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1. INTRODUCCION

1.1. Definicién y concepto.

El término helado se usa cominmente para designar un alimento conge-
lado, integrado por una mezcla de derivados lacteos, con un determinado
porcentaje graso y de extracto seco magro, azicar, aromatizantes, colorantes y
estabilizadores, con un proceso de congelacion durante el cual estos elementos
sufren un batido o agitacién con el fin de obtener una textura suave. El Codigo
Alimentario y el Decreto 2130 / 74, anaden al anterior concepto nuevas exigen-
cias tales como la necesidad de que la mezcla se pasteurice y homogeinice
convenientemente, de que conserve un grado de plasticidad determinado hasta
el momento de la venta, y otras referentes al color, gusto y aroma.

La normalizaciéon de este producto estd en fase de elaboracion en
nuestro pais. En cualquier caso, tal normalizacion debera adaptarse a las
condiciones de tipo ambiental y climéticas que le son propias, sin que por ello
no deban seguirse normas perfectamente establecidas en paises en los que
como Estados Unidos o Inglaterra, el consumo de helados alcanza hoy por hoy
cifras muy superiores a las que son habituales aqui.

Nuestro Cadigo alimentario establece una clasificacion meramente indica-
tiva, en la que se definen diferentes tipos de helados, senalindose a la vez
caracteristicas de composiciéon y microbioldgicas, si bien con cardcter general.
Es indudable que una legislacion mas amplia, que vaya a desarrollar de forma
extensa los preceptos establecidos en el mencionado Cédigo, habra de apo-
yarse necesariamente en estudios de investigacién y ensayos experimentales
que han de poner de manifiesto las caracteristicas microbiologicas de los
helados que se elaboran en el medio ambiente que corresponde a nuestro
clima y condiciones sociales. La peligrosidad que puede encerrar el consumo
de helados resulta mas evidente de lo que cabria pensar cuando se revisa la
literatura, ya que son numerosos los accidentes debidos a toxiinfeccion alimen-
taria por este origen.

Las condiciones microbiologicas a que nos hemos referido anteriormente,
no suponen una aval suficiente a la calidad higiénica, ya que propiedades
como la licuacion de la gelatina, exigencia de la ausencia de salmonelas,
limitacion del nimero en el grupo coliforme con un maximo de 20 gérmenes-

lgr., o de 100.000 bacterias banales / gr., son datos muy imprecisos en el
mejor de los casos.

En un producte congelado, como su nombre indica, en que no cabe
esperar una multiplicacién bacteriana, o al menos esto no es posible para
gérmenes patogenos, cobra especial significado el aspecto bacteriologico cuali-
tativo, porque si bien no cabe esperar esa multiplicacién microbiana, también
se hallan preservados los mecanismos competitivos, y sobre todo el frio contri-
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buye a estabilizar la flora. de tal manera que no existira riesgo alguno de
produccion de toxinas. pero la accion infectante o de virulencia para bacterias
del tipo de las enterobacterias, permanece sin variacion hasta el momento del
consumo. En otras palabras. la dosis infectante se mantiene en perfecto estado
por efecto del frio.

1.2, Interés histérico de los helados como productores de toxiinfecciones ali-
mentarias.

Puede afirmarse que tanto el helado como los ingredientes que constitu-
yen materia prima para su elaboracion, son objeto de los mismos riesgos de
contaminaciéon que otros derivados lacteos. La contaminacion por patogenos
intestinales, dérmicos y otros microorganismos que asientan en nariz o gar-
ganta. tiene lugar ocasionalmente en cualquier eslabon de la cadena de comer-
cializacion: fabricacion, manipulacion, transporte o venta.

Dentro del género Salmonella, la especie S. typhi ha sido implicada
frecuentemente en brotes toxiinfectivos por esta causa. Le siguen en impor-
tancia por frecuencia de aparicion los estafilococos. Otros géneros y especies
han merecido hasta la actualidad menor importancia.

LuMSDEN (cit. por TanngR, 111), Cumming, Evaxs, HooBs (55), LAMBION y
cols., describen en épocas pasadas casos de fiebre tifoidea y toxiinfecciones
alimentarias en las que los helados fueron implicados directamente como
vehiculadores de salmonelas. En estos altimos afios PERISIC y JANKOVIC (91) en
Yugoslavia describen un brote por S. enteritidis. Unos y otros justifican ple-
namente la creciente importancia que se viene concediendo a este tipo de
alimento, como vehiculador de agentes patogenos que casi siempre se han
venido identificando con otros tipos de alimentos.

En nuestro pais. los datos disponibles son ciertamente pobres, pues a
excepcion de algunas comunicaciones esporadicas en las que se analiza la cifra
total de bacterias o de coliformes, ningiin caso de toxiinfeccion se ha incrimi-
nado al consumo de helados.

1.3. Justificacién a un estudio de la microflora bacteriana en este tipo de
derivado ldcteo.

Existen sin duda, una serie de problemas que inciden muy directamente
sobre la microflora presente en el producto final «helado». En el supuesto de
que la pasteurizacion de la mezcla haya sido correcta, existiran gérmenes
resistentes a las combinaciones tiempo-temperatura de pasteurizacién en nu-
mero mas o menos reducido, de acuerdo con la microflora de la leche natural
empleada y el proceso de calentamiento. Las combinaciones subsiguientes han
de resultar particularmente peligrosas, pues si el producto se mantiene a
temperatura ambiente antes de congelar, se producira un crecimiento sin el
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obstaculo de mecanismos bacterianos competitivos y en el mejor de los casos,
si el producto se congela a continuacion. la contaminacion permanecera inalte-
rada. En este caso. reviste particular interés la posible presencia de microor-
ganismos de la familia Enterobacteriaceae. gérmenes muy frecuentes en habi-
tats que se caracterizan por la presencia directa del hombre. o indirecta de
diferentes especies de animales domésticos. En resumen pues, la microflora
resistente a las condiciones de pasteurizacion, depende de las caracteristicas
de clima y desarrollo econémico en su sentido mas general. pero la presencia
de enterobacterias ha de encontrarse por lo general estrechamente ligada a la
existencia de portadores de gérmenes o manipuladores de alimentos, que no
siguen unas estrictas normas higiénico-sanitarias. Esta condicion puede ser
muy variable e influir de una manera sorprendente en la calidad higiénica del
producto final elaborado.

En la revision bibliografica realizada. sorprende por su escasez, los traba-
jos que en nuestro pais se han ocupado de la microbiologia de los helados.
GobeD y Mur (1958) (47) estudiaron las causas fisico-quimicas y bromatologicas
del deterioro de los helados de leche. Irtjo y Lironxy LarrAURl (1963) (57)
estudiaron las condiciones higiénicas de elaboracion y venta de los helados en
la provincia de Vizcaya. ALVaREZ GOMEZ y SaN PERez (1969) (3) informaron
sobre la carga microbiana y condiciones higiénicas de los helados de Leon.
estudiando por separado helados y agua de lavado de cazos y cuchillos. Ya por
ultimo. IBARZ AZNARES y BARCELONA MART( (1972) (56) estudiaron la contamina-
cion colibacilar en helados y bebidas refrescantes en la provincia de Tarra-
gona. Todos estos estudios anteriormente resenados, sin desmerecer su valia,
adolecen de una investigacion mas profunda en la que se llegue a determinar
el género o especie de los microorganismos aislados. elemento de juicio real-
mente interesante a la hora de establecer conclusiones acerca de la peligrosi-
dad potencial de alimento que nos ocupa.

Indudablemente ha sido esta la orientacion fundamental que se ha dado a
nuestro trabajo, aunque como en los anteriores, se establecen cifras de re-
cuento que incluyen no so6lo a la familia Enterobacteridceas, sino también el

resto de los gérmenes que configuran el nimero total de gérmenes viables.

1.4. El proceso técnico de elaboracion en relacion con el grado de contamina-
cion del producto.

Aunque la calidad del helado se juzga normalmente por las caracteristicas
de cuerpo y textura, {usion, envasado, conservabilidad y coloracion es induda-
ble que el contenido bacteriano es el que en definitiva juega el papel decisivo
en la calidad sanitaria del mismo. Los métodos usuales utilizados en la medida
de la calidad sanitaria, se refieren a la determinacion del sedimento. enumera-
cion de bacterias, determinacion de coliformes y pruebas para el control de la
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pasteurizacion. Estas pruebas combinadas, indican si ha existido una contami-
nacion con bacterias patdgenas o un descuido en los procesos de elaboracion;
sin embargo. estos métodos si bien facilitan indicaciones, no establecen con la
debida precision el peligro de una salmonelosis pongamos por caso. No hay
que olvidar por otra parte, que una maxima calidad en el helado silo se logra
con materias primas e ingredientes de primera calidad, y el control microbio-
logico de éstas. exige a la vez una normativa microbiologica adecuada en los
distintos tipos de componentes. Es indudable que hay factores determinantes
muy claros de la calidad microbiologica del producto final, ademas de la
referida calidad de ingredientes, como son: 1.9, el estado de salud y grado de
entrenamiento de los empleados. 2.°, los adecuados métodos de elaboracion.
3.9, la limpieza y desinfeccion de la planta, 4.9, el equipo de transformacion
adecuado y 5.9, los métodos de distribucion mas convenientes.

No hay que olvidar que independientemente de la calidad higiénica de las
materias primas, que puede traer como consecuencia un contaje de gérmenes
elevado. éste puede también deberse a métodos de fabricacion inadecuados,
métodos de desinfeccion inefectivos o un prolongado almacenaje de la mezcla.
Al mencionar aspectos de higiene personal como importantes factores en el
mantenimiento de la calidad bacterioligica del producto, debe de entenderse
ésta en el mas amplio sentido y no comprender unicamente a las personas que
operan con el equipo de elaboracidn, sino también a mecanicos. electricistas,
conductores, mecanografas. etc... Las caracteristicas de higiene personal in-
cluyen naturalmente numerosos detalles que no es del caso enumerar. pero no
debe de olvidarse la especial importancia que tiene la comprobacion anual de
posibles enfermedades infecciosas.

El problema de la recontaminacion es importante y a la vez complejo, y
generalmente se debe a la dificultad de realizar una adecuada desinfeccion del
equipo, o a la contaminacion de origen humano.

La problematica de la elaboracion del helado comprende una serie de
etapas que incluyen primero la mezcla de los ingredientes seguido de un
enfriamiento. A continuacion se dispone un periodo de reposo o maduracion y
finalmente, se procede a congelar el mix.

Con arreglo a la pauta descrita cabe sefalar como punto importante de
contaminacion a los propios derivados liacteos en primer lugar, y en segundo
término al resto de materias primas en su totalidad, que de un modo general
incluyen (48) las siguientes: Leche desnatada, entera, desnatada condensada,
entera condensada, entera concentrada, entera en polvo, desnatada en polvo,
nata fresca o congelada, mantequilla sin sal, manteca. margarina, grasas
vegetales liquidas, azicar granulado y liquido, jarabes, yemas de huevo en
polvo, huevos enteros y congelados, cacao en polvo, chocolate liquido, estabi-
lizantes y emulgentes.

La flora microbiana que puede hallarse presente en estos productos, ha de
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ser en virtud de su propia naturaleza enormemente variable, pero concretan-
donos a la familia Enterobacteriaceae, solamente se hallaran en el producto
final si existe un fallo o defecto en el proceso de pasteurizacion; bien enten-
dido que el pasteurizar y homogeinizar una mezcla del tipo de las descritas es
un problema que encierra siempre mayores dificultades que la pasteurizacion
de sustancias liquidas de inferior viscosidad como es por ejemplo la leche
natural.

La limpieza y desinfeccion de pasteurizadores y tanques es una tarea de
superior dificultad, cuando se trata de productos que contienen estabilizadores
y sustancias que prestan una proteccién natural a las bacterias. Por otra parte
es bien sabido, que los agentes quimicos son efectivos inicamente cuando
actian sobre superficies enteramente limpias, a la debida concentracién y
durante un tiempo determinado. La accién de la materia organica sobre la
concentracion activa del producto, es bien evidente.

Resumiendo pues, puede concluirse que los riesgos que se siguen en el
proceso de pasteurizacion, son mas acusados que en productos con menor
cantidad de materia organica y diferente viscosidad.

En la fase de maduracion, cabe senalar que si la temperutura asciende
por encima de los 4.°C, cualquier contaminacién de caracter trivial, puede
llegar a ser un problema sanitario importante. No hay que olvidar que la fina
distribucion del aire en la masa del helado resulta indispensable para la
obtencion de una adecuada textura, pero es un estimulo de primer orden para
el desarrollo microbiano.

Quiza sea en el llenado no obstante, donde existen los peligros de conta-
minacion de mayor importancia. Las mdquinas de llenado actian con un
producto de elevada viscosidad como es la mezcla de materias primas con aire
incorporado, enfriada a bajas temperaturas. Ello dificulta los problemas de
manejo, limpieza y desinfeccion de este tipo de maquinaria, aspectos que
requieren el maximo cuidado y control.

No debe de olvidarse tampoco el riesgo de contaminacién humana, sobre
todo en salas de envasado en que no existe un dispositivo de flujo laminar de
aire acondicionado. Otro aspecto importante es el control sanitario de manipu-
ladores para las personas que desarrollan una actividad en esta seccién.

La distribucion del helado no suele ofrecer problemas. La falta de un
transporte con temperaturas adecuadas supondria la descongelacion del pro-
ducto y una nueva congelacion esta expresamente prohibida, y en todo caso,
originaria un producto de muy inferior calidad.

En la fase final de la cadena comercial, pueden detectarse frecuente-
mente defectos en el manejo del producto, en especial cuando se separan
pequenas porciones para su venta directa al consumidor, mediante la utiliza-
cion de instrumentos de corte indebidamente desinfectados, de pinzas o cazos
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que se mantienen en aguas de aspecto mds o menos lechoso, que constituyen
medios de cultivo idoneos para el desarrollo microbiano.

El cuantificar el alcance de todos estos riesgos en las condiciones en que
actualmente se desenvuelve esta industria en Espaia, necesitaria de numero-
sos equipos y medios, actuando coordinadamente por periodos de tiempo
excesivamente prolongados. Pero ademas, el punto de partida més légico que
nos va a poner de manifiesto incluso el grado de conveniencia de este tipo de
estudios, es la determinacién cualitativa y cuantitativa en ciertos aspectos, de
la microflora perteneciente a la familia Enterobacteriaceae presente en la
actualidad, en distintos tipos de helados que se elaboran en nuestro pais.

2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

De las consideraciones expuestas en los apartados anteriores se infieren
claramente una serie de hechos que hacen pensar en principio en la utilidad de
un estudio amplio de la microflora que se integra en la familia Enterobacteria-
ceae. Este estudio informa a la vez sobre el aspecto cualitativo y cuantitativo,
pues en definitiva, toda enterobacteria sin una suficiente capacidad patégena
directa, se convierte en un microorganismo indicador de posibles contamina-
ciones realmente peligrosas. El interés de este estudio estd avalado por otra
parte, por la ausencia de una investigaciéon de la debida extensién en nuestro
pais.

