de las
Enterobacteriaceae, capaces de fermentar la lactosa a 35 °C con la produccion

de gas.

Se encuentran ampliamente difundidas en la naturaleza. También son
habitantes normales del tracto intestinal de los humanos y de animales de sangre
caliente y guardan una estrecha relacion con bacterias que son patdgenas o
dafinas para el humano y capaces de generar enfermedades diarreicas que,
dependiendo del colectivo, pueden desencadenar la muerte (Alonso y Poveda,
2008).

Dentro de los coliformes totales se puede distinguir dos grupos:

Los coliformes fecales (CF), que légicamente provienen del tracto intestinal
y se encuentran en grandes cantidades en las heces fecales de humanos y
animales de sangre caliente y que, l6égicamente, son los mejores indicadores de

riesgo de infecciones humanas (Alonso y Poveda, 2008).
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Los coliformes que se encuentran naturalmente en el suelo y el agua.

(Mandigan et al., 2004; Perdomo et al., 2001).

Las coliformes pueden ser detectadas y cuantificadas con relativa facilidad
mediante métodos simples de analisis, lo que las convierte en excelentes
microorganismos indicadores de la higiene del agua y alimentos.

Las principales bacterias coliformes son Escherichia coli y Enterobacter
aerogenes. El habitat natural de E. coli es el intestino del hombre y de los
animales de sangre caliente y raramente se lo encuentra en otro lugar.
Enterobacter aerogenes en cambio, esta asociada con la vegetacion y solo

ocasionalmente aparece en el intestino (Alonso y Poveda, 2008).

La presencia de estos microorganismos en alimentos indica definitivamente
mala calidad higiénica en el proceso o, de las personas que manipulan el
producto o, una recontaminacion posterior al proceso de fabricacion. Si bien
estas bacterias no son generalmente patdgenas, son indicadores de la presencia
de microorganismos potencialmente patdégenos y por lo tanto se los considera un

indicador de normas sanitarias deficientes. (Perdomo et al, 2001)

Escherichia coli

Esta especia comprende bacilos Gram negativos, no esporulados,
anaerobios facultativos. Son de rapido crecimiento y amplia distribucion. Si bien
provienen del tracto intestinal del hombre y de los animales de sangre caliente,

puede sobrevivir en otros nichos apropiados. Por lo tanto la presencia de este
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microorganismo indica que existe una contaminacion fecal (Alonso y Poveda,

2008).
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Metodologia convencional. Control microbiolégico de los alimentos.
Determinacion de microorganismos coliformes por la técnica del numero

mas probable (NTE INEN 1529-6 (1990)

Esta norma establece la técnica del niumero méas probable para la

determinacién de microorganismos coliformes.

Coliformes (coli aerogenes). Son bacterias de forma bacilar, Gram
negativas, aerobias y anaerobias facultativas moviles e inmdviles, no esporuladas
que en presencia de sales biliares u otros agentes selectivos equivalentes
fermentan la lactosa con produccion de acido y gas cuando se incuban a 30 = 1
°C los productos refrigerados y a 35 + 1 °C los productos que se mantienen a
temperatura. Este grupo es utilizado como indicador del grado de higiene (Alonso

y Poveda, 2008).

El recuento de coliformes permite determinar el numero de coliformes

viables por gramo o cm® de muestra de alimento (NTE INEN 1529-6 (1990).

Equipo y material de vidrio

Equipo usual en un laboratorio microbiolégico. En particular

Pipetas serolégicas de punta ancha de 1, 5 y 10 cm® graduadas en 1/10 de
unidad.

Cajas Petri

Tubos de 150 x 16 mmy de 125 x 12 mm
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Tubos Durhan de 50 x 6 mm

Erlenmeyer de 500 y 1 000 cm?®

Frascos de boca ancha de 250, 500 y 1 000 cm® con tapa de rosca autoclavable.
Asa de inoculacion

Gradillas

Balanza de capacidad no inferior a 2 500 g y de 0,1 g de sensibilidad

Incubador regulable, rango de temperatura de 25 -70+ 1 °C

Autoclave

pH-metro (NTE INEN 1529-6 (1990).

Medios de cultivo y diluyentes

Caldo verde brillante bilis-lactosa (BGBL); Norma INEN 1529-1
Agar eosina azul de metileno (EMB), Norma INEN 1 529-1.

Solucion de Peptona al 0,1% Norma INEN 1 529-1

Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de alimento se preparara la muestra segun lo establecido en

anteriormente segun la INEN 1529-2.1999.

Procedimiento
Inmediatamente después de realizadas las diluciones con una pipeta
estéril, transferir 1 cm® de la dilucién 10-1 a cada uno de los tres tubos que

contengan 10 cm?® de caldo BGBL o similar (ver figura 1).
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Con otra nueva pipeta estéril, transferir 1 cm® de la dilucién 10 -2 en cada uno de
los tres tubos que contengan 10 cm® del medio.

Proceder de igual manera con las otras diluciones.

Incubar los tubos a 30 £ 1 °C para productos refrigerados y 35 £ 1 °C para
productos que se mantiene a temperatura ambiente por 48 horas.

Transcurridas las 48 horas anotar en cada dilucibn como presuntos positivos
todos los tubos que presenten crecimiento con produccion suficiente de gas como
para llenar el fondo céncavo del tubo Durhan es decir, el menisco llegaria hasta

donde las paredes del tubo se hacen paralelas.

También se considera como presunto positivo si el tubo Durhan contiene
menos gas del indicado, pero al golpear delicadamente al tubo de cultivo hay
desprendimiento de burbujas. Solo la turbidez no es indicativo de una prueba

positiva.

Agitar cada uno de los tubos presuntamente positivos y con un asa de
inoculacién a partir de cada uno de ellos sembrar por estria en la superficie de

placas individuales secas de Agar; identificar las placas.

Invertir las placas e incubarlas a 30 + 1 °C para productos refrigeradosy 35+ 1 °C

para productos que se mantienen a temperatura ambiente por 24 £ 2 horas.

Si al término del periodo de incubacion hay desarrollo de colonias lactosa

positivas las cuales son negras 0 poseen centro oscuro con periferias
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transparentes incoloras o bien colonias mucoides de color rosa naranja, confirman
la presencia de coliformes. De cada dilucion anotar el nimero de tubos positivos

confirmados de coliformes (NTE INEN 1529-6 (1990).

Seleccion de diluciones

Elegir la dilucibn mas alta en la que la presencia de coliformes es
confirmada en tres tubos y las dos diluciones superiores mas proximas. Por
ejemplo, si las diluciones 10" y 10 presentan resultados positivos confirmados
en los tres tubos, la 10° presenta un tubo y 1 a 10® ninguno, anotar los

resultados de la siguiente manera:

101102102 10*

3/3 3/3 1/3 0/3

Las diluciones elegidas seran la 102, 103, 10* cuya relacién de tubos

positivos es  3-1-0 que segun la Tabla 1 le corresponde un NMP de 43.

Si ninguna de las diluciones presenta tres tubos positivos confirmados
seleccionar las tres diluciones mas altas con algun tubo positivo. Por ejemplo, se

tiene los siguientes datos:

101102102 10%

2/3 2/31/3 1/3
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Las diluciones que deben ser seleccionadas son las 1072, 102y 10, dando
una combinacion de tubos positivos de 2-1-1 que segun la Tabla 1 le corresponde

un NMP de 20 (NTE INEN 1529-6 (1990).

Calculos

Cuando las tres diluciones decimales sucesivas son las 107, 102y 103 y
se ha inoculado 3 alicuotas de 1 cm?® de cada una de éstas, anotar la relacién de

tubos positivos confirmados y ver en la Tabla 1 el respectivo NMP/g 6 cm?®.

Para calcular el NMP/g 6 cm® cuando se inocula tres alicuotas de 1 cm® de
mas de tres diluciones decimales sucesivas, multiplicar el NMP por el factor
adecuado: 10, 100, 1000, etc. Por ejemplo, si los tubos seleccionados
corresponden a las diluciones 10, 10“y 10, multiplicar por 100, multiplicar por

1 000 si las diluciones seleccionadas son 10, 10°y 10y asi sucesivamente.

Para el caso de productos con baja carga microbiana se puede utilizar
soluciones mas concentradas. En este caso, dividir el NMP para el factor

adecuado.

Por ejemplo, si al inocular 3 alicuotas de 10 cm® de la dilucién 107, 3
alicuotas de 1 cm® de la 10" y 3 alicuotas de 1 cm® de la 10 se obtiene una
relacion de tubos positivos confirmados de 3-2-1, a esta relacion le corresponde
un NMP de 150 que dividido para 10 se obtiene un NMP de 15 coliformes/g 6 cm®

de muestra (NTE INEN 1529-6 (1990).
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Errores del método

El NMP es realmente una estimacion del nUmero de bacterias existentes en
cualquier muestra, y esta estimacion esta sujeta a errores inherentes al método,

aungue esto no invalida la idoneidad de la prueba para detectar la contaminacion.

Las combinaciones de tubos positivos de las categorias 3-4 y las que no
figuran en la Tabla 1, son muy poco probables y no pueden servir de base para

decidir, devolver y/o reprocesar el producto.

Cuando frecuentemente se obtengan combinaciones improbables, revisar
cuidadosamente el método y eliminar todas las probables causas de error (mezcla
deficiente de la muestra y/o diluciones, presencia de inhibidores en los alimentos,

etc.) (NTE INEN 1529-6 (1990).

Informe de resultado

Reportar: NMP de coliformes/g 6 cm® de muestra.

Indicar el método de ensayo. Mencionar cualquier condicibn no

especificada en esta norma o considerada como opcional, asi como cualquier

circunstancia que pueda haber influido en el resultado. Incluir todos los detalles de

identificacion de la muestra (NTE INEN 1529-6 (1990).
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Metodologia convencional. Control microbioléogico de los alimentos.

Determinacion de coliformes fecales y E. coli (NTE INEN 1529-8 (1990)

Esta norma establece la técnica del numero mas probable para la
determinacion de coliformes fecales y las pruebas confirmatorias de Escherichia

coli e identificacion de las especies del grupo coliforme fecal.

Las Coliformes fecales es un grupo de coliformes que en presencia de
sales biliares u otros agentes selectivos equivalentes fermenta la lactosa con
produccion de acido y gas a temperatura entre 44 y 45,5 °C. Este grupo contiene
una alta proporcion de E coli, tipo | y Il y que en general puede considerarse como
equivalente a E. coli, siendo por ello utiles como indicadores de contaminacion

fecal en los alimentos (Alonso y Poveda, 2008).

E. coli es una especie bacteriana que a mas de presentar las
caracteristicas del grupo coliforme fecal, produce indol a partir del triptofano; es
positivo a la prueba del rojo de metilo y negativo a la de Voges Proskauer. No

utiliza el citrato como Unica fuente de carbono (Alonso y Poveda, 2008).

Las cepas indol positivas se llaman E. coli Tipo | y se supone que su

hébitat natural primario es el intestino.

El recuento de coliformes fecales permitira la determinacion del nimero
de coliformes fecales por gramo o cm® de muestra de alimento y la diferenciacién

de las especies del grupo coliforme fecal.
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El proceso para confirmar la presencia de E. coli y diferenciar las especies
y variedades del grupo coliforme fecal se basa en un conjunto de pruebas

bioquimicas conocidas como "IMVEC".

El IMVEC. Es una designacion mnemonica de un grupo de cinco pruebas

bioquimicas que consiste en:

| = Verificacion de la produccioén de indol a partir del triptéfano

M = Reaccion del RM (rojo de metilo) para comprobar el descenso del pH del
caldo glucosa tamponado

V = Reaccién de VP (Voges-Proskauer); para comprobar la produccién de
acetoina a partir de glucosa.

E = Prueba de Eijkman, para comprobar la termotolerancia o crecimiento a 44 -
45,5+ 0,2 °C.

C = Utilizacion del citrato como fuente de carbono (NTE INEN 1529-8 (1990).

Equipo y materiales

Equipo usual en un laboratorio microbiol6gico en particular.

Placas porta objetos.

Bafo de agua regulable a 44 - 45,5 + 0,2 °C.

Medios de cultivo y reactivos

Caldo verde brillante bilis-lactosa (BGBL) o similar, Norma INEN 1 529-1



Caldo triptona; Norma INEN 1 529-1.

Agar eosina azul metileno (EMB); Norma INEN 1 529-1.
Agar de contage en placa (PCA); Norma INEN 1 529-1.
Caldo MR-VP; Norma INEN 1 529-1.

Reactivos de Kovacs; Norma INEN 1 529-1.

Solucion de Rojo de metilo; Norma INEN 1 529-1.
Solucién de Creatina al 0,5%; Norma INEN 1 529-1.
Solucién alcohdlica de a-naftol al 6%; Norma INEN 1 529-1
Solucién de hidroxido de Potasio al 40%; INEN 1 529-1.
Agar citrato de Simons; Norma INEN 1 529-1.

Solucién alcohol-acetona; Norma INEN 1 529-1.

Solucién fenicada de cristal violeta al 1%; Norma INEN 1529-1.

Solucién fenicada de fucsina basica al 1%; Norma INEN 1529-1.

Solucion de lugol; Norma INEN 1529-1.

Procedimiento

Coliformes fecales
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Simultaneamente con el ensayo confirmatorio de la Norma INEN 1 529-6

inocular dos o tres asas de cada uno de los tubos presuntamente positivos en un

tubo conteniendo 10 cm® de caldo BGBL y en otro que contenga

aproximadamente 3 cm?® de caldo triptona (ver Figura 2). Incubar estos tubos a

45,5 + 0,2 °C (bafio Maria) por 48 horas.
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Al cabo de este tiempo anotar la presencia de gas en los tubos de BGBL y
afiadir dos o tres gotas del reactivo de Kovacs a los tubos de agua triptona. La
reaccion es positiva para el indol si en cinco minutos se forma un anillo rojo en la
superficie de la capa de alcohol amilico; en la prueba negativa el reactivo de
Kovacs conserva el color original. Los cultivos gas positivos en caldo verde
brillante bilis-lactosa incubados a 30 6 35 ° Cy a 45,5 ° C y que producen indol a

45,5 ° C son considerados coliformes fecales positivos.

Confirmacion de E. coli y diferenciaciéon de las especies del grupo mediante

las pruebas IMVIC

En situaciones que justifiguen el esfuerzo y sean necesarias la
conformaciéon de E. coli y la diferenciacion de las especies del grupo coliforme
fecal, se puede realizar los ensayos para indol, rojo de metilo, Voges Praskauer y

citrato sddico (Pruebas IMVIC), de la siguiente manera:

De cada tubo de caldo BGBL que sea positivo para coliformes fecales
sembrar por estria un asa en una placa individual de agar eosina azul de metilo o
agar VRB previamente seca e identificada. Incubar las placas invertidas a 35 — 37

°C por 24 horas.

Para confirmar la presencia de E. coli, de cada placa escoger 2 - 3 colonias
bien aisladas y tipicas (negra o nucleada con brillo verde metalico de 2 - 3 mm de
diametro) y sembrar en estria en tubos de agar PCA o agar nutritivo inclinado e

incubar los cultivos a 35 — 37 °C por 24 horas.
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Hacer extensiones a partir de los cultivos en agar PCA o nutritivo inclinado
y tefiirlos por el método de Gram, si se comprueba la pureza de los cultivos de

s6lo bacilos Gram negativos no esporulados, utilizar éstos para la prueba IMViC.

Prueba paraindol

Sembrar en un tubo de agua triptona un asa de cultivo puro, incubar 24

horas a 35 — 37 ° C. Anadir al tubo 0,5 cm3 del reactivo de Kovacs.

La aparicion de un color rojo oscuro en la superficie del reactivo, indica una

prueba positiva. En la prueba negativa el reactivo conserva el color original.

Prueba del rojo de metilo (RM)

Sembrar en un tubo de caldo MR-VP un asa de cultivo puro incubar 24
horas a 35-37 °C, afiadir a cada tubo aproximadamente 3 gotas de la solucién de
rojo de metilo, agitar; si el cultivo se torna rojo la prueba es positiva y negativa si

hay viraje a amarillo.

Prueba de Voges-Proskauer (VP)

Sembrar en un tubo de caldo MR-VP un asa de cultivo puro e incubar 24

horas a 35 — 37 °C. Luego de este periodo, afiadir los siguientes reactivos

cuidando de agitar el tubo después de cada adicion:
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- solucién de creatina al 0,5%. 2 gotas
- solucién alcohdlica de a-naftol al 6% 3 gotas

- solucién de hidroxido de potasio al 40%: 2 gotas.

Observar dentro de 15 minutos. La aparicion de un color rosado o rojo

brillante, generalmente al cabo de cinco minutos el resultado es positivo.

