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RESUMEN
Las nieves artesanales son productos de consumo popular y a igual que cuaquier otro
alimento, este debe cumplir con ciertos limites microbiol 6gicos que garanticen su inocuidad al
ser consumidos. En nuestro pais estos limites han sido establecidos por € Consejo Nacional de
Cienciay Tecnologia (CONACYT), En la Norma Salvadorefia obligatoria “Helados y Mezclas
de Helados. Especificaciones.” (Anexo V) la cud se tomd como base para la evaluacion de la

calidad microbiol 6gica de nieves artesanales.

Para redlizar dicha evaluacion se recolectaron 31 muestras obtenidas de diferentes
fuentes que comercializan su producto en las afueras de Centros Educativos del municipio de

Mgjicanos.

Los andlisis realizados a las muestras fueron: Recuento de Microorganismos Mesofilos
aerobios, recuento de Staphylococcus aureus, Identificacion de Escherichia coli , NUmero mas

probable para coliformes totales (NMP), identificacion de Salmonella sp.

Los resultados obtenidos indican que e 100% de las muestras analizadas no cumplen
con las muestras establecidas por CONACYT; lo que hace que dicho aimento constituya un
riesgo para la salud, por lo que se presentan recomendaciones encaminadas a mejorar las
condiciones de elaboracion, manipulacién, comercializacion que contribuyan a que las nieves

artesanal es cumplan con los limites microbiol 6gicos establecidos.
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INTRODUCCION

Las nieves artesanales, son productos obtenidos a partir de mezclas batidas
manualmente y refrigeradas, que contienen en su composicion edulcorantes como el azucar,
saborizantes, colorantes naturales y artificiales, agua potable y € agregado de puré o base de

frutas naturales.(13)

Dichos productos son de facil obtencién y bajo costo, por 1o que son consumidas por un
alto porcentaje de la poblacion, especialmente menores de edad, siendo estos €l sector de la
poblacion mas susceptibles a adquirir enfermedades provocadas por una gran variedad de
microorganismos, que se desarrollan comunmente en este tipo de aimento, al ser elaborados
sin tomar en cuenta practicas higiénicas de elaboracion, manipulacion del producto y control

de calidad del mismo.

En la presente investigacion se evalud la calidad microbiolgica de nieves artesanaes ,
comunmente conocidas como “sorbetes de carreton” que son comercializadas en los
alrededores de los centros educativos del municipio de mejicanos, dicha evaluacion se realizo
tomando en cuenta los limites establecidos por la Norma Salvadorefia Obligatoria
NSO:67.01.11:95 “Helados y mezclas de Helados. Especificaciones’, elaborada por el

Consgjo Nacional de Cienciay Tecnologia (CONACYT).
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Se determind la conformidad o no de cada una de las muestras con la Norma

Salvadorefia Obligatoriay en consecuencia €l riesgo que implicael consumo de este alimento.

Debido ala gran popularidad que tiene este tipo de productos en |a poblacion en genera
y tomando en cuenta las deficientes condiciones higiénicas en que estos son elaborados y
comercializados, se hace necesaria la presente investigacion, con €l objetivo de que sirva para

el mgjoramiento de la calidad de dichos productosy proteger la salud de |os consumidores.
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. OBJETIVO

1. Objetivo general
Evaduar la calidad microbiolégicas de nieves elaboradas artesanalmente

comercializadas en | as afueras de centros educativos del Municipio de Mgjicanos.

2. Objetivos especificos

2.1. Determinar en base a las especificaciones microbioldgicas establecidas por la Norma
Salvadorefia Obligatoria elaborada por e Consgo Naciona de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT) referente a helados y mezclas de helados NSO 67.01.11:95, si las muestras de

nieves artesanales cumplen con dicha norma.

2.2. Proponer medidas higiénicas parala elaboracion y manipulacion de nieves que mejoren su

calidad microbiol 6gica

2.3. dar a conocer |os resultados conocidos a los diferentes centros educativos involucrados en
la investigacion, asi como al Ministerio de Salud Publica 'y Asistencia Social para que tomen

las medidas apropiadas.
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MARCO TEORICO
1. DEFINICION DE HELADOS O SORBETES

Son los productos obtenidos a partir de la mezcla pasteurizada, homogenizada, batida y
refrigerada por medios manuales 0 mecanicos que tenga en su composicion grasa butirica en
forma de crema, mantequilla o en polvo, proteina lactea en forma de solidos de leche,
edul corantes tales como azucar , glucosa, dextrosa en forma liquida o sdlida, estabilizantes y

emulsificantes alimenticios, saborizantes, colorantes naturales y artificiales y agua potable.(13)

2. CLASIFICACION DE HELADOS O SORBETES
Los helados o sorbetes se clasifican de acuerdo a su composicion y a origen de sus

ingredientes en los siguientes tipos (13):

a Helado o sorbete de leche

b. Helado o sorbete de crema

c. Helado de aguao paeta

d. Nieve

e. Sherbert

f. Imitacién de helado o sorbete de leche o crema (Mellorine)



3. DEFINICION DE NIEVE

Son los productos obtenidos a partir de las mezclas pasteurizadas, homogenizadas,
batidas y refrigeradas mecanica 0 manuamente que llevan en su composicion todos los
ingredientes seguin se establece en la definicion de helados o0 sorbetes, a excepcion de ningun
tipo de grasa butirica o vegetal , ni solidos lacteos de leche y con el agregado de puré o base de

frutas naturales (13).

4. COMPOSICION GENERAL DE UNA NIEVE
Los ingredientes que se emplean en la elaboracion de nieves, deberan ser limpios, sanos
y libre de contaminacion, ademas deberan cumplir con las normas salvadorefias
correspondientes en su defecto con las normas del Codex Alimentarius de la FAO/OMS. Los
principales ingredientes son los que se indican a continuacion (13):
a. Edulcorantes. Sacarosa, jarabe de maiz o glucosa, azUcar invertida, dextrosa, fructosa,
lactosa, 0 mezclade ellos.
b. Aguapotable.
c. Frutasy productos derivados de las mismas.
d. Otros productos alimenticios, tales como € café, cacao, miel de abeja, jengibre,
almendras, nueces, licores.
e. Colorantes artificiales: Se permitira el uso de colorantes artificiales autorizados por €l

Ministerio de Salud Publicay Asistencia Social o por e Codex Alimentarius.



f. Colorantes Naturales: El producto en cualquiera de sus tipos podra ser adicionado de
los siguientes colorantes naturales en la cantidad necesaria para obtener € efecto
deseado: Alfa, Beta, Gamma Caroteno, Alfa, Beta, Gamma-8'-carotenal, Beta-apo 8
carotenoide, Cantavantina, Remolacha, Clorofila, Riboflavina, Curcuma, Cochinilla,
cacao, caramelo, carbdn, xantofila, annato, otros que son permitidos por € Ministerio
de Salud Publicay Asistencia Social.

g. Saborizantes: los helados pueden elaborarse con saborizantes naturales y/o artificiales.

h. Reguladores de pH. Para regular el pH de los helados y las mezclas para helados
pueden usarse las siguientes sustancias.acido acético, acido citrico y sus sales de sodio,
potasio y calcio, &cido D1-léactico y sus sades de amonio, &cido L-lactico, acido
D1- malico, acido L-malico, Ortofosfatos de sodio, potasio, calcio, polifosfato de sodio

y potasio, bicarbonato de sodio, &cido L-tartarico y sus sales de sodio y potasio.

5. CARACTERISTICASMICROBIOLOGICAS
5.1 Factoresque afectan € crecimiento de microorganismos en los alimentos.

En un alimento se encuentran diferentes factores que afectan el crecimiento microbiano,
entre los cuales estan: Nutrientes, agua disponible (Aw), pH, concentracion de oxigeno y

Temperatura



5.1.1. Nutrientes.

Los microorganismos requieren para su metabolismo y multiplicaciéon nutrientes
basicos, como son carbono y nitrdgeno, factores de crecimiento como vitaminas, minerales y
agua. Todos estos nutrientes se encuentran presentes en los alimentos, los cuales son
aprovechados por los microorganismos utilizando enzimas apropiadas que degradan a los
carbohidratos, proteinas y lipidos, hasta obtener nutrientes mas simples, obteniendo de ellos

energia paralasintesis de sus propios elementos celulares (5).

5.1.2 Aguadisponible.

Es el agua que se encuentra disponible en los alimentos para que |os microorganismos
puedan desarrollar sus funciones metabdlicas. El agua disponible es medida en términos de
actividad del agua (Aw). Esta representa la razon de la humedad relativa de € aire sobre la
solucion a prueba comparada con €l agua destilada. La mayoria de las bacterias tienen un Aw
Optimo de 0.98, existiendo ademas para cada microorganismo un valor minimo y maximo. Al
agregar soluto (sal o azlicar) a un alimento, se reduce e Aw y con ello seinhibe &l crecimiento

microbiano al ser deshidratados por |as condiciones hipertonicas (5,9).

513. pH
La mayoria de las bacterias requieren un pH Optimo para su desarrollo, € cud es

generalmente arededor de 7.0. Algunas bacterias productoras de acido, como |los lactobacilos



y estreptococos crecen mejor a pH 5.5-6.0 , mientras que los mohos y las levaduras se
desarrollan mejor a pH é&cido, entre 4.5 y 5.5. El pH del aimento junto con otros factores,

determinara el tipo de microorganismo que pueda desarrollar sobre determinado alimento (5).

5.1.4. Concentracion de oxigeno
Los microorganismos se clasifican en aerobios o anaerobios segin su tolerancia a
oxigeno. En un alimento la atmosfera que |o rodea determinara €l tipo de microorganismo que

se desarrolle en é asi como s este crece en lasuperficie 0 en el fondo del alimento (14).

5.1.5. Temperatura

La temperatura es uno de los factores de mayor importancia para el crecimiento de los
microorganismos, existiendo para cada uno, temperaturas minimas, optimas y maximas para
realizar sus actividades metabodlicas y de multiplicacion. Las bacterias se clasifican segin esta

caracteristica en bacterias psicrofilas, psicrotrofas, mesofilasy termdfilas (8).

Las bajas temperaturas retardan e crecimiento microbiano, alargando e periodo de
almacenamiento en un alimento. Aungue algunos microorganismos son muy sensibles a las
bajas temperaturas y su nimero se ve reducido, estas no generan un decremento significativo

sobre latotalidad de la poblacién microbiana de un alimento.
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Esto debido a que los rangos de temperaturas para una especie en particular no son
rigidos y pueden variar dependiendo de factores externos como son el pH y la disponibilidad
de nutrientes. Lentos crecimientos microbianos se han descrito a temperaturas inferiores a los

—10° C, particularmente en jugos de frutas concentrados, helados y algunas frutas.(9)

Asi tenemos a microorganismos clasificados como mesofilos que son capaces de
multiplicarse a bagjas temperaturas, como por gemplo Staphilococcus aureus € cual puede
multiplicarse y producir toxinas a temperaturas de 4° C y Salmonella sp que puede soportar

temperaturas de congelacion por largos periodos de tiempo.(7)

5.2. FUENTES DE CONTAMINACION MICROBIOLOGICA
5.2.1. Contaminacion por lasfrutas.

La superficie de las plantas posee su propia flora microbiana normal, la cual incluye
especies de Pseudomonas , Alcaligenes, Flavobacterium y Micrococcus, asi como especies de
coliformes y bacterias lacticas. Ademas la parte superficial de la planta se ve expuesta a la
contaminacion por € suelo, € are, € agua, animales, incorporando microorganismos
procedentes de estas fuentes. Estos microorganismos pueden incrementar su ndmero al
encontrar condiciones apropiadas de crecimiento, esto ocurre generamente después de la
recoleccion. Se ha comprobado que algunas frutas albergan en su interior microorganismos

viables (5,8).
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5.2.2. Contaminacion a partir delosanimales.