El estudio planteado ha tenido en cuenta la posible variacion anual en este
tipo de microflora, asi como la existente durante estos periodos en los distintos
tipos y formas de helados elaborados por toda clase de industrias que incluyen
las de caracter nacional, local o simplemente familiar.

3. REVISION BIBLIOGRAFICA

3.1 Definicion, Clasificacion y Nomenclatura de la familia Enterobacteriaceae.

La familia Enterobacteriaceae ha sido definida en la 8.2 edicion del BERGEY'S MANUAL (14) del
modo siguiente: «Integrada por pequeiios bacilos Gram negativos, moviles por flagelos peritricos o
inméviles; capsulados o no; no esporulados; no productores lentos de acido; aerobios o anaerobios
facultativos; crecen rapidamente sobre medios con extracto de carne aunque algunos miembros
tienen requerimientos especiales para su crecimiento. quimiorganotroficos; de metabolismo respi-
ratorio y fermentativo; producen dcido de la glucosa, otros carbohidratos y alcoholes; normalmente
son aerdgenos pero pueden estar presentes grupos anaerogenos y mutantes; catalasa positivos con
excepcion de un serotipo de Shigella; oxidasa negativos; reducen los nitratos a nitritos con
excepcion de algunas cepas de Erwinia».

Desde el punto de vista historico, son numerosos los autores que han realizado aportaciones
valiosas para el mejor conocimiento de esta familia. WiLsoN. KLIGLER y ROHBERTH (1919) son
merecedores del honor de ser los primeros que desarrollaron un método base para la definicion e
identificacion de las bacterias encuadradas en el grupo denominado «Coli-tifo-disentérico», el cual
descansaba en el estudio de caracteristicas tales como las diferencias de motilidad, produccion de
indol, capacidad para licuar la gelatina y mds particularmente diferencias en la capacidad para
fermentar carbohidratos, especialmente aquellos compuestos como la glucosa, lactosa, sucrosa,
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duleitol y salicina. La introduccion con el mismo objeto. de la reaccion IMVIC y la utilizacion de la
prueba de crecimiento en medios con citrato. se debe a PARR (1939). STUART. GRIFFIN y BAKER
(1939-1940) anadieron ademas. la fermentacion de la celobiosa.

CHRISTENSEN (1946) incorpord al estudio la investigacion del enzima ureasa. y el crecimiento
en medio hostil con cianuro potasico se debe a BRAUN y MOLLER (1954). MOLLER (1955). CARLQUIST
(1956). THiBAULT y LE MINOR (1957) ademds de FALKOW (1958) incorporaron sucesivamente la
investigacion de la triptéfano-desaminasa y las pruebas de descarboxilacion de aminoacidos.

La evidencia del acido fenil piravico de la fenil alanina. fue incorporada por HENRIKSEN y
Cross (1938). siendo posteriormente modificada la téenica original por BUTTIAUX y cols. (1954) y
SINGER y VOLCANI. Le MINOR y BEN HMiDA (1962) introdujeron el estudio de la beta-galactosidasa.
y KaUrrMann y WHITE (1966) por dltimo. son coautores del esquema antigénico que lleva su
nombre, para el reconocimiento de los grupos serologicos y tipos entre salmonelas y organismos

relacionados.

El problema de la taxonomia de esta familia entérica no es menos cmplejo que los abordados
hasta aqui. En 1920, WisoN y cols.. de la Comision Americana de Microbiologos, incluian dentro
de la familia Bacteridceas. la tribu Bacterieas. con los géneros Proteus, Bacterium, Salmonella y
Shigella. Esta clasificacion incipiente de la actual familia Enterobacterideeae, sufre en 1939 una
modificacion con ocasion de la aparicion del BERGEY'S MANUAL, en la que se sustituye el género
Bacterium por los Escherichia, Aerobacter y Klebsiella. BREE. MURRAY y PARKER, en la 6.4 edicion,
dividen la familia en cinco tribus en las cuales se encuadran los siguientes géneros: Tribu [
Escherichiae. con los géneros Escherichia. Aerobacter y Klebsiella; Tribu 1l: Erwciniae. con el
género Erwnia; Tribu 11z Serrateae. con el género Serratia; Tribu 1V: Proteae, con el género
Proteus y Tribu V: Salmonellcae, con los géneros Salmonella y Shigella.

En 195L KAUFFMANN considera dnicamente tres tribus: 1 Eschericheae. con los géneros
Escherichia. Shigella y Salmonella; 1: Klebsiolleae. con los géiteros Klebsiella, Enterobacter,
Hafnia y Serratia y Uz Proteae. con los géneros Proteus, Morganella, Rettegerella y Providencia.

En la 7.2 edicion del BERGEY'S MANUAL se incorporan en la tribu Eschericheae. los géneros
Paracolobuctum y Alginobacter como tnica modificacion de interés. LE MINOR en 1962, reconoce
solamente cuatro tribus.

Mis extension merecen las dos altimas y mas recientes clasificaciones: la clasificacion de
EDWARDS y EWING (1972) y la de la 8.2 edicion del BERGEY'S MANUAL (1974). Los primeros agrupan
la familia en cinco tribus. la primera. Eschericheae incluye los géneros Escherichia y Shigella. La
tribu Edwardsielleae, incluye Gnicamente el género Edwardsiella. La tribu Salmonelleae, integra
los géneros Salmonella, Arizona y Citrobacter. La tribu IV, comprende los géneros Klebsiellu,
Enterobacter y Serratia, y finalmente la tribu V Erwineae, con el género Erwinia. En este estudio,
seguimos fundamentalmente esta ualtima clasificacion, si bien en algunos aspectos utilizamos
elementos tomados de la clasificacion de EDWARDS y EWING.

3.2. Antecedentes bibliogrificos sobre contenido microbiano de los helados.

El contenido microbiano total de un alimento dado ha sido y sigue siendo considerado un
indice higiénico muy importante. Entre las razones mds fundamentadas hay que considerar el
hecho de que gran nimero de especies consideradas apatégenas en principio, cuando su presencia
supera un dintel determinado, son consideradas potencialmente patbgenas; por otra parte, un
contenido microbiano elevado, sea cual fuere la naturaleza de los agentes presentes. es no cabe
duda, un indice desfavorable que habla de defectuosos sistemas de fabricacion, preparacion o
venta de un alimento dado. Las legislaciones alimentarias de todos los paises aluden precisamente
a este indice, estimando siempre unas cifras maximas relativas, por encima de las cuales no se
permite la comercializacion del producto.

Por revisar dnicamente las dos mas recientes disposiciones decretadas sobre esta materia en
nuestro pais, vemos que el Cidigo Alimentario (21), en su capitulo XXVIII, apartado 3.28.16,
admite para los helados y sorbetes de frutas acidas, un maximo de 50.000 bacterias banales-
[ gramo, y en los de frutas, leche, y nata un méaximo de 100.000 bacterias banales | gramo. El
decreto 2130 / 74 (10), establece en su articulo 10, apartado 4.9, las siguientes consideraciones:
miximo de 100.000 gérmenes / gramo en el caso de los helados pasteurizados en su totalidad y
méximo de 200.000 gérmenes | gramo, en el caso de helados con adicion de alimentos no pasteuri-
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sados. En otros paises. las disposiciones andlogas se pronuncian igualmente en este sentido. En
Bélgica. por ejemplo. al igual que en los Paises Bujos (76) (84). el maximo permitido s de 100.000
cermenes [ gramo. En Francia (62). se pernote un maximo de 300.000 géermenes [ mililitro y en la
Republica Federal de Alemania (65) y segun ¢l tipo de helado. los limites mdximos establecidos
<on de 100.000. 150.000 y 300.000 gérmenes ! mililitro. En los Estados Unidos. finalmente. (35).
los limites maximos permitidos van sewin los Estados. de 50.000 a 100.000 gérmenes / mililitro.

Idénticas consideraciones de importancia merceen, por otra parte. los denominados «Recuen-
tos de coliformes» y «Recuentos de enterobacterias totaless. que en conjunto pueden ser conside-
rados como indicadores de contaminacion de origen fecal en el sentido mas amplio de la palabra.
El término general «Coliformes abarca fundamentalmente £ coli. aunque también incluye otros
coeneros de la familia Enterobacteriaceae.

Los gérmenes coliformes. dada la amplitud con que <e considera dicho término. no indican
necesariamente contaminacion de origen fecal en el sentido de implicar un contacto inmediato con
heces o con una superficie contaminada con ellas; no obstante. en un alimento industrializado. los
coliformes son indice de un tratamiento madecuado o una contaminacion posterior al tratamiento,
muy probablemente a partir de los manipuladores o de instrumentos sucios. maquinas o superfi-
cies o también a partiv de la materia prima no tratada. contaminada a su vez. por contacto con
personas. agua. suelo, ete. En todo caso. la contaminacion original casi siempre procederd de
heces o aguas contaminadas (residuales) (111).

La utilizacion de las Enterobacterias Totales coma indicadoras de contaminacion. nace con la
puesta en marcha por Mosskl y cols. (¢it. por THACHER y CLARK). de un nuevo medio de cultivo
que permite que todos los miembros de la familia Enterobacteriaceas formen colonias. desechando
de este modo la seleccion de los lactosa positivos. que constituyen la base de la determinacion del
indice de coliformes o colimetria.

Respecto al namero de coliformes. y aludiendo nuevamente a las referencias legales vigentes,
el Codigo Alimentario establece en el apartado antes citado. un maximo de 20 gérmenes | gramo.
pertenecientes al grupo eoliforme. El Decreto 21301 74, establece por su parte, en el apartado
5.7 un maximo de 100 coliformes [ gramo en el caso de helados pasterizados en su totalidad. En
Bélgica no se admiten coliformes o enterobacterias. En los Paises Bajos, se admite un nimero
inferior a 1 germen del grupo coli-aerogenes por 0.1 mililitro. En Francia. se establece que el
nimero de coliformes o enterobacterias por mililitro de muestra. ha de ser inferior a 100. En la
Repiblica Federal de Alemania. no tenemos conocimiento de ninguna especificacion en este
sentido. y finalmente en los Estados Unidos, las disposiciones oficiales establecen que el ndmero
de coliformes o enterobacterias ha de ser inferior a 1 por 0.1 mililitro.

Algunos autores consideran en el caso particular de los helados. de gran importancia como
indices higiénico sanitarios, las cifras de recuento de levaduras. hongos. gérmenes psicrifilos.
mesdfilos y termodiaricos. Las disposiciones legales citadas. no se pronuncian en ningin caso en
este sentido.

Bien temprano. a principios de siglo. se tradujo la inquietud por conocer la calidad higiénica
de este producto que cada vez era mas apetecido por el consumidor. Buena prueba de ello son los
trabajos de FAy y OLsEN (1924) (40). los de BARESLEY (6). o los de FOURNELLE y MAcyY (1942) (43)
que bien pudiéramos considerarlos pioneros en este tipo de estudios. Mds adelante, la mayor
disposicion de materiales y sobre todo de técnicas. condujo indudablemente a resultados mas
fiables que los primeros.

MORALES y cols. (1961) 80). en la ciudad de La Plata. sobre un total de 310 muestras
pertenecientes a 15 establecimientos distintos. obtuvo una cifra media de recuento de totales de
2.339.466 gérmenes [ gramo. coh mdximos de 50 millones y minimos de 200 gérmenes [ gramo.
Los coliformes fueron detectados en 202 muestras (el 65,1 % del total) con maximos por estable-
cimiento del 100 % (3 casos) y minimos del 0 % (2 casos), estando la media de positividad por
establecimiento situada alrededor del 66.9 % de las muestras.

JORGENSEN (1962) (61) resume el desarrollo de la reglamentacion sanitaria cualitativa de los
helados en Dinamarca y sugiere a la vez el establecimiento de limites maximos de contenido total
en medio solido de leche y peptona. de 100.000. 25.000 y 2.000 gérmenes / ml., segun se trate de:
1) mezclas heladas. helados de leche y sorbetes, 2) mixes para helados, polos y sorbetes y 3)
limonada helada. PALLADINO (89) sobre 2.520 muestras entre 1959 y 1961, obtuvo en 623 de ellas,
401 (el 64.3 %) con menos de 10.000 bacterias / ml.; 179 (el 28,7 %) entre 10.000 y 50.000
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bacterias ' ml.; 36 (el 5.7 %) entre 50.000 y 100.000 bacterias / ml. y por altimo 7 muestras (el 1.1
%)~ que proporcionaron contenidos bacterianos | ml. superiores a 100.000. En 1960. sohre 827
muestras. en 739 (el 89.3 %) se encontraron cifras inferiores a 10.000 hacterias / ml.. en 80 (el 9.6
T0) contenian entre 10.000 y 50.000. en 5 muestras (el 0.6 %) entre 50.000 y 100.000. En 1961. y
sobre 1.070 muestras, en 924 (¢l 86.3 7) se encontraron menos de 10.000 hacterias / ml.. en 132 (el
12.3 %) contenian entre 10.000 y 50.000. en 11 (el 1.1%) la cifra / ml. estaba comprendida entre
50.000 y 100.000. y finalmente en 3 muestras (1 0.2 %) se superaron los 100.000 germenes | ml. El
total de muestras estudiadas lo fueron también a la presencia de coliformes. y durante los tres
periodos descritos. los porcentajes de positividad fueron respectivamente del 34.6 7, 22.2 o y
29.9 .

CARIC (1967) (19) estudin en Zagreh 439 muestras de helados de «pequenos fabricantes». Los
resultados obtenidos impidieron que 56 muestras fueron declaradas de libre consumo. En tres de
ellas. el recuento de totales ofrecio cifras superioes a los 200.000 gérmenes | ml.

CUSTOT (24) estudic 102 muestras procedentes a partes aproximadamente iguales. de la
industria y de fabricacion en pequena escala. encontrando en una muestra 92 millones de
gérmenes. El SHERIF (36) estudio en El Cajro. 60 muestras obtenidas de puestos de venta
callejeros. La media de los recuentos de totales fue de 998.400 gérmenes. con limites minimo y
maximo de 240.000 y 3 millones / ml. respectivamente. El recuento de coliformes arrojo cifras
medias de 4.196 / ml. con limites maximo y minimo de 180.000 y 400 respectivamente.

GUARGUAGLINT (1967) (52) estudio en Génova 147 muestras de procedencia industrial y 60 de
pequeios fabricantes: 106 y 47 respectivamente. proporcionaron resultados de totales inferiores a
100.000 / ml. y superiores a 100 coliformes | ml. TAMPIERI (1967) (110) estudié 582 muestras en
Cremona pertenecientes a 361 pequedios fabricantes. el 89 9% del total. contenfan cifras superiores
a 200.000 / gramo. y ¢l contenido de coliformes fuc superior a 10/ ml. en 233 casos.