Prueba para la utilizacion del citrato

Un asa del cultivo puro sembrar por estria en la superficie de la lengieta de

agar citrato inclinado e incubar 24 horas a 35 — 37 °C. La reaccion es positiva si

hay crecimiento visible que se manifiesta por lo general en el cambio de color del

medio, de verde a azul.

Considerar como E. cOli a los microorganismos que presentan las

siguientes caracteristicas: bacilos Gram negativos, no esporulados que producen

gas de la lactosa y reaccion IMVEC (Ver Tabla 2).

Célculos

Coliformes fecales

Calcular la densidad de coliformes fecales sélo en base del nimero de tubos que

a 45,5 °C presentan gas en el caldo BEGL e indol en el caldo triptona, de acuerdo
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a Norma INEN 1 529-6, determinacion de microorganismos coliformes por la

técnica del nUmero mas probable

Para determinar el NMP de E. coli proceder de acuerdo a Norma INEN 1 529-6,
determinacién de microorganismos coliformes por la técnica del nimero mas
probable, basandose Unicamente en todos los tubos que presentan bacilos con

las caracteristicas indicadas en la norma indicada.

Informe de resultados

Coliformes fecales. Reportar NMP de coliformes fecales/g 6 cm® de muestra.

E. coli. Reportar NMP de E. coli/lg 6 cm® de muestra

410 MOHOS Y LEVADURAS

Los hongos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el
ambiente. Pueden encontrarse como flora normal de un alimento, o como
contaminantes de los equipos de una linea de fabricacién. Ciertas especies de
hongos y levaduras son utiles en la elaboracién de algunos alimentos, sin
embargo también pueden ser causantes de la descomposicion de otros alimentos.
Debido a su crecimiento lento y a su baja competitividad, los hongos y levaduras
se manifiestan en los alimentos donde el crecimiento bacteriano es menos
favorable. Estas condiciones pueden ser bajos niveles de pH, baja humedad, alto
contenido en sales o carbohidratos, baja temperatura de almacenamiento, la

presencia de antibioticos, o la exposicion del alimento a la irradiacion. Por lo tanto
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pueden ser un problema potencial en alimentos lacteos fermentados, frutas,
bebidas de frutas, especias, oleaginosas, granos, cereales y sus derivados y
alimentos de humedad intermedia como las mermeladas, cajetas, especias, etc.

(Camacho, A., et. Al.,, 2009)

Los hongos y levaduras pueden utilizar ciertos sustratos como pectinas,
carbohidratos como polisacaridos, acidos organicos, proteinas y lipidos. También
pueden causar problemas a través de: (a) sintesis de metabolitos toxicos
(micotoxinas), (b) resistencia al calor, congelamiento, antibiéticos o irradiacion y
(c) habilidad para alterar sustratos no favorables permitiendo el crecimiento de
bacterias patdégenas. Pueden también causar malos olores y sabores y la

decoloracion de las superficies de alimentos (Camacho et. al., 2009).

Los hogos y las levaduras son microorganismos eucariotas, unicelulares o
pluricelulares. Las levaduras son hongos de forma oval (0 — 5 pm) inméviles que
se dividen por diversos mecanismos, especialmente por gemacién. Deben
considerarse como hongos que han perdido su forma filamentosa y se han

convertido en organismos unicelulares (Tortora, 2007).

La mayoria de hongos en cambio, son filamentosos o pluricelulares y se
caracterizan por estar formados por filamentos ramificados o hifas que forman un
micelio. El crecimiento de los hongos filamentosos en la superficie de los
alimentos se suele reconocer facilmente por su aspecto aterciopelado o
algodonoso, a veces pigmentado. Generalmente todo alimento enmohecido se

considera no apto para el consumo. La identificacion y clasificacion de los mohos
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se basa en observaciones macroscopicas y microscopicas (Alonso y Poveda,

2008).

En comparacion con la mayoria de las levaduras y de las bacterias, la
mayoria de los mohos necesitan menor cantidad de humedad disponible. Un
porcentaje total de humedad por debajo del 14 al 15 por ciento en la harina o en
algunos frutos secos impedira o retardara mucho el crecimiento de los mohos. Los
mohos podrian considerarse mesofilos, es decir, que son capaces de crecer bien
a temperaturas normales. La temperatura Optima de la mayoria se encuentra
alrededor de los 25 a 30 °C, aunque algunos son psicrotrofos y algunos son
termdofilos. Son aerobios, esto es cierto por lo menos en los mohos que crecen en
la superficie de los alimentos. Casi todos los mohos son capaces de crecer dentro
de un amplio intervalo de pH (pH comprendido entre 2 y 8.5), aunque la mayoria
crece mejor a pH acido. Son capaces de utilizar muchos tipos de alimentos, que
van desde sencillos a complejos. Poseen enzimas hidroliticas, y de aqui que
algunos se utilicen para la produccion industrial de las amilasas, pectinasas,

proteasas y lipasas (Camacho et al., 2009).

Algunos géneros de mohos importantes en alimentos

Mucor: Intervienen en la alteracion de algunos alimentos y se utilizan en la
fabricacion de otros. M. rouxii se utiliza para la sacarificacion del almidon, para la
maduracion de quesos y para la fabricacion de algunos alimentos orientales.

Rhizopus: La especie R. stolonifer, o moho del pan, es muy comun e interviene

en la alteracion de algunos alimentos: bayas, frutas, hortalizas, pan, etc.
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Aspergillus: Los aspergilos son mohos muy abundantes. Algunas especies
intervienen en las alteraciones que experimentan los alimentos, mientras que
otros son de utilidad para preparar determinados alimentos. A. niger se utiliza
para la produccién industrial de acido citrico y gluconico y de algunas enzimas. A.
flavus se utiliza para la fabricacion de ciertos alimentos orientales y en la

obtencién de enzimas (Madigan et al., 2012; Murray et al., 2014).

Se han reportado casi 50 especies de Aspergillus como productores de
metabolitos toxicos denominados en general micotoxinas. Las de mayor
importancia son: las denominadas aflatoxinas (producidas por A. flavus, A.
parasiticus y A. nomius); la ocratoxina A producida por A. ochraceus, A.
carbonarius y A. niger; sterigmatocistina producida principalmente por A.
versicolor; el &cido ciclopiazénico producidas por A. flavus y A. tamarii. La
citrinina, patulina y acido penicilico también son producidas por especies de
Aspergillus, las téxinas tremorgénicas son producidas por A. terreus
(territremas), A. fumigatus (fumitremorgenas) y A. clavatus (triptoquivalina)

(Madigan et al., 2012; Goering et al., 2013; Murray et al., 2014 ).

Las aflatoxinas son derivados de la difurancumarina. Las aflatoxinas B1,
B2, G1 y G2 se producen en la naturaleza por los mohos ya mencionados. Las
letras B y G se refieren a los colores de flurescencia por sus nombres en inglés
(azul y verde, respectivamente) observados bajo longitudes de onda en la region
UV, y los subindices 1 y 2 se refieren a sus patrones de separacion

cromatograficos.
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Las aflatoxinas M1 y M2 se producen por la hidroxilacion de las respectivas
aflatoxinas B. La aflatoxina B1 tal vez sea el carcinégeno de higado mas potente

para animales incluyendo al humano.

La ocratoxina A y la citrinina afectan la funcién renal. Las toxinas

tremorgénicas afectan el sistema nervioso central.

Penicillium. Es otro género de mohos de frecuente incidencia y de importancia
en los alimentos, P. expansum produce la podredumbre blanda de las frutas; P.
digitatum y P italicum producen la podredumbre de frutas citricas. Las especies P.
camemberti, P. roqueforti se utilizan en la maduracion de quesos.

Se han reportado mas de 80 especies de Penicilium como productores de

micotoxinas.

Estas micotoxinas pueden dividirse en dos grupos: las que afectan la

funcién hepéatica o renal, y las neurotoxinas.

Las principales micotoxinas producidas por Penicillium son, ocratoxina A,
citrinina, patulina, acido ciclopiazénico, citreoviridina, penitremo A, toxina PR vy
roquefortina y el acido secalénico. De éstas la ocratoxina A es sin duda la mas
importante, es un carcindgeno renal y es producida por P. citrinum, P. viridicatum,
P. verrucosum. La principal fuente de esta toxina es el pan de centeno o trigo, 0 a
través de cerdos alimentados con estos cereales cuya carne es posteriormente

consumida por humanos. (Camacho, A., et. Al., 2009)
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Algunos géneros de levaduras de importancia en alimentos son:

Schizosaccharomyces. Levaduras de este género se han encontrado en frutas

tropicales, en la melaza y en la miel.

Saccharomyces. La especie S. cerevisiae se emplea en muchas industrias
alimentarias, como en la fermentaciéon del pan, fermentacion de la cerveza,

fermentacion de los vinos, en la produccion de alcohol, glicerol e invertasa.

Kluyveromyces. K. marxianus (antes Saccharomyces fragilis) se utiliza en la

obtencion de productos lacteos por su capacidad de fermentar la lactosa.

Zygosaccharomyces. Las levaduras de este género son importantes por su
capacidad para crecer en medios con elevadas concentraciones de azUcar
(osmofilas), intervienen en la alteracién de la miel, jarabes y melazas, y también

en la fermentacién de la salsa de soya y de algunos vinos.

Pichia. Crecen en la superficie de los liquidos formando una pelicula. P.

membranafaciens produce una pelicula en la superficie de las cervezas y vinos.

Debaromyces. Forman pelicula en la superficie de las salmueras. D. kloeckeri

crece en la superficie de los quesos y de los embutidos.

Hanseniaspora. Estas levaduras tienen forma de limon y crecen en los zumos de

frutas.
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Torulopsis. Originan problemas en las fabricas de cervezas. T. sphaerica
fermenta la lactosa, alterando productos lacteos. Otras especies alteran la leche
condensada azucarada, los concentrados de zumos de frutas y los alimentos

acidos.

Candida. La especie C. utilis se cultiva para la obtencion de proteina unicelular
para incorporarla tanto a alimentos destinados al consumo humano como a
piensos. La especie C. krusei se utiliza junto con los cultivos iniciadores de

productos lacteos. C. lipolytica produce alteracién de la mantequilla y margarina.

Brettanomyces. Producen grandes cantidades de acido e intervienen en la
fermentacion de la cerveza belga de tipo “lambic”, de las cervezas inglesas y de

los vinos franceses.

Trichosporon. Estas levaduras crecen mejor a temperaturas bajas,

encontrandose en las fabricas cerveza y en la superficie de vacuno refrigerada.

Rhodotorula. Estas levaduras de color rojo, rosa o amarillo, pueden producir
manchas en la superficie de los alimentos como en la superficie de las carnes, o

zonas de color rosado en el sauerkraut. (Camacho, A., et. Al., 2009)
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Metodologia convencional. Control Microbiologico de los Alimentos. Mohos
y levaduras viables. Recuento en placa por siembra en profundidad (NTE

INEN 1529-10 (1998)

Esta norma describe el método para cuantificar el niumero de unidades
propagadoras de mohos y levaduras en un gramo O centimetro cubico de
muestra. Se basa en el uso del método de recuento, en placa, por siembra en

profundidad.

El recuento de mohos y levaduras viables es la determinacién del numero
de colonias tipicas de levaduras y mohos que se desarrollan a partir de un gramo
o centimetro cubico de muestra, en un medio adecuado e incubado entre 22 °C y

25 °C.

Materiales y Medios de cultivo

Materiales

La vidrieria debe resistir esterilizaciones repetidas y todo el material debe estar

perfectamente limpio y estéril.

Placas Petri

Pipetas serolégicas de boca ancha de 1; 5y 10 cm® graduadas en 1/10 de unidad.

(NTE INEN 1529-10 (1998)
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Medio de cultivo

Agar sal-levadura de Davis o similar NTE INEN 1 529-1.

Preparacion de la muestra

Dependiendo del tipo de alimento se preparara la muestra segun lo establecido en

anteriormente segun la INEN 1529-2.1999

Procedimiento

Utilizando una sola pipeta estéril, pipetear, por duplicado, alicuotas de 1
cm?® de cada una de las diluciones decimales en placas Petri adecuadamente

identificadas. Iniciar por la dilucion de menor concentracion.

Inmediatamente, verter en cada una de las placas inoculadas,
aproximadamente 20 cm?® de agar sal-levadura de Davis (SLD) fundido y templado
a 45 + 2 °C. La adicién del medio de cultivo no debe pasar mas de 15 minutos, a

partir de la preparacion de la primera dilucion.

Delicadamente, mezclar el inéculo de siembra con el medio de cultivo,
imprimiendo a la placa movimientos de vaivén, 5 veces en una direccion; hacerla
girar cinco veces en sentido de las agujas del reloj. Volver a Imprimir movimientos
de vaivén en una direccion que forme angulo recto con la primera y hacerla girar

cinco veces en sentido contrario a las agujas de reloj.
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Utilizar una placa para el control de la carga microbiana del ambiente, la
cual no debe exceder de 15 colonias/placa, durante 15 minutos de exposicion.
Este limite se utiliza siempre y cuando se mantengan practicas adecuadas de

limpieza y desinfeccion.

Como prueba de esterilidad del medio, en una placa sin in6culo verter

aproximadamente 20 cm® del agar.

Dejar las placas en reposo hasta que se solidifique el agar.

Invertir las placas e incubarlas entre 22 °C y 25 °C, por cinco dias.

Examinarlas a los dos dias de incubaciéon y comprobar si se ha formado
micelio aéreo. Las primeras colonias que se desarrollan son las de levaduras,
qgue suelen ser redondas, céncavas, estrelladas. La mayoria de las colonias
jovenes de levaduras son humedas y algo mucosas, también pueden ser
harinosas, blanquecinas y algunas cremosas y rosadas. En ciertos casos, apenas
cambian al envejecer, otras veces se desecan y encogen. Las colonias de mohos

tienen un aspecto algodonoso caracteristico.

Cuando el micelio aéreo de los mohos amenace en cubrir la superficie de la
placa, dificultando las lecturas posteriores; pasados dos dias, realizar recuentos

preliminares en cualquier placa que se pueda distinguir las colonias.

A los cinco dias, seleccionar las placas que presenten entre 10 y 150

colonias y contarlas sin el auxilio de lupas. A veces pueden desarrollarse colonias
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pequefias, éstas son de bacterias aciddfilas y, por tanto, deben excluirse del
recuento. Las colonias de levaduras deben ser comprobadas por examen

microscopico

Contar las colonias de mohos y levaduras en conjunto o separadamente. Si
las placas de todas las diluciones contienen mas de 150 colonias, contar en las

placas inoculadas con la menor cantidad de muestra (NTE INEN 1529-10 (1998).

Célculos

Célculo del numero (N) de unidades propagadoras (UP) de mohos y/o levaduras
por centimetro cubico 6 gramo de muestra. Calcular segun la siguiente formula:

NUmero total de colonias contadas o calculadas

Cantidad total de muestra sembrada

N= 2C

V(nl+0,1m,)d

Donde:

>C = suma de las colonias contadas o calculadas en todas las placas elegidas;
nl = ndimero de placas contadas de la primera dilucion seleccionada;
n2 = numero de placas contadas de la segunda dilucién seleccionada;

d = dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos, por ejemplo 107%;
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V = volumen del inéculo sembrado en cada placa (NTE INEN 1529-10 (1998).

Redondeo

El valor obtenido redondear a dos cifras significativas de la siguiente

manera (NTE INEN 52):

Si el tercer digito, empezando por la lzquierda es menor de cinco,
mantener inalterado el segundo digito y reemplazar por ceros los restantes. Por
ejemplo, si el valor calculado fuere 553 000, redondeado a 550 000 y expresar

como 5,5 x 10°.

Si el tercer digito, empezando por la izquierda es superior a cinco, afiadir
una unidad al segundo digito; por ejemplo, si el valor obtenido fue 10 954,

redondearlo a 11 000 y expresar 1,1 x 10*.

Sl el tercer digito empezando por la izquierda es cinco y es seguido de, por
lo menos, un digito, afiadir una unidad al segundo digito y reemplazar por ceros a
los restantes. Por ejemplo, si el valor obtenido fue 31 554, redondearlo a 32 000 y

expresar como 3,2 x 10*.

Si el tercer digito es cinco y no es seguido de otro (s) digito (s) 6 lo es
anicamente por ceros, afiadir una unidad al segundo digito, si éste es impar; si es

par 0 cero conservarlo inalterado, ejemplo: 235 redondear a 240 y expresar como
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2,4 x 10%, 24 500 redondear a 24 000 y expresar como 2,4 x 10* (NTE INEN 1529-

10 (1998).