Los animales constituyen una fuente importante de contaminacién de los alimentos ya
gue estos depositan sus excretas , a suelo, al aguay a las plantas que habitan estos medios,
introduciendo a estos una gran cantidad de bacterias coliformes y enterococos, muchos
animales causan dafios fisicos a las frutas incorporando de esta forma microorganismos,

iniciando €l proceso de contaminacion microbiana (5).

5.2.3. Contaminacion por € suelo

El suelo contiene la mayor variedad de microorganismos, procedentes de todas las
fuentes de contaminacion, € polvo del suelo es arrastrado por €l aire y las particulas pueden
alcanzar la superficie de los aimentos o € agua con la que se elaboran y de esta manera

contaminarl os.

Entre los microorganismos mas importantes que habitan el suelo se encuentran mohos y
levaduras y bacterias como Enterobacter, Bacillus, Clostridium, Escherichia, Micrococcus,
Alcaligenes,Flavobacterium, Pseudomonas, Streptococcus y algunas baterias superiores como

Actinomicetos y bacterias ferruginosas (5).
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5.2.4 Contaminacion por el agua

El agua contiene no solo su propia flora microbiana sino también microorganismos
procedentes del suelo, animales y de aguas residuales. Al ser este el ingrediente principal en la
elaboracion de muchos alimentos, se debe tomar en cuenta su calidad microbioldgica. El agua
utilizada en e lavado y elaboracion de los alimentos es generalmente agua procedente de
tuberias la cual presuntamente ha sido previamente potabilizada, aunque a ser utilizada no se
puede garantizar su calidad microbiologica ya que también puede ser contaminada en el
proceso de distribucidn, asi como en su recoleccién y almacenamiento por lo que resulta

fundamental realizar €l control microbiol6gico de esta.

Ademas puede ser fuente de contaminacion a ser utilizada como hielo para la
preservacion de algunos alimentos, especialmente si no se conoce € origen y la forma de
elaboracion de este. Entre la flora bacteriana del hielo utilizado para conservar los alimentos
estan especies de los géneros Corynebacterium, Alcaligenes, Flavobacterium, Pseudomonas y

cocos (5,14).

5.25 Contaminacion por manipuladores
La contaminacion de los aimentos se puede producir durante su manipulacion al ser
elaborados o distribuidos, cuando no se tienen las condiciones higiénicas adecuadas, para

evitar dicha contaminacion, el persona que entra en contacto directo con el alimento deben
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estar libres de enfermedades infecto-contagiosas, especialmente de la piel y contar con €
equipo necesario para evitar en lo posible el contacto con el alimento reduciendo la posibilidad

de contaminacion (14).

5.3. MICROORGANISMOS DE |INTERES EN LA MICROBIOLOGIA DE
ALIMENTOS
5.3.1. Microorganismos indicador es.

Cada alimento posee su propia flora microbiana sin que esto implique necesariamente
un riesgo para e consumidor. Los aimentos Unicamente constituyen un riesgo para la salud al
ser elaborados sin las condiciones bésicas de higiene. En el andlisis de un alimento resultaria
caro y poco practico, buscar la presencia de microorganismos patogenos o sus toxinas. Por lo
gue se ha preferido trabajar con grupos o especies de microorganismos que indiquen al estar
presentes en € aimento dentro de ciertos rangos numeéricos que este ha sido expuesto a
condiciones que pueden introducir microorganismos patdégenos y permitir gue se multipliquen

0 sean capaces de elaborar sus toxinas (14).

5.3.1.1. Microor ganismos mesofilos aer obios
Los microorganismos mesofilos aerobios son aquellos que requieren oxigeno como
aceptor terminal de electrones y no proliferan en condicion de anaerobiosis y que poseen una

temperatura optima de crecimiento de 30-40° C. La mayor parte microorganismos se
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encuentran dentro de esta categoria, incluyendo todos los microorganismos patégenos para los
humanos. Debido a esto las fuentes de contaminacion son muy diversas y pueden ser el agua,
aire, suelo, superficies y equipos sucios, malas condiciones de amacenamiento y

comercializacion etc.

El objetivo de este recuento es determinar la vida Util de un alimento almacenado a
temperatura ambiente, condiciones de higiene de superficies y maguinarias, caidad de la

materia prima (7).

El recuento de microorganismos mesofilos aerobios provee la estimacion del niUmero de
microorganismos presentes en un producto. se basa en la hipétesis que las células bacterianas
gue contiene la muestra mezclada en un medio de agar forman, cada una, colonias visibles y
separadas. Para ello se mezclan diluciones decimales de la muestra con € medio. Incubando

las placas a 35° C por 48 horas y se redliza el conteo de las colonias.

Este método como todos presenta limitaciones. Las células bacterianas pueden crecer
en pares, racimos o células individuaes que pueden no estar bien distribuidas. Por
consiguiente cada colonia que se forma puede proceder de una célula o grupos de células, por
lo que el computo de colonias se agrupa en el término “Unidades Formadoras de Colonias

(UFC)". (2)
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5.3.1.2. Coliformestotales

Los microorganismos coliformes estdn comprendidos por los géneros Escherichia,
klebsiella, Citrobacter y Enterobacter. Estos presentan la caracteristica comun de fermentar la
lactosa , con produccion de gas. De estos Unicamente Escherichia coli y dos biotipos del
género Enterobacter son de origen fecal, los géneros Citrobacter y klebsiela se aislan del

ambiente y vegetales y no son de origen fecal.(7)

Las bacterias de este grupo presenta la capacidad de crecer perfectamente dentro de un
intervalo de temperaturas bastante amplio, desde temperaturas inferiores a 10° C hasta una

temperatura proximaalos 46° C.(5)

El recuento de coliformes totales sirve como un indicador de, tratamiento térmico
insuficiente de un alimento, contaminacion posterior al tratamiento térmico, almacenge del
producto terminado a temperatura demasiado elevada, superficies y maquinarias en malas

condiciones higiénicas (14).

El andlisis de coliformes totales por el método de tubos multiples es basado en formulas
de probabilidad, estimado de la densidad promedio de coliformes en las muestras, y se rediza

en dos pasos: Prueba presuntivay prueba confirmativa. . (2)
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Para la prueba presuntiva se utiliza caldo Laurilsulfato, € cual debido a su gran calidad
nutritiva y a su tampon de fosfatos, garantiza €l crecimiento répido y la formacion de gas,
incluso en & caso de coliformes que fermentan lentamente la lactosa, e contenido de

laurilsulfato inhibe en gran manera el crecimiento de flora acompafiante.

La prueba confirmativa se realiza con caldo BRILA, € cual inhibe & crecimiento de
flora acompaiiante por su contenido de hilis y verde brillante, La fermentacion de la lactosa
con formacion de gas, es un indicativo de la presencia de Escherichia coli , pero coliformes
no fecales también crecen en este medio, las cuales pueden presentar formacion de gas en

algunas ocasiones. (17)

5.3.1.3 Escherichia coli

Escherichia coli , es una bacteria gramnegativa, en forma de bacilo, con presencia de
flagelos que le dan movilidad, no forman esporas y son aerobios facultativos, fermentan la
lactosa con produccion de gas a 45.5° C y produce Indol a partir de triptéfano a 35° C. Su
habitat es €l tracto digestivo del hombre y de otros animal es de sangre caliente. La temperatura
Optima de crecimiento del microorganismo es de 37° C, pero posee un intervalo de crecimiento

guevade 10 a40° C.(7,5)
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Inicialmente solo se utiliz6 como indicador de contaminacion fecal en agua,
utilizandose posteriormente para determinar contaminacion fecal también en los alimentos. La
prueba es de utilidad para determinar la posible contaminacion fecal de un alimento, lo que
implica e riesgo de la posible contaminacion con otras bacterias de origen entérico como

Salmonella o Shigella. (7)

Laidentificacion deE. coli sebasaen las caracteristicas morfol dgicas que presentala
bacteria en el Agar EMB, €l cual gracias alos colorantes presentes en su formulacion inhibe a
la flora acompafante, especialmente bacterias gram-positivas, las colonias de E. coli
presentan en el medio una coloracion verdosa con o sin brillo metédlico alaluz reflgada, con el
centro negroazulado a la luz transmitida. Como método de confirmacion se requiere realizar

pruebas bioquimicas. (17)

5.3.2. Microorganismos causantes de enfer medades alimentarias
Son microorganismos capaces de producir enfermedades, cuando estos se encuentran en
cantidades y condiciones adecuadas para su multiplicacion en un aimento volviendo al

producto peligroso parael consumo humano.

La enfermedad alimentaria puede ser causada por una infeccion, en la cua €

microorganismo se multiplica dentro del organismo huésped antes de iniciarse € cuadro
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clinico, generalmente transcurren mas de 24 horas entre la ingesta y la presencia de los
sintomas. Otro mecanismo de accion es la intoxicacion aimentaria en la cual €
microorganismo produce toxinas cuando este se encuentra en el alimento, produciéndose los

sintomas pocas horas después de su ingestion.

La gravedad de la enfermedad alimentaria va a depender de diferentes factores como
son, lavirulencia de la cepa, e nimero inicia de células, la cantidad de toxina elaborada antes
de su ingestion, asi como también la sensibilidad de la persona. Existen grupos de alto riesgo
como son nifios, ancianos y personas enfermas las cuales son més susceptibles de adquirir

enfermedades alimentarias (14).

5.3.2.1. Staphylococcus aureus

Son células esféricas grampositivas, no méviles y no forman esporas, los estafilococos
producen catalasa, fermentan con lentitud muchos carbohidratos produciendo acido lactico
pero no gas, . aureus es positivo ala coagulasa, es un patdgeno de gran importancia para el

ser humano y es el causante de muchas infecciones graves.

S. aureus, puede producir enfermedad tanto por su capacidad de multiplicarse y
extenderse con amplitud por los tejidos, asi como por su produccion de muchas sustancias

extracelulares. Es de gran utilidad como un indicador de contaminacién de un aimento por
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manipuladores, por ello es también importante la deteccion de . aureus en las manos, nariz

y garganta de |os manipul adores de alimentos.(7)

Su multiplicacion en un alimento depende de las condiciones ambientales y de la flora
acompariante ya que son malos competidores frente a otros microorganismos. La produccion
de toxinas también depende de € tipo de cepa ya que no todas las cepas coagulasa positiva son

toxigeénicas.

El intervalo de temperaturas dentro del cual tienen lugar la multiplicacion y la

produccion de toxina esta comprendido entre los 4 y los 46° C.(5)

El cuadro de intoxicacion aimentaria es producido Unicamente cuando el
microorganismo alcanza valores de 10° UFC/g 0 més en el aimento produciéndose con elo la
cantidad de toxina necesaria para causar la intoxicacion, la cual se presenta de 30 minutos a 8
horas después de haber consumido el alimento y se caracteriza por vomito, dolor abdominal e

hipotermia, su duracion puede variar entre uno a dos dias (14).

La identificacion de S. aureus se basa en las caracteristicas morfolédgicas que

presentan las colonias en € Agar selectivo para Estafilococos BAIRD-PARKER, €l cual
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favorece selectivamente el crecimiento de estafilococos por su contenido de glicocola y

piruvato e inhibe la flora acompanante gracias a su contenido de cloruro delitio y telurito.