AGUIRRE y cols. (1968) (1) estudiaron 359 muestras en Buenos Aires a lo largo de 7 afios. De
acuerdo con la composicion. dividieron los helados on tres grupos incluyendo en el primero los
compuestos a base de crema y leche. en el segundo los que llevaban leche dnicamente y en el
tercero los que llevaban fruta y no levaban ni crema nj leche. Con el fin de poder expresar
estadisticamente los resultados, éstos fueron agrupados en tres periodos (trianuales los dos
primeros y bianual el dltimo). En el primer periodo excedieron los limites legales el 64.61 %. el
46,51 y el 65.21 % de las muestras respectivamente segin el grupo. Durante el segundo periodo
los resultados fueron respectivamente del 30.8. el 36 % y el 30.4 %. siendo durante el tercero y
ltimo. del 46 %. del 26.9 % y del 25 o respectivamente.

BARTH (7) entre 1958 y 1967 estudic 841 muestras de helados. El recuento total en placa.
sobrepasa la cifra de 300.000 / ml. en un 21.5 % de las muestras, siendo el porcentaje de muestras
con un contenido superior a 100.000 / ml.. del 35.2 9.

SANDOVAL y cols. (1969) (96) estudiaron 109 muestras de helados en Sao Paulo. observando
que la totalidad de las muestras incluian recuentos inferiores a 41.000 gérmenes | gramo. en tanto
que la presencia de coliformes fue positiva en 61 muestras.

PAGARIA y SARASWAT (1969) (87) estudiaron 200 muestras de Udaipur, dividiendo las mismas
en tres grupos que inclufan las obtenidas en las propias plantas de fabricacion. las obtenidas en
restaurantes y las obtenidas de vendedores ambulantes. La oscilacion de los recuentos de bacte-
rias totales fueron en el primer grupo desde 1.300 / gramo a 3.2 millones / gramo; en el segundo de
9.100 a 18 millones / gramo y en el tercero. desde 31.000 / gramo a 36 millones / gramo. En el
mismo pais, MOKASHI y cols. (1970) (78) estudiaron 100 muestras obteniendo 5 libres de gérmenes
y en el resto, oscilaciones variables desde 1.000 / ml. a cantidades innumerables en 36 muestras.
Las cifras de coliformes fueron desde 100 / ml.. hasta 3.700 / ml.

MALAKI y cols. (1970) (69) estudiaron 297 muestras en Teherin eliminando para el consumo
piblico un total de 136 entre otras razones, por situarse la cifra de recuento en placa por encima
de los 2 millones | ml.

Por lo que a nuestro pais se refiere, hemos hecho ya mencion de la escasez de trabajos
experimentales de este tipo. ALVAREZ GOMEZ y SAN PEREZ (op. cit.) establecieron como cifras
medias de recuento total de gérmenes | gramo. en los helados elaborados en Ledn y puestos a la
venta en la misma capital. la de 103.500 para los establecimientos fijos y 508.500 para los
establecimientos ambulantes. De igual modo y por lo que a gérmenes coliformes se refiere, en los
establecimientos fijos la cifra hallada (media) fue de 56.743 | gramo. en tanto que en los estableci-
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mientos ambulantes fue de 1.316 / gramo. Los helados foraneos. todos ellos e\pt‘-n(lidm en esta-
blecimientos de venta fijos. proporcionaron una cifra de recuento total de gérmenes /[ gramo
(media). de 113.740. en tanto que la cifra de coliformes fue de 39.522 / gramo.

IBARZ y BARCELONA (op. cit.). establecieron sobre un total de 138 muestras de he]a(l()f en la
provincia de Tarragona on 19720 que el porcentaje de muestras contaminadas por coliformes.

alcanzo la cifra del 43.4 7.
3.2.1. Antecedentes Bibliogrdficos. Género Escherichia.

La especie tipo es E. coli cuyo habitat natural es la dltima porcion del tubo digestiw.» de los
animales de sangre caliente a consecuencia de lo cual. la pre.sencia de este‘agentc en un allm(?rlt('.
se interpreta habitualmente como contaminacion de origen fecal. Esta razon h;’m-e que E. coli sea
el indicador clasico de la presencia simultanea de bacterias patogenas entéricas (s’alm(.)n‘e!as,
shigelas. etc..). desde el momento en que la determinacion de estas ultl.mas'es mas .d1(1c1| y
costosa. Es preciso advertir, por otra parte. que esta indicacion no implica sino un riesgo de
existencia. o

Si bien la sospecha de que determinadas cepas de E. coli pudieran estar lm])llc:adas en casos
de gastroenteritis infantil. fue hecha en los afios treinta por ADAM. el recnnocnmle.nu.) de tal
situacion debe de ser atribuida a BRAY quien. conjuntamente. con BEA VAN consiguieron el
aislamiento de primer serotipo (actualmente 0111:B4) en 1945 (74). A partir de este mumenu.» y
cada vez con mds insistencia. se viene confirmando el papel etiologico repr.esenlu(.‘!n.pnr varios
serotipos de E. coli en las diarreas. El desarrollo reciente de métodos Sl'fr()]('lgl.C()S suficientemente
perfeccionados. ha facilitado la diferenciacion de estirpes y. numerosos investigadores han demos-
trado una asociacion entre algunos tipos de E. coli y varias enfermedades en el hombre vy
animales. Las enfermedades entéricas con estirpes enteropatogenas. parlicular'mente durante el
periodo neonatal. son la manifestacion mas coman de la infeccion por E coli en el lmml)'re y
animales. El término E. coli enteropatogeno, se utiliza para designar estirpes de este organismo
provistas de un particular potencial para causar enfermedades diarréicas. . .

En atencion a sus propiedades y sobre todo, a la produccion o no de enterotoxina. 'la:: estirpes
de E. coli son divididas por SojKa (107) en dos grupos principales: 1) El?lernumgem.(‘a's..que
ocupan en su mayoria la parte superior del intestino delgado. y 2) Invasivas, no toxigénicas.
asociadas con sindromes de tipo diarréico.

: ULSd.\(mu (1973) (101), CYLE:«](SS). GLAUTZ (46). SOJKA (108). KHOLER (66), GROSs (50). Dirco (29).
EDWARDS y EWING (op. cit.). SEEVEENEY (cit. por MELLADO. op. cit.). SARAN. R()slcﬂll_ \IG y ’Conm
(cit. por MELLADO. op. cit.), SATO, NONURA y HASHIMOTO (('il.. por ME[.I.\D(.)j op. cn.?. asi como
ALLER GANCEDO y CORDERO DEL CAMPILLO (4), nos han permitido la agrupacion de estirpes de E.
coli enteropatogeno que a continuacion senalamos y que estan relacionadas en el hombre y

distintas especies animales con sindromes diurréi('«;s y C“‘“"‘j"t‘;'\i(l‘,"‘a. id lult ¢ ¢como E
Colibacilosis humana: Diarrea infantil y sindrome diarreico de los individuos adultos. asi como E.
coli enteropatogeno no toxigénicos. 06: H16. 015:H11. 018:B20. 018:B21. 020:B7. 020:84 (B).
026:B6. 028:B18. 044:K74. 055:B5. 078:H12. 086:B7. 0111:B4. 0112:B11. 0113:B19.
Ollé:Bl4. 0i24:B17. 0125:B15. 0126:B16. 0127:B8. 0128:B12. 0136:B22. 0143:X1. 0].44:)(2..
0148:NM (28). Los grupos que con mayor frecuencia se aislan en casos de gastroenteritis infanti-
les. son sin duda alguna. los 026:B6. 055:B5. 086:B7. 0111:B4. 0119:B14. 0125:B15. 0126:B16.
0127:B8. y 0128:B12. todos ellos descritos en nuestro pais por numerosos autores (GOMEZ LUs.
BUENO SANCHEZ. PUMAROLA. MELLADO. ESCRIBANO, BAQUERO. ARCALIS. PRATS y RoODRIGUEZ
TORRES (cit. por Mellado. op. cit.).

Culibacilosis porcina: Formas diarréica. septicémica y enfermedad de los edemas. Se inclu-
yen como serotipos enteropatogenos mds importantes. los siguientes: 08:K87.K88. 08:K87.K88ab.
08:[\87. K88ac. 09:K (?). 045:K88ac. 045:KEGS, K88. 098. 0138:K81. K88ah. 0138:K81 K88ac.
0138:K81 (B):H14. 0139:K82. 0141:K85. K88. 0141:K85 (B):H4. 0147:K89. K88ac. 0149:K91. K88.
0157:K (?). 0157:K (?). K88.

Colibacilosis bovina: En los animales jovenes. se describen los siguientes serotipos: 08. 09.
013. 019. 015. 020. 021. 026. 055. 078. 086. 0101. 0111ab. 0115. 0119. 0137.

En los animales adultos. los serotipos encontrados son los 012, 042. 082 y 088.

Colibacilosis ovina: Las formas sistémica y entérica. incluyen los siguientes serotipos: 02:H6.
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04:H. 08:K85ab. KCo. 09:K35.KCO. 010:K32. KCO. 015. C18:H. 020:K. «X664». 020:K XB67..
035. 075:K:H8. 078:K80:H1. 0101:K .B41,. KCO. 0113:H21. 0115. 0121:H19. 0124.K: NM. 0125.
0137.

Colibacilosis aviar: Pueden ostar implicados hasta 75 serotipos. pere por su frecuencia son
dignos de mencion los siguientes: 01, 02, 02:K1. 05. 09. 016. 041. 071. 078. 078:K80. 079. 084. 086.
0111. 0119. 0126.

Otras especies animales como los gatos. perros, roedores. monos antropoides v conejos. han
sido también fuente de gislamientos de estirpes enteropatigenas de K. coli. si hien <u importancia
desde el punto de vista que nos ocupa. no deja de ser secundaria.

Dentro de los nueve serotipos antes destacados por su frecuencia en la colibacilosis humana.
los serotipos 0111:B4 y 055:B5. <on especialmente importantes segin Dk (25).

Los sindromes de diarrea infantil y diarrea de los turistas. se caracterizan en su forma aguda.
por una copiosa diarrea acuosa. marcada deshidratacion y debilidad circulatoria 49). Lax estirpes
causales. ubicadas fundamentalmente en la parte superior del intestino delgado. elaboran una
enterotoxina termoldbil. reactiva solamente en esa zona del intestino. donde causan una descarga
masiva de fluido tisular a la luz intestinal, siendo causa de diarrea y deshidratacion.

Las estirpes no toxigénicas de L. coli enteropatogeno. pueden calificarse de invasivas y estdan
asociadas asimismo con un sindrome disentérico caracterizado por una colitis que puede afectar
por igual a nifos y adultos. Estas cepas proliferan en el colon y al igual que las shigelas. son causa
de disenteria y colitis por invasion de lus células epiteliales de la mucosa del colon. Las formas
mds graves. incluyen disenteria. fichre. postracion abdominal y toxemia sistémica severa 133).

Son numerosos los autores que han descrito casos de diarrea producidos por serotipos
enteropatigenos de E. coli en los cuales estaban implicados los alimentos como vehiculos de los
mismos. Los tipos de alimentos mis frecuentemente implicados en estos trastornos han sido por lo
general. aguas de bebida. leche y productos licteos. Otros alimentos como cames. mariscos,
vegetales. etce.. poseen una importancia mds secundaria y. en todo caso. pueden poscer interés por
representar algin cometido en Jos procesos del adulto (MELLADO. op. cit.).

Podria pues resumirse. que dada la cada vez mayor frecuencia de aislamiento de este tipo de
agentes en alimentos de mercado. es indudable que la poblacién consumidora esta sometida a un
peligro potencial de enfermedad. maxime si se trata de alimentos de bajo nivel higiénico.

No conocemos por ¢l momento. al menos por cuanto a nuestro pais se refiere. ningin brote
diarreico (toiinfectivo) denunciado por consumo de helados en el que se haya hecho responsahle
la presencia de E. coli enteropatogeno. No quiere esto decir que no se produzean; mds bien. nos
inclinamos a pensar que asi sea. y que la investigacion epidemiologica (caso de que se haga) no
haya sido lo suficientemente profunda para llegar al reconocimiento ctiologico de la causa exacta.
En la actualidad. como ya hemos apuntado. se dispone de medios de diagnistico suficientemente
perfeccionados como para permitir averiguaciones de este tipo sin margenes de error considera-
bles.

Por cuanto al reconocimiento de E. coli como indicador de contaminacion fecal se refiere. la
literatura abunda en ello con suficienciaz puede decirse que el valor de este germen entérico comao
indice higiénico-sanitario. hace de ¢l un complemento de las otras dos determinaciones antes ya
revisadas. y al igual que en ellas las legislaciones alimentarias se pronuncian en uno u otro
sentido. En nuestro pais. el Decreto 2130 / 74 establece la ausencia de E. coli en 25 ml. de helado
fundido. Las legislaciones belga y francesa. establecen el limite de menos de 1 por ml. mientras
que en la Republica Federal Alemana. estos extremos varfan segan el tipo de helado: de menos de
1. menos de 10 y menos de 30.

Existe un aspecto de la problematica de E. coli de gran interés para este estudio. y ello es |a
supervivencia de este agente en alimentos congelados. A este respecto. S4T0 y cols. (1968) (97)
demostraron un marcado decremento de los recuentos. siendo las células especialmente lihiles
durante la fase logaritmica. ALEXANDER y Roruwerr (1970) 2) llegaron a la misma conclusion
utilizando experimentalmente mezclas heladas inoculadas con E. coli y con B. cereus.

Entre la bibliografia disponible que contempla la presencia de este género en los helados.,
AGUIRRE y cols (op. cit.) obtuvieron un 39.7 % de determinacions positivas g la presencia de. coli
fecal. CARIC y cols, (op. cit.). de igual modo. declararon fuera de consumo por exceder la cifra de
E. coli fecal. el 30 % de los helados de leche estudiados y el 19 % de Tos helados de frutas.

SANDOVAL y cals. (op. ¢it.) identificaron £. coli en 2 muestras de las 61 en las que se habia
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diagnosticado la presencia de coliformes. MALAKI y cols. (0p. cit.) puso de manifiesto la presencia
de E. coli y otros coliformes. en el 42.64 % de las muestras estudiadas.

Bkt KAsLOV. DORZDOVA entre otros, citan referencias de la presencia de este agente en
muestras de helados estudiadas por ellos en distintos lugares y en distintos afios.

SING y cols. (99) destaca la presencia de serotipos enteropatogenos de E. coli en helados;
sobre todo los serotipos 055:B5 y 0126:B6. siendo menos acusada la incidencia de serotipos
pertenecientes a los grupos 020, 026, 0111. 0119. 0124. 0127 y 0128. .

