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RESUMEN

Las placas 3M™Petrifilm™ son un medio de cultivo microbiolégico que contiene
nutrientes, agentes selectivos y diferenciales; promueven el desarrollo de
microorganismos en diferentes matrices. El uso de estas placas como método alternativo,
optimiza recursos de laboratorio, siendo eficientes frente a los métodos de referencia de
cultivo en agar.

El objetivo de este trabajo fue verificar el desempefio de las placas Petrifilm™, para el
recuento de enterobacterias y Escherichia coli; en muestras de queso y frutilla fresca.

La metodologia se desarrolld en base a la Norma 1SO 16140-2:2016 “Protocolo para la
Validacion de métodos alternativos registrados, frente a los métodos de referencia”;
posteriormente se puso a prueba el método, analizando 15 muestras de queso y frutilla
fresca procedente de mercados populares de la ciudad de La Paz.

Los resultados evidenciaron, que la inclusividad entre el método alternativo y de
referencia para enterobacterias fue (98%; 97%), para Escherichia coli: (96%); 96%)
respectivamente. La exclusividad de ambos métodos fue del 100%.

En la verificacion del recuento de enterobacterias por el método alternativo segun las
matrices analizadas: el Limite de Cuantificacion (LC) y la relacion lineal en la veracidad
relativa (r) en queso fue: 20 UFC/g; 0,99. En frutilla >20 UFC/g; 0,98 respectivamente.
El perfil de precision (AP) de ambos métodos en 6 niveles de contaminacion
comprendidos de 1,6x10% a 5,0x10* diluidos a intervalos de %; mostraron mayor sesgo en
el tltimo nivel 1,6x103(-0,029) en queso y en la frutilla en el primer nivel 1,6x103(-0,075).

El recuento de Escherichia coli en queso y frutilla, evidencio un LC >20 UFC/g, lar: 0,98;
0,97 respectivamente. EI AP tiene mayor sesgo en el Gltimo y primer nivel para el queso
y la frutilla respectivamente. Los resultados en las muestras de mercados populares
guardaron relacion estadistica con los datos del desempefio de los métodos evaluados.

En conclusion, EI 100% de los resultados de las placas Petrifilm™, estuvieron dentro de
los Limites de Aceptabilidad y Criterios de Aceptacion de la Norma ISO 16140-2:2016
para las matrices y cepas ensayadas. La relacion lineal entre los métodos evaluados, para
el recuento de enterobacterias y Escherichia coli en queso fresco no mostro diferencias
estadisticamente significativas, contrario a la Frutilla.

Palabras clave

Verificacion del desempefio, método de referencia, método alternativo, 3M™ Petrifilm™,
Enterobacteriaceae, Escherichia coli, queso fresco, frutilla fresca.



SUMMARY

3M™Ppetrifilm™ plates are a microbiological culture medium containing nutrients,
selective and differential agents; They promote the development of microorganisms in
different matrices. The use of these plates as an alternative method optimizes laboratory
resources, being efficient compared to reference methods of agar culture.

The objective of this work was to verify the performance of Petrifilm™ plates for the
count of enterobacteriaceae and Escherichia coli; in samples of cheese and fresh
strawberry.

The methodology was developed based on the 1SO 16140-2:2016 Standard "Protocol for
the Validation of Registered Alternative Methods, Against Reference Methods";
Subsequently, the method was put to the test, analyzing 15 samples of cheese and fresh
strawberries from popular markets in the city of La Paz.

The results showed that the inclusivity between the alternative and reference method for
enterobacteriaceae was (98%; 97%), for Escherichia coli: (96%; 96%) respectively. The
exclusivity of both methods was 100%.

In the verification of the enterobacteriaceae count by the alternative method according to
the matrices analyzed: the Limit of Quantification (LC) and the linear relationship in the
relative veracity (r) in cheese was: 20 CFU/g; 0.99. Strawberries >20 CFU/g; 0.98
respectively. The accuracy profile (AP) between the two methods at 6 contamination
levels ranging from 1.6x103 to 5.0x10* diluted at 1/2 intervals; They showed a greater bias
in the last level 1.6x10° (-0.029) in cheese and in strawberries in the first level 1.6x103 (-
0.075).