Las colonias de &. aureus muestran sobre e medio opaco por su contenido en yema
de huevo caracteristicas diagnosticas por lipdlisis y protedlisis, ya que estas producen halos y
anillos caracteristicos y debido a la reduccion de telurito a teluro, se desarrolla una colonia
negra. La reaccion con la yema de huevo y € telurito se presentan en la mayoria de los casos
en forma paralela con una reaccion positiva a la prueba de la coagulasa, por lo tanto es

necesario larealizacion de esta prueba como método de confirmacion.(17)

5.3.2.2 Salmonella sp.

Todos los serotipos del género Salmonella son potencialmente patdgenos para el
hombre , existiendo aproximadamente 1600 serotipos diferentes. Son bacterias gramnegativas,
en su mayoria moviles, crecen con facilidad en medios sencillos, cas nunca fermentan la
lactosa o0 la sacarosa. Forman écido y a veces gas a partir de glucosay manosa. Suelen producir
H,S, sobreviven a la congelacion en e agua durante periodos prolongados. Son bacterias de

origen intestinal que al ser excretadas por |as heces pueden contaminar €l suelo y el agua.

Aungue su temperatura optima es de 37° C, €l intervalo temperatura para el crecimiento

de Salmonella sp. enlos alimentos oscilade 6.7° C a45.6° C.(5)
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La enfermedad se transmite generalmente por la ingestion de alimentos de origen
animal contaminados, asi como por el consumo de agua contaminada con heces fecales. Otra
via menos frecuente es de un ser humano a otro. La dosis infecciosa media para producir
infeccion clinica en e hombre es de 10° a 10° Salmonellas (de la especie Salmonella typhi
basta con 10° microorganismos). Entre los factores que contribuyen a la resistencia de la
infeccion por Salmonella se encuentran: acidez gastrica, flora microbiana intestinal normal,

inmunidad intestinal local.(7)

Las Salmonellas producen tres tipos principales de enfermedades en e hombre: fiebre

intestinal o tifoidea, bacteremia con lesiones focales y enterocolitis o gastroenteritis.

5.3.2.2.1. Fiebreintestinal, fiebretificaotifoidea

L os agentes etiol 6gicos son solo algunos serotipos como S, typhi y S Paratyphi, A, B
0 C, las fuentes de contagio son principamente las aguas servidas, posee un periodo de
incubacion de 10 a 14 dias, después del cual aparecen fiebres, malestar general, cefaalgia, ,
bradicardia, con escasos sintomas intestinales. El cuadro puede durar de 2-3 semanas. Las

personas que han padecido esta enfermedad son portadores durante algunas semanas (7).
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5.3.2.2.2 Bacteremia con lesiones focales
Puede ser causada por cualquier serotipo de Salmonella, después de lainfeccion por via
bucal ocurre una invasion temprana de la sangre con posibles lesiones focales en pulmones,

huesos, meninges, etc. A menudo no hay manifestaciones intestinales (7).

5.3.2.2.3.Enterocolitis (gastr oenteritis)

El agente causal puede ser cualquier serotipo de Salmonella, es la manifestacion méas
comun de infeccion por Salmonella en los E.U.A., los sintomas se producen de 8-48 horas
después de la ingestion de los microorganismos, causando diarrea, dolor abdominal, nauseas,
vomitos, cefaleas y escaso aumento de la temperatura. Su duracion va de 3 a5 dias y no hay

portadores (7,14).

La identificacion de Salmonella sp. Se basa en las caracteristicas morfoldgicas que
presentan las colonias de Salmonella sp. En medios selectivos como son Agar Salmonella-

Shigella y Agar Bismuto Sulfito.

El Agar Salmonella-shigella inhibe considerablemente la flora acompafiante por su
contenido de verde brillante, bilis de buey y la elevada concentracion de tiosulfato y piruvato.
Las colonias de Samonella son incoloras, transparentes y en algunas ocasiones con centro

negro, Shigellas y Proteus poseen estas mismas caracteristicas en el medio por lo que es
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necesario la confirmacion resembrando las colonias sospechosas en Agar VRBL, en e cud las
colonias de Salmonella sp. crecen incoloras y transparentes debido a su incapacidad para

fermentar lalactosa.(17)

En Agar Bismuto Sulfito las colonias de Salmonella sp. Presentan un centro negro,
borde claro, precipitado negro con brillo metalico alrededor de |as colonias (“ 0jo de congjo, 0jo

de pez”).

El verde brillante y € bismuto inhiben considerablemente a los gérmenes de
acompafiamiento. Las colonias de Salmonella H,S-positivas, presentan ennegrecimiento
debido a sulfuro de hierro. La reduccién de los iones bismuto a bismuto metdlico produce

brillo metélico alrededor de las correspondientes colonias.(17)
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METODOLOGIA

1. INVESTIGACION DE CAMPO
1.1. UNIVERSO

El universo de la investigacion esta constituida por los vendedores de nieves el aboradas
artesanalmente que comercializan su producto en los centros educativos (publicos y privados)

del municipio de Mgicanos.

Debido aque ni el Ministerio de Salud publicay Asistencia Social, ni la municipalidad
de Megjicanos cuenta con un control acerca de el nimero de vendedores de nieves artesanales, y
ya que la investigacion esta enfocada en los vendedores que comercializan su producto en los
alrededores de los centros educativos se determiné tomar como universo a la totalidad de

centros educativos publicos y privados del municipio de Megjicanos.

1.2. DISENO Y TAMARNO DE MUESTRA

El muestreo implementado en esta investigacion corresponde al método establecido por
la Norma Centroamericana No 4 011 “Procedimientos de muestreo y tablas para investigacion
por atributos. Planes de muestra simple, doble y mdiltiple con rechazo” publicada por €l

ICAITI.
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El nimero de centros educativos considerados como representativos se obtuvo por
medio de lastablas 1 y IIA de lanorma (ver anexo | y Il ), paralo cua se dividio € total de
centros educativos (79 centros educativos), en centros publicos y centros privados con el objeto
de mantener |as caracteristicas originales del universo, estos subgrupos quedaron constituidos

por 48 centros privados y 31 centros publicos.

El plan de muestreo utilizado es el de tipo simple, en € cual se inspecciona una sola
muestra del lote y sobre la base del resultado obtenido, se procede a la aceptacion o rechazo de

dicho lote.

Debido a que no se cuenta con ningun dato anterior referente a la calidad
microbiol 6gica de nieves artesanales la norma centroamericana indica que se debe realizar una

inspeccion de tipo normal.

Paralo cual se busco en latablal (Anexo I) laletra clave para el tamarfio de la muestra,
encontrando en la columna “tamafio de lote o partida’ el rango en € que se encuentra €
tamano de cada subgrupo de centros educativos, procediendo a buscar la letra clave en la
columna “I1” de dicha tabla que corresponde a una inspeccion normal, tanto para centros

publicos como privados se encontro que laletra clave correspondiente era“D”
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Luego se encontr6 en latabla I1-A (Anexo Il), e tamafio de muestra correspondiente a
laletra clave encontrada, el tamafo de muestra obtenido correspondiente alaletraclave “D” es
de 8 centros educativos. Por 1o que € numero de centros educativos a ser muestreados
considerados como representativos segin la norma centroamericana es de 16 centros

educativos (8 publicos y 8 privados).

Debido a que se considerd que se tenia la posibilidad de realizar un muestreo mas
amplio que el establecido por la norma como representativo se decidio realizar e muestreo al

50% del total de centros educativos manteniendo la proporcionalidad de cada subgrupo.

Los diferentes centros educativos muestreados, se determinaron seleccionando
aleatoriamente e 50% de centros educativos del total presente en cada una de las listas de
centros publicos y privados. El nimero de centros educativos a muestrear es de 40 constituidos

como se muestraen los Anexos 11 y V.

2. DETERMINACIONESMICROBIOLOGICAS:
Las determinaciones microbiolégicas realizadas, fueron las planteadas por la norma
Salvadorefia obligatoria sobre helados y mezclas de helados elaborada por € Consejo Nacional

de Cienciay Tecnologia (CONACYT). NSO 67.01.11:95. (Anexo V)
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La metodologia de andlisis seguida se basa en los métodos establecidos en €
“Bacteriological anaytical manual” y en “Methods of analysis of the association of official

analytical chemists’ publicadas por laA.O.A.C.

3. TRABAJO DE LABORATORIO
3.1 Tomademuestra

Se recolecto aproximadamente 50 g de muestra utilizando para ello bolsas plasticas de
primer uso posteriormente fueron trasladadas a laboratorio en hieleras a una temperatura entre

0-4°C

3.2 Procedimiento
3.2.1 Dilucién dela muestra

Dilucién 10™. Se pesd en forma aséptica, 25g de nieve previamente homogenizada, en
un frasco de dilucién estéril conteniendo 225 ml de la solucion diluyente de peptona y

posteriormente se homogenizo la muestra.

Dilucién 1072, Inmediatamente después de homogenizar, se tomé una alicuota de 10 ml
de la dilucién 10 con una pipeta estéril y se agregé la porcion a un frasco de dilucion que
contenia 90 ml de la solucion diluyente estéril, evitando € contacto entre la pipeta y €

diluyente.
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Dilucién 103, Se transfirié con una pipeta 10 ml de la dilucién (10?) a otro frasco de
dilucion conteniendo 90 ml de la solucién diluyente de peptona estéril, evitando el contacto

entre lapipetay e diluyente.

Dilucién 10, Se transfirié con una pipeta 10 ml de la dilucién (10°%) a otro frasco de
dilucion conteniendo 90 ml de la solucién diluyente de peptona estéril, evitando e contacto de

la pipeta con € diluyente.

En cada una de las diluciones se mezclaron los liquidos hasta obtener una buena

homogeni zacion

3.2.2Recuento total de microor ganismos mesofilos aer obios

Con una pipeta estéril, se transfirié por duplicado 1 ml de cada una de las diluciones
obtenidas, a cajas de petri estériles vacias. Empezando con la mayor dilucién seleccionaday se
procede hasta la menor. Posteriormente se vertio en cada placa 15 a 20 ml del medio de
cultivo agar para recuento en placa fundido, enfriado previamente a una temperatura

aproximadamente de 45° C.

Inmediatamente después de agregar €l medio de cultivo se mezclaron en forma de 8 los

contenidos de | as placas en una superficie plana horizontal .
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Se incubaron las placas a una temperatura de 35 + 1° C durante 24 - 48 + 2 horas,

posteriormente se procedi6 arealizar € recuento de colonias en cada una de | as placas.

3.2.3 Deteccion de bacterias coliformestotalesy Escherichia coli
3.2.3.1. Prueba presuntiva para bacterias coliformes totales.

De cada una de las diluciones de la muestra (10, 102,10, se transfiri6 una alicuota
de 1 ml a3 tubos de fermentacion que contenian 9 ml de caldo Lauril Sulfato Triptosa ( LST )

con campanas Durham.

Se incubaron los tubos a 35 + 1° C y se examinaron después de transcurridas 24+ 2
horas para detectar la posible formacion de gas ( tubos positivos ), la cua se evidencia por un
desplazamiento del medio en la campana de Durham o por efervescencia cuando los tubos
fueron agitados suavemente; se incubaron los tubos negativos por un periodo adiciona de 24

horas y se examinan nuevamente para detectar |aformacion de gas.

Se sometieron a andlisis confirmativo todos |os tubos presuntamente positivos.



3.2.3.2. Prueba confirmativa para bacterias colifor mes totales.
Se agitd suavemente cada uno de los tubos de LST ( laurilsulfato triptosa ) que mostré
formacion de gasy, con el asacircular, se transfirio una porcion de la suspension a un tubo que

contenia 10 ml de caldo verde brillante lactosa bilis 2% ( BGLB; BRILLA).

Se incubaron los tubos BGLB ( BRILLA ) a 35+ 2° C durante 24-48+2 h, pero
examinandolo alas 24 horas y las 48 horas y se registran |os tubos que evidenciaron formacion
de gas, los cuales serviran para determinar e nimero mas probable ( NMP ) de bacterias

coliformes totales en la muestra ( ver anexo V1).