Presentacion de resultados

Presentar el resultado como numero, N, de unidades propagadoras UP de
mohos y/o levaduras / cm® 6 g de muestra utilizando solo dos cifras significativas
multiplicadas por 10x (x es la respectiva potencia de 10). Las cifras significativas
corresponden al primero y segundo digitos (empezando por la izquierda) del

numero de las colonias calculadas.

Si no hay desarrollo de colonias en las placas de la suspension 10-1,

presentar como namero estimado (NE), de la siguiente forma:

NE de UP de mohos y/o levaduras/cm3 6 g=<1,0x 101

Si no hay desarrollo de colonias en las placas sembradas con 1 cm® de

muestra no diluida (producto original liquido), expresar el resultado de la siguiente

manera:

NE de UP de mohos y/o levaduras/ cm® = < 1,0 x 100

Si todas las placas sembradas presentan mas de 150 colonias, calcular el

resultado a partir de las placas sembradas con la dilucibn mas alta y expresar de

la siguiente manera:
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NE de UP de mohos y/o levaduras/ cm® o g = > al valor obtenido x’f’

f = factor de dilucion (valor inverso de la dilucion de la muestra). Indicar entre
paréntesis la dilucion utilizada. Este resultado sirve como guia para decidir el
numero de diluciones que se han de realizar en ensayos posteriores y, la decision
de aceptacion o rechazo de una partida de alimentos debe basarse solo en

valores N (NTE INEN 1529-10 (1998).

Precision de los resultados

Los resultados obtenidos por la misma persona al contar por segunda vez
las colonias de una misma placa, no deben variar en mas del 5% y del 10%

cuando es realizado por otra persona.

Por razones estadisticas, el intervalo de confianza para este método varia,
en el 95% de los casos, desde + 16% a + 52%. En la practica, es posible
observar variaciones mayores, especialmente entre resultados obtenidos por

diferentes analistas (NTE INEN 1529-10 (1998).

Informe del Ensayo

En el Informe del ensayo indicar la norma de referencia, la temperatura de
incubacion, los resultados obtenidos y todas las condiciones operativas no
especificadas en esta norma o aquellas consideradas como opcionales y los

incidentes que puedan haber influenciado en el resultado. Ademas, se debe incluir
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toda la informacion necesaria para la completa identificacion de la muestra (NTE

INEN 1529-10 (1998).

4.11 METODOS RAPIDOS PARA LA IDENTIFICACION DE

MICROORGANISMOS MARCADORES.

Los analisis convencionales de microorganismos marcadores en alimentos
resultan en muchos casos largos y requieren gran cantidad de tiempo utilizado
para la preparacion de los materiales, medios de cultivo y reactivos. Frente a esta
realidad es necesario contar con pruebas que arrojen resultados rapidos y
permitan tomar decisiones de igual manera agiles durante un proceso de

fabricacion o al momento de liberar productos que puedan salir a la venta.

Los métodos rapidos ofrecen la posibilidad de eliminar algunos de los
pasos de un andlisis convencional permitiendo que estos analisis se conviertan en

herramientas eficientes dentro del proceso de fabricacién de un alimento.

Estos analisis reinen las siguientes caracteristicas facilidad, uniformidad

en los procesos y resultados rapidos confiables y seguros.

Corresponden a un grupo de técnicas microbiolégicas, bioquimicas,

fisiolégicas que permiten un aislamiento efectivo, deteccion caracterizacion y

enumeracion mas rapida de los microorganismos marcadores.

Entre las principales pruebas rapidas de uso mas difundido podemos enumerar:
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Pruebas microbiolégicas rapidas para la identificacion de algunos

microorganismos marcadores

4.11.1 PLACAS PETRIFILM

Corresponde a un grupo de placas lista para usarse y disefiadas para
ofrecer ahorro en tiempo, incremento en la productividad y eficiencia. Cuenta con
una pelicula rehidratante cubierta de nutrientes y agentes gelificantes. (Ver

Figura No. 3)

Proporciona resultados en tres pasos:

e Inoculacién
e |ncubacioén
e Recuento

(Ver Figura No. 4)

Se encuentra disponible en la mayoria de pruebas microbioldgicas de
microorganismos marcadores como son aerobios, coliformes, E. coli,
enterobacterias, prueba de alta sensibilidad de coliformes, recuento rapido de

coliformes, mohos y levaduras, entre otros.
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4.11.2 PRUEBAS BIOQUIMICAS RAPIDAS PARA LA IDENTIFICACION

DE ALGUNOS MICROORGANISMOS MARCADORES

En los laboratorios de control de alimentos es ampliamente difundido el uso
de sistemas miniaturizados API®. Son métodos rapidos que permiten la
identificacion de microorganismos a través de la realizacion de diferentes pruebas
bioquimicas. Estos sistemas consisten en un dispositivo de plastico con varios
microtubos que contienen diferentes medios de cultivo deshidratados o diferentes

sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere montar.

Entre algunas de las pruebas bioquimicas que pueden realizarse con estos
sistemas estan las pruebas de fermentacidén de carbohidratos, la determinacion de

la produccién de H,S, la determinacion de la hidrélisis de la gelatina, entre otras.

En el mercado existe una variedad de galerias para ser utilizadas en la
identificacion de diferentes tipos de microorganismos, por ello aunque todos estos
sistemas tienen el mismo fundamento, difieren en el nimero y tipo de pruebas
gue permiten realizar, ya que su seleccidon esta directamente relacionada con la

actividad metabolica del género al que pertenece el microorganismo a identificar.

Entre algunos de los sistemas miniaturizados API® que actualmente se
encuentran disponibles en el mercado existen los siguientes para la identificacion

de microorganismos mascadores:
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API® 20E, que permite la identificacion de microorganismos pertenecientes
al grupo de las enterobacterias y de otros bacilos gram negativos. Es una galeria
conformada por 20 microtubos (Apiweb®, 2010). Las posibilidades de resultados

esperados se pueden evidenciar en la Figura 5.

API® 20 NE, que permite la identificacion de bacilos gram negativos no
pertenecientes al grupo de las enterobacterias como por ejemplo Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, entre otros. Es una
galeria conformada por 20 microtubos (Apiweb®, 2010). Las posibilidades de

resultados esperados se pueden evidenciar en la Figura 6

API® 20 A Con este sistema miniaturizado se pueden montar las pruebas
bioquimicas que permiten la identificacion de bacterias anaerobias. Es una galeria
conformada por 20 microtubos. Una vez inoculada la galeria con la suspension
del microorganismo a identificar, el sistema requiere ser incubado en una jarra
Gaspak® u otro sistema que provea condiciones de anaerobiosis. (Apiweb®,
2010). Las posibilidades de resultados esperados se pueden evidenciar en la

Figura 7.

Existen ademas otros sistemas de pruebas bioquimicas como API®
STAPH, para la identificacibn de microorganismos pertenecientes al género
Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria. Y otros como: el API® 20 STREP, el
API® CAMPY, el API® CORYNE, el API® CANDIDA. (Apiweb®, 2010). (Ver

Figuras 8y 9).
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Inoculacion de los sistemas miniaturizados

Cada microtubo del sistema debe inocularse con una suspension en
solucion salina al 0,85% de un cultivo puro del microorganismo a ser identificado.
En algunos casos estos microtubos deben llenarse completamente con la
suspension, mientras que en otros se requiere del afladido de parafina liquida
estéril, que proporciona las condiciones anaerébicas necesarias (Apiweb®, 2010)

(Ver Figura 10).

Interpretacion de resultados

La presencia de enzimas y/o de productos metabdlicos generados durante
el periodo de incubacidén, reaccionan con los sustratos contenidos en los
microtubos y desarrollan en los mismos una coloracién que puede aparecer en

forma espontanea o con el agregado de algun reactivo para su revelado.

La interpretacion de los resultados se basa en la observacion de las
coloraciones desarrolladas, ésta se lleva a cabo mediante la comparacién del
color obtenido en cada microtubo con el que muestra una carta de colores guia.

(Apiweb®, 2010).

De acuerdo a esa interpretacion se puede establecer un resultado positivo

(+) o negativo (-) (Ver Figura 11).
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Después del periodo de incubacion se compara con la carta de colores, los
resultados obtenidos en cada microtubo. Estos resultados se colocan en la hoja

de resultados que suministra el fabricante (ver Figura 11y 12).

Los datos asi obtenidos pueden transformarse en un codigo de 7 digitos
denominado “perfil numérico” que resulta de la suma de los valores
correspondientes a las pruebas positivas asignados previamente en la planilla.

En algunos sistemas miniaturizados se recomienda la realizacion de
pruebas bioquimicas opcionales, que permiten obtener dos digitos adicionales. El
codigo obtenido se correspondera a un determinado género o especie de acuerdo
a la informacion contenida en las bases de datos suministradas por el fabricante y
gue pueden encontrarse disponibles en forma impresa y/o electronica (Apiweb®,

2010) (Ver Figura 12).
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5. CONCLUSIONES

Las técnicas convencionales establecidas por la normativa INEN que se
han analizado, corresponden a técnicas de laboratorio bastante descriptivas, que
detallan procedimientos utilizados hace mas de 20 afios y que se mantienen

vigentes en la actualidad.

A pesar de gue existen en el mercado opciones de pruebas rapidas para la
determinacién de microorganismos marcadores, el uso de estas pruebas en los
laboratorios de control de calidad de los alimentos, se encuentra limitado a
acciones emergentes. No existe, salvo algunas excepciones, un uso cotidiano

de estas pruebas.

A pesar de que las pruebas rapidas de laboratorio, pueden resultar mucho
mas eficientes al momento de obtener resultados; probablemente su costo o la

poca difusion han relegado su uso.

Como es evidente, la Normativa analizada es una amplia descripcion de
los procedimientos de laboratorio. El considerar la simplificacion de los
procedimientos estandarizados en la Normativa, deberia ser un reto para las
futuras actualizaciones de estas normas. Si bien en ellas se detalla cada paso y

procedimiento, resultaria tal vez mas efectivo normas simples y claras.
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Film superior

Film de plastico
cubierto con un
adhesivo, un
indicador y un gel
soluble en agua
fria

Film inferior
Papel cuadriculado
cubierto con un
plastico, adhesivo,
nutrientes de
métodos estandar,
gel soluble en
agua fria.

Figura 3.

Disefio de una placa de petrifilm (Fuente 3M)
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Befrigerar las bolsas originales zin abrir de las
placas Pefrifilm. Usar antes de la fecha de ca-

ducidad impresa en ka bolsa o embalzje.

Abrir las bolsas con wnas tijeras o cdter por
lado que aparece indicade. Retirar de la bolsa
Unicaments |as placas que vayan a usarse.
Volver a cerrar |a bolsa doblando el lado abler-
oy asequrande el ciere con una pinza o cinta
adhesiva.

Mantener las bolsas que se han ablerto y vuelto
acerrar a <=21%C (<=70°F). No refrigerar las
bolsas que han sido ablertas. En este caso,
usar las placas Peirifilm no mds tarde de 1 mes
desde su aperiura.

Preparacion de Muestra

Preparar una diluciin de la muestra de ali-
menio 1:10 o superior. Pesar o pipetear la
muestra en una bolsa Whirpac, bolsa Sto-
macher, botella de dilucion o cualguier otro

recipiente estésil apropiado.

mkdummmuﬁ:um

2 i’

Mezclar u homogeneizar la muestra median-
te los métodos usuales

sslﬁlﬂa'ta]ssmmhmm agua de
pepiona, tampdn de Butierfield, solucion Rin-
ger, peptona-sal, agua destilada y otros. No
usar tampones que contengan citrato de sodio
o tiosulfata.

Siembra

Dispnnu'hpluP&h'lﬁhim una superficie
ﬂlﬂ Levantar el film superior.

e

Soltar el film superior y dejarlo caes. No desli-
zar el film hacia abajo.

Pipetear 1 ml de muestra al cenfro aproxima-
damente del film inferior. Mantener la pipeta
en posicidn vertical. No tocar & film inferior

mientras se pipetea.
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Siembra

L -

Colocar el aplicador en el film superior bien
centrado sobre el indculn. Usar el aplicador
con la cara rebajada hacia abaje (cara lisa
hacia arriba).

1

11

Aplicar presion de manera suave sobre &l apli-
cador para distribuir & indeulo por toda la zona
circular. No mover ni girar el aplicador.

Levantar el aplicador. Esperar 1 minuto para
que s solidifigue el gel.

1

[ Incubacitn ]

Interpretacion ]

!

gt

- . L]
*

T

Incubar las placas Petrifilm cara arriba y apila-
das en grupes de no meis de 20 placas. Incubar
a 30 +/~1°C durante 72 +/-2 horas para cual-
guier tipo de alimento. Consultar otras condi-
ciones particulares de incubacidn

1

Figura 4.

14

Leer las placas. Usar un lector de placas 3M™
Petrifilm™ contador de colonias esténdar Que-
bec v otros. No usar luz de fondo para la lectu-
ra de esta placa, usar luz directa. Consultar la
(Guia de Interpretacidn para leer los resultados.

Instrucciones de uso placas Petrifilm (Fuente 3M)
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Figura 5. El uso de la galeria API® 20E, para la identificacion de

microorganismos
enterobacterias.

pertenecientes al grupo de las
Las cartas de colores correspondientes

representan las posibilidades positiva 0 negativa.
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Figura 6. El uso de la galeria API® 20 NE, para la identificacion de
microorganismos pertenecientes al grupo de bacilos gram
negativos no pertenecientes al grupo de las enterobacterias.
Las cartas de colores correspondientes representan las
posibilidades positiva o negativa.
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Figura 7. El uso de la galeria API® 20 A, para la identificacion de

bacterias anaerobias. Las cartas de colores correspondientes
representan las posibilidades positiva o negativa.
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PRUEBAS NEGATIVAS

PRUEBAS POSITI\ AS
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Figura 8. Posibles resultados en el uso de otras pruebas Api:
API® STAPH:
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Figura 9. En la figura podemos observar el API® 50 — CHL utilizado
para la identificacion de Lactobacilos. Es una galeria
conformada por 50 microtubos.
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Inoculacion de wuna prueba bioquimica para Ila
identificacion de microorganismos.
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Figura 11. Ejemplo de posibles resultados obtenidos con un

sistema miniaturizado API® 20E.
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EXCELENTE IDENTIFICACION

Galeria AP 20 EWV4.0
Perfil 5315173
Nota
Taxon significativo % 1D T Pruebas en conira
Enterobacter gergoviae 9.9 0.95 | | |
Taxon sigulente % 1D T Pruebas en contira
Enterobacter aerogenes 01 | o011 [uRE 1% |mo 99% | sor 9% |
Figura 12. Ejemplificacion del cdédigo 5315173 corresponde a la

especie: Enterobacter gergoviae.
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8. TABLAS

Tabla No. 1. indice de NMP de bacterias cuando se utiliza tres

alicuotas de 1 cm?® por dilucién. (NTE INEN 1529-6 (1990)

NUMERO DE TUBOS POSITIVOS EN  NMP/ gramo LIMITES DE CONFIANZA

CADA DILUCION DEL 95% CATEGORIA
Dilucién 10" Dilucién 102 Dilucion 10 ocm? Inferior Superior

0 0 0 0 - - -

0 0 1 3 0,5 9 3
0 1 0 3 0,5 13 2
1 0 0 4 0,5 20 1
1 0 1 7 1 21 3
1 1 0 7 1 23 2
1 1 1 11 3 36 4
1 2 0 11 3 36 3
2 0 0 9 1 36 1
2 0 1 14 3 37 3
2 1 0 15 3 44 2
2 1 1 20 7 89 4
2 2 0 21 4 47 3
2 2 1 28 10 150 4
3 0 0 23 4 120 1
3 0 1 39 7 130 2
3 0 2 64 15 380 4
3 1 0 43 7 210 1
3 1 1 75 14 230 2
3 1 2 120 30 380 3
3 2 0 93 15 380 1
3 2 1 150 30 440 2
3 2 2 210 35 470 3
3 3 0 240 36 1300 1
3 3 1 460 71 2400 1

3 3 2 1100 150 4800 1
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Tabla No. 2 Clasificacion de los Coliformes por las pruebas "IMViC"
(NTE INEN 1 529-8 1990-02)
Gas en Caldo  Prueba de Indol Crecimiento en
B.G.V.L 44 -455 MR VP
oC 44 -455°C Citrato
E.coli
Tipico (Tipo I) + + + - -
Atipico (Tipo Il) - - + - -
Intermedios
Tipico (Tipo II) - + + - +
Atipico (Tipo I) - - + - +
Enterobacter
aerogenes
Tipico (Tipo ) - - - + +
Atipico (Tipo I1) - + - + +
Esterobacter
cloacae - - - + +
Irregulares:
Tipo | -
Tipo 1l + - - - -
Tipo VI + - + + +
Irregulares, otros
tipOS AV AV AV \Vad \/*
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9. ANEXOS

Anexo 1 Preparacion de medios de cultivo para el control de

microorganismos marcadores en alimentos (INEN 1529.1.1999)

e Caldo de Triptona. (Agua de dilucion)

Composicion:
Triptona 10,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver los componentes en un litro de agua destilada, ajustar el pH de manera

gue después de esterilizado sea 7,2 + 0,1.