The count of Escherichia coli in cheese and strawberries, showed a LC >20 CFU/qg, r:
0.98; 0.97 respectively. The AP has a higher bias in the last and first levels for cheese and
strawberries respectively. The results in the popular market samples were statistically
related to the performance data of the methods evaluated.

In conclusion, 100% of the results of the PetrifilmTM plates were within the Acceptability
Limits and Acceptance Criteria of the 1SO 16140-2:2016 Standard for the matrices and
strains tested. The linear relationship between the methods evaluated, for the count of
enterobacteriaceae and Escherichia coli in fresh cheese, did not show statistically
significant differences, contrary to strawberry.

Keywords
Performance verification, reference method, alternative method, 3MTPetrifilm™,
enterobacteriaceae, Escherichia coli, fresh cheese, fresh strawberry.



1. INTRODUCCION

En Bolivia el consumo de queso y frutilla fresca, aumenta progresivamente por su
composicién nutricional y mayor demanda; no obstante, estos alimentos pueden promover
el crecimiento de enterobacterias y Escherichia coli; constituyéndose en un factor de
riesgo para la salud, porque su recuento en altas concentraciones, es presuntivo de la
presencia de agentes patogenos del mismo grupo como Salmonella y Shigella, causantes
de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS). (UNICOM-MDPYEP-PRO BOL,
2021, p. 1)

Los Organismos Oficiales de control de Vigilancia Epidemioldgica en alimentos
contaminados asociados a ETAS, trabajan sobre los reportes de Laboratorios de analisis
de alimentos; esta informacién coadyuva a la Inocuidad Alimentaria, al obtener resultados
estadisticos que permitan tomar medidas preventivas y gestionar politicas sanitarias

gubernamentales; los métodos analiticos usados, son un factor influyente en los reportes.

En el mercado existen diversos métodos de recuento microbioldgico, como las placas
Petrifilm™:; descartables, biodegradables y optimizan recursos de laboratorio como el
tiempo. (Petrifilm™, 2006, p. 14). No obstante, antes de implementarlo deben ser
verificados en funcién a la Norma 1SO 16140-2:2016, que proporciona los pasos para
evaluar el desempefio en métodos alternativos de uso rapido y/o mas facil que el método
de referencia correspondiente”. (UNE-EN 1SO 16140-2, 2016, p.4)

La verificacion de los métodos de ensayo permite dar cumplimiento al punto 7.2 de la
NB/ISO/IEC 17025:2018, “Requisitos generales para la competencia de los laboratorios
de ensayo y calibracion”; coadyuvando con la aplicacion del Sistema de Gestion de
Calidad, para la emision de resultados confiables. (ISO/IEC 17015, 2017, p. 6)

Por esta razon, este trabajo verifico el desempefio de las placas Petrifilm™ en relacion a
los métodos convencionales de las Normas Bolivianas: 32014:2004 y 32005:2002, para
el recuento de enterobacterias y Escherichia coli correspondientemente, en alimentos

frescos como queso Y frutilla de expendio en ciudad de La Paz, gestion 2021.



2. MARCO TEORICO

La microbiologia es el estudio de un grupo grande y diverso de microorganismos que
viven en forma de células aisladas o en grupos que comprenden bacterias, hongos,

parasitos y virus, todos estos forman parte del medio ambiente. (Jawetz, 2017, p. 15)

La Microbiologia de Alimentos estudia microrganismos que se encuentran presentes en
las matrices alimentarias, incluyendo los aspectos microbiol6gicos de la seguridad y de la

calidad de los mismos, para su consumo. (Codex Alimentarius, 2015, p. 12)

Las enfermedades alimentarias son transmitidas a los humanos por la ingesta de alimentos
contaminados con microorganismos patdégenos, procedentes de la mala manipulacién de
alimentos y materias primas crudas, entre otras fuentes. Los microorganismos
contaminantes, son inactivados mediante tratamientos térmicos, practicas higiénicas de
operacion y control de tiempo de almacenamiento para resguardar la inocuidad
alimentaria. (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura,
2015, p. 45)