3.2.3.3. Identificacion de Escherichia coli
De un tubo con caldo BGLB (BRILA) de cada dilucion con formacion de gas se extragjo
una porcion con el asa circular transfiriéndolo a un tubo conteniendo caldo EC, se incubaron

24- 48 + 2 had5+1°C (B.M.).

Se registraron los tubos que evidenciaron formacion de gas. De cada tubo que resulto
positivo se extrajo una porcion de la suspension con el asacircular y se sembro en estrias sobre

la superficie de placas de agar eosina azul de metileno (EMB ).



Se incubaron las placas a 35+1° C durante 24 horas y luego se examinaron para
detectar |as colonias sospechosas de Escherichia coli, caracterizada por un centro oscuro con o

sin brillo metalico.

Las colonias sospechosas se sembraron nuevamente en placas de EMB incubandose

por 24 h a 35+1° C para obtener un cultivo puro, antes de realizar la confirmacion bioguimica.

3.2.3.3.1. Confirmacion bioquimica.
Se redizaron los siguientes andlisis bioquimicos con todos los cultivos que se

sospechaban ser de Escherichia coli_.

Produccion de Indol: Se inoculé un tubo que contenia caldo de triptofano y se incubd
a 35° C durante 24+2 h.; se detectd la presencia de Indol agregando 0.2 ml de reactivo de
kovacs. El andlisis positivo se evidencia por la aparicion de un color rojo claro en la capa

superior.

Analisis de Voges-Proskauer (VP). Se inocul6é un tubo que contenga caldo MR-VP y
se incuba a 35° C durante 24 + 2 h ; luego, a temperatura ambiente, se agrega 0.6 ml de la

solucion de afa naftol y 0.2 ml de la solucion de Hidroxido de potasio a 40 %, agitando



luego de la adicidn de cada solucion . El anadlisis VP es positivo cuando se desarrolla un color

rosado.

Analisis con rojo de metilo (MR). Se inocul ¢ un tubo que contenga caldo MR-VPy se
incubo a 35° C durante 24+ 2 h ; luego, a temperatura ambiente, se agrega 0.3 ml de la solucion

indicadora de rojo de metilo. El andlisis MR es positivo cuando aparece un color rojo claro

Utilizaciéon de Citrato. Con una porcién minima de la colonia se inoculé un tubo
conteniendo agar citrato; Se incubo a 35° C durante 24 + 2 h 'y luego se observé s se desarroll6
una coloracién azul lo cual indica que €l andlisis es positivo. La coloracion verde inicial del

medio indica reaccion negativa.

Movilidad. En un tubo conteniendo agar SIM , se introdujo en forma vertical un asa en
punta conteniendo una porcion minima de colonia sospechosa, se incubo a 35° C durante 24 +
2 h y luego se observd s hubo un crecimiento Unicamente en el area inoculada, o s €

crecimiento se daen todo el medio de cultivo (movilidad positiva)

Agar TSI. Las colonias seleccionadas se sembraron utilizando un asa en punta en
forma de estrias sobre la superficie de un tubo inclinado conteniendo € medio. Se incubaron

los tubos inoculados durante 24h a 37+ 1° C y seinterpretan los cambios en € medio:



FONDO DEL MEDIO TSI

AMARILLO FORMACION DE ACIDO A PARTIR DE
GLUCOSA (A)

ROJO NO HAY FORMACION DE ACIDO A PARTIR DE
GLUCOSA (N)

NEGRO FORMACION DE SULFURO DE HIDROGENO

BURBUJAS O GRIETAS

FORMACION DE GAS A PARTIR DE LA

GLUCOSA

SUPERFICIE DEL MEDIO TSI.

AMARILLO FORMACION DE ACIDO A PARTIR DE
LACTOSA, SACAROSA O AMBAS
ROJO NO HAY FORMACION DE ACIDO A PARTIR DE

SACAROSA, LACTOSA O AMBAS.




Se considera E. Coli todas las colonias con | as siguientes caracteristicas bioquimicas:

REACCION RESULTADO

INDOL POSITIVO O NEGATIVO
ROJO DE METILO POSITIVO
VOGES-PROSKAUER NEGATIVO
MOVILIDAD POSITIVA O NEGATIVA
CITRATO NEGATIVO

TSI (Formacion de &cido en e fondo) POSITIVO

TSI (Formacion de acido en la superficie) POSITIVO O NEGATIVO
TSI (Formacion de gas en e fondo) POSITIVO O NEGATIVO
TSI (Formacion de sulfuro de hidrogeno) NEGATIVO

3.2.4 Recuento de Staphylococcus aureus
De cada una de las diluciones decimales (102, 10, 10°®), se transfiri6 asépticamente

0.4 ml, 0.3ml, 0.3 ml acajas de petri con agar Baird Parker previamente secado.

Se extendi6 € inoculo sobre la placa utilizando un rastrillo en forma de “L” y se

incubaron a 35 + 1° C por 24-48 h.



Se seleccionan las placas que contienen colonias sospechosas y se procedio ha realizar
el recuento de dichas colonias, posteriormente se realizo la prueba de la coagul asa sobre por o

menos una col onia sospechosa.

En e medio agar Baird-Parker se debera seleccionar |as colonias negras y brillantes con
bordes reducidos blancos y que aparecen rodeadas de zonas traslUcidas que contrastan con el

medio opaco.

Prueba de la coagulasa. Se transfirieron las colonias sospechosas a tubos pequefios
gue contengan alrededor de 0.3 ml de caldo infusion cerebro corazén y se suspenden en forma

cuidadosa.

Se incubaron los tubos de caldo durante 18 a 24 h a 35-37° C se agregan 0.5 ml de
plasma alos tubos de caldo y se mezcla cuidadosamente. Se incuban a una temperaturade 35-
37° Cy se examina cada hora, para verificar laformacién de coagulos, durante un intervalo de

6 h.

Se considera positiva la prueba cuando todo e contenido del tubo a coagulado y no se

desplaza cuando se invierte el tubo.



Si una colonia sospechosa da reaccion positiva se considera que todas las colonias del
mismo tipo son positivas. Posteriormente se procede a redlizar € recuento de Saphylococcus

aureus por gramo de muestra

Si no hay colonias coagulasa positiva en las placas de todas las diluciones tal situacion

se indica con la expresion “menos de 10 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo”

3.2.5 Deteccion de Salmonella sp.
3.2.5.1.Pre-enriquecimiento
Se transfirieron 25 g de muestra a un frasco de dilucion esteril conteniendo 225 ml de

caldo lactosado (dilucién 10%) y se homogenizé la muestra.

Seincubo € frasco a 37 + 1° C durante un tiempo no menor de 16 h ni mayor de 20 h.

3.2.5.2 Enriguecimiento (Enriquecimiento selectivo)

Después del periodo de incubacion, se transfirieron 1 ml del frasco a cada uno de dos

tubos conteniendo 9 ml del caldo tetrationato y 9 ml del caldo selenito.

Los caldos inoculados se incubaron por 24 h a unatemperaturade 37 +1°.



3.2.5.3 Aislamiento.

Luego de un periodo de incubacion de 24 h, se extrajo una porcion de cada uno de los
frascos incubados, usando un asa circular, y se sembro la superficie de las placas de agar
Salmonella-Shiguella (S-S) y agar Bismuto Sulfito (BS), con e fin de obtener las colonias

aisladas. Las placas fueron incubadas a 37+1° C por 24 h.

Completado € periodo de incubacion se examinaron las placas para detectar la
presencia de colonias tipicas de Salmonella sp. Las colonias tipicas de Salmonella en € agar
Salmonella-Shiguella son transparentes incoloras y en Agar Bismuto Sulfito son de coloracion

negras con brillo metalico y con halo de precipitado negro.

Si e crecimiento era muy pequefio y no se presentaban colonias tipicas de Salmonella,
se vuelven aincubar las placas a 37 + 1° C por un periodo adiciona de 20-24 h y se examinan

nuevamente | as placas para detectar colonias tipicas de Salmonella.

3.2.5.4.Confirmacion
Seleccion de colonias. De cada placa de agar Salmonella-Shiguella (S-S), se

seleccionaron 5 coloniastipicas o sospechosas para confirmacion.



Se extrgjeron las colonias sospechosas y se sembraron en estrias sobre la superficie
seca de placas de agar violeta-rojo neutro-bilis-lactosa (VRBL), luego se incubaron a37 + 1°C
durante 20-24 h.

Se seleccionaron cultivos puros (lactosa negativa) parala confirmacion bioquimica.

3.2.5.5 Confirmacion bioquimica.
Las pruebas y metodologia utilizadas para la confirmacion biogquimica son las mismas

gue se mencionan en e numeral 3.2.3.4.

Se consideran como salmonella todas las colonias que muestran las siguientes

caracteristicas bioquimicas:

REACCION RESULTADO

TSI (Formacion de acido en el fondo) POSITIVO

TSI (Formacion de acido en la superficie) NEGATIVO

TSI (Formacién de gas en €l fondo) POSITVO

TSI (Formacion de sulfuro de hidrégeno) POSITIVO
VOGES-PROSKAUER NEGATIVO
ROJO DE METILO POSITIVO
CITRATO POSITIVO
MOVILIDAD POSITIVO
INDOL NEGATIVO




CAPITULO I
DISCUSION DE RESULTADOS



TABLA Noll

RESULTADO DEL MUESTREO REALIZADO EN LOS CENTROS EDUCATIVOS DEL
MUNICIPIO DE MEJICANOS.

No. De Centro Educativo No. De Fecha
identificacion. muestras de muestreo
1 Colegio Jardin 1 09/07/01
2 Centro Escolar Japon 1 09/07/01
3 Centro Escolar 22 de Junio 1 09/07/01
4 Centro Escolar Amaia Vda 1 09/07/01
De Menéndez
5 Centro Escolar  Antonio 1 09/07/01
Nagjarro/ Esc. Ed. Parv. Com.
Jardin
6 Colegio Dr. Reinado Galindo 1 09/07/01
Polh
7 Liceo San José 1 09/07/01
8 Centro Escolar € Progreso 1 09/07/01
9 Centro Esc. Rep. De Francia 0 09/07/01
10 Centro Esc. Finca Argentina 0 09/07/01
11 Centro Escolar Republica 1 16/07/01
Oriental de Uruguay
12 Instituto Nacional Maestro 1 16/07/01
Alberto  Masferrer/  Liceo
Cristiano Rev. Juan Bueno
Zacamil
13 Centro Escolar Reino de 1 16/07/01
Suecia
14 Colegio Cristiano Pan de vida 1 16/07/01
15 Colegio Donato Di Niccolo 1 16/07/01
16 Colegio Dr. Rafael Garcia 1 16/07/01
Castro
17 Colegio Bilingie geniecitos 1 16/07/01
18 Escuela Parvularia Gloria de 0 16/07/01
Borja Natan
19 Escuela San Alfonso 0 16/07/01




No.
De Centro Educativo No. Fecha
identificacion. de muestreo
De muestras
20 Colegio Genesis 0 16/07/01
21 Colegio Julio Verne 1 21/07/01
22 Colegio Zander 1 21/07/01
23 Colegio Minerva 1 21/07/01
24 Centro Escolar San Simén 1 21/07/01
25 Centro Escolar San Mauricio 1 21/07/01
26 Colegio Horeb 1 21/07/01
27 Colegio Adler 1 21/07/01
28 Liceo Rosa Miriam de Castillo 1 21/07/01
29 Centro Escolar Prof. Fco. U. 1 21/07/01
Panamefio.
30 Coleg. Margarita Zaldivar de 0 21/07/01
Wilson
31 Centro Escolar Rep. De Per 1 13/08/01
32 Esc. Parv. Profa. Rafaela A. 1 13/08/01
De Pacheco
33 Centro Esc. Radl Rivas 1 13/08/01
Vasguez.
34 Coleg. Bradford 1 13/08/01
35 Coleg. Pedro Antonio Aparicio 1 13/08/01
36 Coleg. Cultural San Ramén 1 13/08/01
37 Coleg. Juan José Bernal 1 13/08/01
38 Coleg. San Juan de Dios 0 13/08/01
Numero de Centros educativos en los que se 33
encontraron vendedores de nieves artesanal es
Numero de Centros educativos en los que no 7
se encontraron vendedores de nieves
artesanales
Porcentaje de Centros educativos en los que se 82.5%
encontraron vendedores de nieves artesanales
Porcentaje de Centros educativos en los que 7.5%

no se encontraron vendedores de nieves
artesanales




TABLA Noll
RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS .

Limite Microbiol 6gico* Sugerido Aceptado
Recuento total, por gramo 2.5x10" (UFC) 5x10%(UFC)
No. Centro Educativo Recuento Resultado de acuerdo ala
correlativo UFC/g norma
1 Col. Jardin 2.6x10° No conforme
2 Centro Esc. Japon 3.3x10° No conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio 8.2x10° No conforme
4 Centro Esc. AmaiaVda. De Menéndez 3.2x10° No conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin 5.6x10° No conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh 1.7x10° No conforme
7 Liceo san José 3.7x10° No conforme
8 Centro Esc. El Progreso 2.6x10° No conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay 2.5x10° No conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno 1.4x10° No conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia 4.7x10° Conforme
12 Col. Cristiano pan de Vida 4.6x10° No conforme
13 Col. Donato di Niccolo 9.5x10" No conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro 1.8x10° No conforme
15 Col. Bilingiie geniecitos 3.9x10° No conforme
16 Col. Julio Verne 5.5x10° No conforme
17 Col. Zander 2.7x10° No conforme
18 Col. Minerva 1.1x10° No conforme
19 Centro Esc. San Simén 6.6x10° No conforme
20 Centro Esc. San Mauricio 1.5x10° No conforme
21 Col. Horeb 1.0x10° No conforme
22 Col. Adler 2.9x10° Conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo 6.0x10" No conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio 3.5x10° No conforme
25 Centro Esc. Republica de Pert 1.9x10" Conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafaela A. De Pacheco. 1.0x10° No Conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Vasquez 4.4x10° Conforme
28 Col. Bradford 1.6x10° No Conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio 7.2x10° No Conforme
30 Col. Cultural San Ramén 2.1x10° No Conforme
31 Col. Juan José Bernal 1.6x10° No Conforme
Numero de muestras conformes 4
Numero de muestras no conformes 27
Porcentaj e de muestras conformes 13%
Porcentaje de muestras no conformes. 87%

* Limite microbiol 6gico seglin Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.11:95 “Helados y mezclas de helados
especificaciones’.




TABLA Nolll
RESULTADO DE NMP PARA COLIFORMES TOTALES

L imite microbiol 6gico* Sugerido Aceptado

Coliformes 10 NMP/g 100 NMP/g
Centro Educativo Resultado de
No. correlativo NMP/g acuerdo ala

Norma

1 Col. Jardin > 2.4x10° No conforme
2 Centro Esc. Japon 1,100 No conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio > 2.4x10° No conforme
4 Centro Esc. AmaiaVda. De Menéndez > 2.4x10° No conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin 460 No conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh > 2.4x10° No conforme
7 Liceo san José > 2.4x10° No conforme
8 Centro Esc. El Progreso > 2.4x10° No conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay 120 No conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno > 2.4x10° No conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia 150 No conforme
12 Col. Cristiano pan de Vida > 2.4x10° No conforme

13 Col. Donato di Niccolo 75 Conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro > 2.4x10° No conforme
15 Col. Bilinglie geniecitos > 2.4x10° No conforme
16 Col. Julio Verne > 2.4x10° No conforme
17 Col. Zander > 2.4x10° No conforme
18 Col. Minerva > 2.4x10° No conforme
19 Centro Esc. San Simoén > 2.4x10° No conforme
20 Centro Esc. San Mauricio > 2.4x10° No conforme
21 Col. Horeb > 2.4x10° No conforme

22 Col. Adler 23 Conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo > 2.4x10° No conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio > 2.4x10° No conforme
25 Centro Esc. Republica de Per( 460 No conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafagla A. De Pacheco. > 2.4x10° No conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Véasguez 240 No conforme
28 Col. Bradford > 2.4x10° No conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio > 2.4x10° No conforme
30 Col. Cultural San Ramén > 2.4x10° No conforme
31 Col. Juan José Bernal > 2.4x10° No conforme

NuUmero de muestras conformes 2
NUmero de muestras no conformes 29
Porcentaj e de muestras conformes 6%
Porcentaj e de muestras no conformes 94%

* Limite microbiologico segin CODEX STAN 137-1981 “Norma del CODEX para helados comestibles y
mezclas de helados.



TABLA No IV

RECUENTO DE Staphylococcus aureus

Limite microbiolégico * Sugerido Aceptado
St. aureus 0 UFC/g 100 UFC/g
No. Centro Educativo UFC/g | Coagulasa | Resultado segunlanorma
correlativo
1 Col. Jardin 2x10° + No conforme
2 Centro Esc. Japon <10 - Conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio <10 - Conforme
4 Centro Esc. AmaliaVda. De Menéndez <10 - Conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin 3.5x10° + No conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh 4.3x10° + No conforme
7 Liceo san José 1.3x10° + No conforme
8 Centro Esc. El Progreso <10 - Conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay 3.9x10° + No conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno <10 Conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia <10 - Conforme
12 Coal. Crigtiano pan de Vida <10 - Conforme
13 Col. Donato di Niccolo <10 - Conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro <10 - Conforme
15 Cal. Bilingiie geniecitos 1.2x10" + No conforme
16 Col. Julio Verne <10 - Conforme
17 Col. Zander 2.9x10° + No conforme
18 Col. Minerva 1.3x10° + No conforme
19 Centro Esc. San Simoén <10 - Conforme
20 Centro Esc. San Mauricio <10 - Conforme
21 Col. Horeb 4.7x10° + No conforme
22 Col. Adler <10 - Conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo <10 - Conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio 1.4x10° + No conforme
25 Centro Esc. Republica de Pert <10 - Conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafagla A. De Pacheco. <10 - Conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Véasquez <10 - Conforme
28 Col. Bradford 10x10° + No conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio <10 - Conforme
30 Caol. Cultural San Ramén <10 - Conforme
31 Col. Juan José Bernal 1x10° + Conforme
NuUmero de muestras no conformes 11
NUmero de muestras conformes 20
Porcentaje de muestras no conformes 36%
Porcentaje de muestras conformes 64%

* L imite microbiol 6gico seglin Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.11:95 “Helados y mezclas de helados
especificaciones’.




TABLA NoV

IDENTIFICACION DE Escherichia coli.

L imite microbiol 6gico* Sugerido Aceptado
E. coli Ausencia Ausencia
No. correlativo Centro Educativo Identificacion | Resultado de acuerdo a
deE. Coali lanorma
1 Col. Jardin + No conforme
2 Centro Esc. Japon + No conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio + No conforme
4 Centro Esc. AmaiaVda. De Menéndez + No conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin + No conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh + No conforme
7 Liceo san José + No conforme
8 Centro Esc. El Progreso + No conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay - Conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno + No conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia + No conforme
12 Col. Cristiano pan de Vida + No conforme
13 Col. Donato di Niccolo + No conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro - Conforme
15 Col. Bilinglie geniecitos - Conforme
16 Col. Julio Verne + No conforme
17 Col. Zander - Conforme
18 Col. Minerva + No conforme
19 Centro Esc. San Simén + No conforme
20 Centro Esc. San Mauricio + No conforme
21 Col. Horeb + No conforme
22 Col. Adler + No conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo + No conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio - Conforme
25 Centro Esc. Republica de Perd + No conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafaela A. De Pacheco. + No conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Vasquez + No conforme
28 Col. Bradford + No conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio + No conforme
30 Caol. Cultural San Ramon - Conforme
31 Col. Juan José Bernal + No conforme
Numero de muestras no conformes 25
Numero de muestras conformes 6
Porcentaje de muestras no conformes 81%
Porcentaj e de muestras conformes 19%

* L imite microbiol 6gico seglin Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.11:95 “Helados y mezclas de helados

especificaciones’.




TABLA No VI

IDENTIFICACION DE Salmonella sp.

L imite microbiol 6gico* Sugerido Aceptado
Salmonella sp. Ausencia Ausencia

No. Centro Educativo Identificacion de | Resultado de acuerdo a
correlativo Salmonella sp. lanorma
1 Col. Jardin - Conforme
2 Centro Esc. Japon - Conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio - Conforme
4 Centro Esc. AmaiaVda. De Menéndez - Conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin - Conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh - Conforme
7 Liceo san José - Conforme
8 Centro Esc. El Progreso - Conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay - Conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno - Conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia - Conforme
12 Col. Cristiano pan de Vida - Conforme
13 Col. Donato di Niccolo - Conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro - Conforme
15 Col. Bilinglie geniecitos - Conforme
16 Col. Julio Verne - Conforme
17 Col. Zander - Conforme
18 Col. Minerva - Conforme
19 Centro Esc. San Simén - Conforme
20 Centro Esc. San Mauricio - Conforme
21 Col. Horeb - Conforme
22 Col. Adler - Conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo - Conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio - Conforme
25 Centro Esc. Republica de Perd - Conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafaela A. De Pacheco. - Conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Vasquez - Conforme
28 Col. Bradford - Conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio - Conforme
30 Col. Cultural San Ramon - Conforme
31 Col. Juan José Bernal - Conforme

NUmero de muestras no conformes 0
NuUmero de muestras conformes 31
Porcentaje de muestras no conformes 0%
Porcentaj e de muestras conformes 100%

* L imite microbiol 6gico seglin Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.11:95 “Helados y mezclas de helados

especificaciones’.




TABLA No VII

RESULTADO GENERAL DE LASMUESTRASDE ACUERDO A LAS
ESPECIFICACIONES DE LA NORMA SALVADORENA OBLIGATORIA PARA

HELADOSY MEZCLAS DE HELADOS.

No. correlativo

Centro Educativo

RESULTADO GENERAL

1 Col. Jardin No conforme
2 Centro Esc. Japon No conforme
3 Centro Esc. 22 de Junio No conforme
4 Centro Esc. AmaiaVda. De Menéndez No conforme
5 Centro Esc. Ngjarro/Esc. Parv. Jardin No conforme
6 Col. Dr. Reinaldo Galindo Polh No conforme
7 Liceo san José No conforme
8 Centro Esc. El Progreso No conforme
9 Centro Esc. Rep. Oriental de Uruguay No conforme
10 I.N.A.M./Liceo cristiano Rev. Juan Bueno No conforme
11 Centro Esc. Reino de Suecia No conforme
12 Col. Cristiano pan de Vida No conforme
13 Col. Donato di Niccolo No conforme
14 Col. Dr. Rafael Garcia Castro No conforme
15 Col. Bilingie geniecitos No conforme
16 Col. Julio Verne No conforme
17 Col. Zander No conforme
18 Col. Minerva No conforme
19 Centro Esc. San Simén No conforme
20 Centro Esc. San Mauricio No conforme
21 Col. Horeb No conforme
22 Col. Adler No conforme
23 Liceo Rosa Miriam de Castillo No conforme
24 Centro Esc. Prof. Francisco U. Panamefio No conforme
25 Centro Esc. Republica de Perd No conforme
26 Esc. Parv. Profa. Rafaela A. De Pacheco. No conforme
27 Centro Esc. Rall Rivas Vasquez No conforme
28 Col. Bradford No conforme
29 Col. Pedro Antonio Aparicio No conforme
30 Cal. Cultural San Ramon No conforme
31 Col. Juan José Bernal No conforme
NUmero de muestras conformes 0
NUmero de muestras no conformes 31
Porcentaje de muestras conformes 0%
Porcentaje de muestras no conformes 100%
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ANALISIS DE RESULTADOS
En & recuento de microorganismos mesofilos aerobios el 87% de las muestras
analizadas presentaron recuentos superiores a 5x10* UFC/g el cual es el |imite aceptado por la

Norma Salvadorefia Obligatoria por |o que dichas muestras se consideran no conformes.