Por cuanto a nuestro pais se refiere. dnicamente ALVAREZ GOMEZ y SAN PEREZ (op. cit.)
investigaron en el estudio llevado a cabo en Leon. la presencia de E. coli tipo L llegando como
resultados a cifras que alcanzaron los siguientes valores: Los helados elaborados localmente,
referidos a tres establecimientos fijos. mostraron respectivamente unos porcentajes de posit.ividad
al germen referido. de 33. 50 y 0 . En tres establecimientos ambulantes. los porcentajes de
muestras positivas fueron 2.5. 50 y 2% respectivamente. Los helados fordneos estudiados en cinco
establecimientos diferentes. dieron los siguientes porcentajes de positividad: 0. 0, 0. 0.2, y 0 %
respectivamente. lo que indica el distinto grado de higiene existente en la preparacion y venlalde‘ ].(N
helados elaborados por industrias de ambito nacional. comparados con las pequenas industrias familia-

res.
3.2.2. Antecedentes bibliograficos. Género Edwardsiella.

El habitat natural de este grupo. del que la especie tipo es B tarda, lo constituye probable-
mente el sistema intestinal de las serpientes (BERGEY'S MANUALL op. cit. ) siendo aislado en
ocasiones de muestras fecales humanas con diarrea o. en otros casos. de individuos que disfrutan
de buena salud. asi como de la sangre del hombre y animales. y de orina. También ha sido aislada
del agua.

En el aspecto que aqui nos concierne. por lo que a la presencia de especies de este género en
helados se refiere. no hemos encontrado referencia alguna al respecto en la bibliografia consul-

tada.
3.2.3. Antecedentes bibliogrdficos. Género Citrobacter.

Este tipo de gérmenes se aislan del agua. alimentos, heces. orina. ete. Parecen ser habitantes
normales del aparato digestivo y se aislan con frecuencia de individuos sanos. Algunos .s'ur‘nlipn:
parccen presentarse de modo esporddico y en gran cantidad de infecciones alimentarias. infeccio-
nes del tracto arinario. vesicula biliar. oido medio y meninge. La especie tipo es C. freundii.

Respecto a su presencia en los helados. teniendo en cuenta que el grupo indicador denomi-
nado «coliformess engloba entre otros a este género entérico, podemos dar por sentado todo lo
dicho en el apartado correspondiente. En cuanto a identificacion separada y concreta de especies
pertenecientes a este género. anicamente MALAKI v cols. (op. cit.) afirman haber encontrado
Escherichia freundii. denominacion ésta que es sinonima de Citrobacter freundii . como es sabido.
enun 8.92 % de las 297 muestras estudiadas.

3.2.4. Antecedentes bibliogrdificos. Género Salmonella.

Entre las especies bacterianas contaminantes de los alimentos y consideradas de importancia
sanitaria por su poder patogeno potencial o real. es quizds el género Sulmonella el que ha dado
lugar a mds abundante literatura. Son de todos conocidos los grandes estragos ocasionados en la
poblacion consumidora por especies como S, typhi os. paratyphi. productoras respectivamente de
las fiebres tificas y paraliticas. peroes que el problema no queda reducido ni mucho menos a estos
dos casos que no por ser suficientemente demostrativos son unicos. Es sentir unanime de
numerosos autores. que cualquier serotipo de salmonela debe de ser considerado potencialmente
patogeno para el hombre.

Atendiendo a este criterio, las legislaciones sanitarias internacionales <e pronuncian en el
sentido de que debe de estar ausente este género en los alimentos. especificandolo claramente. o
bien, incluyéndolo dentro del amplio capitulo de gérmenes patogenos.

Desde que se deseribio el primer brote de salmonelosis en Fraukenhausen (Sajonia) por
GARTNER en 1888 debido al consumo de carne cruda. hasta nuestros dias. el problema de la
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salmonelosis ha tomado tanto importancia que a instancias de la O.M.S.. y con fondos de distintas
procedencias. funcionan en la actualidad Centros Internacionales y Nacionales de Referencia para
las salmonelas. a los cuales se les tiene encomendada la vigilancia sanitaria por lo que a las
mismas se refiere, teniendo encomendada asimismo la identificacion y tipificacion de los numero-
sos serotipos de salmonelas aislados en todo el mundo, asi como la propuesta de medidas de todo
tipo encaminadas al control del género que nos ocupa. Los alimentos implicados con mas
frecuencia como origen de salmonelosis, son ciertamente numerosos; asi por ejemplo. sobre un
total de 67 brotes descritos durante los afios 1951, 1952 y 1953 por el Servicio de Salud Piblica de
los Estados Unidos (Dack, ope. cit.) en 19 de ellos fueron implicados la carne de pollos y pavo, en
el resto lo fueron caldo de yemas, yemas de huevos, asado Alaska. jamdn asado. espaguetti,
higado picado. helados confeccionados con huevos de pata y preparados en casa y crema rellena
con chocolate.

El tercer informe del Comité Mixto F.A.O. / O.M.S. de expertos en zoonosis (39) recoge como
alimentos que pueden contaminarse por salmonelas. los siguientes: Huevos y productos a base de
huevos, que incluyen fundamentalmente huevos de pata, de gallina y alimentos a base de huevos.
Carne, que incluye de ave de corral. de vaca. de ternera. de cerdo y de caballo, asi como
hormonas y otros productos de origen animal. Pescado. Leche. Productos vegetales. Alimentos
para animales y fertilizantes y finalmente. agua.

Por su interés como materia prima para la elaboracién de helados son de extraordinario
interés a este respecto, los huevos y productos a base de huevos, y la leche. Respecto a los huevos
de pata. el citado informe afirma que si bien el indice de infeccion ha descendido a consecuencia
de la puesta en marcha de medidas preventivas tales como la ebullicion, ain se mantiene
relativamente alto. EI mayor peligro de contaminacion de los huevos de gallina radica precisa-
mente en la existencia de grietas en la cdscara y. finalmente. por cuanto a los alimentos a base de
huevo se refiere. el grupo de especialistas F.A.0./ O.M.S., hace hincapié en la elevada frecuencia
de contaminacion de productos tales como huevos congelados, huevos enteros en estado liquido.
clara y yema o huevos en polvo. a consecuencia de los elevados porcentajes de infeccion
subclinica en las aves. Asimismo, el informe sefala que cuando la pasteurizacion se lleva a cabo
convenientemente, el tratamiento ofrece garantias suficientes. El peligro de contaminacion poste-
rior al tratamiento térmico. obliga a una continua vigilancia sanitaria tanto en las instalaciones
como en los manipuladores.

Respecto a la leche, cuando la pasteurizacion de la misma tiene lugar. el riesgo tedrico de
contaminacion es realmente escaso, aunque siempre existe el fantasma de una posible recontami-
nacion posterior.

Respecto a las especificaciones legales a las que ya nos hemos referido con anterioridad. por
lo que al género Salmonella se refiere. mientras que en Bélgica se entiende excluida su presencia
al denotar la necesidad de que los microorganismos peligrosos o nocivos para el hombre estén
ausentes, en los Paises Bajos se especifica claramente que debe de haber ausencia de gérmenes
patogenos. En Francia. se estima que el contenido de salmonelas en los helados debe de ser
inferior a 1 por 25 ml. y en la Repiblica Federal de Alemania y Estados Unidos. no se hace
especificacion alguna al respecto.

En nuestro pais, la normativa legal se pronuncia claramente en contra. El Codigo Alimentario,
establece claramente: «no existiran licuadores de la gelatina. ni microbios patdgenos (estreptoco-
cos, estafilococos, microbacterium tuberculosis, brucelas y salmonelas)». Por su parte. el decreto
2130 | 74 dispone: «estardn exentos de gérmenes patogenos y de sus toxinds».

Como referencias bibliograficas de este género en los helados, hemas citado ya los brotes
descritos por LUMSDEN y CUMMING. En 1947, EVANS describié un nuevo caso. DEWBERRY (op. cit.)
relaciona los brotes de toxiinfeccion alimentaria por consumo de helados habidos en Inglaterra y
Gales entre 1892 y 1954. En tal relacion pueden observare casos de tifoidea en 1892 en Londres.,
en 1904 en Govan y Glasgow, en 1910 en Eccles, en 1916 en Boldon Colliery. en 1935 en
Grays-in-Thurrock y en 1946 en Aberystwyth. Asimismo. se describe un caso de paratificas
originado por S. paratyphy B en Southampton en 1937 y tres casos de intoxicacion alimentaria en
Lincoln (1946). Winchester (1947) y Bradford (1949). cuyas causas fueron respectivamente S.
typhimurium en las dos primeras y S. newport en la dltima. :

Mis recientemente. PERISIC y JANKOVIC (op. cit.) describieron en 1967, un hrote de toxiinfec-
ci6n con 21 personas afectadas. atribuido al consumo de helados contaminados con S. enteritidis
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Gartner. En el mismo ano, Custot (op. cit.) publico los resultados del analisis de 102 muestras de
helados en las que no encontrd ninguna salmonela. TAMPIERI y DOSSENA (op. cit.). sobre 582
muestras estudiadas durante 1964 aislaron S. typhimurium en dos ocasiones.

MALAKI y cols. (op. cit.) aislaron salmonella spp. en el 1,46 % de las 297 muestras de helados
estudiadas en 1970 y por altimo, PATEL y BYAS (op. cit.) pusieron de manifiesto la presencia de S.
cholerae suis en un total de 7 muestras de helados estudiadas ¢n la India.

En nuestro pais, ninguno de los trabajos referenciados, hace comentario alguno sobre la
presencia de salmonelas en los helados de fabricacién y venta nacionales.

3.2.5. Antecedentes bibliogrdficos. Género Shigella.

Existen cuatro especies del género, que a menudo se sefialan también como subgrupos. S.
dysenteriae, constituye el subgrupo A; S. flexneri, integra el subgrupo B; S. boydii constituye el
subgrupo C y S. sonnei el subgrupo D. La primera especie citada, constituye la especie tipo y
produce generalmente, la enfermedad més grave.

S. dysenteriae es aparentemente el tnico entre los bacilos disentéricos provisto de capacidad
de formacion ademds de una endotoxina (complejo polisacarido-lipido-polipéptido), de una exoto-
xina calificada como neurotoxina, que afecta S. N. C. produciendo paralisis. Las infecciones por
esta shigela, han sido observadas fundamentalmente en la India. Japén, China y otros paises de
Asia, siendo destacada recientemente una epidemia en América Central (17).

S. flexneri estd ampliamente difundida y es en opinion de muchos, la shigela cuyo nimero de
aislamientos abarca el mayor porcentaje. S. boydii, posee una patogenicidad muy similar a la de S.
flexneri, siendo también como ella enormemente ubicua.

La via oral es la mds usual en la transmisién de las especies pertenecientes a este género,
siendo los alimentos mas corrientemente implicados, el agua, la leche, los huevos y los productos
derivados. La cuantia exacta en que los alimentos pueden ser vectores de shigelas, no es conocida
con exactitud, pero considerando que es suficiente para producir la infeccién un pequeiio nimero
de gérmenes, es presumible que las defectuosas pricticas de higiene personal en la manipulaciéon
de los alimentos, pueden suponer un peligro considerable.

La incidencia de shigelosis por consumo de helados no puede ser calificada importante. En el
citado resumen de brotes toxiinfectivos en Inglaterra y Gales, tinicamente se registran dos casos
en Glasgow y Lanarkshire en 1933 y 1935 respectivamente, culpéandose a S. sonnei en ambos como
causa de los mismos. LAMBION y VEULEMANS (op. cit.) citan también un caso de shigelosis por
consumo de helados en 1966 en Bélgica.

En nuestro pais, no se ha encontrado ninguna referencia.

3.2.6. Antecedentes bibliogrdficos. Género Klebsiella.

K. pneumoniae, la especie tipo del grupo, se caracteriza por su amplia difusion aislindose
del suelo, agua, granos de cereales, etc. y de modo habitual del tracto intestinal del hombre y los
animales. Si bien esta especie es responsable de lesiones localizadas en cualquier parte del cuerpo, no
es infrecuente la observacion ocasionalmente, en formas graves de enteritis en cierto modo similares a
la disenteria bacilar (102).

En un estudio efectuado por FOURNELLE y MACY (op. cit.) en 1942 sobre 90 muestras de
helados, obtuvieron Aerobacter aerogenes. De igual modo, SANDOVAL y cols. (op. cit.) aislaron
Aerobacter aerogenes de 23 muestras de las 109 en que basaron su estudio. Finalmente, MOKASHI y
cols. (op. cit.) sobre 100 muestras, pusieron de manifiesto la presencia de K. aerogenes y K.
pneumoniae en 18 y 5 muestras respectivamente.

En nuestro pais, ninguno de los trabajos citados refleja la existencia de flora perteneciente a
este género en el alimento que nos ocupa.

3.2.7. Antecedentes bibliogrdficos. Género Enterobacter.

La especie tipo de este género, E. cloacae, se aisla de heces del hombre y animales, aguas
residuales, suelo y agua. Ocasionalmente puede aislarse de orina, pus y otros materiales patologi-
cos procedentes de los animales. E. aerogenes puede aislarse ademas de las fuentes anteriores, de
productos lecheros.
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FOURNELLE y MACY (op. cit.) aislaron A. cloacae tanto de las muestras tomadas en las
factorias. como de las muestras tomadas o con cazo o con cuchara. Asimismo. SANDOVAL y cols.
(op. cit.) aislaron A. cloacae de 14 muestras en un estudio sobre 109, Respecto a nuestro pais. las
mismas consideraciones hechas en el género anterior. son vilidas para éste.

3.2.8.  Antecedentes bibliogrdficos. Género Hafnia.

La especie tipo de este género, H. alvei, se aisla de heces del hombre y de los animales asi
como de aguas residuales. suelo, agua y productos lcteos (Bergey's Manual. op. cit.).

En la bibliografia disponible. tanto de procedencia nacional como internacional. no se ofrecen
resultados que denoten su presencia en el producto (que nos ocupa.

3.2.9. Antecedentes biblivgrdficos. Género Serratia.

La especie tipica es S. marcescens, cuyo habitat natural lo constituyen el agua. suelo y
alimentos, entendiéndose por tanto que su distribucion sea muy amplia. Ocasionalmente puede
hallarse también en materiales patologicos.

Ninguna de las referencias consultadas. tanto nacionales como internacionales. incluyen este
género entre la flora estudiada en los helados.

3.2.10.  Antecedentes biliogrdficos. Género Proteus.

La especie tipica. P. vulgaris. se aisla con frecuencia de materiales fecales de la mayor parte
de los animales, aguas residuales y suelo. especialmente donde existan proteinas animales en
descomposicion. P. mirabilis. es aislada de los mismos lugares que el anterior encontrandose con
mis {recuencia que aquél a partir de materiales procedentes de clinica humana. P. morganii no
posee habitat conocido, aislandose no obstante con mayor frecuencia a partir de heces humanas.
Otro tanto puede afirmarse de P. rettgeri. quien se aisla también de material clinico humano y de
heces de aves (gallinas) asi como P. inconstans. que también se aisla de muestras clinicas
humanas, especialmente a partir de orina y heces.