Distribuir volimenes adecuados en tubos o frascos. Esterilizar 15 minutos a 121
°C.

e Agar para recuento en placa (PCA- Plate Count Agar) (Recuento total)

Composicion:
Triptona (peptona de caseina) 5,0 g
Extracto de levadura 2,5 g

D(+) glucosa 1,0 g
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Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, dejar en reposo 15
minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,0 £ 0,1.
Calentar hasta la ebullicion agitando frecuentemente para conseguir la completa

disolucion. Distribuir de la manera adecuada y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Agar patata dextrosa. (PDA- Potato Dextrosa Agar) (Recuento de Mohos y

Levaduras)

Composicion:

Patatas peladas 200,0 g
D(+) glucosa 20,0 g
Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Pelar las patatas, cortar en pequefios cubos y hervir en 1 litro de agua destilada
por 1hora. Filtrar y completar el filtrado a 1 litro. AfAadir la glucosa y el agar, dejar
15 minutos en reposo a temperatura ambiente, ajustar el pH de manera que
después de esterilizado sea 5,6 + 0,1.

Agitando frecuentemente llevar a ebullicion hasta su completa disolucion.
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Distribuir en frascos a razén de 100 cm?® y esterilizar 15 minutos a 121 °C. Para
ajustar el pH a 3,5, inmediatamente antes de verter el medio en las placas, afiadir
14 cm3 de una solucion estéril de acido tartarico al 10% a 1 litro de medio
temperado aproximadamente a 50 °C. Una vez ajustado el pH a 3,5 NO

CALENTAR NUEVAMENTE EL MEDIO.

e Agar eosina azul de metileno (EMB) (Coliformes Totales)

Composicion:

Peptona 10,0 g

Lactosa 10,0 g

Sacarosa 5,0 g

Fosfato dipotasico 2,0 g

Eosina amarilla (solucién acuosa al 2%) 20,0 cm?®
Azul de metileno (solucién acuosa al 0,25%) 26,0 cm®
Agar 15,0 g

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes, excepto los colorantes, en el agua destilada, dejar en
reposo 15 minutos. Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,1
+ 0,1y llevar a ebullicién agitando frecuentemente hasta su completa disolucion.
Afadir la solucién de eosina amarilla y la de azul de metileno, mezclar bien y
distribuir de la manera adecuada (generalmente en volimenes de 100 a 200 cm?.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.
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e Caldo verde brillante bilis lactosa (BGBL Confirmacion de Coliformes

Totales y E. coli)

Composicion:

Peptona 10,0 g

Lactosa 10,0 g

Bilis de buey purificada 20,0 g

Verde brillante (solucién acuosa al 0,1%) 13,3 cm?®

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver la peptona y la lactosa en aproximadamente 500 cm3 de agua destilada y
adicionar la bilis disuelta en 200 cm® de agua. Afiadir agua destilada hasta 950
cm®y ajustar el pH a 7,4. El pH después de esterilizado debe ser 7,2 + 0,1. Afiadir
la solucién de verde brillante, ajustar el volumen a 1 litro, agitar y, si es necesario,

filtrar por algodon.

Para preparar el medio de doble concentracion utilizar el doble de la férmula.

Distribuir volimenes de 10 cm?® en tubos que contengan tubos Durham invertidos.

Tapar los tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Agar Baird Parker (Agar base Estafilococos)
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Medio base:

Composicion:

Triptona 10,0 g

Extracto de carne 5,0 g

Extracto de levadura 1,0 g

Piruvato de sodio 10,0 g

Glicina 12,0 g

Cloruro de litio.6H,0 5,0 g

Agar 20,0 g

Sulfametacina sédica (cuando necesario) 55,0 mg

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion del medio base:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada, afiadir el agar, dejar en
reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 6,8 + 0,2. Agitando
frecuentemente llevar a ebullicibn hasta su completa disolucién, distribuir a razén
de 90 cm?® por frasco y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Puede conservarse mas deun mes a4 +1 °C.

Preparacion de las soluciones
a) Solucién de telurito potéasico al 1%
Composicion:

Telurito potasico 1,0 g
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Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:
Con un minimo de calentamiento, disolver el telurito potasico en agua y esterilizar
por filtracion. La solucion puede mantenerse en refrigeracion entre 0 y 5 °C

durante varios meses.

b) Solucién de piruvato sodico al 20%
Composicion:
Piruvato sodico 20,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:
Disolver el piruvato sodico en una parte de agua. Completar el volumen y
esterilizar por filtracion.

Almacenar la solucion entre 0 y 5 °C por no mas de un mes.

c) Solucion de sulfametacina sddica
Composicion:

Sulfametacina sodica 0,2 g

Solucién de hidréxido de sodio 0,1N 10,0 cm®

Agua destilada para completar 100,0 cm?®
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Preparacion:

Disolver la sulfametacina sddica en la solucién de hidréxido de sodio y completar
con agua hasta 100 cm®. Cuando se sospeche que la muestra de alimento
contiene bacterias del género Proteus se puede afiadir, antes de la esterilizacion,

27,5 cm®de esta solucién a cada litro de medio base.

d) Emulsién de yema de huevo

Preparacion:

Utilizar huevos frescos de gallina, con las cascaras intactas y libres de
antibioticos. Limpiar con cepillo, jabén y agua ligeramente tibia, sumergir en etanol
al 70% (v/v) y dejarlos unas horas.

Flamear y asépticamente retirar con una pipeta estéril todas las claras, y las
yemas colocar dentro de una probeta graduada estéril.

A 50 cm?® de yema afiadir 50 cm?® de solucién fisiolégica estéril y mezclar en una
licuadora a pocas revoluciones, para evitar la formacion de espuma. Utilizar la
emulsién inmediatamente después de su Preparacion:

En el comercio existe preparada.

Preparacion del medio completo
Composicion:

Medio base 90,0 cm®

Solucién de telurito potasico al 1% 1,0 cm®
3

Solucion de piruvato sodico al 20% 5,0 cm

Emulsién de yema de huevo 5,0 cm®
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Preparacion:

A 90 cm?® del medio base fundido y enfriado hasta aproximadamente 50 °C,
asépticamente, afiadir cada una de las soluciones previamente calentadas (45 °C)
mezclando bien después de cada adicion e inmediatamente distribuir en placas,

pues, no se puede almacenar el medio completo.

Preparacion de las placas de agar. Inmediatamente después de preparado el
medio completo, distribuir aproximadamente 20 cm® del medio en placas Petri
estériles y dejar solidificar.

El medio debe estar densamente opaco y las placas claras no se utilizan.

Las placas sin secar se pueden almacenar entre 0y 5 °C por no mas de 24 horas.

Antes del uso, secar las placas

e Caldo RV verde malaquita cloruro magnésico (Rappaport-Vassiliadis)

(Caldo de enriguecimiento para Salmonella)

Composicion:

Peptona de soya 4,5 g

Cloruro magnésico hexahidratado (MgCl,.6H,0) 29,0 g
Cloruro de sodio 8,0 g

Fosfato dipotasico 0,4 g

Fosfato monopotéasico 0,6 g

Verde malaquita (solucién acuosa al 1,8%) 2,0 cm®

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion:

Disolver la peptona, el cloruro de sodio, los fosfatos en 900 c¢cm® de agua
destilada, calentar hasta su disolucién (hacer esta solucién en el dia de preparar
el medio).

Disolver el cloruro de magnesio en 100 cm® de agua (esta solucién se puede
guardar en un frasco oscuro, a temperatura ambiente).

Mezclar estas dos soluciones y ajustar el pH de manera que después de
esterilizado sea 5,2 £ 0,1.

Afadir 2 cm® de la solucién de verde malaquita y distribuir el medio completo en
volimenes de 100 cm3 6 de 10 cm3 en frascos estériles de 500 cm® capacidad o
en tubos de 150 mm x 16 mm.

Esterilizar 15 minutos a 115 °C.

El medio de cultivo preparado se puede almacenar en refrigeracion durante siete

meses.

e Caldo triptona (Ljutov)

Composicion:
Triptona 10,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g
DI-triptofano 1,0 g

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion: Disolver los componentes en un litro de agua destilada, ajustar el pH
de manera que después de esterilizado sea 7,5 £ 0,1. Distribuir volimenes

adecuados en tubos. Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Agar citrato de Simmons

Composicion:

Fosfato de magnesio (7H20) 0,2 g

Fosfato mono-amonico 1,0 g

Fosfato dipotasico 1,0 g

Citrato sédico (2H20) 2,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Azul de bromotimol (solucién acuosa al 0,2%) 40,0 cm?®
Agar 15,0 g

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, afiadir el agar, dejar en reposo
durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 6,9
+0,1.

Afadir la solucion de azul bromotimol, calentar hasta la ebullicion agitando
frecuentemente para conseguir la completa disolucién.

Distribuir en tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Dejar enfriar los tubos en posicion inclinada.
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e Agar cristal violeta-rojo neutro-bilis (VRB)

Composicion:

Peptona 7,0 g

Extracto de levadura 3,0 g

Lactosa 10,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Sales biliares 1,5 g

Rojo neutro (solucién alcohdélica al 1%) 3,0 cm?®
Cristal violeta (solucién acuosa al 0,05%) 4,0 cm®
Agar 15,0 g

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua, afiadir el agar y la solucion de cristal violeta.
Dejar en reposo 15 minutos y ajustar el pH de manera que sea 7,4 £ 0,1 el pH
final.

Llevar a ebullicion agitando frecuentemente hasta su completa disolucién y verter
en las placas.

Para mantener la efectividad del medio EVITAR ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE.

e Agar sal levadura de Davis

Composicion:

Nitrato de amonio 1,0 g
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Sulfato de amonio 1,0 g

Fosfato disodico (anhidro) 4,0 g
Fosfato monopotasico 2,0 g
Cloruro de sodio 1,0 g

D(+) glucosa 10,0 g

Extracto de levadura (polvo) 1,0 g
Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver todas las sales en 1 litro de agua destilada, afiadir el agar, dejar 15
minutos en reposo a temperatura ambiente. Agitando frecuentemente llevar a

ebullicion hasta su completa disolucion.

Distribuir en cantidades adecuadas, esterilizar 15 minutos a 115 °C. El pH del
medio después de esterilizado es de 6,6. Inmediatamente antes de verter el
medio en las placas, a 1 litro de medio estéril, fundido y temperado
aproximadamente a 50 °C, afiadir 57 cm® de una solucién estéril de &cido citrico
al 10% (esterilizada por filtracién) para ajustar el pH a 3,5, y una vez ajustado, no
calentar nuevamente el medio.

Se puede sustituir la acidificacién utilizando soluciones estériles de antibiéticos.

e Agar bismuto sulfito (seguin Wilson y Blair)
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Composicion:

Extracto de carne 5,0 g

Peptona o polipeptona 10,0 g

D(+) glucosa 5,0 g

Fosfato disodico 4,0 g

Sulfato ferroso 0,3 g

Indicador bismuto sulfito 8,0 g

Verde brillante (solucién acuosa al 1%) 2,5 cm®

Agar 20,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, afiadir el agar, dejar en reposo
durante 15minutos.

Ajustar el pH de manera que sea 7,6 = 0,2 el pH final, adicionar la solucion de
verde brillante.

Con agitacién frecuente calentar hasta la ebullicién. Se forma un precipitado que
no llega a disolverse, agitar delicadamente para suspender el precipitado, e
inmediatamente, distribuir 20 cm?® del medio en placas Petri estériles. Preparar el
medio un dia antes de su uso y guardarlo en refrigeracion, pues, la selectividad
del medio disminuye 48 horas después de su Preparacion:

NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE. Secar las placas
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e Agar verde-brillante rojo-fenol
Composicion:
Extracto de levadura 3,0 g
Proteosa peptona o polipeptona 10,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g
Lactosa 10,0 g
Sacarosa 10,0 g
Rojo fenol (solucién acuosa al 0,2%) 40,0 cm?®
Verde brillante (solucién acuosa al 0,25%) 5,0 cm®
Agar 20,0 g

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, afiadir el agar y dejar en reposo
durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 6,9
+0,2.

Afadir las soluciones de rojo fenol y verde brillante.

Con agitacién frecuente llevar a ebullicién hasta su disolucién.

En cantidades adecuadas esterilizar 12 minutos a 121 °C (un calentamiento
mayor disminuye la selectividad del medio).

Distribuir aproximadamente 20 cm? del medio en placas Petri estériles.

Secar las placas



e Agar fenilalanina

Composicion:

Extracto de levadura 3,0 g
DL-fenilalanina * 2,0 g
Fosfato dipotasico 1,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g
Agar 12,09

Agua destilada 1,0 litro

* 6 1 g de L-fenilalanina

Preparacion:
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Disolver los componentes en un litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en

reposo durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado

sea 7,3 £ 1. Llevar a ebullicion y agitar frecuentemente hasta su disolucion.
Distribuir en tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Dejar enfriar los tubos en posicion inclinada.

e Agar hierro lisina

Composicion:

Peptona o gelisato 5,0 g
Extracto de levadura 3,0 g
D (+) glucosa 1,0 g

L-lisina 10,0 g
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Citrato férrico amoénico 0,5 g

Tiosulfato sodico (Na,S,03) 0,04g

Purpura de bromocresol (solucién acuosa al 1%) 2,0 cm?®
Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en
reposo durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado
sea 6,7 +0,2.

Juntar la solucién de puarpura de bromocresol, llevar a ebullicion agitando
frecuentemente hasta su disolucion.

Distribuir en tubos y tapar de modo que se mantengan condiciones de aerobiosis
durante su uso.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Dejar enfriar los tubos en posicioén inclinada, de suerte que se obtengan columnas

de medio de 4 cm y un sesgo de 2 cm.

e Agar hierro triple azucar

Composicion:

Extracto de carne 3,0 g
Extracto de levadura 3,0 g
Peptona 15,0 g

Proteosa peptona 5,0 g
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Lactosa 10,0 g

Sacarosa 10,0 g

D(+) glucosa 1,0 g

Citrato férrico amoénico 0,5 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Tiosulfato sodico 0,5 g

Rojo fenol (solucién acuosa al 0,2%) 12,0 cm®
Agar 12,09

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, afiadir el agar y dejar en reposo
durante 15 minutos, adicionar la solucion de rojo fenol y ajustar el pH de modo
gue después de esterilizado sea 7,4 + 0,1.

Llevar a ebullicién y agitar frecuentemente hasta su disolucion.

Distribuir en tubos y tapar de manera que se mantengan condiciones de
aerobiosis durante su utilizacion.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Dejar enfriar los tubos en posicién inclinada, de forma que se obtengan columnas

de medio de 4 cm y un sesgo de 5 cm, aproximadamente.

e Agar nutritivo semisdlido

Composicion:

Extracto de carne 3,0 g



Peptona o gelisato 10,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g
Agar4,0g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
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Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en

reposo durante 15 minutos, ajustar el pH de modo que después de esterilizado

sea7,4+0,2.

Llevar a ebullicién agitando frecuentemente hasta su disolucion.

Distribuir en tubos con tapa de rosca y tapar dejando la tapa floja ¥ de vuelta.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

Ajustar las tapas para guardarlos.

e Agar SS

Composicion:

Extracto de carne 5,0 g

Polipeptona o proteose peptona 5,0 g
Lactosa 10,0 g

Sales biliares 8,5 g

Citrato sédico 10,0 g

Tiosulfato sodico 8,5 g

Citrato férrico 1,0 g

Verde brillante (solucién acuosa al 0,1%) 0,33 cm®
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Rojo neutro (solucién alcohdlica al 1%) 2,5 cm?®
Agar 13,59

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, afiadir el agar y dejar en reposo
durante 15 minutos.

Ajustar el pH de modo que sea 7,0 £ 0,1 el pH final, adicionar las soluciones de
verde brillante y rojo neutro, y agitando frecuentemente, llevar a ebullicidbn hasta
su disolucion.

NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE.

Distribuir aproximadamente 20 cm? del medio en placas Petri estériles.

Secar las placas

e Agar Wort

Composicion:

Extracto de malta 15,0 g
Peptona 0,78 g

Maltosa 12,75 g
Dextrina 2,75 g

Glicerol 2,35 g

Fosfato dipotasico 1,0 g
Cloruro de amonio 1,0 g

Agar 20,0 g
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Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en
reposo durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que después de esterilizado
sea 4,8 £ 0,2. Con agitacion frecuente llevar a ebullicion hasta disolver.

Esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

Para ajustar el pH a 3,5, inmediatamente antes de verter el medio en las placas,
afiadir a un litro de medio, aproximadamente 12 cm® de &cido lactico al 10% 6 9
cm?® de &cido tartarico al 10% esterilizados por filtracion.

Evitar cualquier calentamiento prolongado o repetido del medio.

e Agar Wort con 35% de sacarosa y 10% de glucosa

Composicion:

Componentes del agar Wort para 1 litro de medio (ver 5.2.14)
Sacarosa 350,0 g

D(+) glucosa 100,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver 350 g de sacarosa y 100 g de glucosa en 1 litro de agua destilada, en
este jarabe disolver los componentes del agar Wort.

Esterilizar a 108 °C por 20 minutos.
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Evitar cualquier calentamiento prolongado o repetido del medio.

Se recomienda prepararlo inmediatamente antes del uso.

e Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD)

Composicion:

Extracto de levadura 3,0 g
L(+) lisina 5,0 g

D(+) xilosa 3,5 g

Lactosa 7,5 ¢

Sacarosa 7,59
Desoxicolato de sodio 2,5 g
Citrato férrico aménico 0,8 g
Tiosulfato de sodio 6,8 g
Cloruro de sodio 5,0 g

Rojo fenol (solucién acuosa al 0,2%) 40,0 cm?®
Agar 15,0 g

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, adicionar el agar y dejar en
reposo durante 15 minutos, ajustar el pH de manera que sea 7,4 + 0,1 el pH final,
afadir la solucion de rojo fenol y, agitando frecuentemente llevar a ebullicién
hasta disolver.

NO ESTERILIZAR EN AUTOCLAVE.
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Inmediatamente, distribuir alrededor de 20 cm® del medio en placas Petri estériles.

Secar las placas

e Agar SPS

Medio base

Composicion:

Peptona 15,0 g

Extracto de levadura 10,0 g
Citrato férrico 0,5 g

Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion del medio base.

Disolver los componentes en un litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en
reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,0 = 0,1 y, agitando
frecuentemente llevar a ebulliciébn hasta su completa disolucion.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C. El medio base, preparado, puede almacenarse

por meses.



Preparacion de las soluciones

a) Solucién de sulfito de sodio al 10%
Composicion:
Sulfito de sodio (Na,S03.7H,0) 10,0 g

Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver el sulfito de sodio y esterilizar por filtracion.

b) Solucién de sulfato de polimixina B al 0,2%
Composicion:
Sulfato de polimixina B 0,2 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion: Disolver el sulfato de polimixina B y esterilizar por filtracion.

c¢) Solucion de sulfadiazina sodica al 1,2%
Composicion:
Sulfadiazina sddica 1,2 g

Agua destilada 100,0 cm3

Preparacion: Disolver la sulfadiazina sodica y esterilizar por filtracion.
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Preparacion del medio completo:

Composicion:

Medio base 1,0 litro

Solucién de sulfito de sodio al 10% 5,0 cm?®
Solucién de sulfato de polimixina B al 0,2% 5,0 cm®

Solucién de sulfadiazina sédica al 1,2% 10,0 cm®

Preparacion:

Inmediatamente antes del uso, a 1 litro de medio base fundido y enfriado hasta
aproximadamente 50 °C, asépticamente, afiadir cada una de las soluciones
mezclando bien después de cada adicién.

Distribuir asépticamente volimenes de 25 cm® en tubos de 200 mm x 24 mm o en
placas Petri.

EVITAR CUALQUIER RECALENTAMIENTO DEL MEDIO COMPLETO.

e Agar TSN

Medio base

Composicion:

Triptona 15,0 g

Extracto de levadura 10,0 g
Citrato férrico 0,5 g

Agar 13,59

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion del medio base:

Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar en
reposo a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,2 + 0,2 y agitando
frecuentemente llevar a ebullicidbn hasta su completa disolucion.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

El medio base, preparado, puede almacenarse por meses.

Preparacion de las soluciones:

a) Solucién de sulfito de sodio al 10%
Composicion:
Sulfito de sodio (Na,S03.7H,0) 10,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

b) Solucién de sulfato de polimixina B al 0,2%
Composicion:
Sulfato de polimixina B 0,2 g

Agua destilada 100,0 cm®

c) Solucion de sulfato de neomicina al 1%
Composicion:
Sulfato de neomicina 1,0 g

Agua destilada 100,0 cm®
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Preparacion: Disolver el sulfato de neomicina y esterilizar por filtracion.

Preparacion del medio completo:

Composicion:

Medio base 1,0 litro

Solucion de sulfito de sodio al 10% 10,0 cm?®
Solucién de sulfato de polimixina B al 0,2% 10,0 cm?®

Solucién de sulfato de neomicina al 1% 5,0 cm?®

Preparacion:

Inmediatamente antes del uso, a 1 litro del medio base fundido y enfriado hasta
aproximadamente 50 °C, asépticamente, afiadir cada una de las soluciones
mezclando bien después de cada adicion.

Distribuir asépticamente volimenes de 25 cm® en tubos de 200 mm x 24 mm o en
placas Petri, estériles.

EVITAR CUALQUIER RECALENTAMIENTO DEL MEDIO COMPLETO.

e Agar triptosa sulfito cicloserina (TSC)

Medio base

Composicion:

Triptosa 15,0 g

Extracto de levadura 5,0 g

Soitona 5,0 g
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Citrato férrico amoénico 1,0 g
Metabisulfito de sodio 1,0 g
Agar 15,0 g

Agua destilada 1,0 g

Preparacion del medio base:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar 15
minutos en reposo a temperatura ambiente.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,6 + 0,1.

Agitando frecuentemente llevar a ebullicion hasta obtener una completa
disolucion.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C. El medio base, preparado, puede almacenarse

por meses.

e Solucion de D-cicloserina

a) Tampodn fosfato 0,05 M (pH 8,0)
Composicion:

Fosfato dipotasico (koHPO,) 8,7 g
Fosfato monopotasico (KH,PO,) 0,48 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver los componentes en el agua. Chequear el pH vy, si es necesario, ajustar a

8.
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b) Solucién de D-cicloserina al 5%
Composicion:
D-cicloserina 5,0 g

Tamp6n fosfato pH 8,0 100,0 cm?®

Preparacion:
Sin calentar, disolver la D-cicloserina en el tampon fosfato y esterilizar por

filtracion.

Preparacion del medio completo:

Composicion:

Medio base 1,0 litro

Solucién de D-cicloserina al 5% 10,0 cm®

Preparacion: Inmediatamente, antes del uso, a 1 litro de medio base fundido y
enfriado hasta aproximadamente 50 °C, asépticamente, afiadir los 10 cm® de la
solucién de D-cicloserina, mezclar bien.

Distribuir asépticamente volimenes de 25 cm3 en tubos de 200 mm x 24 mm o en
placas Petri, estériles.

EVITAR CUALQUIER RECALENTAMIENTO DEL MEDIO COMPLETO.

¢ Medio SIM

Composicion:

Peptona de casina 20,0 g
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Peptona de carne 6,6 g
Citrato férrico amoénico 0,2 g
Tiosulfato de sodio 0,2 g
Agar 3,09

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua destilada, afiadir el agar y dejar
durante 15 minutos en reposo a temperatura ambiente.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,3.

Llevar a ebullicién agitando frecuentemente hasta disolver.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Preparacion de tubos CPT para el diagnostico de Clostridium perfringens.

En tubos de ensayo estériles, asépticamente, distribuir agar triptosa sulfito
cicloserina fundido hasta obtener una capa de 2 cm de alto.

Colocar los tubos en refrigeracion hasta que el agar se solidifique.

Proceder de igual manera para formar sobre esta capa la capa central con agar al

2% y finalmente, con el medio SIM, la capa superficial.

e Medio tioglicolato fluido

Composicion:

Peptona de caseina 15,0 g
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Extracto de levadura 5,0 g

D(+) glucosa 5,0 g

L(+) cisteina 0,5 g

Cloruro de sodio 2,5 g

Tioglicolato de sodio 0,5 g

Resazurina sédica (solucién acuosa al 0,1%) 1,0 cm?
Agar 0,8 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,1 + 0,1.

Con agitacion frecuente llevar a ebullicion hasta disolver, distribuir en tubos con
tapdn de rosca, esterilizar 15 minutos a 121 °C y enfriar rapidamente.
Inmediatamente antes de su uso, calentar los tubos en bafio de agua hirviente
durante 10 minutos para eliminar el oxigeno disuelto y enfriar con rapidez en agua
de grifo.

El medio no debe presentar coloracion rosa.

Desechar los tubos si esta coloracion no se elimina por ebullicion (una sola vez).

Se recomienda utilizarlo recién preparado.

e Medio de transporte de Stuart

Composicion:

Tioglicolato de sodio 1,0 g
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Glicerofosfato de sodio (solucién acuosa al 20%) 50,0 cm®

Cloruro de calcio (solucién acuosa al 1%) 10,0 cm®
Azul de metileno (solucién acuosa al 0,1%) 2,0 cm®
Agar 3,09

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Preparacion:

Disolver el tioglicolato en el agua destilada, afiadir el agar, llevar a ebullicion
agitando frecuentemente y ajustar el pH a 7,2.

Afadir las soluciones de glicerofosfato de sodio y de cloruro de calcio, mezclar y
ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,4 £ 0,1.

Afadir la solucion de azul de metileno, mezclar y colocar en corriente de vapor
por unos minutos.

Distribuir en tubos con tapas de rosca llenandolos por completo.

Ajustar bien las tapas y esterilizar 20 minutos a 115 °C.

Inmediatamente antes de su uso, los tubos con las tapas ligeramente aflojadas
calentar en un bafio de agua hirviente durante 10 minutos, ajustar nuevamente las
tapas y enfriarlos con rapidez en agua corriente.

El medio no debe presentar coloracion azul. Si esta coloracién no se elimina por
ebullicién (una sola vez), desechar los tubos.

Se recomienda utilizarlo recién preparado.
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Caldos

e Caldo urea

Composicion:

Urea 20,0 g

Extracto de levadura 0,1 g

Fosfato monopotasico (KH2PO,4) 9,1 g
Fosfato disodico (Na;HPO,4) 9,5 g

Rojo fenol (solucién acuosa al 0,2%) 5,0 cm?®

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

SIN CALENTAR, disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, adicionar
la solucion de rojo fenol y esterilizar por filtracion.

El pH final del medio es de 6,8 + 0,1.

Asépticamente, distribuir en tubos estériles.

e Caldo carbohidrato con puarpura de bromocresol

Composicion

Peptona 10,0 g
Extracto de carne 3,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g

Purpura de bromocresol (solucién acuosa al 1%) 3,0 cm?®
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Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, ajustar el pH de manera
que después de esterilizado sea 6,8 + 0,1.

Adicionar la solucién de puarpura de bromocresol y la cantidad deseada del
carbohidrato seleccionado (la concentracion de carbohidratos que generalmente
se emplea es del 1%), agitar para disolver.

Si la adicién del carbohidrato acidifica el medio, corregir el pH con hidréxido de
sodio 0,1N para restaurar el color.

Distribuir en tubos que contengan tubos Durham invertidos.

Esterilizar 10 minutos a 121 °C.

e Caldo lisina-descarboxilasa

Composicion:

L-lisina 5,0 g

Peptona 5,0 g

D(+) glucosa 1,0 g

Extracto de levadura 3,0 g

Purpura de bromocresol (solucién acuosa al 1%) 2,0 cm?®

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion:

Disolver los componentes en 1 litro de agua destilada, si es necesario, calentar
suavemente agitando para conseguir su disolucion.

Ajustar el pH de modo que después de esterilizado sea 6,6 + 0,1 y adicionar la
solucion de purpura de bromocresol.

Distribuir en tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Caldo MR-VP

Composicion:

Peptona 7,0 g

D (+) glucosa 5,0 g

Fosfato dipotasico (K2HPO4) 5,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Calentando delicadamente, disolver los componentes en 1 litro de agua destilada.
Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 6,9 + 0,1.

Distribuir en tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Caldo selenito cistina

Medio completo

Composicion:

Triptona 5,0 g
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Lactosa 4,0 g

Fosfato disodico (Na2HPO4) 10,0 g
Sodio selenito (NaHSe03) 4,0 g
L-cistina (solucion al 0,1%) 10,0 cm3

Agua destilada cantidad suficiente para completar 1,0 litro

Solucién de L-cistina al 0,1%
Composicion:

L-cistina 0,1 g

Hidréxido de sodio 1N 15,0 cm?®

Agua destilada para completar 100,0 cm?®

Preparacion:
Disolver la L-cistina en hidréxido de sodio 1N estéril, ajustar el volumen a 100 cm?
con agua destilada estéril.

ESTERILIZAR POR FILTRACION.

Preparacion del medio completo.

Disolver los componentes en el agua destilada, calentar hasta su disolucién.
Ajustar el pH de manera que sea 7,0 £ 0,1 el pH final.

Calentar 10 minutos en bafio de agua hirviendo, NO ESTERILIZAR EN

AUTOCLAVE.
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Enfriar, y asépticamente afiadir 0,1 cm® de la solucién de L-cistina por cada 10
cm?® de medio y distribuir volimenes de 10 cm® en tubos 6 100 cm?® en frascos,
estériles.

Utilizar el mismo dia en que se prepara.

e Caldo soya triptica (TSB)

Composicion:

Triptona 17,0 g

Fitona (peptona de soya) 3,0 g
Cloruro de sodio 5,0 g

D (+) glucosa 2,5 g

Fosfato dipotasico 2,5 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Calentando suavemente, disolver los componentes en 1 litro de agua destilada.
Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,2 £ 0,2.

Distribuir volimenes adecuados en tubos y/o frascos y esterilizar 15 minutos a

121 °C.

e Caldo tetrationato (Muller Kauffmann)

Medio base

Composicion:
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Extracto de carne 0,9 g
Peptona de carne 4,5 g
Extracto de levadura 1,8 g
Cloruro de sodio 4,5 g
Carbonato de calcio 25,0 g

Agua destilada 900,0 cm?®

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua destilada, calentar hasta que los
componentes solubles se disuelvan.

Ajustar el pH de manera que después de esterilizado sea 7,6 £ 0,2.

Esterilizar 20 minutos a 121 °C.

Preparacion de soluciones:

a) Solucién de tiosulfato de sodio
Composicion:
Tiosulfato de sodio 40,7 g

Agua destilada 100,0 cm®
Preparacion:
Disolver el tiosulfato de sodio en un poco de agua, completar el volumen final.

Esterilizar 20 minutos a 121 °C.

b) Solucién de yodo
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Composicion:
Yodo resublimado 20,0 g
Yoduro de potasio 25,0 g

Agua destilada estéril 100,0 cm?®

Preparacion:

En un mortero estéril, triturar el yoduro de potasio juntamente con el yodo, afadir
un minimo de agua destilada estéril. Continuar triturando y afadiendo poco a
poco el agua hasta su completa disolucion.

Ajustar el volumen a 100 cm® y guardar en la oscuridad, en un frasco ambar bien

cerrado.

c) Solucion de verde brillante
Composicion:
Verde brillante 0,5 g

Agua destilada estéril 100,0 cm?®

Preparacion:
Disolver el verde brillante en agua destilada estéril, dejar por lo menos un dia en
la oscuridad para que se autoesterilice.

Conservar en frasco oscuro.

d) Solucién de bilis
Composicion:

Bilis desecada 9,5 g
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Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:
Afnadir la bilis al agua y llevar a ebullicion, hasta su completa disolucion. Esterilizar

20 minutos a 121 °C.

Preparacion del medio completo:
Composicion:

Medio base 900,0 cm?

Solucién de tiosulfato de sodio 100,0 cm®
Solucién de yodo 20,0 cm?®

Solucién de verde brillante 2,0 cm®

Solucién de bilis 50,0 cm?®

Preparacion:

A 900 cm?® del medio base, asépticamente, afiadir la solucién de tiosulfato y la de
bilis, mezclar bien después de cada adiciéon. Inmediatamente antes del uso, afiadir
la solucién de yodo y de verde brillante, después de estas adiciones no volver a
calentar.

Asépticamente, distribuir el medio completo en voliimenes de 100 6 de 10 cm® en
frascos estériles de 500 cm® de capacidad o en tubos de 150 mm x 16 mm. Tener
cuidado para repartir homogéneamente el precipitado que eventualmente puede

formarse.



e Caldo nutritivo

Composicion:
Extracto de carne 3,0 g
Peptona 5,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
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Disolver los componentes en un litro de agua, ajustar el pH de manera que

después de esterilizado sea 6,9 + 0,1.