Del total de muestras analizadas un 94% presentaron un NMP superior a 100 NMP/g €l
cua es el limite aceptado por la Norma para bacterias coliformes, considerandose muestras no

conformes



El 36% de las muestras obtuvieron recuentos de . aureus superiores a 100 UFC/g

siendo estas no conformes con la especificacion de la norma.

En & 81% de las muestras andizadas se identificO la presencia de E. Cali

considerandose como no conformes ya que la norma especifica la ausencia de este

microorganismo para ser aceptado.

Salmonella sp. No fué identificada en ninguna de las muestras analizadas.
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ANALISIS DE RESULTADOS

En €& recuento de microorganismos mesofilos aerobios e 13% de las muestras se

consideran conformes con la norma ya que presentaron recuentos inferiores a limite aceptado.

El 6% de las muestras se consideran conformes a la especificacion de la norma para

bacterias coliformes ya que presentan un NMP inferior a limite aceptado.

El 64% de las muestras resultan ser conformes segun la especificacion de la norma para

S. aureus, dentro de estos, € 3% de las muestras, presentaron recuentos de St aureus



inferiores a especificado por lanorma, y en € restante 61% no se identifico la presencia del

mi croorganismo.

El 19% de las muestras analizadas se consideran conformes a la especificacion de la

norma para E. coli yaque no seidentifico la presencia de este microorganismo.

En & 100% de las muestras analizadas no se identifico la presencia de Salmonella sp.

Siendo conformes con |a especificacion de la norma.



GRAFICO 1l
RESULTADO GENERAL DE MUESTRAS ANALIZADAS.
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ANALISIS DEL RESULTADO GENERAL

El 100% de las muestras analizadas no cumplen con las especificaciones de la Norma
Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezclas de helados, algunas de las muestras presentan
conformidad con ciertas especificaciones que establece la norma pero no con la totalidad de

estas, por |0 que se considera que ninguna de las muestras analizadas es conforme ala norma
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CONCLUSIONES.



CONCLUSIONES

1. Las bagjas temperaturas presentes en las nieves artesanales no implicé un decremento
significativo en €l recuento de microorganismos mesofilos aerobios encontrando que €
87% de las muestras sobrepasan los limites establecidos por la norma, esto debido a que
los rangos de temperatura para cada especie en particular no son rigidos y pueden
variar dependiendo de factores externos como son € pH y la disponibilidad de

nutrientes, asi como alas caracteristicas propias de cada microorganismo.

2. Se encontré que e 87% de las muestras analizadas presentan un recuento total de
bacterias mestfilas aerobias, superior a especificado por la Norma Savadorefia
Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados, o que demuestra que € aimento ha
sido expuesto a condiciones inadecuadas ya sea durante € proceso de elaboracion como
en su transporte y comercializacion, lo que favorece a crecimiento de una gran

variedad de bacterias.

3. El 94% de las muestras analizadas no cumple con los limites aceptados por la Norma
Salvadorefia para coliformes totales, demostrando asi deficiencia en las condiciones

higiénicas parala elaboracion, manipulacién y almacenamiento del producto.



4. Seidentificd la presencia de E. Coli en un 81% de las muestras 1o que constituye un
grave riesgo para e consumidor ya que la presencia de esta implica la posible

contaminacion del producto con bacterias patdgenas de origen entérico.

5. Seredizaron recuentos superiores a limite aceptado para Staphylococcus aureus en un
36% de las muestras analizadas, esto indica la contaminacion del producto por los
manipuladores, y representa un riesgo para la salud del consumidor ya que dicho

microorganismo es capaz de producir intoxicacion alimentaria.

6. Aungue algunas de las muestras analizadas cumplen con parte de las especificaciones
de la Norma Salvadorefia , ninguna de las muestras cumple con la totalidad de las
mismas, por lo que e 100% de las muestras no es conforme a la Norma Salvadorefia
Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados, constituyendo un peligro para la salud

de los consumidores de Nieves artesanal es.

7. Entre los posibles factores que contribuyen en la contaminacion de las Nieves
artesanales se encuentran, las condiciones en que son elaborados asi como a la

mani pulacion ala que son sometidos en su comercializacion.



8.

10.

11.

El uso de instrumentos y recipientes inadecuados para su amacenamiento y
distribucion, incrementan las posibilidades de contaminacion, ya que Si ho cuentan con
buenas condiciones higiénicas, estos constituyen una importante fuente de

contaminacion microbiologica a estar en contacto directo con e alimento.

El agua utilizada para la elaboracion de las nieves artesanaes, es un factor importante
para la contaminacion del mismo, ya que s este no cuenta con una buena calidad

mi crobi ol 6gica puede contribuir ala contaminacion de lanieve.

Los lugares seleccionados por |os vendedores para la comercializacion de su producto
pueden aumentar la probabilidad de contaminacion de las nieves, ya que muchas veces
se encuentran ubicados cerca de promontorios de basura, lugares de mucho trafico u

otros lugares que pueden favorecer la contaminacion del alimento.

Los habitos higiénicos del vendedor son determinantes para asegurar la calidad de las
nieves, ya que estos no han tenido ninguna orientacion referente a la correcta
manipulacion de los alimentos, generalmente no se toma en cuenta laimportanciade la

limpiezatanto persona como del equipo utilizado.
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RECOMENDACIONES

1. Que € Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social, cree un reglamento para €
control de ventas ambulantes y de esta manera poder tener un registro de los
vendedores de nieves artesanales, permitiendo asi realizar inspecciones periodicas que

aseguren el cumplimiento de las normas higiénicas.

2. Qued Ministerio de Salud Publicay Asistencia Social realice programas de educacion,
encaminados en dar a conocer las correctas medidas de higiene para la elaboracion y

manipulacion de los alimentos.

3. Se deben redizar futuras investigaciones encaminadas a determinar la calidad
microbiolgica de las diferentes materias primas utilizadas en la elaboracion de nieves
artesanales, como son € aguay las frutas; asi como también a los utensilios utilizados

en la comercializacion de dicho producto.

4. Dar a conocer a la Municipalidad correspondiente y al Ministerio de Salud Publica y
Asistencia Social el resultado del presente trabajo para que tome |as acciones necesarias

encaminadas al mejoramiento de la calidad microbiol 6gica de las nieves artesanal es.
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ANEXO No |

LETRAS CLAVE PARA EL TAMANO DE LA MUESTRA.

Tamaiio del lote o Niveles generales de inspeccion

partida 1

2a8 A
9al5
16a25
26 a50
51a90
91 a150
151 a280
281 a500
501 a 1200
1201 a 3200
3201 a 10000
10001 a 35000
35001 a 150000
150001 a500000
500001 a mayores

ZIrXaIOmMmmooOOm> > —
OUZZIrXaoIOMMOO™
TO U ZZIrXaIOMMmMOUO™

FUENTE: Norma Centroamericana ICAITI 4 011 “ Procedimientos de muestreo y tablas para

inspeccién por atributos. Planes de muestra simple, doble y mdltiple, con rechazo”.




ANEXO [I
TABLA I1-A PLANES DE MUESTREO SIMPLE PARA INSPECCION NORMAL .

Tablall-A Planes de Muestreo simple parainspeccién normal .

Letra

cdave | Tamah | Njjyeles de calidad aceptable (Inspeccion normal)

parae odela
tamafo | muestr | 0010 [0.015 [0.025 [0040 [0065 [010 [0.15 0.25

de a
muestra Ac Re|Ac Re|Ac Re|Ac Re |Ac Re |Ac Re|Ac Re |Ac Re

13
20
32

oA~ WN
~N O WN -
0o RWN

py) Oa%hIO'ﬂmUOW:D
® 0
88
o
-
o
-
iN
N
WN -
w N
1w N

*z Debe usarse € primer plan de muestreo bgjo laflecha. Si el tamafio de la muestraesigua o
mayor que el tamarfio del lote o de
la partida, se debe hacer inspeccion 100%.
= Debe usarse el primer plan de muestreo sobre la flecha.
Ac.= NUmero de aceptacion
Re.= NUmero de rechazo.

FUENTE: Norma Centroamericana ICAITI 4 011 “ Procedimientos de muestreo y tablas para

inspeccion por atributos. Planes de muestra simple, doble y multiple, con rechazo”.



ANEXO No Il

CENTROS EDUCATIVOS DEL SECTOR PUBLICO

No CENTRO EDUCATIVO
1 Escuela parvularia Profa. Rafagla A. de Pacheco
2 Escuela parvularia Gloria de Borja Natan
3 Centro Escolar Prof. Fco. U. Panamefio
4 Centro Escolar Ralll Rivas Vasguez
5 Centro escolar Rep. Oriental del Uruguay
6 Centro Escolar Reino de Suecia
7 Centro Escolar colonia San Mauricio
8 Instituto Nacional Maestro Alberto Masferrer
9 Esc. De Educ. parv. Com. Jardin.
10 Centro Escolar AmaliaVda. de Menéndez
11 Centro escolar Col. San Simén
12 Centro escolar comunidad Finca Argentina
13 Centro Escolar Antonio Najarro
14 Centro Escolar Japon
15 Centro Escolar 22 de Junio
16 Centro Escolar Rep. del Pert
17 Centro Escolar El Progreso
18 Centro Escolar Republica de Francia.




ANEXO No IV

CENTROS EDUCATIVOS DEL SECTOR PRIVADO

No CENTRO EDUCATIVO

1 Escuela San Alfonso

2 Coleg. Margarita Zaldivar de Wilson
3 Coleg. Julio Verne

4 Liceo Crist. Rev. Juan Bueno Zacamil.
5 Colegio Génesis

6 Colegio Dr. Rafagl Garcia Castro
7 Coleg. Pedro Antonio Aparicio

8 Coleg. Cristiano Pan de Vida

9 Coleg. Cultural San Ramén

10 Coleg. San Juan de Dios

11 Coleg. Bradford

12 Coleg. Cristiano Horeb

13 Coleg. Donato Di Niccolo

14 Coleg. Juan José Berna

15 Coleg. Jardin Infantil Minerva
16 Coleg bilingue Geniecitos

17 Centro de Estudios Alfred Adler
18 Liceo Rosa Miriam de Castillo
19 Colegio Jardin

20 Colegio doctor Reinaldo Galindo Polh
21 Colegio ElenaBoegoyen de Zander

22

Liceo San José




ANEXO NoV

LIMITES MICROBIOLOGICOS PARA HELADOS Y MEZCLAS DE HELADOS

MICROORGANISMOS SUGERIDO ACEPTADO
Recuento total de
mi croorganismos mesofilos 2.5x10" UFC/g 5x10" UFC/g
aerobios
Coliformes totales* 10 NMP/g 100 NMP/g
Salmonella 0 UFC/g 0 UFC/g
Staphylococcus aureus 0 UFC/g 100 UFCl/g
Escherichia coli 0 UFC/g 0 UFC/g

FUENTE: Norma Salvadorefia Obligatoria para Helados y Mezcla de Helados 67.01.11:95

* De acuerdo a la investigacion bibliogréfica realizada se determind que las unidades con la que se presentan
los limites para coliformes totales en la Norma Salvadorefia obligatoria para Helados y Mezclas de Helados
son erréneas, por lo que se utilizd en lainvestigacion los limites especificados para coliformes totales en la

Norma del CODEX Stan 137-1981 “Norma del Codex para helados comestibles y mezclas de helados’, de la

cual se basala Norma Salvadorefia.