Las especies del género Proteus ticnen en comin con E. coli su gran afinidad por las vias
urinarias, pudiendo revestir incluso mas gravedad por el hecho de poseer en su equipo enzimatico
el enzima ureasa. Proteus, se aislan también en materiales de origen fecal. procedentes de
disenterias de caricter agudo, y de la sangre cuando existe bacteriemia (SMITH, op. cit.). P.
morganii fue aislado precisamente en 1906 por Morgan a partir de heces de nifios con disenteria
estival. La disenteria por esta especie. a pesar de su parecido con la producida por las shigelas. a
veces cursa con fiebre, como sucede con las salmonelas.

Respecto al género Proteus. aunque la legislacion espafiola al respecto no contempla de modo
conereto su existencia o ausencia. otras legislaciones como por cjemplo la alemana. especifican
claramente que su nimero en los helados ha de serinferior a 100.000 / ml.; no obstante. la tonica
que predomina ex la que impera en nuestro pais.

La descripeion de especies de este genero que figura en la bibliografia consultada. se limita
inicamente al estudio de MALAKI y cols. (op. cit.) quienes describen que de 136 muestras contami-
nadas de las 297 en las que se levo a cabo el estudio. en el 1.46 % se diagnosticaron la presencia
de Proteus spp.

3.2.11.  Antecedentes bibliogrificos. Género Yersinia.

La inclusion del género Yersinia dentro de las enterobacterias. obedece a la proposicion de
THAL en 1954. Desde el punto de vista que nos ocupa. anicamente Y. enterocolitica tiene interés
para nosotros cn razin de su habitat calificado de ubicuo a consecuencia de los numerosos
aislamientos conseguidos de heces y ganglios linfoides de animales y hombre. También ha sido
aislada de materiales con posibilidades de contaminacion por heces. tales como leche o helados.
Aparte la referencia citada anteriormente. no disponemos de dato alguno que haga mencion a la
posible presencia de esta especie a partir de los helados.
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3.2.12.  Antecedentes bibliogrdficos. Geénero Erwinia.

La hibliografia consultada. ya sea nacional o internacional no refleja en modo alguno aisla-

mientos de esta especie realizados a partir del producto que nos ocupa.

4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1. LUGARES DE TRABAJO.

El trabajo que presentamos se inicio en 1972 y fue llevado a cabo de
manera principal, en las dependencias del Departamente de Microbiologia de
la Facultad de Veterinaria de Leon (Universidad de Oviedo), habiéndose repe-
tido algunos experimentos en la Cdtedra de Microbiologia de la Facultad de
Farmacia de la Universidad de Barcelona siendo ya titular de la misma el
Director de la Tesis. asi como en la Cdtedra de Microbiologia y Parasitologia
de la Facultad de Medicina de la misma Universidad.

4.2, RECOGIDA DE MUESTRAS.

Las cien (100) muestras estudiadas fueron recogidas durante los meses de
verano de los anos 1972 y 1973, La eleccion de estos meses descansa en el
supuesto de que a pesar de que el consumo de helados en la actualidad es
continuo a lo largo de todo el afio, durante los meses de verano por ser la
temperatura ambiental mas alta. se incrementa sensiblemente el consumo en
relacion con otras épocas y por otro lado, las condiciones de venta (fundamen-
talmente en los puestos ambulantes) acusan un mayor nimero de deficiencias
en el aspecto higiénico-sanitario.

Las muestras fueron tomadas al azar de puestos de venta callejeros,
depdsitos (almacenes), plantas de fabricacion. etc.. en cantidades de aproxi-
madamente 100 ml., depositandose el producto en frascos de vidrio (todo ello
estéril en horno Pasteur. durante dos horas a 160°C) utilizando para ello
espatulas metdlicas estériles y llevando a cabo toda la operacion en condicio-
nes lo mds higiénicas posibles.

El transporte de las muestras al laboratorio se realizo invariablemente en
una nevera portatil dispuesta precisamente para tal servicio, teniendo muy
presente en todas las ocasiones en invertir el minimo tiempo posible a fin de
evitar una fusiéon del producto que ocasionaria una multiplicacion indeseable
de la flora presente.

En el laboratorio, las muestras se almacenaron hasta el momento del
andlisis, en un armario congelador a temperatura de —16°C.

El anilisis, por sistema, se inicio siempre dentro de las veinticuatro horas
siguientes a la recepcion de las muestras.
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4.3. MATERIALES Y METODOS GENERALES.

4.3.1. Materiales.

Como material de laboratorio se utilizé el corriente en este tipo de trabajos:
frascos de vidrio, espétulas, neveras portatiles, congeladores, bafios de agua
termostatados, perlas de vidrio, hornos Pasteur, autoclaves, tubos de ensayo
de diversos didmetros, campanas Durham, placas de Petri de diversos tama-
fos, asas de platino, estufas de incubacion a diferentes temperaturas, cabina
de siembra de flujo laminar, frascos Erlenmeyer, agitadores excéntricos,
calentadores-agitadores para la preparacion de medios de cultivo, contadores
de colonias, portaobjetos, microscopios, pipetas, balanzas de precision, grana-
tarios, etc.

Los medios y reactivos empleados fueron los siguientes: Equipos de
tincién por Gram, equipos de tincién simple, solucién Ringer, Caldo E.E.,
Medio de cultivo bilis, rojo neutro y cristal violeta, Caldo T.S.B., Caldo
Selenito, Caldo B.G.M.B., Medio de Levine, Medio de McConkey, Medio
S.S., Medio de Desoxicholato Citrato, Medio B.G.N.R.L.A., Medio al Sulfito
de Bismuto, Agar Nutritivo, Agar T.S.I., Medio de Kligler, Reactivo para la
prueba de la Oxidasa. Medio para la Fenilalanina desaminasa, Reactivo de
cloruro férrico, Medio de Triptéfano, Reactivo de Kovacs, Medio semisélido
para demostracién de la movilidad, Medio Descarboxilasa de Miiller, Lisina,
Ornitina, Medio para la producciéon de gas a partir de la Glucosa, Medio
M.R.-V.P., Reactivo para el rojo de metilo, Reactivo para la reaccion de
Vogues-Proskauer, Medio de K.C.N., Medio de citrato de Koser, Medio de
citrato de Simmons, Medio de Malonato, Medio de Mucato, Medio de Tartrato,
Medio con indicador de rojo fenol para la fermentacién de azicares (Dulcitol,
Sorbitol. Rafinosa, Ramnosa), Medio de Acetato de sodio, Sueros polivalentes
anti-Salmonella, sueros polivalentes anti-Shigella, sueros polivalentes anti-E.
coli, sueros cortos anti-E. coli, Cepas de referencia.

Algunos medios fueron utilizados a partir de la forma deshidratada proce-
dentes de diversas casas comerciales. El resto, fueron preparados por noso-
tros.

Las incubaciones se llevaron a cabo en su totalidad a 37°C, a excepcion
de en las operaciones de recuento, en que se utilizaron temperaturas mas altas
y mas bajas que la expresada con el fin de ampliar los limites del crecimiento
optimo de la flora microbiana presente en las muestras.

4.3.2. Métodos.

4.3.2.1. Introduccién.

Si existe una parcela de la Microbiologia en la que la enorme cantidad de
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métodos de trabajo haga dificil la eleccién, puede afirmarse sin temor a
equivocarse, que el diagnostico de la familia Enterobacteriaceae es desde este
punto de vista uno de los mas complicados. Se impone pues, la simplificacion
del procedimiento, lo que a pesar de todo. implica tanteos iniciales, necesarios
para comprobar medios, formulas de reactivos, etc.

El protocolo experimental adoptado ha sido basado en esquemas clasicos,
utilizando técnicas ya calificadas por sus resultados. En lineas generales, el
protocolo fue el siguiente:

1. Preparacién de la muestra.

2. Enumeracion de gérmenes totales.

3. Enumeracion de enterobacterias totales.

4. Preenriquecimiento, Enriquecimiento y Aislamiento de gérmenes en-
téricos.

5. Tincién por el método de Gram.

6. Mantenimiento de los cultivos en agar nutritivo.

7. ldentificacion bioquimica y serolégica de los distintos géneros y espe-
cies aisladas.

4.3.2.2. Preparacién de la muestra.

Las muestras recibidas en el laboratorio eran almacenadas hasta el mo-
mento del andlisis a ~16°C en un armario congelador, iniciandose siempre el
andlisis antes de las 24 horas de la recepcién.

Las muestras se fundian en un baho de agua termostatado a 45°C durante
un tiempo de 30 minutos, al cabo del cual se pasaban a matraces Erlenmeyer
provistos de perlas de vidrio (todo ello estéril), procediéndose después a una
agitaciéon rotativa y en vaivén, que homogeinizaba el producto (41). Cada
muestra iba marcada con un namero correlativo de entrada, acompafiado de
los datos de la misma (establecimiento, marca, tipo, clase, sabor, hora de
recogida y otras circunstancias).

4.3.2.3. Enumeracién de gérmenes totales.

A partir de la muestra fundida y homogeinizada, se preparaban diluciones
decimales en solucién Ringer diluida al 1 /4. Las diluciones que se utilizaron
fueron las seis siguientes: 1/10, 1/100, 1/1.000, 1/10.000, 1/ 100.000 y
1/1.000.000. Posteriormente, 1 ml. de cada dilucién era mezclado en un tubo
de ensayo (utilizando un agitador excéntrico) con aproximadamente 10 ml. de
un medio de recuento de la siguiente composicién: Extracto de levadura, 2,5
gr; Triptona, 5,0 gr; Dextrosa, 1,0 gr; Leche descremada en polvo, 1,0 gr;
Agar, 18 gr; y Agua destilada 1 litro.

La mezcla (medio de cultivo mds muestra diluida en solucién Ringer) se
pasaba después a placas de Petri de 11 cm. de diametro. De cada dilucién, se
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preparaban dos placas y después de solidificado el conjunto, se mantenian en
incubacion durante 72 horas a 37 y 40°C (una serie a 37°C y la otra a 40°C) al
cabo de las cuales se procedia el recuento eligiendo para ello la dilucion con
menor niamero de colonias. multiplicando después dicho nimero por el inverso
de la dilucion y expresiandose el resultado como una media de las dos series.

4.3.2.4. Recuento de enterobacterias totales.

A partir de la muestra fundida y homogeinizada, se prepara inicamente
una dilucién 1/10 en solucion Ringer diluida al 1/4 y a continuacion. se
procede como sigue: Se toman 10 ml. del homogeinizado no diluido, indivi-
dualmente. en cinco matraces Erlenmeyer de 200 ml. en cada uno de los
cuales se han preparado 100 ml. de caldo de enriquecimiento para enterobac-
terias (Caldo E.E.. de Oxoid) cuya composicion incluye peptona. dextrosa.
fosfato dcido disddico, fosfato didcido potdsico. sales biliares, verde brillante y
agua destilada en proporciones variadas y en cuya preparacion se siguieron las
instrucciones del fabricante (86).

Posteriormente, 1 ml. de la muestra no diluida, se pasaban individual-
mente a cinco tubos cada uno de los cuales contenia 12 ml. del mismo medio.
El proceso anterior. se repetia luego, utilizando 1 ml. de la dilucion 1/ 10 del
alimento homogeinizado.

Todos los tubos y matraces se mezclaban lo mejor posible mediante
movimientos rotatorios y de vaivén. incubindose luego a 37°C durante 20-24
horas, al cabo de las cuales se procedia a la siembra con asa de Pt individual-
mente de cada tubo o matraz a placas de Petri preparadas con el medio de
cultivo denominado Agar Bilis Rojo Violeta (Difco) (31).

Las placas se incubaban invertidas durante 20 a 24 horas a 37°C. al cabo
de las cuales se procedia a su lectura entendiéndose como cultivo positivo de
enterobacterias aquél en el que las colonias en medio solido. estan rodeadas de
una zona de precipitacion de las sales biliares. acompanada de una decolora-
cion parpura del agar (THyrcher y CLARK, op. cit.). Por dltimo, se procedia a
calcular el nimero de enterobacterias / gr. de muestra, utilizando una tabla del
N.M.P., de las que figuran en cualquier tratado de microbiologia.

4.3.2.5. Preenriquecimiento, enriguecimiento y aislamiento de gérmenes enté-
ricos.

Dado que la flora microbiana de los helados estd sometida a fuerte stress
por efecto del frio («Cold shock»). se hace preciso intercalar esta fase que
tiene como fin primordial reactivar tales gérmenes (82). El procedimiento
operativo consiste en pipetear 1 ml. de la muestra fundida y homogeinizada a
un tubo de ensayo con 10 ml. aproximadamente de caldo de cultivo T.S.B.
Después de una incubacion durante 2 horas a temperatura ambiente. se pasa a
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la siguiente fase o de Enriquecimiento, en la cual se utilizaron dos medios de
cultivo liquido, y en ambos el sistema operativo fue el mismo.

A partir de los tubos de T.S.B. (B.B.L.), previa su incubacion a tempera-
tura ambiente por el tiempo indicado, se tomaban cantidades de 1 ml. con
pipeta estéril y se pasaban a dos tubos de ensayo con caldo Selenito de Leifson
(Difco) y otros dos con caldo B.G.M.B. (Caldo Verde Brillante de McConkev)
(98) en cantidades de 10 ml. aproximadamente en ambos casos. El caldo
B.G.M.B.. tiene la siguiente composicion: Peptona, 20,0 gr; Manitol, 10,0 gr;
Bilis de buey desecada, 5,0 gr; Parpura de bromocresol. 0.01 gr; Verde
brillante 10.0 decl.; y agua destilada 1.0 litro. Los medios inoculados, se
incubaron durante 24 horas a 37°C.

Aislamiento de gérmenes entéricos en placa.

Dado nuestro propaosito de estudiar en general la familia Enterobacteria-
ceae, se imponia la utilizacion de medios selectivos que tinicamente permitie-
ran el desarrollo de gérmenes Gram negativos; como quiera que algunos de los
géneros de esta familia son de crecimiento lento, que resulta oscurecido en
presencia de flora abundante de otros géneros, se imponia el uso de dos tipos
de medios dentro de los ya elegidos selectivos para bacilos Gram negativos.
Medios muy selectivos y medios poco selectivos, con lo cual el aislamiento de
toda la familia, quedaba asegurado; por otra parte, preferimos elegir mas de
un medio selectivo con el fin de eliminar los riesgos de un posible no aisla-
miento. a la vez que servirnos de este estudio para comprobar tal selectividad
respecto a los distintos géneros y especies de la familia. Los medios elegidos,
fueron los siguientes: 1/ Como medios poco selectivos, los de LEviNE y Mc.
ConkEY y 2 / Como medios muy selectivos, fueron utilizados los S.S. Agar con
citrato y desoxicholato, medio con sulfito de Bismuto y Agar B.G.N. R.L.A.,
todos ellos de la casa Difco, a excepcion de este ultimo. que preparabamos
nosotros mismos en el Laboratorio y cuya composicion incluia los siguientes
componentes: Proteosa peptona N.°3, 10,0 gr.; Extracto de carne, 3,0 gr.;
Lactosa 10,0 gr.; Cloruro sédico 5,0 gr.; Sacarosa 5,0 gr.; Agar 20,0 gr.; Rojo
neutro 0,1 gr.; y verde brillante (0,1 %) 33,3 ml.