Distribuir en la forma necesaria y esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Caldo lactosa

Composicion:
Extracto de carne 3,0 g
Peptona 5,0 g
Lactosa 5,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en un litro de agua, ajustar el pH de manera que

después de esterilizado sea 6,9 + 0,2.

Distribuir en la forma necesaria y esterilizar 15 minutos a 121 °C.
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e Caldo GN de enriquecimiento, segun Hajna

Composicion:

Triptosa 20,0 g

D(+) glucosa 1,0 g

D(-) manita 2,0 g

Citrato de sodio 5,0 g
Desoxicolato de sodio 0,5 g
Fosfato dipotéasico 4,0 g
Fosfato monopotasico 1,5 g
Cloruro de sodio 5,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver los componentes en el agua, ajustar el pH de manera que después de
esterilizado sea 7,0 £ 0,2.

Distribuir de la manera necesaria y esterilizar 15 minutos a 116 °C o en vapor de
agua durante 30 minutos.

Evitar cualquier sobrecalentamiento.

e Caldo extracto de malta

Composicion:

Extracto de malta 15,0 g

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion:

Disolver el extracto de malta en un litro de agua destilada, ajustar el pH de
manera que después de esterilizado sea 4,7 £ 0,2.

Distribuir en tubos.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Caldo dextrosa purpura de bromocresol (BCP). Para enlatados de baja

acidez.

Composicion:

D(+) glucosa 10,0 g

Extracto de carne 3,0 g

Peptona 5,0 g

Purpura de bromocresol (solucién acuosa al 1,6%) 2,0 cm?®
Almidén soluble 1,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada, ajustar el pH de manera
gue después de esterilizado sea 7,0 + 0,2.

Distribuir en tubos y esterilizar 15 minutos a 121 °C.
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e Caldo de higado. Para enlatados de baja acidez

Composicion

Higado de res, picado 500,0 g
Peptona 10,0 g

Fosfato dipotasico 1,0 g
Almidon soluble 1,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion: Picar el higado, hervir una hora en un litro de agua destilada. Enfriar
y ajustar el pH a 7,0, hervir 10 minutos mas.

Filtrar en gasa y presionar para extraer el liquido restante.

Afadir los demas ingredientes y ajustar el pH de manera que después de
esterilizado sea 7,0 £ 0,1.

Completar hasta 1 litro con agua destilada.

Filtrar en papel para filtracion rapida (en este momento, se pueden guardar
separadamente el caldo, y el higado en el congelador, para uso posterior).

En tubos de 160 mm x 16 mm distribuir los pedacitos de higado hasta 2,5 cm de
altura y afiadir de 10 a 12 cm® de caldo, en cada tubo.

Esterilizar 20 minutos a 121 °C.

Para mantener condiciones de anaerobiosis se puede adicionar 0,1% de

tioglicolato de sodio.
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Diluyentes y reactivos (INEN 1529.1.1999)

e Agua peptonada al 0,1%

Composicion:
Peptona 1,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver la peptona en 1 litro de agua destilada y ajustar el pH de manera que
después de esterilizado sea 7,0 £ 0,1. Distribuir en frascos o en tubos, de modo
que después de esterilizado el volumen sea de + 2% del deseado; o, si los
recipientes tienen marcado el volumen, después de esterilizado a 121 °C por 15

minutos, asépticamente, reajustarlo con una pipeta.

e Agua peptona tamponada

Composicion:

Peptona 10,0 g

Cloruro de sodio 5,0 g

Fosfato disodico hidratado (Na2HPO4.12H20) 9,0 g
Fosfato monopotasico (KH2P0O4) 1,5 g

Agua destilada 1,0 litro
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Preparacion:
Disolver los ingredientes en 1 litro de agua destilada. Ajustar el pH de manera que
después de esterilizado sea 7,0 £ 0,1.

Distribuir segun convenga y esterilizar 20 minutos a 121 °C.

e Solucion fisiolégica

Composicion:
Cloruro de sodio 8,5 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver el cloruro de sodio en 1 litro de agua destilada. Distribuir segun
convenga.

Esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Solucién salina peptonada

Composicion

Peptona 1,0 g

Solucion fisiolégica 1,0 litro

Preparacion:

Disolver la peptona en 1 litro de solucion fisiologica. Ajustar el pH de manera que
después de esterilizado sea 7,0 + 0,1.

Distribuir segun convenga y esterilizar 15 minutos a 121 °C.
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e Agua peptona sal al 5%

Composicion:
Peptona 0,1 g
Cloruro de sodio 5,0 g

Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:
Disolver los componentes en el agua destilada. Distribuir segin convenga y

esterilizar 15 minutos a 121 °C.

e Agua peptona sal al 15%

Composicion:
Peptona 0,1 g
Cloruro de sodio 15,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:
Disolver los componentes en el agua destilada. Distribuir segin convenga y

esterilizar 15 minutos a 121 °C.
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e Solucion de sacarosa al 20%

Composicion:
Sacarosa 20,0 g

Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:
Disolver la sacarosa en el agua destilada. Distribuir segun convenga y esterilizar

20 minutos a 108 °C.

e Solucion de citrato sédico al 2%

Composicion:
Citrato sodico (NasCsHs07.2H,0) 2,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:
Disolver el citrato en el agua destilada calentando entre 45 °C y 50 °C. Ajustar el
pH a 7,5 £ 0,1 y esterilizar por filtracion. Asépticamente, distribuir volimenes

adecuados en tubos o frascos estériles.

e Solucion de fosfato dipotasico al 2%

Composicion:

Fosfato dipotésico 2,0 g
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Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver el fosfato en el agua destilada. Ajustar el pH, distribuir segun convenga y
esterilizar 15 minutos a 121 °C. Para la dilucion primaria de la caseina acida,
caseina lactica y del suero acido en polvo, el pH debe ser 8,4 + 0,1; para los

caseinatos, quesos, quesos procesados y crema acida, debe ser de 7,5 £ 0,1.

e Solucién Ringer diluida al %

Composicion:

Cloruro de sodio 2,25 g

Cloruro de potasio 105,0 mg

Cloruro de calcio anhidro 0,06 g
Bicarbonato de sodio (NaHCOg3) 0,05 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:
Disolver los componentes en el agua. Ajustar el pH de manera que después de
esterilizado sea 6,9 *+ 0,1. Distribuir segun convenga y esterilizar 15 minutos a 121

°C.
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¢ Diluyente para hisopos de alginato

Composicion:
Hexametafosfato sddico o calgon [(NaPO3)6] 1,0 g

Solucién Ringer diluida al ¥4 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver el hexametafosfato sédico o calgon en la solucion Ringer al Y. Ajustar el
pH de manera que después de esterilizado sea 7,0 + 0,1.

Distribuir segun convenga y esterilizar 20 minutos a 121 °C.

En el comercio existe este reactivo en tabletas, reconstituir segun las

instrucciones del fabricante.

e Solucion de gelatinasa al 5%

Composicion:

Gelatinasa 5,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:

Suspender la gelatinasa en el agua destilada, centrifugar 10 minutos a 9 500 rpm

y esterilizar por filtracion utilizando membranas 0,45 mm.



e Solucion de acido clorhidrico 1N
Composicion:
Acido clorhidrico (d = 1,19 g/cm3) 89,0 cm?®

Agua destilada, cantidad necesaria para 1,0 litro

Preparacion:

Llevar a 1 litro con agua destilada.

e Solucion de hidréxido de sodio 1N

Composicion

Hidroxido de sodio 40,0 g

Agua destilada 1,0 litro

Preparacion:

Disolver en el agua destilada.

Reactivos para la prueba de Voges Proskauer (VP)

e Solucion alcohdlica de a-naftol al 6%

Composicion:

a-naftol 6,0 g

Etanol al 96% v/v 100,0 cm®
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Preparacion:

Disolver el a-naftol en el etanol

e Solucion de hidroxido de potasio al 40%

Composicion
Hidréxido de potasio 40,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:

Disolver el hidréxido de potasio en el agua destilada.

e Solucion de creatina al 0,5%

Composicion:
Creatina monohidratada 0,5 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:

Disolver la creatina en el agua.

Reactivo de Kovacs
Composicion.

p-Dimetilaminobenzaldehido 5,0 g
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Acido clorhidrico (d = 1,19 g/cm3) 25,0 cm?®

Alcohol isoamilico 75,0 cm?®

Preparacion:
Disolver el aldehido en el alcohol amilico, afiadir el acido clorhidrico gota a gota y

dejar reposar 12 horas (color dorado).

Reactivo para [3-galactosidasa

e Solucién tampon

Composicion:
Fosfato monosddico (NaH2PO4) 6,9 g
Hidréxido de sodio solucién 0,1N 3,0 cm?®

Agua destilada, cantidad necesaria para completar 50,0 cm?®

Preparacion:
Disolver el fosfato monosédico en aproximadamente 30 cm® de agua. Ajustar el
pH a 7,0 + 0,1 con aproximadamente 3 cm? de solucién de hidréxido de sodio.

Afadir agua hasta completar 50 cm®. Almacenar en refrigeracion.

e Solucion de ONPG

Composicion:

o-Nitrofenil 3-D-galactopiranosida (ONPG) 80,0 mg
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Agua destilada 15,0 cm®

Preparacion:

Disolver el ONPG en el agua calentando hasta 50 °C. Enfriar la solucion.

e Reactivo completo

Composicion:
Solucién tampén 5,0 cm?®

Solucién ONPG 15,0 cm?®

Preparacion:

A la solucién de ONPG afadir la solucion tampoén. El reactivo completo almacenar
a 4 °C por no mas de un mes.

En el comercio existen discos impregnados con ONPG, utilizarlos segun las

indicaciones del fabricante.

e Solucién de rojo de metilo

Composicion:
Rojo de metilo 0,04 g
Etanol al 95% v/v 60,0 cm®

Agua destilada, cantidad necesaria para completar 100,0 cm?®



Preparacion:
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Disolver el rojo de metilo en el etanol y llevar a 100 cm® con agua. Ajustar el pH a

6,4 +0,1.

El color de la solucién es anaranjado.

e Solucion de cloruro férrico al 10%
Composicion:
Cloruro férrico 10,0 g

Agua destilada 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver el cloruro férrico en el agua.

e Solucidn de &cido tartarico al 10%
Composicion:
Acido tartarico 10,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:

Diluir el acido tartarico y esterilizar por filtracion.

Compuesto obturante. Fundir y mezclar entre si una parte de parafina, una de

cera de abejas y dos de gelatina blanca de petrolatum.
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Distribuir en frascos de boca ancha con tapa de rosca y esterilizar 15 minutos a

121 °C.

Colorantes

e Solucidn de verde brillante al 1%

Composicion:
Verde brillante 1,0 g

Agua destilada estéril 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver el verde brillante en agua destilada estéril y diluir hasta 100 cm®. Debido
a que algunos lotes de verde brillante son inusualmente toxicos, antes de utilizar,
se debe controlar la toxicidad de todos los baches utilizando microorganismos
conocidos, para pruebas positivas y negativas. Utilizar solo los que dan resultados

satisfactorios.

e Solucién de puarpura de bromocresol al 0,2%

Composicion:

Puarpura de bromocresol 0,2 g

Agua destilada estéril 100,0 cm?®



Preparacion:
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Disolver el purpura de bromocresol en agua destilada estéril y completar el

volumen a 100 cm®.

e Solucion de cristal violeta al 1%

Composicion:

Cristal violeta o violeta de genciana 1,0 g

Agua destilada estéril 100,0 cm?®

Preparacion:

Disolver la violeta de genciana en el agua destilada estéril y completar el volumen

a 100 cm®. (INEN 1529.1.1999)

e Coloracion de GramReactivos

Reactivos

Cristal violeta fenicada (segun Nicolle)

Composicion:

Cristal violeta o violeta de genciana 1,0 g
Etanol al 95% v/v 10,0 cm®

Fenol fundido 2,0 g

Agua destilada 100,0 cm®
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Preparacion:

En un mortero, disolver el colorante en alcohol. Mezclando siempre juntar poco a
poco el acido fénico fundido, para obtener una mezcla bien homogénea. Anadir el
agua, poco a poco, lavando el mortero. Dejar 24 horas en reposo Y filtrar. Para la

coloracion de Gram se usa no diluida.

Fucsina fenicada (segun Ziehl)
Composicion:

Fucsina basica 1,0 g

Etanol al 95% v/v 10,0 cm®
Fenol fundido 5,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:
Sequir las instrucciones indicadas para la preparacion de la violeta fenicada.

Diluir 10 veces para la coloracion de Gram.

Lugol

Composicion:

Yodo 5,09

Yoduro de potasio 10,0 g

Agua destilada 100,0 cm®
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Preparacion:

En un mortero, triturar el yoduro de potasio juntamente con el yodo y afadir un
minimo de agua destilada, continuar triturando y afiadiendo el agua destilada
poco a poco hasta su completa disolucion.

Ajustar el volumen a 100 cm® y guardar en la oscuridad en un frasco &mbar bien
cerrado.

Diluir 15 veces para la coloracion de Gram.

Alcohol acetona
Composicion:
Etanol al 95% v/v 250,0 cm?®

Acetona p.a 250,0 cm®

Preparacion:

Mezclar y guardar en un frasco.

Procedimiento.

Utilizar cultivos con no mas de 24 horas de incubacién.

Preparar un frotis fino en una lamina limpia y desengrasada.

Secar el frotis a temperatura ambiente o en estufa y fijar pasando rapidamente la
lamina, tres o cuatro veces, sobre la llama de un mechero de Bunsen.
Desengrasar los frotis de los alimentos grasosos sumergiendo las laminas en xilol
de uno o dos minutos, escurrir, lavar con alcohol metilico, escurrir y secar.

Cubrir el frotis con la solucion de violeta de genciana fenicada durante un minuto.
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Escurrir el colorante y cubrir durante un minuto con lugol diluido 15 veces Lavar
con agua corriente.

Diferenciar con alcohol acetona hasta que los enjuagues sean claros.

Lavar con agua corriente.

Cubrir el frotis con fucsina fenicada diluida (10 veces), durante 30 segundos.
Lavar con agua, escurrir, secar la lamina con papel filtro o en estufa y examinar.
Las bacterias Gram positivas se tifien de morado; las Gram negativas, de rosado.
Utilizar un microscopio equipado con objetiva de inmersiéon en aceite (95 - 100X) y

una ocular 10X, ajustar la luz para obtener una buena iluminacion de la lamina.

e Coloracion de esporos (Wirtz-Conklin)

Reactivos

Verde malaquita al 5%

Composicion:
Verde malaquita 5,0 g

Agua destilada 100,0 cm®

Preparacion:
Disolver el verde malaquita en el agua destilada, filtrar y guardar en un frasco.

Fucsina fenicada (segun Ziehl). Utilizar la misma de la coloracion de Gram

Procedimiento

Preparar el frotis
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Cubrir la lamina con verde malaquita al 5% y calentar hasta la emisién de
vapores, afiadir mas colorante y volver a calentar. Repetir la operacion durante 10
minutos.

Lavar con agua corriente

Cubrir el frotis con fucsina fenicada diluida 10 veces, durante 0,5 a 1 minuto.
Lavar con agua corriente y secar.

Observar al microscopio con lente de inmersion.

Las esporas se tifien de verde y los cuerpos bacterianos y detritos, de rojo. (INEN

1529.1.1999)
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Anexo 2 Spore Inactivation by Acid Heat Teatment of Food Materials.
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BUSINESS IMPACT

Orgame ocids are known to possess antimicrobial activity by reducing food pH and
interfering with the pH homeostasis of microbial celis. 1t was found that organic acids when
combined with beat could insctivate spores. Fumaric and maleic acids at ¢.5% exhibit a
sgnificantly higher sporocidal activity against Hacillus spp. spores than lactic, acetic and
propionic acids. An effective combination of fumaric acid at 0.5% and 92 °C for 6 minutes
inactivated at least 4 log spores/y of beans and 2 log spores/y of black pepper. This kind of
treatment could be selectively applied to contaminated raw materials and minimally
processed foods or food processing in general to obtain cleancr and more appealing food
products
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OBJECTIVE

Objective of the project:
Development of the concepts in mimemally processed foods (MPF) to obtain shelf stable
produsts

Objective of the work:
Develop innovative procedures to inactivate bacterial spoces in food materials and spices.

METHODOLOGY, TRIALS, RESULTS

Organic acids at concentratinns of 196 and helow were tested fior thesr sporacidal activity
against Hacillus spp. spores. The most appropriate combination of organic acid with heat
treatment was evaluated in food materials such as beans and black pepper kernels, Colony
counts on PCA plates of spores (L1-00 718-1) before and after the acad heat treatment were
used to determine survival and inactivation of spores

CONCLUSIONS

- Organic ackds exhsbit sporocidal activity m the following order: maleic or fumaric >
lactic > citric or acetic > propeonic.