ANEXO No VI

TABLA DE NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE COLIFORMES POR GRAMO
DENIEVE

(para diluciones sucesivas 10" 10 10~ , utilizando tres tubos para cada dilucién).

Combinacion de| NMPpor | Combinacionde| NMPpor | Combinacion NMP por
tubos positivos gramo tubos positivos gramo de tubos gramo
positivos
10*[107 [10° 10*[10* [10° 10*[10°|10°
0 0 0 <3 1 1 1 11 2 | 2| 2 35
0 0 1 3 1 1 2 15 2 (2| 3 42
0 0 2 6 1 1 3 19 21 3]|0 29
0 0 3 9 1 2 0 11 2 3|1 36
0 1 0 3 1 2 1 15 2 | 3| 2 44
0 1 1 6 1 2 2 20 2 3|3 53
0 1 2 9 1 2 3 24 3 /0|0 23
0 1 3 12 1 3 0 16 3101 39
0 2 0 6 1 3 1 20 310 | 2 64
0 2 1 9 1 3 2 24 30| 3 95
0 2 2 12 1 3 3 29 3 (1|0 43
0 2 3 16 2 0 0 9 3 (1|1 75
0 3 0 9 2 0 1 14 31| 2 120
0 3 1 13 2 0 2 20 31| 3 160
0 3 2 16 2 0 3 26 312]|0 93
0 3 3 19 2 1 0 15 312 |1 150
1 0 0 4 2 1 1 20 312 | 2 210
1 0 1 7 2 1 2 27 3 12| 3 290
1 0 2 11 2 1 3 34 3 (3|0 240
1 0 3 15 2 2 0 21 313 |1 460
1 1 0 7 2 2 1 28 3 13| 2 1100
33| 3 >2400

FUENTE: Manual de Andlisis Bacteriol6gico. (BAM)




ANEXO No VIII

AREA DE RECOLECCION DE MUESTRAS

< ’ ;
SAK SALVADOR

1.Escuelaparvularia Profa. Rafagla A. de Pacheco
2.Escuela parvularia Gloria de Borja Natén
3.Centro Escolar Prof. Fco. U. Panamefio
4.Centro Escolar Ralll Rivas Vasquez
5.Centro escolar Rep. Oriental del Uruguay
6.Centro Escolar Reino de Suecia
7.Centro Escolar colonia San Mauricio
8.Instituto Nacional Maestro Alberto Masferrer
9.Esc. De Educ. parv. Com. Jardin.
10.Centro Escolar Amalia Vda. de Menéndez
11.Centro escolar Col. San Simén
12.Centro escolar comunidad Finca Argentina
13.Centro Escolar Antonio Najarro
14.Centro Escolar Japdn
15.Centro Escolar 22 de Junio
16.Centro Escolar Rep. del Pert
17.Centro Escolar El Progreso
18.Centro Escolar Republica de Francia
19.Escuela San Alfonso
20.Coleg. Margarita Zaldivar de Wilson

DISTRITO 06-/6

P ' ll‘:
cuscATANcINGD, |

Mejiconay

21.Coleg. Julio Verne

22.Liceo Crist. Rev. Juan Bueno Zacamil.
23.Colegio Génesis

24.Colegio Dr. Rafadl Garcia Castro
25.Coleg. Pedro Antonio Aparicio
26.Coleg. Cristiano Pan de Vida
27.Coleg. Cultural San Ramén

28.Coleg. San Juan de Dios

29.Coleg. Bradford
30.Coleg. Cristiano Horeb

31.Coleg. Donato Di Niccolo

32.Coleg. Juan José Berna

33.Coleg. Jardin Infantil Minerva
34.Coleg bilinguie Geniecitos

35.Centro de Estudios Alfred Adler
36.Liceo Rosa Miriam de Castillo
37.Colegio Jardin

38.Colegio doctor Reinaldo Galindo Polh
39.Colegio Elena Boegoyen de Zander
40.Liceo San José

24
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ANEXO No IX
ESQUEMA DEL METODO DE ANALISIS

DILUCION DE LA MUESTRA

25 g de nieve +225ml
diluyente de peptona —_— 10 ml i 10 ml 10 ml

ALY 2

10~
+90ml de  +90ml de +90 ml de
diluyente diluyente diluyente

RECUENTO TOTAL DE MICROORGANISMOS MESOFILOS AEROBIOS

Iml x duplicado verter medio de cultivo mezclar eincubar a T° de
de cadadilucion. 35+1° C de 24-48 h.

g — L E
1)
Recuento de colonias



DETECCION DE BACTERIAS COLIFORMES TOTALESY Escherichia coli

PRUEBA PRESUNTIVA PARA BACTERIASCOLIFORMESTOTALES

1ml de ¢/ dilucion
atrestubosconteniendo — . incubar a 35 +1° C de 24-48h
9ml de LST

Detectar formacion de gas

PRUEBA CONFIRMATIVA PARA BACTERIASCOLIFORMESTOTALES

tubos positivos —p Transferir a 10ml » Incubar a35+2°C
deLST decaldo BRILLA por 48+2 h.

26
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PRUEBA PARA Escherichia cali.

Tubos BRILLA positivos—® transferiracAldo EC———®  Incubar 48 +2h.
A 45+1°C

De tubos EC positivos sembrar €— evidenciar formacién de gas
En agar EMB

v
Incubar a35+1°C
X 18-24 h.

Detectar colonias sospechosas

l

Confirmacién bioquimica
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RECUENTO DE Saphylococcus aureus.

Transferir 1 ml de cada dilucion » Extender indculo con rastrillo
A 3 cgas de petri con agar BP

— T T

Iy . Iy . Iy .

O © ©
L y L y L y F

0.4ml 0.3m 03ml.

Incubar a 35 + 1° C x48h.

Contar nimero de colonias

Sospechosas y realizar prueba
De la coagulasa.

PRUEBA DE LA COAGULASA

Colonias sospechosas —® transferir a0.3 ml de——® incubar a35-37°C
Caldo BHI x18-24h.

Agregar 0.5 ml de plasma
Incubar a35-37° Cy examinar cadahora Y mezcla
Para verificar formacion de coagulo
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DETECCION DE Salmonella sp.

PRE-ENRIQUECIMIENTO
2509 de muestra + Incubar a 37+1° C x16-20 h.
225ml de caldo lactosado >

homogeni zar

ENRIQUECIMIENTO

Transferir 1 ml l l

Oml Oml incubar a
tetrationato selenito »37+1°C
X24-48h

AISLAMIENTO
Incubar de 24-48 h. Transferir  agar SS agar BS——» incubar a37+1°C
—
X 20-24h

Tetrationato  selenito

NOTA: Repetir e procedimiento alas 48 h deincubacion delostubos.



T
| |
L Yy

Agar SS

CONFIRMACION

Transferir colonias sospechosas

30

T
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L Y

Agar VRBL

v

Incubar a37+1° C
X 20-24h seleccionar
colonias puras incoloras
(lactosa negativa) para
confirmacion
bioquimica
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ANEXO No X

MEDIOS DE CULTIVO 'Y REACTIVOS.

1. Solucion diluyente de peptona

Peptona 1.0g
Cloruro de sodio 8.59
Se disuelven los componentes en 1000 ml de agua destilada. Se gjusta &l pH de forma

que después de la esterilizacion sea 7.0+0.1 a 20° C. Se distribuye en frascos y se esteriliza en

autoclave.

2. Agar plate count ( Agar peptona de caseina-glucosa-extracto de levadura)

Peptona de caseina 5.0g
Extracto de levadura 2.59
D(+)-glucosa 1.0g
Agar-agar 14.0g

Se disuelven 22.5g en 1000 ml de agua destilada y se esteriliza en autoclave (15 min. A
121°C).
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3. Cado lauril Sulfato Triptosa (LST)

Triptosa (Peptona de caseina) 20.0g
Lactosa 5.0g
Hidrogenofosfato dipotasico 2.759
Dihidrogenofosfato potasico 2.759
Cloruro de sodio 5.09
Laurilsulfato de sodio 0.19

Se disuelve 35.5g del caldo en 1000 ml de agua destilada y se distribuye en volumenes de

10 ml en tubos que contienen campanas de Durham . Se esterilizan en autoclave.

4. Cado verde brillante lactosa bilis

Peptona 10.0000g
Lactosa 10.0000g
Bilis de buey desecada 20.0000g
Verde brillante 0.0133g
Se disuelven 40g en 1000 ml de agua destilada, y se distribuyen en tubos de ensayo que

contienen campanas Durham y se esteriliza en autoclave.
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5. CadoEC
Peptona de caseina 20.0g
Lactosa 5.0g
Mezclade sales hiliares 1.59
Cloruro sodico 5.09

Hidrégeno fosfatodipotéasico  4.0g
Dihidrogenofosfatopotasico  1.5g
Se disuelven 37 g en 1000 ml de agua destilada, y se distribuye en tubos conteniendo

campanas Durham y se esteriliza en autoclave (15 min. A 121° C).

6. Agar EMB (Agar Eosina azul de metileno)

Peptona 10.00g

Hidrégenofosfatodipotasico  2.00g

Lactosa 5.00g
Sacarosa 5.00g
Eosina amarillenta 0.40g
Azul de metileno 0.07g

Agar-agar 13.50g
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Se disuelven 36g en 1000 ml de agua destilada y se esteriliza en autoclave (15 min. A

121° C) posteriormente se vierte en placas.

7. Agar Baird Parker (Agar selectivo para Estafilococos seg. Baird Parker (base))

Peptona de Caseina 10.0g
Extracto de carne 5.09
Extracto de levadura 1.0g
Piruvato sodico 10.0g
Glicina 12.09
Cloruro delitio 5.0g9
Agar-agar 15.09

Se disuelven 63g en 950 ml de agua destilada y se esteriliza en autoclave (15 min. A

121° C), luego se enfria a 45-50° C, y se afiade mezclando 50 ml de emulsion de yema de

huevo telurito, y verter en placas.
8. Emulsion de yemade huevo telurito

Y ema de huevo 50.0ml

Soluciéon salina 50.0ml
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Telurito de potasio 3.0ml

Se mezclan los componentes hasta obtener una solucion homogénea, se toman 50 ml y se

incorporan a 950 ml de Agar base Baird Parker.

9. Caldo Lactosado

Peptonade gelatina  5.0g
Extracto de carne 3.0g
Lactosa 5.0g
Se disuelven 13.0g en 1000ml de agua destilada, se distribuye en frascos y se esterilizan

en autoclave (15 min. A 121°C).

10. Cado de enriquecimiento Selenito-Cistina

Peptona de caseina 5.000ml
L(-)-cistina 0.001ml
Lactosa 4.000ml
Fosfato sodico 2.000ml

Hidrogenosel enito sodico 4.000ml
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Se disuelven 23g en 1000ml de agua destilada, y calentar brevemente, distribuir en

tubos estériles.

11. Caldo de enriquecimiento Tetrationato.(base)

Peptona de Caseina 2.59
Peptona de carne 2.59
Mezclade saleshiliares  1.0g
Carbonato calcico 10.0g
Tiosulfato sodico 30.0g
Disolver 46g en 1000 ml de agua destilada, calentar a ebullicion brevemente y

enfriar. No esterilizar en autoclave

Medio completo

Al medio previamente enfriado se adiciona 20 ml de solucion de yodo y yoduro

de potéasico por cada 1000 ml de caldo de enriquecimiento.
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12. Agar SS (Agar para Salmonellay Shigella)

Peptonas 10.0000g
Lactosa 10.0000g
Bilis de buey, desecada 8.5000g
Citrato sodico 10.0000g
Tiosulfato sodico 8.5000g
Citrato de amonio y hierro(l11) 1.0000g
Verde brillante 0.0003g
Rojo neutro 0.0250g
Agar-agar 12.0000g

Se disuelven 60g en 1000ml de agua destilada y verter en placas. (No esterilizar

en autoclave).