En general para todos los medios, las placas se dividian en dos partes
iguales con ldpiz graso sembrando una de ellas con indculo procedente de
Caldo Selenito y la otra con in6culo procedente de Caldo Selenito y la otra con
in6culo procedente de Caldo B.G.M.B., procediéndose posteriormente a incu-
barlas durante 24 horas a 37.°C.

4.3.2.6. Estudio morfolégico de las colonias.

Se llevé a cabo tomando en consideracion la siguiente pauta: Forma,
tamano, cromogénesis, opacidad, elevacion, superficie, bordes, consistencia,

olor, etc.
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4.3.2.7. Coloracién por el método de Gram modificado.

Se llevé a cabo utilizando la técnica de Gram, modificacién de HUCKER
(45).

4.4. DIFERENCIACION BIOQUIMICA.

Antes de abordar este apartado queremos puntualizar que dado que la
utilizacion de medios selectivos implica la existencia de una bacteriostasis
parcial sobre algunos géneros o especies, supone un inconveniente el tener
que repetir los aislamientos en placa. Para evitar en lo posible este hecho, se
deben de elegir colonias bien separadas y cuando se trata de colonias de cierto
tamaiio (superior a 2 mm de didmetro) conviene tocar tinicamente la superficie
central prominente para no llegar al agar (Anénimo, cit. por Palomino, 27).

Hemos dividido la identificacién bioquimica de los aislamientos, tal y
como se acostumbra a realizar con esta familia, en dos fases; en la primera
tratamos de acercarnos (mediante pruebas bioquimicas de amplio valor) al
género o grupo. Posteriormente mediante la aplicacién de series bioquimicas,
alcanzamos ya la categoria de especie.

4.4.1. Primera fase. Caracterizacién inicial.

Al tratar de buscar un encuadramiento taxonémico para microorganismos
de un determinado origen del que no existen trabajos anteriores de idéntico
signo que nos anticipen soluciones probadas, se nos plantea el problema de
que la aplicacién de los métodos convencionales no satisface plenamente la
diferenciacién taxonémica a nivel de género y especie, razén por la cual en
principio el nimero de gérmenes atipicos o de clasificacién dudosa viene a
resultar elevado comparativamente. Esto viene a ser una prueba mas del
propio interés de la investigacion, al ofrecérsenos por una parte la posibilidad
de intentar la clasificacién de enterobacterias de un determinado «habitat»
basados en los recursos taxongmicos convencionales, polarizandoles a nuestro
problema particular y por otra parte, determinar tipos de estirpes o serotipos,
su frecuencia y su posible significacion higiénico-sanitaria. En el segundo
caso, de diferenciacién serolégica, en cambio, no han de plantearse problemas
de duda, realizada la tipificacién antigénica con los sueros adecuados.

Por lo que respecta a la clasificacién de enterobacterias, no debemos
olvidar que tal clasificacién no obedece a un hecho real que se dé en la
naturaleza, sino que es algo artificial que trata de sistematizar y encuadrar
mis bien que grupos bien definidios, otros con formas de transicién muy
abundantes y que el porcentaje de microorganismos atipicos puede estar
relacionado con un determinado origen. En nuestro caso particular, hemos
creido conveniente establecer un sistema de clasificacién basado en los méto-
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dos de trabajo propuesto por EDWARDS y EWING (op. cit.) y la 8.2 edicién del
Bergey’s Manual (op. cit.) que de modo esquematico exponemos en el cuadro

IL.

4.4.1.1. Estudio de medios y métodos.
Prueba o reaccion de la oxidasa o del oxalato de dimetilp-fenilendiamina.

Las enterobacterias son por definicién gérmenes oxidasa negativos, sir-
viendo consecuentemente la investigacion de este enzima, para diferenciarlas
de otros gérmenes Gram negativos pertenecientes a familias distintas.

Nosotros utilizamos para esta investigacién, la Técnica de Kovacs (100).

Investigacion de la fenilalanina desaminasa.

La produccién de dcido fenilpirivico a partir de la fenilalanina por desa-
minacién, es caracteristica importante de los géneros Proteus y Providencia
(EDWARDS y EWING, op. cit.).

La practica de la reaccion se llevé a cabo con cultivos pesados del germen
de prueba en Agar Fenilalanina (Difco). Como reactivo se utilizé una solucién
acuosa de cloruro férrico al 10 %.

Investigacién de la produccién de SH2

Se llevd a cabo en Agar I.S5.l. (Difco). Este medio fue inicialmente
propuesto por SULKIN y WILLET en 1940, y en su formulacion actual no es mas que
una modificacién del medio de Hajna quien es a su vez idéntico al medio de Kliger
con la sola adicion de un 19% de sacarosa. La presencia del tiosulfato
sodico en este medio permite que por la accion de algunos gérmenes (Sa/mone-
lla, Arizona, Citrobacter, P. vulgaris, P. mirabilis y Edwardsiella, general-
mente) se reduzca a sulfuro de hidrogeno, el cual reacciona con la sal de hierro
produciendo sulfuro de hierro, de color claramente negro, responsable directo
del ennegrecimiento del medio.

Este medio fue para nosotros de gran utilidad, pues ademas de estudiar en
¢él la produccion de SH2, fue asimismo fuente de informacion orientadora
respecto a la actuacion del germen de prueba frente a cada uno de los tres
azicares (ue se integran en su férmula (glucosa, lactosa, sacarosa). Todavia,
utilizamos también el agar T.S.I. como sustrato ideal para efectuar siembras
en otros medios y llevar a cabo reacciones (reacciones serologicas, etc.).

En la practica, una vez preparados los tubos inclinados para utilizar en el
dia (en caso contrario previamente se fundia el medio y se inclinaban de
nuevo) se sembraban por picadura en el fondo y estria en zig-zag sobre la
superficie inclinada. Al cabo de 24 horas de incubacion a 37°C, se procedia a
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la lectura de los resultados. que se prolongaba hasta el 7.9 dia a fin de que no
pasaran desapercibidas reacciones tardias.

Investigaciin de la produccion de indol a partir del triptéfano.

Utilizamos con este propasito, un medio de agua de peptona que incluia
triptona (1.5 %) y cloruro sidico (0.5 @) (HARRIGAN, op. cit.). La inoculacion
se efectud con inoculo joven procedente de T.S.1.. incubando a 37°C por
espacio de cinco dias. al cabo de los cuales se practics la reaccion de puesta
en evidencia de la produccion de indol, segin la técnica de Kovacs. con la cual
obtuvimos resultados francamente buenos.

Investigacion de la actividad ureasa.

La presencia de ureasa, caracteristica importante del género Proteus, que
permite diferenciarle del Providencia, se da también en los géneros Klebsiella
y algunas especies de los Enterobacter y Citrobacter, aunque con mucha menor
intensidad.

Su investigacion ha sido llevada por nosotros utilizando el medio «Caldo
Urea» (Difco), preparado segin la formula de Stuart, Van Stratum y Rustigian
(109) en cuya preparacion y a pesar de que se recomienda la filtracion como
sistema de esterilizacion, hemos utilizado con buenos resultados la tyndaliza-
cion a 60°C en bano de agua durante 30 minutos y 3 dias consecutivos.

La procedencia del iniculo fue un cultivo puro en agar inclinado T.S.I.,
de 24 horas y la siembra se efectus con tres ingeulos pesados mediante asa de
platino. Antes de incubar, eran sometidos a una agitacion suave que homogei-
nizaba el cultivo.

La incubacion se efectud a 37°C, leyéndose los resultados transcurridas
12, 24y 48 horas, al cabo de las cuales y en caso positivo, a consecuencia de la
descomposicion (hidrilisis) de la urea en CO2 y NH3, el medio (por efecto de
éste ltimo) sufria una alcalinizacion que permite el viraje del indicador de rojo
fenol del amarillo al rojo-piarpura (59).

Utilizacion del citrato como iinica fuente de carbono.

La puesta a punto de un medio con citrato sédico en su composicion, ha
sido un procedimiento utilizado y recomendado por numerosos autores en la
diferenciacion de colibacterias fecales y bacterias de los géneros Enterobacter
y Citrobacter, asi como ciertas especies del género Shigella.

En los tanteos iniciales de nuestro trabajo con las cepas de referencia,
comenzamos utilizando el medio liquido de Koser, en el que el crecimiento
bacteriano se exterioriza por la turbidez del medio de cultivo, criterio que
como puede verse estd sujeto a errores de apreciacion sustanciales, pues
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particulas de material del medio de cultivo no disueltas, pueden simular tal
crecimiento sin que en realidad exista. Esta razon nos indujo a sustituir este
medio por el de Simmons. el cual posee frente a éste la doble ventaja de ser un
medio solido (con lo cual el crecimiento no se muestra por la turbidez, sino por
la formacion de colonias en superficie) y la de incluir en su composicion un
indicador de pH que permite que cuando se degrada el citrato. la alcaliniza-
cion del medio pueda reconocerse por el viraje de un color verde suave, a azul
Oscuro.

Es interesante reconocer la conveniencia de que el indculo de siembra
proceda de un agar T.S.I. o agar nutritive inclinado. con la precaucion de
cargar poco el asa. evitando asimismo el arrastre en la toma, de particulas del
medio de cultivo que aportarian fuentes energéticas no deseables. La siembra
fue realizada en amplia estria, finalizando con picadura en la porcion columnar
del tubo. Después de incubar a 37°C durante 24 a 48 horas, los cultivos
positivos desarrollan un bello color azul turquesa, consecuencia del viraje del

azul de bromotimol.

Crecimiento en K.C.N.

El comportamiento de los microorganismos entéricos ante la presencia de
K.C.N. en el medio de cultivo, es distinto segiun sea su sensibilidad o su
resistencia al mismo, circunstancia que sirve de ayuda en su diferenciacion, ya
que ante dicha sustancia unos resultan inhibidos mientras otros son capaces
de multiplicarse y por tanto. enturbian el medio. La formula de Moller (79) ha
sido seguido por nosotros en la preparacion de este medio.

Para realizar la siembra, depositibamos una gota con asa de platino
procedente de un cultivo liquido en caldo nutritivo por ejemplo, o de una
suspension bacteriana preparada en solucion fisiologica. Después de un pe-
riodo de incubacion a 37°C que se prolongd incluso hasta 4 dias, los resultados
se anotaban con lecturas diarias. En general, a las 48 horas hemos obtenido
siempre los resultados positivos.

Es muy conveniente en este caso, colocar controles de creciminto con
caldos exentos de K.C.N. y controles K.C.N. negativos y positivos.

El resultado positivo se interpreta como una turbidez del medio, siendo
negativo cuando éste permanece totalmente limpido. Son positivos a K.C.N.
los géneros Citrobacter, Klebsiella. Enterobacter, Proteus, Serratia y Providen -

cla, y negativos el resto.

Fermentacion de los aziicares en general, y de la celobiosa en particular.

La fermentacion de los carbohidratos con formacion de dacido o de acido y
gas, puede ponerse de manifiesto por gran variedad de métodos. Nosotros
hemos peferido atenernos a los sistemas convencionales, mas enojosos si cabe
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que los modernos sistemas de discos de papel de filtro, pero hemos conside-
rado que de este modo no nos apartabamos del trazado general del trabajo. A
un caldo base de la siguiente composicion: Peptona, 10,0 gr.; Extracto de
carne 3,0 gr.; Cloruro sodico 5,0 gr.; Indicador de Andrade, 10,0 ml.,; y agua
destilada 1 litro, se le anadia el sustrato fermentescible en la concentracion
final aconsejada por EDWARDS y EWING (op. cit.); es decir, 1 % para la glucosa,
lactosa, sucrosa y manitol y 0,5 9% para otros carbohidratos como el dulcitol o
la salicina. La siembra fue realizada de forma ligera a partir de un cultivo
joven en agar nutritivo, incubandose posteriormente a 37°C por espacio de 4-5
dias, con lecturas diarias y anotando tanto la producciéon de dcido como la de
gas (en el caso particular de la celobiosa, inicamente buscamos la produccion
de acido) mediante la incorporacion de campanas Durham a los tubos de
ensayo.

Prueba del rojo de metilo.

Una diferencia en el comportamiento de las bacterias frente a la glucosa,
de gran interés taxonomico-diferencial, puede hacerse evidente mediante la
reaccion del rojo de metilo, propuesta por vez primera por CLARK y LUBS en
1915 (Manual Merck, op. cit.). Cuando una bacteria en particular dnicamente
produce acido a partir de la glucosa, la reaccion del medio toma valores
inferiores a 4,4. Sin embargo. existen otro tipo de organismos capaces ain, de
transformar el acido formado a su fase previa, tendiendo nuevamente la
reaccion del medio hacia la neutralidad. El reactivo de rojo de metilo presenta
color amarillo por encima de valores de pH de 5,1, tomando dnicamente color
rojo por debajo de 4,4. Esta capacidad permite por tanto, ser aprovechada para
diferenciar esta propiedad bacteriana. El medio de cultivo utilizado en la
practica de esta reaccion fue el M.R.-V.P., (Difco), utilizado también en la
reaccion de Yogues-Proskauer, que mas tarde comentaremos.

La solucién indicadora se preparé segiin las instrucciones de HARRIGAN y
MCcCANCE (op. cit.), y la siembra se efectué como la de cualquier cultivo en
caldo, a partir de un cultivo joven de agar nutritivo inclinado incubando a 37°C
por espacio de 5 dias, al cabo de los cuales se llevé a cabo la lectura de la
prueba anadiendo unas 5 gotas del indicador aproximadamente 5 ml. del
cultivo de ensayo.

Son rojo metilo positivos, los géneros Escherichia, Shigella, Edwardsiella,
Salmonella, Arizona, Citrobacter, Proteus, Providencia y algunos Enterobacter
(EpwkDs y EWING, op. cit.).

4.4.2. Segunda fase. Diferenciacién definitiva.

En el Cuadro 111, se expone en forma de clave-esquema dicotomizada, el
camino seguido en esta fase para la diferenciacion alcanzada con la primera.
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4.4.2.1. Estudio de medios y métodos.
Utilizacién del tartrato.

La prueba de crecimiento en tartrato sddico potasico, es un ejemplo claro
de la utilizacion de sales de diversos acidos organicos como criterio en la
diferenciacion metabdalica de diversos grupos de enterobacterias. Algunas bac-
terias degradan los dcidos organicos o sus sales, permitiendo la formacion de
acidos libres, cuya presencia en el cultivo es detectada por la incorporacion al
medio de un indicador de pH tal como pueden ser por ejemplo, el rojo fenol, o
el rojo neutro.