2.1 Inocuidad alimentaria

Es un conjunto compuesto por cuatro grupos basicos como las: nutricionales,
microbioldgicas, organolépticas y comerciales, muestran la calidad de los alimentos,
siendo garantia de que su consumo no causara dafio al consumidor. Cuando se rompen las
reglas de la misma, se constituye la contaminacion alimentaria que sera evidenciada con

un analisis de indicadores sanitarios. (Instituto de Salud Publica, 2017, p.12).
2.2 Indicadores sanitarios

Son microorganismos que actlan como indice para evaluar practicas no sanitarias y
revelar defectos de la produccién de alimentos, entre ellos se encuentran los: mesofilos
aerobios, enterobacterias, coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Clostridium perfringens, mohos y levaduras’, entre otros. No son patdgenos por si

mismos, pero su recuento fuera de norma significa un riesgo sanitario por la presencia



presuntiva de agentes patdgenos, significando un peligro potencial para la salud humana,

donde estan mas comprometidos los grupos de riesgo. (FAO, 1996, p.34)

2.3 Grupos de riesgo

Son grupos de personas propensas a sufrir enfermedades de transmision alimentaria, entre
ellos: nifios, mujeres embarazadas, personas de la tercera edad e inmunodeprimidos. Los
nifilos menores de 5 afios son afectados en un 40% por ETAS; al no tener un sistema
inmune bien desarrollado, causando anualmente 125.000 defunciones a nivel mundial.
(OMS, 2019, p.5)

2.4 Enterobacteriaceae

La familia de las enterobacterias, son un grupo heterogéneo y extenso de bacterias cuyo
habitat natural es el intestino del ser humano, animales de sangre caliente, encontrandose
distribuidos en el medio ambiente. Comprenden los siguientes géneros (Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Shigella, Salmonella, Serratia, Proteus y Escherichia coli); este
ultimo es parte de la microbiota entérico humana y puede originar enfermedades agudas
dependiendo del serotipo presente en el alimento, asimismo, algunas especies de
Salmonela y Shigella, son patdgenas y causantes de diarreas entero invasivas. (Jawetz,
2017, p. 218)

2.4.1 Ecologia

Son bacilos Gram negativos anaerobios facultativos, crecen a temperaturas que oscilan
entre 20 °C y 50 °C, con una temperatura éptima de 37 °C, moviles o inméviles por sus
flagelos, reducen nitratos a nitritos, catalasa positiva, oxidasa negativa, utilizan glucosa
como fuente de hidratos de carbono, realizan un proceso metabolico de fermentacion por
la via de Embden-Mcyerhoff: se diferencian en fermentadoras y no fermentadoras de
lactosa, con o sin produccion de gas. (Norma Boliviana 32014, 2014, p. 1). Poseen una
estructura antigénica compleja y factores de virulencia mediados por adhesinas, toxinas,

capsulas, plasmidos y captacion de hierro. (Jawetz, 2017, p. 219)



2.4.2 Patogenia

En el grupo de enterobacterias, esta presente Salmonella Typhi, Shigella dysenteriae y
Escherichia coli O157:H7, son causales comunes de infecciones gastrointestinales, como
la enteritis y la diarrea, cursan con nauseas, vomitos, dolor de cabeza y fiebre, pueden
llegar a infectar las vias urinarias. De la misma forma, los traumatismos cutaneos o de
mucosas permiten el acceso a tejidos blandos, la posterior aspiracion hacia los pulmones,
causaria infecciones asociadas a neumonia, pasando finalmente a torrente sanguineo y

concluyendo con una sepsis mortal. (Ray & Kenneth, 2017, p. 204)