- The most resistant strains of several Bacillus spp to acid heat trestments were
identified: B. cerens 147, B. subnlis 232, B. licheniforntis 9375, They shoald be 1he test
organesms for challenge testing in MPF development

= To reduce spore loads in food materials, an adequate combenation of trestment could be
fumaric acid at 0 5%, with 92 °C for 6 minutes. This would inactivate at least 4-Jog
spares’g and 2-kog spares’g depending on the type of material

This treatment could be b applicd in waahing p durca of h aurface iala
such as beans

ACTIONS

Distribution of this infe ion to R&D Centers that have been involved in MPF projects
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INTRODUCTION

For most processed food, heat treatment is aimed a1 insctivating microorganisms of
raw materials. The final product is not necessarfy sterile. In shelfl stable foods
processed by the formerly known malti-burdle technology and presently minimally
processed food, the growth of surviving microorganisms is inhibited by the
combination of factors such as water activity, pH, and antimicrobial compounds [12,
13, 15).

Inactivation of at least part of the macrobial population and growth inkibition has led
1o an increased delay of spoilage of meat carcass To this purpose the meat industry
applies acid sprays to carcass [3] Organic scids have also been used in combination
with heat to prevent growth of food poisoning and spoilage microorganisms (2], to
evaluate the effect on germination and outgrowth of spores of . coagwlans [101, and
to assess the antibotudinal potential in & cured wrkey product and model systems (8]

Resaltus rorvenc avd R vuhvilic and Bovillus in general are important amongst the
spore-forming bacteria in minimally processed food [14] due to their tolerance to low
Aw (0.61) and pH (4.3). Lower target values cannot always be achieved in some MPF
TRFipTe ringe praduce accaptahiliny may ha rompromiced due tn acd tadte (O]

Surviving microorganisms in MPF models are mostly spores and remain stable for
wver & yaar [13y 12, 18], Whan hravily cortaminsted ingradisare ainh ac hlack pepper
are used, spare levels in the final product can be as high as 10° spores/g. To further
reduce such spore counts intensive heat treatments may be necessary, and this will
impair the sentory aiikuien of she prosuss, Thus, if ypers soents eould he celastinly
reduced in naturally contaminated raw matersals, cleaner and more appealing MPF
preducts could be developed. Thus the objective of this study was to explore the
apuroidel uctivity of organio acida himed vwith heat i te demirey spory
populations in food materials. This kind of treatments could be of value to improve
.2, washing procedures, in processing plant materials
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METHODOLOGY

The work for this report was conducted following the ISO 90071 quality manual and
procedures. The experimental conditions and data were filed in the RC-17 Registro de
Calidad of Project LA-003026, trials sopa 43 to sopa $5.

2,1, Strains
The selection of strains included Baciliug species involved with food poisoning and or
spoilage: 8. cervies (6 strams), B coagulws, B, subtilis {4 strans) and A
Heheniformis (4 strains) were used. The identity of such strains is shown in Table |
2.2, Preparation of spore suspensh

To avoid variations of spore heat resistance due to strain cultivation. sporulation
conditions and stock suspensson peeparation, these were stnctly standardised as
desceibed by Kurt [6] for spore suspensions of 8. cerews and B. swhvilis, However,
smaller petrs plates (16,5 cm dameser and 2.5 cm height, ca. 420 ml agar per plate)
for spare production was used

Spore suspensions were diluted, when necessary, as 10 obtain a spore density of 10"
spores/ml of stock spore suspersion (16 stock spore suspensions of individual
strains). In addition, 3 stock spore suspensions of cocktails of B. cerens, B. susbulis,
B. lichensformis were obtamed by mixing respectively all individual strsins of each

specie. Furthermore a spore stock suspension of a mix of all strains was included in
the group of the stock spore suspensions (19).

2.3. Screening of organic acids and resistant strains

The following organic acids: acetic, citric, fumaric, lactic, maleic and propionic were
used 10 prepare solutions at 1% wi'v in distilled water. Four test tubes containing 10
ml of each organic acid were assigned 10 each spore suspension.
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2.4,

The test tubes with the acid solutions and phosphate buffer were beated to 82-85 °C
and mainsaingd for 10 minutcs. Inoculation was vanied o by diapdigng U1 ml of
the stock spore suspension to each tube. Four tubes were simultancously moculated
by using a multi-channed pipetter. Tnoculated tubes were maintained a1 B2.85 °C for
12 minwiss: &t the ond of this puiud, ey WeSe UUMSIUPRES 15 § Wilés bath and then
to an ice bath for final cooling 4ill spore count plating (L1 method) was performed.

Foe this part of the study a complete random design was used with 4 replicates and
two factonal arrangement, menstruum 6 levels: acetic, citrie, fumaric, lactic, maleic
and propsenic acids, and spore suspension 19 levels ( ponding to mdividual
p070 uxpLiivg mal LuLkialis). 3pUre EOUNES Wers Sofiverted fo log cluimd and the
spore populstion inactivated by the acid heat treatment was calculated by

Ennetivetod aprcs  Laugis ouuishua) spunes 1 00 DUNEE - LAZ.,, residhwal spores s cach acld.

The statistical package of NCSS60 [5] was utilized to run 3 GLM for ANOVA and
Tuckey Framer multiple comparion st

Optimisation of famaric acid livat teatmens INACUVATE SPores
Menstruum composition

Fumaric acid at 0, 0.25. 0.5, 0.75 and 1% wiv was used to prepare acid solutians with
distilled water. The solutions were distributed in test tubes (10 mitube). They were
beated in a water bath t (e targer temperatuse and mainiamed tor at least 10 minutes
for temperature equilibration before inoculstion

General spure enekinll

The general spore cocktail composed of the 16 individual strains, was used to
HULuIe Ui ENSITUUM 1 & target of 10" sporesm] of menstruum. As previously
described, 0. | ml of the general spore cocktnil (10° spores/mi) was added 10 each tess
tube.
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Heat treatment

Feasible faw materal 1restment should be in the finge of pastéutization 10 boiling
temperatures. Thus, the selected levels for temperature treatments were 72, 82 and 92
°C (boiling temperature in Cumbayi, 2460 m altitude) Time of beat treatment was as
short as possible to mimmase water absorption. | hus freatment time vaned from U to 12
minutes

Once the 1emperature of the menstruum 1 the test tubes was equilibrated to the 1anget
temperature for 10 minutes, multiple inoculations (four at a time) were performed. Four
units of test fubes were withdrawn at each sampling time Tubes, after the heat
trestment, were immediately cooled. as described shove, before spore count plating.

A complete random design of three factors with four replicates was used:
Fumaric acid concenration at 3 levels: 0, 0.23, 0.5, 0.73 and 135 wiv,
Temperature a1 3 levels: 72, 82 and 92 “C.

Time &t 4 levels: 0, 4, 8 and 12 minutes.

The counts of the spore population surviving the acid best treatment were converted to
logl0 cfiwml before submitting to analysis of variance (ANOVA) and multiple
regresson using the GLM procedure of SAS [17] with a=0 05

2.4, Verification of spore inuctivation in food materials

Three raw food materials where spore inactivation may have a good potential were
selected: black and red beans, and black pepper kemels. Since counts of indigencus
spore level was assumed 1o vary with the material, incculations with a highly resistant
spore cockisil were performed on a portion of each material.

The selected spore stock suspension of highly resistant strain cocktail was composed
of B. cerens 147, B. subiilis 232, 8. bcheniformis 9375, and B. coagulans 7050
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The food material was placed in individual plastic bags and sprayed with 10 ml of
highly resistant spore cocktail per kg of food materal Finally the food material was
thoroughly mixed to achieve a uniform spore distribution. Food material was then
exposed to ambient drying.

An effective acid heat treatment, identified in the section 3.2, was the combination of
fismaric acid at 0.5%, with 92 °C for 6 minutes. Its efficacy was compared to an
identical treatment using 1ap Water as menstruum

The procedure was as follows: a pre-weighed 100 g of material was added when 500
md of menstruum was brought and maintained to the boil (92 °C). The 6 minute
smmering was counted from the time the material was added to the menstruum. At the
end of this period, a sample of the menstruwm was taken for spore count and
immediately cooled in 8 water bath As soon as the mensiruum sample was taken,
pulses were quantitatively separated from the menstruum. A known sample of food
material was taken for spore counts Respective weights (v.e., menstruum and food
material) were recorded for spore caloulations.

The complete random experimental design included the following factors with five
replicates for each combination:

Menstnim 2 levels: acid and 1ap water.

Comtamination 2 levels: natural and inoculated,

Food material 3 levels: black beans, red beans and black pepper.

Spare counts were converted as previously descride to Jog cfis'e or ml, and to calculate
the spore population inactivated in each treatment the spore counts in the mix material-
Mg befors the hoat teastment and the spare connts in the treated material and

ressdusl menstruum were taken inlo coasideration.

The analynis &f variange fellywed by TucboyKramas multiple.cnmparicnn test was
performed as described above using the GLM procedure of NCSS60 [5]
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3. RESULTS

3.1, Screening of organic acids and resistant strains

Stock spore suspenssoas (100 pl) were dosified to each 10 ml of pre-heated menstrua
to obtain spore Jevels of 10° cfiml (Buffer column on Table 1). For few strains the
spore counts alter the heat treatment in the buffer was in the range of 3-4 log cfiv'mi,
which is unexpectedly below the 10° chu'ml target Thas could be due mostly to spore
density in the stock spore suspension rather than to extremely low hegt ressstance of
those strams

Table 1, Means of log cfwml of spore populations surviving thermal treatment
between 82-85 °C x 10 minutes in several organic acid solutions st 1% wiv. Plate
counts were converted to log cfi'ml

[SPe7s BUBpaREION | GuMta? | Azanie | LARE [VOMANE, LAENE | MSIRIE | PTSRIaNIE| Hash |
& cereus cockiall S4a4 | 3,080 | 4.282 | 2.157 | 2.014 | 2.140 | 3373 | 3323
B coreus 147 3532 | 2485 | 2.093 | 1.075 | 2866 | 1,000 | 3028 | 2.294 |

careus 5002 | 2964 | 4.244 | 1287 | 2.506 | 1.165 | 4088 | 3.170
R rmrsne 21 78R A211 [A1ID |2A70 | 1118 | 304D | 1000 3.218 2933
B caveus A28 5136 | 4380 | 4.650 | 2017 | 2647 | 1.701 | 4418 | 3884 |
6. caveus A36 4033 | 1908 | 2905 | 1195 | 1,571 | 1,000 | 2331 | 2134
E carus LRO& 4341 | 2.130 | 2.308 | 1.075 | 2.378 | 1.000 | 2826 | za%4
B coagutans 7050 £.080 | 2930 | 4.362 | 16858 | 2.650 | 1561 | 3078 | 3.282
la"-m""' cockiall B357 | 5114 | 3.248 | 2008 | 2.157 | 1593 | .75/ | 3539
|E subnivs 15 6453 | 3727 | 3,206 | 2012 | 3.196 | 1119 | 5074 | 3842
|8 subnvs 41 6532 | 2.795 [2.615 | 1433 | 3008 | 1.726 | 3020 | 3019
B, subfivs LROS €580 | 5464 | 3,554 | 3047 | 2060 | 2174 | 5718 | 4323 |
R eahniz 212 45R8 | AN54 |4RTO | 1357 | 2RATR | 1119 4247 om
B, Ncherformvs cockimil | 4 577 | 3625 | 3.490 | 2460 | 4.197 | 2738 | A 430 | 3646 |
lamamms 6410 | 3392 | 3.621 | 2781 | 3089 | 2662 | 3.813 | 3681 |
6. NChorTonTvs 1224 | 5,840 | 2547 | 1.922 | 2055 | 2.800 | 1424 | 2810 | 2772 |
}ém«mms 5451 | 3465 | 3,067 | 2252 | 3262 | 2.780 | 4218 | 3498
B Ncheniformvs LROT | 5.200 | 1.242 | 1.226 | 1.075 | 1653 | 1.231 | 1520 | 1478 |
Ganeral Cockial £272 | 3515 | 3642 | 1923 | 2696 | 2250 | 4080 | 3523
| Mean 5.523 | 3.221 | 3.242 | 1.800 | 2.604 | 1.660 | 3.633 | 3.125

Ary ODcount plales wis assigaed a value of 10 cfivml tased om the lowest Lt of detection for (he
JILSMEE CULITN RTINNL. MO, A SR LUNLNIIERAS U S{AUTE SOSRIILNT (IRE TIRIISLE L mveve Laluaand
from 4 seplcates, A high massber suech as $.523 indicnies that spose inactivation was negligible, on
(e comtrary 1650 coerespomd 10 o dewstic snd effective spore destraction.
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The sporocidal activity of the organic acids tested at this stage vaned greatly.
According to their insstivating effest they could be organised in decreasing onder 2z
follows:

Maleic > Fumanc > Lactic > Acetic > Citnc > Propionic

Within specie, the strains varied greatly in their resisiance to acd thermal
treatments (Table 1). Those strains having a residual spore population higher than
the general mean (3 125) could be considered as truly resistant strams to acid heat
treatments.

Since the surviving spore deesity in the buffer of some strains after the beat
treatment was lower than the target level, & more precise estimation of the spore
papulation destroyed during the acid heat treatments was calculated by

Inactivated spores = Log,, residual spores in the bufler - Log;, residual spores in each acid.

It was found that sgmficant differences (P<00000) on inactivated spore
populations varsed with the siram and the odgaid 460 W38 1HE INMERCHON RFUR-
acid was also significant.

Several groups of organic acids could be identified based on thesr spore-machivaling
effect (Figure 1), Fumanic and maleic scids had the highest and similar iactivating
effect, followed by lactic acid Another group was formed by citric and acetic acid,
and finally propioric acid had the weakest spore-inactivating effect.

-

* Fumaric * Maleic
* Citic  * Acetic
2 * Propionic
1

Figure 1, Means of logl0 cfuw/ml ofwuiua'imed&uinmeuid‘tw

dnnctunront mnd wvmimead b shee Tooihians Venmsan et O
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The acid heat resistance of the strains tested varied greatly as shown in the Table 2,
where the most resistant strains within each specie can be identified . 5. cereus 147, 4.
subnilis 232, B. lichenifarmis 9375. The cocktail of 8. lcheniformis had the highest
best resistance. In fact B. Jickhemiformis is frequently involved in spoilage of canned
vegesables [11] In this study, heat resistance was strain dependent and not specie
dependent (Table 2)

Table 2, Grouping of spore suspensions according to their resistance 10 acid thermal
treatments. The lower the mean value the more resistant the spare suspension.

Strain Mean  Grow the T ~Kramer
B, licheniformis cockial 1.087 'AB
G, coreus 147 1444 ABCD
B. subniis 232 1.765 BCDE
B, cereus A28 1.834 CDEF
B. cereus A36 2215 CDEFG
B_lichenyformis 9375 2282 DEFG
B. cereis LROM 2,388 EFGH
8. cerens mix 2473 EFGH
. subolis LRO3 2772 GHI
B. cerens 202 3176 HIJK
B. Icheniforms 3 3.183 HIJK
General cockeail 3.208 HIJK
B_coagwians 7050 .273 1JK
B. swhiilis cockuail 289 JK
i awdiilla 15 A08 IK1
B. licheniformis 7224 3579 ITKLM
B. cereus 21768 3818 LMN
B. hicheniformis LRO1 3876 LMN
B_swbitiis A1 4099 LMN

Acid sporocidal effect varied within strain (significant acid-stram mteraction). Figure
2 shows the peofile of the more resistant strains to organic acids {excluding propionic
acid). The same colour denotes no difference. Furthermore, it can be seen that most
strain-acid interactions occur with acetic, citric and lactic acid. Tt is interesting to
note thet malei and fumaric acids have an identical pattern (highest) of spore
inactivation, This fact may be possibly related to thesr similar molecular structure. The
organic acid with the highest spoec-inactivating effect for each strain can be
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identified directly from Figure 2. For example to control spoilage of canned
vegetables by B. lichemjfarmis lactic acid would be of fittle value compared to the
rest of the acids.

The general cocktail, representing a naturslly contaminated raw material, showed
an average resistance 10 the vanous organic acids Fumanc acxd being equally
sffectivn 10 maleie aeid and ch and mdustrall slable could be

1 v

the organic acid of choice 1o reat contaminated raw matenials. Its use has already
being approved by the FDA for ground beel’ patties and carcass [ 16}

S chentfarrts 9378~

—— Acetic e Citric ~ Fumaric Lactic — Maleic

|

Figure 2, Profike of sporc isactivation by several onganic acids. The further the
distance to the center the higher the inactivated spore population (Jogy cfivml)

Optimisation of thermal treatments in fumaric acid to inactivate spores

The spore counts of the general cocktail afier the thenmal treatments at several
concentrations of fumaric scid (0-1%) were converted to logl0 cfu/mi and plotted
as shown in the Figure 3
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Figure 3. Time-course of spore popalation of the general cocktadl during beat
treatments at temperatures shown and at several fumaric acid concentrations.