El medio de cultivo utilizado ha sido el descrito por JorRDAN y HARMON en
1928 (EpwarDs y EWING, op. cit.). La inoculacion se efectué con asa recta, por
picadura, a partir de un cultivo en agar nutritivo de 24 horas. Después de
incubar a 37°C, se realizaron lecturas a las 24 y 48 horas, anotando como
positivos los tubos que mostraban color amarillo, expresién de la acidificacién
del medio de cultivo.

Produccion de acetilmetilcarbinol (reaccién de Vogues-Proskauer).

La formacion de acetoina (acetilmetilcarbinol) a partir de la glucosa, fue
utilizada por vez primera en la diferenciacién bacteriana por VOGUES y PRos.
KAUER en 1898. En la actualidad, han sido muchos los autores que han modifi-
cado dicha técnia, brinddndonos asi la posibilidad de eleccién del reactivo que
demuestra en el medio la presencia de tal compuesto. Nosotros, particular-
mente, hemos elegido la técnica de Barrit modificada (HARRIGAN y McCANCE,
op. cit.).

Crecimiento en malonato

La formula original del caldo malonato (LEiFson, 1953), modificada por la
introduccion de una pequena cantidad de extracto de levadura (1 gr. / litro) y
glucosa (0,25 gr / litro), es calificada por numerosos autores como de ayuda
interesante en la diferenciacién de grupo Salmonella y del grupo Arizona, asi
como también para la diferenciacion de los géneros Klebsiella, Aerobacter y
Serratia, o en la diferenciacion del género Citrobacter. La férmula del caldo
de malonato sédico utilizada por nosotros, es la modificacién de EWING y cols.
(1957) sobre la formula de Leifson antes comentada.

El medio, de color verde-amarillento, fue distribuido a razén de 5-6 ml.
por tubo e inoculado de preferencia a partir de un cultivo joven en caldo,
procediéndose a continuacién a incubar a 37°C durante 48 horas y leyéndose la
reaccién al cabo de las 24 y 48 horas.

Son positivos a esta reaccién los géneros Arizona y Klebsiella, asi como
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algunos tipos bioquimicos del género Enterobacter, siendd negativos el resto de
la familia.

Prueba del mucato.

Al igual que en el caso del tartrato, el ensayo de la degradacion del dcido
micido, tiene su interés en la diferenciacion metabdlica de diversos grupos de
enterobacterias (géneros Salmonella, Arizona, Shigella y biotipos de E. coli).
La degradacion microbiana del acido miicico, se traduce por la formacién de
acidos libres que determinan el viraje de color del indicador de pH (azul de
bromotimol).

La composicion del medio de cultivo, incluye como ingredientes los si-
guientes (EDWARDS y EwiNG, op. cit.): Peptona, 10.0 gr.; Solucion de azul de
bromotimol al 0,2 %, 12,0 ml.; Agua destilada, 1,0 litro y Acido macico, 10,0
gr. En la preparacion. el acido mucico se anade al resto de los ingredientes
que constituyen el medio basal. cuando atin esta caliente, facilitando su
disolucion mediante la adicion de NaOH (10 N.) suficiente para elevar el pH
del medio hasta un valor 7.4.

Investigacion de las descarboxilasas de lisina y ornitina.

El interés de la investigacion de las descarboxilasas ha sido senalado por
numerosos autores tal como CARLQUIST (20), Tuiaurt y Le Minor (114) y
EpwakDs y EWING (op. cit.), entre otros. Segin GALLE (cit. por Skerman), las
descarboxilasas de los microorganismos Gram negativos no actiian mas que
sobre los aminoacidos que tengan al menos un grupo quimico activo distinto
del carboxilo terminal y los grupos alfa-aminados. Cuando esto sucede, la
lisina es transformada en cadaverina y la ornitina lo es en putrescina.

Hemos utilizado en esta investigacion, el método de Moeller (EDWARDS y
EwING, op. cit.).

La inoculacion fue llevada a cabo a partir de un cultivo joven en agar
nutritivo inclinado, con indoculo ligero, utilizando para ello un asa de platino
recta, y procediendo tal y como se hace en la siembra por picadura. A
continuacién, afiadiamos a cada tubo un aceite mineral estéril (vaselina o
parafina) en un espesor de aproximadamente 1 ¢m. (incluyendo los controles).

Son lisina descarboxilasa positivos, los géneros Salmonella, Arizona, Se-
rratia, y Ediwardsiella. La orinitina descarboxilada es por otro lado, utilizable
en la separacion de especies de los géneros Shigella y Escherichia, asi como
para la separacion de algunas especies del género Salmonella, P. morganii y P.
rettgert.

Investigacion de la degradacion del acetato.
TraBULSI y EWING, pusieron de manifiesto en 1962 (Manual Merck, op. cit.)
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que ciertas bacterias son capaces de utilizar acetato en su metabolismo como
tnica fuente de carbono, siempre que exista nitrogeno inorganico presente. Asi,
son capaces de esta degradacion, las especies del género Shigella y la mayoria de
las cepas de los géneros Proteus y Providencia, diferenciables por tanto de otros
géneros como Escherichia, Salmonella, Arizona, Citrobacter, Klebsiella, Aerobac-
ter y Serratia, que no poseen tal propiedad.

El medio de cultivo es una modificacion original de TRaBuLsI y EwiNg
(EwING. 1969). que incluye los siguientes ingredientes: Cloruro sédico, 5,0 gr.;
Sulfato magnésico, 0,2 gr.; Fosfato monoamonico 1.0 gr.; Acetato sédico, 2,5
gr.; Fosfato dipotdsico, 1,0 gr.; Agar noble, 20,0 gr.; Agua destilada, 1,0 litro;
Azul de bromotimol (sol. 1:500), 40,0 ml.

Investigacion de la produccién de gas a partir de la glucosa.

Utilizada en la diferenciacion de los géneros Escherichia y Shigella, esta
propiedad permite también la diferenciacion de los miembros de los géneros
Proteus y Providencia. En su investigaciéon hemos utilizado el procedimiento
de Gibson y Abd-el-Malek, modificado por STAMER y cols. (HARRIGAN y Mc.
CANCE, op. cit.).

La incubacién, hasta 14 dias, se llevé a cabo a 37°C con lecturas diarias.
En caso positivo, el medio y el cierre de agar, recogen el CO2 producido,
ocasionando éste la ruptura de aquéllos, ademas de hacerse evidente por las
numerosas burbujas existentes.

Fermentacién de adonitol, dulcitol, inositol, sorbitol, ramnosa, lactosa y rafi-
nosa.

La fermentacion de todos estos aziicares y polialcoholes fermentescibles
sigue en todo punto la sistematica expuesta en el lugar oportuno para el caso
de la cellobiosa, cambiando unicamente el sustrato en cuestion.

4.5. INVESTIGACION SEROLOGICA DE ESTIRPES DE ESCHERICHIA COLI DE CARACTER EN-
TEROPATOGENO.

La clasificacién de E. coli basada en los caracteres bioquimicos ya enu-
merados en el apartado correspondiente, debe de complementarse con el
estudio serologico de los mismos.

Es bien sabido que tres tipos de antigenos constituyen la composicion
antigénica de E. coli: O, Ky H. Los antigenos 0 o somaticos, constituyen un
total de 153 grupos, numerados del 01 al 0157. Los antigenos K integran 92
grupos, numerados del K1 al K92 y 50 grupos los antigenos H, del H1 al H50
(SoJka, op. cit.). El estudio de los tres tipos, permite definir la férmula
antigénica de un serotipo dado.
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Los antigenos 0 son termostables y su deteccién se alcanza mediante
titulacién en tubo. Los antigenos K, de envoltura, son termolabiles, existiendo
tres variedades designadas con las iniciales L, A y B, diferenciables por su
comportamiento frente al calor. Los antigenos H o flagelares, se detectan
también por aglutinacién en tubo.

En términos generales, una vez identificado un microorganismo como E.
coli mediante la utilizacién de las pruebas bioquimicas mds convenientes, se
impone en confirmacién serolégica y mas ain, el conseguir averiguar de qué
serotipo se trata, circunstancia a la que se llega como hemos dicho, mediante
el estudio de su férmula antigénica (30). A tal efecto, se comienza por sembrar
el gérmen en cuestién en un medio de cultivo que permita por su riqueza en
nutrientes, la exaltacién de las propiedades del microorganismo en cuestion,
tal como puede ser por ejemplo el agar con infusién de corazén de ternera
(Difco) utilizado por nosotros en este caso y en el cual al cabo de 24 horas a
37°C, se separa el crecimiento y se obtiene una suspensién microbiana densa,
que se prueba frente a antisueros polivalentes mediante una técnica simple de
aglutinacién en placa. Si la aglutinacién tiene lugar, se procede después a
separar una fraccién de la suspensién que se calienta durante una hora a
100°C, probandose junto con otra fracciéon no calentada, frente a antisueros
individuales 0 y OK incluidos en el antisuero polivalente con el cual aglutiné en
principio (utilizando nuevamente técnica en placa). La identificacién del anti-
geno K presente, se consigue cuando se obtiene una aglutinacién de la suspen-
sién sin calentar frente a un antisuero OK y por el contrario, no se obtiene
frente al antisuero 0 correspondiente. La aglutinacién de la suspensién calen-
tada frente a ambos antisueros OK y 0, identifica el grupo antigénico 0. En el
caso de que la suspensién sin calentar proporcione reacciones de aglutinacién
positivas frente a los antisueros OK y 0, el cultivo se siembra en placa
conservandolo para estudios posteriores. La practica de la aglutinacién simple
en placa para los antigenos 0B y OK consiste en disponer en un portaobjetos o
cubreobjetos, una gota de antisuero y otra del antigeno a probar, haciendo
intervenir asimismo una tercera gota de solucién salina. Después de agitar
brevemente con el fin de mezclar los ingredientes, en caso positivo debe de
aparecer aglutinacién en forma inmediata y completa. Una reaccién de este
tipo, positiva frente a un antisuero polivalente, seguida de reaccién positiva
utilizando microorganismos vivos frente a antisueros OK individuales y final-
mente una reaccién positiva frente a ambos antisueros homélogos 0y 0K del
mismo serogrupo, con los cultivos calentados, completa la identificacién pre-
suntiva.

La confirmacién del contenido antigénico 0, es obtenida luego usando un
antisuero 0 con una prueba de aglutinacién en tubo. La identificacién final,
presupone también el contenido de los antigenos K (B) y H (éste altimo al
menos, se identifica también por aglutinacién en tubo).
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La titulacién del antigeno O supone el empleo de una prueba de aglutina-
cion en tubo. Para ello y una vez preparada la suspensién bacteriana en
solucion salina fisiologica a partir del crecimiento en medio de infusién de
corazén de ternera segin dejamos indicado antes, se procede a su calenta-
miento en un bafio de agua hirviendo durante 30 minutos. Se enfria después, y
se afiade solucion salina para diluir hasta una densidad aproximada a la del
standard ntimero 3 de McFarland, anadiendo luego formalina hasta una con-
centracion final del 0,5 %. A continuacién se preparan diluciones del antisuero
O en tubos de Kahn, de 1 : 1.280 (8 tubos), afiadiendo después a cada tubo 0,5
ml. de la suspensién bacteriana calentada e incubando en baho maria a 50°C
durante 18 horas. Finalmente, se hace la lectura considerando que los cultivos
que aglutinan a la dilucién 1:320 o superior, contienen el mismo antigeno ¢
que el antisuero.

Para titular el antigeno H y siguiendo la misma pauta anteriormente
establecida, es preciso advertir la conveniencia y si se quiere necesidad, de
llevar a cabo una serie de pases por un medio de cultivo apropiado que exalte
la movilidad. Luego ya, se siembra en tubos de agar inclinado con infusién de
corazon de ternera. Seguidamente se anade formaldehido hasta una concen-
tracion final del 0,3 % con el fin de inactivar el cultivo y finalmente, se
procede a la practica de la aglutinacion propiamente dicha: se depositan 0,5
ml. de una dilucion 1:500 del antisuero H en un tubo de Kahn y se afiaden
después 0,5 ml. del antigeno de prueba. Después de incubar y agitar a 50°C en
un bafo maria durante una hora, se procede a la lectura.

La tipificacion serologica de las cepas de E. coli aisladas en nuestro
trabajo, fue llevada a cabo de forma parcial con antisueros polivalentes. Los
resultados fueron completados y confirmados (segiin los casos) en el Statens
Seeruminstitut de Copenhagen. Los antisueros utilizados por nosotros, OB y
OK, polivalentes A, B, C. D y E procedian de la casa Difco y del Instituto
Pasteur de Paris.

4.6. INVESTIGACION SEROLOGICA DE MICROORGANISMOS PERTENECIENTES AL GENERO
SHIGELLA.

El estudio serologico de los cultivos confirmados ser bioquimicamente
pertenecientes al género Shigella, se llevo a cabo mediante el uso de aglutina-
cion rapida e placa, utilizando antisueros polivalentes de Difco, cuya referen-
cia es la siguiente: 1. Antisuero Shigella, polivalente grupo A, tipos 1 al 7 de S.
dysenteriae; 2. Antisuero Shigella polivalente A, tipos 8ab8ac, 9, 10 y serotipo
provisional 387350 de S. dysenteriae; 3. Antisuero Shigella polivalente grupo
B. tipos 1 al 6 de S. flexneri; 4, Antisuero Shigella polivalente grupo C1, tipos
8 al 11 de S. boydii; 6. Antisuero Shigellu, polivalente grupo C2, tipus 12 al 15
de S. boydii; 7. Antisuero Shigella polivalente grupo D, tipos I y Il de S.
sonnei y 8. Antisuero Shigella polivalente grupo Alkalescens-dispar.
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4.7, ANALISIS ESTADISTICO,

Hemos utilizado el andlisis de varianza segin el método establecido por
SNEDECOR (106). En el caso particular de la carga microbiana total y debido a la
asimetria de la distribucion de los valores experimentales, fue necesario recu-
rrir a la transformacion logaritmica de los datos. siguiendo las directrices del
citado autor. Se contrastaron los resultados mediante el cociente F (de Fisher)
y en el caso de significacion a un nivel inferior al 5 %. fueron establecidas
comparaciones entre medias siguiendo para ello el método de Student.

Se determind también en otros casos, tales como el nimero de cepas
aisladas y el logaritmo del nimero total de gérmenes. el coeficiente de correla-
cion y la recta de regresion.

Los resultados se contrastaron en las tablas estadisticas de FisHER (42).