2.5 Escherichia coli
2.5.1 Ecologia

Es un bacilo Gram negativo, puede ser movil o inmovil por sus flagelos, considerado como
un indicador de contaminacion de origen fecal. Es anaerobio facultativo, por lo cual su
requerimiento nutricional se basa en la fermentacion de azlcares como la xilosa, lactosa
y sacarosa, produciendo una mezcla de acidos y gas, se desarrolla a temperaturas entre 8
°C y 50 °C, con una temperatura optima de 37 °C, pH entre 4,4 a 9,5: su Aw de 0,94 a
0,99. No es un microorganismo exigente, por lo tanto, puede alcanzar dosis altas en

alimentos como el queso y las frutas frescas. (Jawetz, 2017, p. 228)

2.5.2 Patogenia

No son patdgenos, sin embargo, E. coli serotipo O157:H7 productor de toxina Shiga
(STEC), es un patdgeno oportunista productor de enfermedad, que causa calambres
abdominales y diarrea, puede progresar a diarrea sanguinolenta (colitis hemorragica)

acompariado de fiebre y vomitos. (OMS, 2018, p. 2)

La colitis hemorrégica puede evolucionar en un 10% de los casos a sindrome hemolitico
y urémico (SHU) en nifios y ancianos, o purpura trombocitopénica trombotica en adultos,
una enfermedad que consiste en un trastorno de la sangre provocando la formacién de

codgulos en pequefios vasos sanguineos, lleva a un bajo conteo plaquetario



(trombocitopenia). También existen otros serotipos patdgenos de E. coli, no 0157
productoras de (STEC) como 055, 0111, 026, 0103:H2 y 0148:H8. (Canet, 2020, p.1)

2.6 Importancia del consumo de la frutilla

La frutilla, es un alimento que contiene importantes propiedades energizantes y
antioxidantes, tiene una alta dosis de vitaminas, minerales, fibra, (véase Tabla 1) ademas
de ser rica en fitonutrientes que permiten contrarrestar los efectos de los radicales libres,
gue son algunos de los causantes de ciertos tipos de cancer. (Ministerio de Salud Publica
y Bienestar Social, 2023, p.1). esta fruta facilita la absorcién del hierro de los alimentos
por parte del organismo y promueve la produccion de anticuerpos, mejorando de este

modo las funciones del sistema inmunologico. (Mercoop, 2022, p.12)

Tabla 1 Composicién fisicoquimica y nutricional de la frutilla en 100 gramos

Composicion Nutrientes Cantidad en mg

pH 32-4,0 Sodio 14

Acidez (% de acido 1,06% Calcio 21.47

citrico)

Aw 0,99 Hierro 0.46
Calorias 32.24 g Fosforo 26
Carbohidratos 551¢g Vitamina B1 0.03
Proteinas 081g Vitamina B2 0.05
Fibra 1.68¢ Vitamina B3 0.79

Grasas 049 Vitamina C 54.93

Fuente: Vegaffinity, 2021, (https://www.vegaffinity.com/comunidad/alimento/fresa-beneficios-
informacion-nutricional).

Esta fruta se adapta a todo tipo de suelos y climas. (Clarin, 2016, p. 1). En Bolivia la
mayor demanda de frutilla estd en los departamentos de Santa Cruz, La Paz y
Cochabamba. En octubre del 2016, el CIDES UMSA, ha considerado incorporar el
consumo de esta fruta como parte del desayuno escolar por sus caracteristicas

nutricionales. (Guzman, 2016, p. 2)


https://www.vegaffinity.com/comunidad/alimento/fresa-beneficios-informacion-nutricional
https://www.vegaffinity.com/comunidad/alimento/fresa-beneficios-informacion-nutricional

2.6.1 Caracteristicas de la frutilla como factor de riesgo sanitario

La ilustracion muestra la cadena de produccién de la frutilla como planta rastrera?, esto
significa un factor de riesgo de contaminacion natural, desde la granja a la mesa ademas
esta fruta tiene una superficie porosa e irregular que dificulta su adecuado proceso
higiénico, promoviendo la acumulacion de microorganismos, que pueden desarrollarse en
la fruta por su composicion nutricional (véase Tabla 1) que no requiere coccion para su

consumo.