Multiple=regression analysis showed that the logl0 cfiml of residual spores was
sgnificantly (P<0.0001, ¢ = 0.744) related to acid concentration (0-1%), temperature
(72.92 °C) and tme (0-12 menutes) of the thermal treatments. Each factor had a
significant effioct (P<0.0001) va (e reselisal spore population ss summarised in the
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33,

Logw (Spores ) = 15423 — 1657 x (Fumaric) - 0.112 x (Tempersture) - 0,169 x (Time)

Where,

Sparca; pore population allu Uk Ixat beatment [Llishl),

Fumaric. Fumaric acid [ wiv),

Temperature: Heating temperature [°CJ,

Time Heating time [minutes].

Spore mactivation at 72 °C was minimal, moreover, acid concentration did not have a
significant inactivating effect (lower than | log cycle even at 1% fumaric acid after 12
minutes, Figure 3). At a higher tempersture e.2., 82 °C the spore inactivation was
strongly dependent 10 scid concentration. Even ot a bow acid level. such as 0.25%,
spore inactivation was clearly noticed This spore inactivating effect was more drastic
at 92 “C. It is interesting to note that at the highest temperature (52 °C), acid
concentrations above 0.5% showed similar spore ingctivating effect (Figure 3 at
approximately 4 Jog cycles).

The results obtained suggest that effective raw material treatments should preferably
use high temperatures g 92 °C. Once the heating temperature has been selected,
acid concentration and heating time could be adjusted accordingly A an evample,
for altitudes sinslar to Cumbayd (2460 m, boiling temperature 92 °C), using the dats
on Figure 3, the most appropriate treatment to reduce the spore load of raw materials
wwld hee n & mineite rreatment at O 9 in o caliion of 1) 64 fmarie geid,

Application of spore inactivation 1o food raw materinls

Acid thermal trearments of black pepper kernels and two types of beans were
compared to kentical thermal treatments in tap water. A summary of the spore counts
after the heat transmense i sbwivn i the Table 3

Beans are less naturally contaminated materials than black pepper. Thus inoculation
with 0 opore cocktail containing the meot rexidont strain of cich yraiv (2. sdifi
232 B cerens A28, B licheniformis 9375 and B. coagwians 7050) was used to
cqualise the spore load before the thermal treatment of the inoculated block.
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Table 3. Spore coums logl0 cfu/ml before and after the thermal treatments of

selected raw material
Natorally contamisated material | Isoculated material |
Black Black Redbeans | Black Black Rad beans
Beans poppet | beans
Refeer T4 T AR 60 7 A0 AR slm
Ireitment =020 =036 =082 =040 =028 +0.27
Aftes trestment | 6,33 183 237 6.59 6.12 550
in waler +041 =016 = 106 + 0 56 =032 + |00
Afer trestment | 4,97 078 133 524 102 1.60
ik g 09 «9.07 %05 400 #0320 4035
Mcans of log 10 clug + standard dovettion of $ replicates for cech camb of thermal

a1 92 *°C for 6 minues. A solutioa of femuric acld 3t 0.5% wiv of tp waier wats wsed for 1he acld
therinal treatments

The thermal treatments in fumanic acid decreased drastically the spore counts of the
beans to approximately the detection limit of 10 cfu/g  On the comtrary, the surviving
spare pepulation of the blask pespper was ac high as 107 efiws. These results are
discussed in detasl below.

Sinee menstruum and pulses are not homogeneous, spore counts sere performed on
the menstruum and material afier the heat treatment. This data and the mitial spore
counts of the pulses were taken inte account to calculate the population of spores
truly destroyed by the heat treatment. A portion of the residual spores was detected in
the menstruum. The dsta of the spore population destroyed during the beat trestment
was converted to log10 cfivy and submitted to stasistical analysis.

It was found that the type of contamination ( I vs moculation) did not
significantly affect (P<0.167) the spore population destroved by the heat trextment.
The wwmaieativieiaw material neacion was ool signifeane (F<0.211). Thei

association can be seen in Figure 4 All other factors (raw material, menstruum and
their combinations had a significam effect (P<0 0000).

The type of menstruum had the strongest effect on mactivation of spores (Figure 5).
Tap water ining 0.5% of fumaric acid killed about 4 log cycles of the spore
POPBUIANAN AF DEIRE KNG ABSUL 1 A0 OF IPOFEL 1N INE BIAK PEPPEr Ihp WAE Wit
wuich less effective in destiroying spores (less than | log in all materials).
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8.0
] Means of inactivated spores
] Log10 {cluig)
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Figure 4, Spore population inactivated during the thermal
treatment at 92 °C for 6 minutes of contaminsted raw
materials (indigenous vs spore inoculation).

60
| Means of inactivated spores
p Logw (cfug)

43
1 Acid

25

08- /-—a Water

| ' 1 1
Black  Black Red
peppar  beans  beans

Qi

Figure 5. Spore population inactivated dusing the thermal
treatment at 92 “C for & minutes m tap water and 0 5%
fumaric acid solution
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One important interaction was the combination menstruum-comamination. As shown
m the Figurs 6 it appesrs thas innenlated aparss {encdisil af meadant drine aon
destroyed more than indigenows spores by the acid thermal treatment. In water the
indigenous spores are more heat sensitive thus the observed interaction.

L) Means of inactivated spores

Logy {ctuig)

Nateral
0.8
inoculated

A8 T T
Ackd Water

FISUPE O, INEIEENOUY SN IBSCUNINY SPOFET MECTIVAIES B FAW MBIEIRIE
subjected to thermal treatment (92 °C x 6 minutes) in water and 0.5%
fumanic acid solution

To clearly identify the imeraction previously described, the data of the inactivated
spore population of each type of raw material was plotted (Figure 7 for black pepper,
lM':'.BI-n-RﬁvM)

In black pepper kerneds with acidic menstruum, the spores noculsted are more
resigtant 19 the thermal weaimans shan she pepper indigenows opores (Figure 7),
Whereas in water the mdigenous spores are more resistant 1o thermal treatments than
inoculated spores (Figure 7). In both beans; black and red, the indigenous spores
proved 1o be more reai to the th J b i the T v seid sation than
the inoculated spore cocktail (Figure £)
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Such behaviour can be due to the different strains prevailing in beans and black
pepper. Although, no attempt was made to isolate and compare the thermal resistance
of the raw material indigenous spore-forming bacteria sirains.

N R

| —o—Black pepperiinoculated —e—Black pepper/Natural |

Figure 7. Log10 cfy of spore inactivation after thermal treatments (92 °C
% & minutes) of black pepper in tap water and 0 5% fumaric acid solution.

Note that the thermal treatment using water as the menstruum has a negligible spoce
imactivating effect, whereas the same treatment in fumaric acid a1 0.5% imactivates 2-3
log of spores on the black pepper kemels (Figure 7).

Q@ 4 N W o

Water Acid

~e— Black beans/inoculated —e— Black beans/Natural
—&— Hid bednslinoculated 4 Red beans/Matural

Figure 8. Log10 cfi/g of spore inactivation after thermal treatments (92 °C
X 6 mimtes) of beans in tap water and 0. 5% fumaric acid solution,
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In Figure 8 spore destruction is about | log in water. Whereas in the fumaric acid
solution spore inactivation is roughly sbout 4 logs, whach i very surprising for mild
heat treatments such as 92 °C for 6 mmutes,

Black pepper  Black beans Red beans

0 <4 N W & o

Figure 9. Logl0 cf/mi of spore population inactivared
during the thermal treatment at 92 “C for 6 minutes of
raw wls in 0.5% i % acid solution.

In Figure 9, the spore mactivation was significantly higher in both black and red beans
compared to black pepper for both naturally contaminated and spore inoculated
materials.

Since beans and pepper differ i their composition, it seems reasoasble to assume that
extracts (material released to the menstruum) of beans and pepper may interfere
differently with the antimscrobial activity of fumaric acid, To evaluate the effect of the
extract, the extracts from the 92 °C 6 minutes in 0.5% fumaric acxd were collected and
further boiled for |5 minutes to kill all residual spores. These extracts from each
material were cooled to room temperature and inoculated with the spare cocktail of
resistant strains. Spore counts were determined during the 12 munute thermal
treatment of the inoculated extracts. The profile of the spore counts is shown in Figure
10.

Spore level after inoculation was over 10" efiml It decreased gradually in both beans
and pepper extracts to about the detection limst as a function of simmering time from 0
10 12 minutes. Thus, no significant difference was due to the type of extract.
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The large difference of the sporicidal effect of fumanc acid on beans and pepper
(Figure 9) could possibly be explained by the physical structure and surface of the
matenials Beans have a smooth surface, therefore microorganism may be in direct
contact to the antimicrobial activity of the heating menstruum, as spores in the
extracts (Figure 10) Whereas pepper has & rough ridged surface. Moreover, in a

Baikng Srme jmn)
T R T

|
| Cm— o e

Figure 10, Spore count profile of inoculated acid extracts of beans and pepper
during heat treatment at 92 °C.

small poction of pepper grains (probably unripened), there was fiee spaces between
the seed coat and the kemnel, Spores harvoured in those spaces and seed coat fissures
might have been protected from the direct contact with the acid menstruum, Under
such condition survival of spores s increased, ruling out an increase of thermal
resistance of spores in pepper. Therefore, surface or structure of the raw material
seem to be a key aspoct for ensuring direct contact of microorganisms with
antimicrobials during thermal treatments,
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The data shown in Figure 10 also suggests that increasing the heat treatment to about
9 manutes, spore counts can be further decreased 10 the detection limit (approximately
an 8 log spore inactivation).

Acid thermal treatments of raw materials would lead to a slight pH reduction, as
shown in Table 4, for the combination tested in this study: fumaric acid solution and

92 °C for 6 minutes.
Table 4. Vanation of pH after the th of aw 1als 1o 1
spoces.
Tap water 0 5% fumaric acid
Black pepper 16 52
Beans 66 54
Residual menstruum 80 28

In MPF products, black pepper can be a minor ingredient, thus ks pH reduction may
not affect the taste of the final product. However, contaminated pepper contributes
largely to the final microbial counts of MPF products

1t is pot keown if the slight acdification of beans may impair thesr taste for some
applications .2 chils with beans. In the manufiacture of canned beans for example,
washing is an initial processing step. To reduce effectively the microbial load of beans
and minimise their acidification, the thermal treatment with fumaric acid would be
best followed by # rinse with tap water Rinse with tap water may be omitted for
slightly acid MPF products.
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4. DISCUSSION

The combination of organic acids such as acetic, lactic and aitnic witlhs heat treatments
{65 °C 60 minutes) has not been particularty effective in inactivating Bacilluy spp.
spores, although the acids tested at the level of 0.5% were effective in retarding
growth [2]. which was assumed to be of value for “cook-chill” foods that would
suffer from quality deterioration a1 higher lemperatures

Recently, organic acids including citric, lactic, propionic, acetic, and fumaric acids
have been found useful for trestments of beel carcass and patties to reduce growth of
several groups of microorganssms such as aerobic psychrotrophes and coliforms [16],
L cali, L. inocna and C. sporogenses [3], and meat spoilage [9],

The effectiveness of citric and lactic acid varied with the intensity of heat treatments
to prevent growth of 8. coagulany spores. Citne was more effective at low heat
treatment, whereas lactic was more effective at high heat treatments [10]

On a weight basis, the growth inhibitoey sctivity of acetic acid ranked first followed
by propionic, kactic and citric ackl on meat spoilage bacteria [9]. In the first part of
this study, fumaric and maleic acids were the most effective sporocides against several
species of Bacillus, followed by lactic, Gtric, acetic and propionic acids In fact
fumaric acid has been found 10 be an effective microbial growth inhibitor in meat [16].
Malesc acid has been tested as a sporocide against proteolvtic C. howwlimum spores
(8]

The profile of the strain resistance to scidic (1% wiv) thermal treatments (82-85 °C
10 minutes) vaned for each organic acid (Figure 2). The profile corresponding to
fumaric and maleic acid was alike, which may indicate that sporocidal effect may be
linked to the molecular structure. Maleic acid is the ¢is isomer of fumaric acid. They
are unique four-carbon unssturated dicarboxylic scds, and as such are naturally
occurnng compounds in plants, fruits and fermented foods (8, 16]

The order of efficiency of organic acids as antinscrobials is contradictory. Acetic,
propionic, lactic and citric, in the stated order, inbehited growth of mest sposlage
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bacteria [9]. Lactic was more effective than citric acid to prevert growth of B.
coagnl d at high tensp 100 °C over 3 minutes [10] Acetic acid was
found to be the most and itric the least effective acid i growth imhibition of & heated
spore cocktadl of Bacilius spp. Fumaric acid treatments resulted in greater reductions
in microbial growth than lactic acid treatments [16]. [n this repoct, maleic and fumaric
acids were the most effective sporocides, lactic acid ranked second, on 2 third place
citric und acetic acid. Propionic had significantly the lowest sporocidal activity (Figure
1

It is generally accepted that the so called weak organic ackds increase in antimicrobial
effectiveness in the order acetic, propionic, sorbic, and benzoic, reflecting their
lipophilicity [4] The undissociated form of these acids is the most lipophilic and
therefore most readily permeates the membrane gaining access to the microbial
cytoplasm. The undissociated acids tend to dissociate, delivering hydrogen fons that
decrease the pH of the cytoplasm to a level that s wo low for growth to continue.
This mode of action may have a role in vegetative cells, whereas in spores, other

mecharisms such as spore demineralisation [7] or interf with dipicolinic acid
{DPA) [8] may be active and may explain the difference on the sporocide activity of
the organic acids tested.

Acid heating can replace sporebound calcium and other cations to form the
demineralised H-form spores that are heat-sensitive [4) At the same time, the
interference with DPA release due to acid heating is also claimed 10 reduce spore
thermal resistance [7, 8)

The terdency of fumaric acid to i its efficacy as sporocide with the increasing
temperature from 72 to 92°C supports this theory. In Figure 3. note that fumanic acid
inactivating effect at 82 “C is proportional with its conceatration. At 92 °C fumaric
acd concentrations are less important over a minimum level te., 0 5%, This does not

uppoet the temp itizing effect on the spore i its dormant state ascribed to

malesc acid [8] It was not possible to confirm the general assumption that low pH
sensitizes bacterial spores 10 hest by overcoming part of the spore passive
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homeostatic mechanism [4). This can be a misleading assumption since resistance of
B. licheniformis is not affected by scidification (pH 7 to 4) in tomato and asparagus
homogenates at 99.121 °C [11)

In food raw materials, such as black pepper and beans, the synergy between mild
heating and fumaric acid was confirmed. Spore forms of Baci/lus were inactivated
more effectively in beans, where at Jeast a 4-log reduction was achieved. In blsck
pepper inactivation was about 2-%0g. The data suggest that spore inactivation is also
dependent on the physical structure of the food material where readiness of contact
between spores and the antimicrobial factors may be hinderad.

In MPF products the residual mécrobinl (spore) load is generally stable in soup bases
[12, 13] and pino de came (meat-containing MPF) [15] at Aw<095 and pH<S5.0,
However, reducing the spore Jevel of some materials and ingredients would enable to
increase Aw and pH limits of MPF products. Funhermore less comaminated material
would require reduced heat trestment for slightly acidified canned foods,

5. CONCLUSIONS

—  The sporocidal acivity of orgame acds to i spores of several Bocillns

species that are commoaly associated with food potsoning and sposlage was
established: maleic or fumanc > lactic > citric or acetic > propsomic,

= The most resstant strain to ackd heat treatments of cach specie was: 8. cereus
147, B. swbnilis 232, B. licheniformis 9375

~  Fumarnc acid having one of the highest sporocidal effect is recommended for its
competitive cost and svailability.
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= An appropriate heat with use of fumanc acid at 0.5% to mactivate a
cocktasl of the most resistant strains of B. cerens, B. swbtilis, 8. licheniformis
and A. coogulans was the combination of temperature 92 °C and holding time

of 6 minutes.

= Acid heat treatments of food materials at the chosen combination (0,5% fumaric
acid, 92 °C for 6 minutes) reduced the spore Josd by 4 log in beans, and by 2
log in black pepper kemels. The lower spore inactivation was deduced to be due
to the surface and structure of black pepper kemels by reducing spore comact
with the inactivatng factors.

~  The treatment of raw materials 10 reduce ther spore load could be best
implemented m food processing where washing 5 one of the mitial operations
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