13. Agar bismuto-sulfito

Extracto de carne 5.000g
Peptona de carne 10.000g
D (+)-Glucosa 5.000g

Hidrégeno fosfato disodico 4.000g
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Sulfato ferroso 0.300g
Verde brillante 0.0259
Indicador bismuto sulfito 8.000g
Agar-agar 15.000g

Se disuelve n 47.5g en 1000ml de agua destilada, verter en placas. No debe ser

esterilizado en autoclave.

14. Agar violeta cristal — rojo neutro — bilis— lactosa (VRBL)

Extracto de levadura 3.000g
Peptona 7.000g
Salesbiliares 1.500g
Lactosa 10.000g
Cloruro de sodio 5.000g
Rojo neutro 0.030g
Violetacristal 0.002g
Agar 12.000g

Se disuelven en agua hirviendo los componentes. Se transfiere a placas de petri

estériles. No es necesario esterilizar en autoclave.
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15. Agar Citrato Simmons

Sulfato de magnesio 0.20g
Dihidrogeno fosfato de amonio 1.00g
Hidrégeno fosfato dipotésico 1.00g
Cloruro de sodio 5.00g
Citrato de sodio 2.00g
Azul de bromotimol 0.08g
Agar 13.00g

Se disuelven los componentes en 1000ml de agua destilada, distribuir en tubosy
esterilizar en autoclave (121° C, 15 Ibs de presion por 15 min.). Degjar solidificar los tubos en

posicion inclinada.

16. Reactivo de V oges-Proskauer

Solucion alcohdlica al 5% de alfa- Naftol.

Se prepara disolviendo 5.0g de alfa-naftol en 100ml de alcohoal etilico absoluto.
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Solucién al 40% de Hidrdxido de potasio.

Se prepara disolviendo 40g de Hidréxido de potasio en agua destilada'y se completa el

volumen a 100ml con agua.

17. Solucion indicadora de Rojo de Metilo

Se prepara disolviendo 0.1g de rojo de metilo en 300ml de alcohol etilico a 95% V/V, y se

lleva a volumen final de 500ml con agua destilada.

18. Agar TSI (Hierro —tres azucares)

Extracto de carne 3.000g
Extracto de levadura 3.000g
Peptona 20.000g
Cloruro de sodio 5.000g
Lactosa 10.000g
Sacarosa 10.000g
D (+)-Glucosa 1.000g
Citrato de amonio de hierro (111) 0.300g

Tiosulfato de sodio 0.300g
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Rojo Fenol 0.024g
Agar 12.000g
Se disuelven todos los ingredientes en agua hirviendo. Se transfiere el medio a tubos de
ensayo; se esterilizan los tubos en autoclave durante 15 minutos a 121° C. Degjar solidificar los

tubos en posicion inclinada.

19. Aguade triptona

Peptona de caseina  10.0g

Cloruro sodico 1.0g

Se disuelven 15g en 1000ml de agua destilada, se distribuyen en tubosy se esterilizaen

autoclave (15min. A 121° C)

20. Reactivo de Erlish

Se prepara disolviendo 10.0g de paradi metilaminobenzal dehido en 50 ml de &cido

clorhidrico concentrado y se mezcla con 150 ml de alcohol isoamilico.
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21. Medio de cultivo SIM

Peptona de caseina 20.0g
Peptona de carne 6.69
Citrato de amonio y hierro(l11) 0.29
Tiosulfato sodico 0.29
Agar-agar 3.09

Se disuelven 30.0g de medio en 1000ml de agua destilada, se distribuye en tubos hasta
unaaturade 4.0cm y se esteriliza en autoclave (15min. A 121° C). Se dgja solidificar en

posicion vertical.
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ANEXO No XI.

MATERIAL, EQUIPOY MEDIOSDE CULTIVO

MATERIAL
-Agitadores -Papel Kraft
-Algoddn -Pipetas mohr despuntadasde 1, 10y 5 ml
-Asas bactrioldgicas -Probetas de 500, 100 y 25 ml
-Bolsas pléasticas -TermOmetros
-Cagjas de petri -Tijeras
-Campanas de Durham -Tirro
-Frascos de dilucién -Tubos de ensayo con rosca
-Gasas

EQUIPO

-Autoclave Deutch & Newman

-Balanzagranataria

-Bafio de Maria automatizado Scientific Products modelo B7001-3
-Estufa

-Refrigeradora Supercold premium modelo S11B

-Incubadoras Napco modelo 332

-Mecheros Bunsen

-Contador de colonias Leica Québec Darkfield modelo 3325



MEDIOSDE CULTIVO

-Agar Baird-Parker -Caldo BHI

-Agar Bismuto sulfito - Cado BRILA
-Agar Brilla - Cado EC

-Agar Citrato - Caldo Lactosado
-Agar EMB - Cado LST

-Agar Recuento en placa - Caldo selenito
-Agar Salmonella-Shigella - Caldo tetrationato
-Agar SIM -Caldo Triptona
-Agar TS| -Caldo VP-RM

- Agar VRBL -Peptona



ANEXO XII
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RECOMENDACIONES

Los hébitos higiénicos son factores muy importantes para
asegurar la calidad microbioldgica de un alimento para esto
se deben de tomar en cuenta las siguientes recomendaciones:

Elagua utilizada en la elaboracién de “Sorbetes de carretén”
debe ser siempre agua potable preferiblemente hervida antes
de su uso .
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La fruta debe ser lavada y desinfectada antes de su
procesamiento

Las éreas en las que se elaboran los sorbetes deben
permanecer siempre limpias, libres de posibles focos de
contaminacion, como basureros cercanos, acumulacién de
residuos de alimentos, polvo, etc. Por ello es necesario
realizar una limpieza periédica de dichas areas.
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Los recipientes de almacenamiento, utensilios y carretones
utilizados en la comercializacion de los sorbetes de carretén
deben mantenerse constantemente limpios y desinfectados.
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El carreton en el que se transporta el sorbete debe de
proteger al producto de la contaminacion externa y los
recipientes que lo contienen deben ser aislantes y féaciles de
lim piar
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El vendedor debe practicar buenos héabitos de higiene
personal, para asi evitar ser fuente de contaminacion del
alimento al entrar en contacto con el. Entre los habitos
higiénicos a considerar se encuentran: Bafio diario, utilizar
ropa limpia, lavarse las manos constantemente, evitar tocar
excesivamente el alimento, evitar el contacto de las manos
con la boca, nariz , oidos, etc.
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Elvendedor debe evitar en lo posible ubicarse en lugares que
favorezcan la contaminacién de los “sorbetes de carretéon”
como pueden ser: botaderos de basura, obras de
alcantarillado, calles polvosas o de mucho tréfico.

“HACIA LA LIBERTAD POR LA CULTURA”

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA.

ANALISISMICROBIOLOGICO EN
“SORBETESDE CARRETON”

E| presente boletin se elabord con el objetivo de dar a conocer los
resultados del trabajo de graduacién “Evaluacion de la calidad
microbioldgica de nieves elaboradas artesanalmente y comercializadas
en las afueras de los centros educativos del municipio de M ejicanos”,
a la vez presentar una serie de recomendaciones que contribuyan a
mejorar la calidad Microbioldgica de las N ieves artesanales o
“Sorbetes de Carreton”.
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MOTIVO DE LA INVESTIGACION

Todos los alimentos que consumimos diariamente poseen una
flora normal de microorganismos, los cuales no representan
ningin riesgo para el consumidor si estos son elaborados y
comercializados bajo condiciones higiénicas adecuadas, de lo
contrario los microorganismos pueden obtener condiciones
adecuadas para su proliferacion y de esta manera alcanzar
concentraciones tales que constituyan un riesgo para la salud del
consumidor.

Los “Sorbetes de carretén” son elaborados artesanalmente y
comercializados en ventas callejeras, estos por su bajo costo y su
facil obtencién son muy populares, principalmente en menores
de edad, por lo cual es comin observar su venta en los
alrededores de centros educativos.

Lo anterior motivé a realizar una investigacion encaminada a
determinar la calidad microbioldgica de los “Sorbetes de
carreton”.

CARACTERISTICAS DE LA INVESTIGACION

LIMITES MICROBIOLOGICOS PARA HELADOS Y MEZCLAS DE

HELADOS
MICROORGANISMOS | SUGERIDO | ACEPTADO
Recuento total de
microorganismos 2.5x10* 5x10* UFC/g
mesofilos aerobios | YFC/g
Coliformes totales* 10 NMP/g 100 NMP/g
Salmonella 0 UFClg 0 UFC/g
Staphylococcus aureus | 0 UFC/g 100 UFC/g
Escherichia coli 0 UFC/g 0 UFC/g

Limites utilizados en la investigacion “sorbetes de carreton”
comercializados en los centros educativos del Municipio de
Mejicanos.

RESULTADOS

La investigacion fue realizada durante los meses de Julio-Agosto
del aflo 2001, en la cual se muestrearon aleatoriamente,
”Sorbetes de carretdn”, que eran comercializados en las afueras
de centros educativos del Municipio de Mejicanos. Los
diferentes andlisis se realizaron en el laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de EI Salvador, tomando en cuenta limites
microbioldgicos establecidos por la Norma Salvadorefia
obligatoria NSO 67.01.11:95 “Helados y mezclas de helados.
Especificaciones”, elaborada por el Consejo Nacional de
Ciencia y Tecnologia (CONACYT). Se determind mediante
métodos microbiolégicos la conformidad de cada una de las
muestras con la Norma Salvadorefia obligatoria y en
consecuencia el riesgo que implica a la salud, el consumo de este
alimento.

Microorganismos mesotfilos aerobios, Se encontr6 que
el 87% de las muestras analizadas no cumplen con los
limites establecidos, lo cual nos indica que estos
productos son elaborados en condiciones inadecuadas de
higiene ya que estos microorganismos pueden encontrarse
en el agua, el aire, el suelo, cuerpo humano, superficies y
equipos sucios.

Coliformes totales, un 94% de las muestras superan el
limite aceptado por la norma, este andlisis sirve como
indicador de las condiciones de almacenamiento del
producto asi como las condiciones higiénicas de las
superficies y equipos utilizados para su elaboracion.
Escherichia coli, la presencia de este microorganismo se
identifico en el 81% de las muestras analizadas, este
microorganismo nos indica la posible contaminacion del
alimento con heces fecales.

Staphylococcus aureus, En el 36% de las muestras se
identifico la presencia de este microorganismo, el cual es
causante de intoxicacion alimentaria, la fuente de
contaminacién de este microorganismo es el manipulador
del alimento.

Salmonella sp., Este microorganismo es causante de tres
tipos de enfermedades en el hombre: fiebre intestinal o
tifoidea, bacteremia con lesiones focales y enterocolitis o
gastroenteritis.

En el andlisis realizado no se encontrd la presencia de
este microorganismo en ninguna de las muestras.
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RESULTADOS DEL ANALISIS MICROBIOLOGICO REALIZADO EN NIEVES
ARTESANALES COMERCIALIZADAS EN LOS CENTROS EDUCATIVOS DEL MUNICIPIO
DE MEJICANOS.

100%

microorganismos
mesoéfilos
aerobios
Identificacion de
St.aureus
Identificacion de
E. Coli
Identificacion de
Salmonella sp.

Hporcentaje de muestras no conformes
Oporcentaje de muestras conformes

Ninguna de las muestras analizadas cumplieron con la totalidad de
las especificaciones establecidas por la norma, por lo que el consumo
de los “sorbetes de carretén™ constituyen un riesgo para la salud de
los consumidores.