llustracion 1. Cadena de produccion de la frutilla

Cosechay Almacenamiento‘ Manioulaci6 OE—
transporte y distribucion aniputacion ‘ Consumo ‘

Fuente: Elaboracion propia

2.6.2 Requisitos microbioldgicos - Frutas y verduras

Bolivia aln no cuenta con la Norma que exija realizar el control microbiolégico de frutas
y verduras frescas listas para consumo, sin embargo, otras normas internacionales como
el Reglamento Sanitario de Alimentos de Chile (DTO. N° 977/96), si realiza este control,
bajo las recomendaciones enmarcadas en la Norma 1SO 16140-2:2016. (UNE-EN ISO
16140-2, 2016, p. 37)

La Norma Chilena determina los pardmetros y limites de recuento microbiolégico de
enterobacterias y Escherichia coli, para el analisis de frutas listas para consumo. (Véase
Tabla 2)

L Es aquella planta que no superan los 30 o 50 centimetros de altura



Tabla 2 Norma Chilena — Parametros microbioldgicos para el control microbiolégico
de frutas y otros vegetales

. Norma de . Limites
Alimento : Parametros : BT Raf
referencia microbiol6gicos
Frutas y otros vegetales Enterobacterias | m:5x10*  M: 5x10°
comestibles pre elaborados NORMA
listos para el consumo CHILENA 2017 E. coli m: 10 M: 102

Fuente: Ministerio de salud de la republica de Chile, (p. 105), 2017, (DTO. 977/96)

2.7 Importancia del consumo de queso fresco

El queso es un alimento de alto valor nutricional, es buena fuente de vitaminas, grasas y
minerales. (Véase Tabla 3) Las proteinas que aporta son adecuadas para el consumo
humano, en especial para nifios, mujeres embarazadas y las personas de la tercera edad,
(Palancares, 2021, p.1) actualmente este alimento es distribuido en mercados populares,
industria alimentaria y también por el Ministerio de Salud de Bolivia, dentro del “Plan del
Subsidio Universal Prenatal y de lactancia por la vida”. (Seguro Social Universitario ,
2020, p.1)

Tabla 3 Composicidn fisicoquimica y nutricional del queso fresco en 100 gramos

Composicion Por cada 100 g Nutrientes Cantidad en mg
Temperatura de venta 8-25°C Fibra (g) 0

pH 49-6,1 Calcio (mg) 338
Acidez (% de acido lactico) 0,56% Hierro (mg) 0,5
Humedad 42,7 -66,7 % Yodo (ug) 4,8
Aw 0,90 Magnesio (mg) 16
Energia (kcal) 198 Sodio (mQ) 272
Proteinas (g) 12,4 Potasio (mg) 121
Lipidos totales (g) 15,4 Fosforo (mg) 170
Hidratos de Carbono (g) 2,5 Vitamina A (ug) 194

Fuente: Nutrigame (p.2), 2016, (https://nutrigame.es/queso-fresco/)


https://nutrigame.es/queso-fresco/

2.7.1 Caracteristicas del queso fresco como factor de riesgo sanitario

El queso fresco es de mayor consumo a diferencia de los diferentes tipos de queso
madurados; debido a su facil produccion, sin embargo, dentro de este proceso pueden
existir malas practicas de manipulacion desde la recoleccion, elaboracion, distribucién y
almacenamiento, constituyéndose en un riesgo sanitario para las personas que lo
consumen. Sus propiedades nutricionales e intrinsecas (véase Tabla 3); son fuente para el
crecimiento y desarrollo de microorganismos, ademas este alimento no requiere coccion

para su consumao.

2.7.2 Requisitos microbioldgicos de los productos lacteos - Queso fresco

Dentro de los pardmetros microbiol6gicos para el control sanitario del queso fresco (véase
Tabla 4), la Norma Boliviana 33009:2003, considera la busqueda de indicadores
sanitarios, como recuento de Staphylococcus aureus, coliformes totales, y Escherichia
coli, también agentes patdgenos como: Listeria monocytogenes y Salmonella spp., el
analisis de laboratorio de estos Ultimos parametros microbioldgicos significa un costo
econodmico elevado, porque la deteccidn de agentes patdgenos, requiere el uso de medios
enriquecidos, marchas microbioldgicas largas y condiciones especiales de incubacion.

Tabla 4 Norma Boliviana — Paradmetros microbiologicos para el control
microbioldgico de queso fresco.

. : - Limites
Queso fresco Coliformes totales 1x10°® UFC/g
NB 32005
NB 33009: 2003 Escherichia coli 10 UFC/g

Fuente: Norma Boliviana 33009:2003 productos lacteos - Queso fresco

Nota: En los parametros de recuento de indicadores sanitarios analizados por la Norma Boliviana,

no se contempla el recuento de enterobacterias.

LaNorma ISO 16140-2:2016, dentro de la “Clasificacion de muestras y su relevancia para
las pruebas de varios microorganismos” sugiere realizar el analisis de enterobacterias

como un indicador sanitario en queso fresco; porque permite al consumidor obtener un



recuento de microrganismos fermentadores y no fermentadores de lactosa en menor
tiempo y podria ser indicador presuntivo de la presencia de microorganismos patdgenos.
(UNE-EN ISO 16140-2, 2016, p. 32)

Dentro de los parametros de recuento microbioldgico de indicadores sanitarios objeto de
estudio, segun la Norma Chilena, se realiza el recuento de enterobacterias y Escherichia
coli. (Véase Tabla 5)

Tabla 5 Norma Chilena — Pardmetros microbioldgicos para el control microbiologico

de queso fresco.

Norma de Limites

Alimento Parametros

referencia microbiolégicos

Quesi“o’ queso fresco1 NORMA Enterobacterias m:2x103 M: 104

queso chacra, queso de
suero CHILENA 2017 Escherichia coli | m: <3 M: 10

Fuente: Ministerio de salud de la repUblica de Chile, (p. 97), 2017, (DTO. 977/96).
2.8 Métodos de analisis microbioldgico de referencia
2.8.1 Recuento en placa para enterobacterias — NB 32014:2004

Principio del método

Este método se basa en la deteccion de los organismos fermentadores de glucosa y oxidasa
negativos, a partir de su crecimiento en agar bilis glucosa rojo neutro, cristal violeta, las
sales biliares inhiben el crecimiento de la microbiota Gram (+). Las enterobacterias
fermentan glucosa, por la ruta glucolitica de Embden Meyerhof; fosforilan la glucosa,
formando &cido piravico, que acidifica el medio de cultivo donde el indicador de pH
cambia de color produciendo colonias purpuras de 1-2 mm de diametro, asociadas 0 no a
la produccion de gas, rodeadas de halos de color rosa por la precipitacion de las sales
biliares. (Norma Boliviana 32014, 2014, p. 2)



El andlisis requiere diluciones decimales de la muestra en agua peptonada y siembra en
profundidad, de 1 ml en caja petri vertiendo encima el agar a una temperatura de 45+2°C

y posterior incubacion a 35 +/- 2 °C por 24 horas.

2.8.2 Recuento en placa para Escherichia coli — NB 32005:2002

Principio del método

Este método se basa en la capacidad que tienen los coliformes de fermentar hidratos de
carbono como lactosa, a través de la via metabdlica de fermentacion lactica, con
produccién de acido y gas, a una temperatura de 352 °C. El Agar rojo neutro cristal
violeta lactosa (ARNCL) contiene peptona y extracto de levadura, aportando nutrientes
para el crecimiento bacteriano, las sales biliares y cristal violeta inhiben el desarrollo de
la microbiota Gram (+) el rojo neutro es el indicador de pH. (BRITANIA, 2021, p. 1)

Este método requiere diluciones decimales de la muestra en agua peptonada y siembra en
profundidad de 1 ml en cajas petri, vertiendo encima el agar ARNCL y posterior a la
incubacion a 35+2 °C por 24 a 48 horas, las colonias de Escherichia coli, presentan las

siguientes caracteristicas:

Color rosado/purpura, de diametro 1 — 2 mm, con un halo de precipitacion de sales biliares,
se confirma sembrando las colonias presuntivas en medios selectivos y diferenciales como
el caldo Verde Brillante y caldo Escherichia coli, por 24 a 48 horas a una temperatura de
35+2°C y 44,5+£2°C respectivamente. (IBNORCA, 2002, p. 2)

2.9 Métodos de analisis microbioldgicos alternativos

2.9.1 Recuento de Enterobacterias - AOAC Official Method 2006.01 por placa
Petrifilm™

Principio del método

Es una placa seca rehidratable conformada de dos films: el inferior contiene los nutrientes
del medio agar (Cristal violeta, rojo neutro, bilis, glucosa modificado), el film superior

tiene un agente gelificante soluble en agua fria y adhesivos, el indicador de color (2,3,5
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tricloruro de trifeniltetrazolio: rojo de clorofenol (TTC)), facilita la enumeracion de
enterobacterias; por la fermentacion de glucosa y produccién de &cido pirdvico que
acidifica el pH causando cambio de color del medio a rojo. El film superior permeable
favorece la difusion del oxigeno y retiene el gas formado por las enterobacterias.
(Petrifilm™, 2006, p. 54)

Este método aplica diluciones decimales de la muestra en agua peptonada o agua
peptonada tamponada, transfiriendo 1 ml de dilucion a la placa de Petrifilm se aplica
presion con el difusor de placa, para su posterior incubacion a 35°C +/- 2°C por 24 hrs.
Posteriormente las bacterias fermentadoras de glucosa muestran las siguientes

caracteristicas:

v Colonias rojas de 2 mm de didmetro circulares o levemente deformes, rodeadas
por una zona amarilla asociadas a burbujas de gas.
v" Colonias rojas de 2 mm de didmetro circulares, rodeadas por una zona amarilla sin

burbujas de gas.

2.9.2 Recuento de Escherichia coli — NB 32020:2005 por placa Petrifilm™

Principio del método:

Es una placa seca rehidratable conformada de dos films: el inferior contiene los nutrientes
del medio cristal violeta, rojo neutro, bilis, lactosa modificada, el indicador 5-bromo-4-
cloro-3-indolilbeta-D-glucurdnido (BCIG) y un agente gelificante soluble en agua fria (El
area donde se desarrollaran los microorganismos esta definida por una pelicula intermedia
de espuma). Se complementa en la parte superior con otra lamina de polipropileno que
contiene gel soluble en agua fria y tricloruro de trifenil tetrazolio (o TTC) como indicador.
(3M, 2006, p.2)

Este método se basa en la propiedad, que tienen E. coli para fermentar lactosa y producir
beta-glucuronidasa, acido y gas. Se realizan diluciones decimales de las muestras en

medios tamponados, se transfiere 1 ml a la placa, procediendo a la incubacion a 35°C
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+2°C por 24 horas para el recuento de coliformes totales y adicionando 24 horas para el

recuento de E. coli. Tras la incubacion las colonias muestran las siguientes caracteristicas.

v Colonias con precipitado azul de 2 mm de didmetro circulares o levemente
deformes, asociadas a burbujas de gas.
v Colonias con precipitado azul de 2 mm de didmetro circulares o levemente

deformes, no asociadas a burbujas de gas.

2.10 Consideraciones tedricas de las Normas Internacionales aplicadas al
Laboratorio

La Organizacién Internacional de Normalizacién (1SO), es una federacién mundial de
organismos nacionales de normalizacion, se encargan de la elaboracion de Normas
Internacionales a través de sus comités técnicos. Cada organismo miembro, esta
interesado en un tema para el cual se haya establecido un comité técnico, tiene derecho a
tener representacion participativa. Las organizaciones internacionales, gubernamentales y
no gubernamentales, en coordinacion con ISO, también participan en el trabajo de campo
evaluativo de la conformidad. 1ISO