5. RESULTADOS
5.1. CONSIDERACIONES GENERALES.

Las 100 muestras de helados estudiadas, fueron obtenidas de empresas
que por su categoria (volumen de ventas, expansion geografica, ete.) podria-
mos clasificar en «importantes» y «de segundo orden». Las primeras, fueron
investigadas en namero de 3 (el 23,06 % del total) y en nimero de 10 (el 76,94
%) las segundas. Asimismo, el nimero de establecimientos investigados por
cada tipo de empresa, fueron por lo que se refiere a las calificadas «importan-
tes», de 13. 5y 3 respectivamente, lo que supone unos porcentajes del 40.62;
15,62 y 9,37 sobre el total de establecimientos consultados (empresas impor-
tantes y de segundo orden) y del 61,90; 23,80 y 14,28 respectivamente si
unicamente lo referimos a establecimientos consultados dentro del capitulo de
las empresas clasificadas como «importantes». Paralelamente, los estableci-
mientos investigados dentro de las empresas «de segundo orden» fueron res-
pectivamente 2; 1; 1; 1; 1; 1; 1; 1; 1; y 1 lo que supone unos porcentajes totales
del 6,21 y 3.12 (repetido en nueve ocasiones) y unos porcentajes relativos del
18,18 y 9,09 (repetido en nueve ocasiones) respectivamente.

Es interesante destacar que las muestras de helados fueron clasificadas
teniendo en cuenta en lo posible la pauta marcada por el Codigo Alimentario
Espanol; ahora bien, dado que en las fechas de muestreo la puesta en vigor del
mencionado Codigo atiin no habia tenido lugar, no es de extranar las dificulta-
des que se nos plantearon en algunos casos particulares, que por lo general
coincidian con productos elaborados y vendidos por pequeinios fabricantes. Es
destacable a este respecto, la casi absoluta dominancia de muestras de tipos
como el mantecado (24 %), los helados que incluian frutas en la composicion
en los porcentajes minimos establecidos (27 %). los helados de crema y los
elaborados a base de chocolate (9 %), siguiendo después otros menos popula-
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res como los helados de leche merengada. café, tartas heladas. helados espe-
ciales. etc. (Cuadro V). En la segunda parte de este mismo cuadro. se ofrece
también la clasificacion de las muestras estudiadas atendiendo no al tipo. sino
a la forma de presentacion. Se observa asi, cémo los helados vendides en
cucuruchos que se rellenan en el momento. siguen siendo con los popular-
mente denominados «helados de corte» los mas frecuentes (55 % y 18 %
respectivamente). Esta circunstancia pone de manifiesto un hecho que quisié-
ramos resaltar. tal cual es la necesidad de que esta forma de presentacion
exige de un instrumento mecdnico (cucharas. cuchillos. etc.) que suponen un
motivo mas de contaminacion del producto, méxime si se tiene en cuenta que
en este paso y para facilitar la operacion, se utilizan tradicionalmente recipien-
tes con agua que en el mejor de los casos se cambia una vez al dia y que sirven
para lubrificar el instrumento y permitir que el helado no quede adherido a la
superficie metalica de la cuchara o el cuchillo. A pesar de este sistema,
predominante en la actualidad, de presentacion del helado, debemos recono-
cer que otras formas de envasado més higiénicas (vasitos. tarrinas. cucuruchos
envasados en la propia planta de elaboracion, etc.) van abriéndose paso con
grandes perspectivas de aceptacion por lo que al consumidor se refiere.

5.2. RESULTADOS DE CARGA MICROBIANA TOTALL.

Los resultados de la determinacion cuantitativa de la carga microbiana
total (recuento en placa) se expresan en los cuadros VII, IX y X.

En el cuadro VII se relacionan los resultados de carga microbiana total en
cada una de las cien muestras de helados objeto de este estudio. Los limites de
variacion son, como puede apreciarse, enormemente amplios; van desde 70
gérmenes | ml. en la muestra namero 47, a 720.000.000 en las muestras nime-
ros 83. 89. y 90. con una cifra media de 33.522.102, 42 gérmenes / ml.

Es de destacar que un total de 61 muestras (el 61 %) sobrepasan a este
respecto, los limites maximos permitidos en el Codigo Alimentario Espanol y
Decreto 2.130 / 74; y atin mas, de estas, 40 muestras (el 65 %) sobrepasan la
cifra de 1.000.000 de gérmenes / ml., lo que es altamente significativo desde el
punto de vista higiénico. No hay que decir que la media obtenida resulta
elevada en comparacion con las exigencias legales.

En el cuadro IX se expresan conjuntamente los resultados de gérmenes
totales y enterobacterias por cada tipo de helado. En términos absolutos las
medias mas altas (haciendo abstraccion de los helados de café, cuyo dnico
representante no es significativo) se encuentran entre los helados de nata, de
mantecado. de crema y de chocolate. con cifras de 123.004.116.6;
58.670.903,04: 50.491.708 y 20.755.955 respectivamente. El resto de los tipos,
se encuentran situados alrededor de los tres millones de gérmenes / ml. En el
cuadro X. hemos separado los resultados con arreglo al afio en que fueron
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tomadas las muestras observandose y por lo que al recuento de gérmenes en
placa se refiere, mayor contaminacion en las muestras tomadas en 1973
46.134.763.3 de media) que en 1972 (14.374.418.9 de media).

En el cuadro XI, se hace un resumen de cuanto se ha dicho en el parrafo
anterior expresando asimismo y por separado, los intervalos por cada tipo de

helados.

5.3.  RESULTADOS DE ENUMERACION DE MICROORGANISMOS DE LA FAMILIA ENTEROBAC-
TERIACEAE.

Dado que la introduccion de este tipo de analisis se llevo a cabo en el
segundo afio de nuestro estudio, inicamente podemos ofrecer resultados de las
muestras tomadas durante este periodo (nimeros 41 al 100, ambos inclusive).
Hay que sefialar también, que dado que cuando pensamos en este estudio se
traté de que esta prueba sustituyera con ventaja a los cldsicos analisis del
grupo coliforme, cuyos méximos permitidos por el Codigo Alimentario estian
cifrados en 20 gérmenes / gr., consideramos suficiente la utilizacion de cinco
partes alicuotas de 10 ml., de 1 ml., y de 0,1 ml., ya que la cifra maxima
alcanzada por tal método, supera con creces los limites legales antes senala-
dos. Esta es la razéon de que en la mayoria de los casos no alcancemos a
precisar la cifra exacta de enterobacterias presentes, limitindonos a sefnalar
que ésta supera la cifra de 16.090 / ml.

El cuadro VIII nos ofrece estos resultados antes comentados, permitién-
donos a pesar de todo destacar que a excepcion de dos muestras (el 3,3 %) el
resto fueron todas positivas a esta determinacion y que en 44 muestras (el 73,3
%) la cifra de enterobacteriaceas presentes superaba el techo de 16.090 por las
razones antes sefaladas. En el cuadro IX se nos ofrecen estos resultados,
expresindolos en funcion del tipo de helado. En el cuadro X, ademas de
intervalos y medias, se pretende ofrecer una diferenciacién de los resultados
con arreglo al ano en que fueron tomadas las muestras, al igual que en el caso
de los gérmenes totales; ahora bien, esta dltima particularidad, no tiene efecto
en este caso, por cuanto se llev) a cabo este tipo de analisis en las muestras
tomadas durante 1973. En el cuadro XI finalmente, se ofrecen resiimenes de
los resultados por cada tipo de helados, al igual que en el caso de los gérmenes

totales (recuento en placa).

5.4.  RESULTADOS DE AISLAMIENTO E IDENTIFICACION PARA LOS DISTINTOS GENEROS DE
LA FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE.

5.4.1. Resultados de aislamiento.

Las muestras fueron estudiadas desde el punto de vista del aislamiento y
posterior identificacion, tal y como se describid en el apartado correspondiente
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de Materiales y Métodos. El nimero de cepas aisladas que por sus caracteres
morfologicos. culturales y tintoriales respondian a las caracteristicas generales
de la familia Enterobacteriaceae, ascendieron a 893. tal y como se desprende
de los cuadros XII y XIII.

En el cuadro X11, <e indica el nimero de cepas estudiadas por cada una
de las 100 muestras estudiadas. Como puede observarse, de las 100 muestras
estudiadas. 18 no ofrecieron crecimiento alguno en la totalidad de los medios
selectivos de aislamiento utilizados. lo (que permite asegurar una ausencia de
microorganismos de este grupo. El nimero maximo de aislamientos efectuados
tuvo lugar en la muestra nimero 25, con un total de 20 ajslamientos y la media
total fue de 8.93 aislamientos por muestra.

Es indudable que el empleo de cinco medios de cultivo distintos con un
mismo objetivo concreto, como es el aislamiento de bacterias entéricas, tiene
una gran ventaja y simultineamente. un pequeno inconveniente. La ventaja
estd representada porque en estas condiciones. y cuando son respetadas
rigurosamente las circunstancias de incubacion referidas a temperaturas y
tiempos fundamentalmente, puede afirmarse que el limite de confianza se
acerca a 100. Es decir, que los medios se complementan unos a otros y el
resultado sera en teoria més fiable; por otra parte, el grado de selectividad de
cada medio es distinto no solamente con referencia a un género determinado,
sino para diferentes especies dentro de un género perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae y uno de los objetivos a fin de asegurar los resultados era el
de no perder estirpes inicialmente.

El inconveniente que se plantea estriba a nuestro juicio, en la repeticion
de especies aisladas en distintos medios utilizados con la misma muestra ain
cuando los caracteres morfologicos de las colonias fuesen diferentes. Este
inconveniente supone un mayor trabajo y viene a representar el precio de la
mayor exactitud pretendida.

En el cuadro XIII, se expresan el namero de cepas aisladas por cada tipo
de medio utilizado en cada muestra concreta. Tal y como puede observarse, se
utilizaron un total de 6 medios de cultivo y si bien la técnica seguida requeria
el empleo de cinco dnicamente, debemos tener presente la sustitucion del
medio de Levine en la segunda fase de nuestro estudio por el medio de
McConkey de menor grado de selectividad. Las cifras de aislamiento por cada
medio fueron 2.2; 1,42; 1.51; 2,01; 1,58; y 2.5 respectivamente para Levine,
S. S.. Citrato desoxicholato, B.G.N.R.L.A.. Sulfito de bismuto y McConkey.

Las mas altas corresponden como es logico. a los medios menos selectivos.

9.4.2. Resultados de identificacion.

Como tarea preliminar nos impusimos posteriormente al aislamiento, la
practica de la prueba oxidasa que, por definicion, excluye a los miembros de
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esta familia en caso postivo. El resultado fue que 45 cepas (el 5 % aproxima-
damente del total) pertenecientes a los aislamientos efectuados en 22 muestras
distintas fueron oxidasa positivas. La distribucion de estas cepas por cada
muestra, fue la que se indica en el cuadro XIV.

A continuacion y siguiendo la clave resenada en el apartado correspon-
diente. fueron comprobadas la totalidad de las cepas con una bateria de
pruebas bioquimicas que incluian las siguientes: Fenilananina desaminasa.
produccion de SH2. produccion de Indol, crecimiento en K.C.N., fermenta-
cion de la celobiosa con produccion de acido. prueba del Rojo de Metilo.
presencia de Ureasa y crecimiento en Citrato de Simmons. y con las cuales
perseguiamos la diferenciacion primera. Los resultados se expresan en el
cuadro XV.

La siguiente fase de identificacion, incluia la utilizacion de pruebas bio-
quimicas capaces de diferenciar a nivel de especie los grupos delimitados en el
apartado anterior. Se utilizaron el crecimiento en Tartrato, reaccion de
Vogues-Proskauer, crecimiento en Malonato. presencia de Lisina y Ornitina
Descarboxiladas. crecimiento en Acido Mucico y Acetato de Sodio. fermenta-
cion de la Ramnosa, Lactosa, Adonitol Inositol y Sorbitol y finalmente, pro-
duccion de gas a partir de la glucosa.

A excepcion de 27 cepas, todas las demas pudieron clasificarse perfecta-
mente mediante este procedimiento. A estas cepas referidas que se ajustaban
perfectamente a las caracteristicas de una especie concreta salvo en una
prueba o reaccion particular, se decidio el considerarlas atipicas o variantes
en tal reaccion, incluyendo la misma en su denominacion y en todo caso,
considerarlas por separado.

El cuadro XVI nos senala los resultados definitivos de identificacién
referidos a la categoria de género. con expresion de datos numeéricos y porcen-
tuales: vemos asi. como el género Enterobacter ha sido el mds frecuentemente
encontrado en este estudio, con un 49,94 %. mientras que los géneros Shigella
y Proteus no han sobrepasado el 0,94 % cada uno y géneros como Salmonella
Serratia y Yersinia no han proporcionado ningun representante de los mismos.

En el cuadro XVII y en distintos apartados se expone la distribucion de
Jas distintas especies y su significacion porcentual sobre el total de cepas
aisladas y estudiadas. observandose el gran predominio sobre el resto de
Enterobacter cloacae, cuyo 37,74 % sobre el total, es de sobra significativo. P.
mirabilis y P. vulgaris, con un anico representante cada uno. son indudable-
mente las especies menos representadas (entre las encontradas).

5.5. RESULTADOS DE IDENTIFICACION SEROLOGICA DE LAS ESPECIES Y TIPOS DE LOS
GENEROS ESCHERICHIA Y SHIGELLA.
La identificacion serologica del género Escherichia (E. coli). se expresa en

el cuadro XVIIL. donde puede observarse que un 25.56 % del total de las
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cepas calificadas como pertenecientes a éste género, no pudieron ser serolagi-
camente identificadas como representante de E. coli enteropatogeno, al no
aglutinar frente a los antisueros polivalentes resefiados en el apartado corres-
pondiente. El resto, se distribuyeron entre 21 tipos serologicos distintos, entre
los cuales el mas frecuente resulto ser el 0125ac: H30, que representé por si
solo el 14.44 % del total de E. coli confirmado serologicamente.

La identificacion serologica de las cepas pertenecientes al género Shige-
lla, se expresa en el cuadro XIX. con dos tinicos representantes (S. boydii y S.
dysenteriae).

5.6.  SIMPLIFICACION APLICADA DE LOS RESULTADOS DE AISLAMIENTO.

Al comenzar la exposicion de los resultados de aislamiento e identifica-
cion, hicimos notar que a consecuencia del empleo de hasta cinco tipos
distintos de medios de aislamiento. el inconveniente inmediato que se plan-
teaba era la posibilidad de aislamientos idénticos repetidos en una misma
muestra. Evidentemente los resultados expuestos confirman tal suposicion. A
tal efecto. el cuadro XX expone en resumen los verdaderos hallazgos de este
estudio en el que por cada muestra, se ha tomado de todos los aislamientos
idénticos, un unico representante. El cuadro citado indica la importancia
cuantitativa de cada género representado sobre el total de identificaciones
efectuadas sobre un total de 304 especies, sigue figurando el género Entero-
bacter con 100 representantes (el 32,90 %) a la cabeza, seguido a distancia
por el género Citrobacter con 62 representantes (el 20,39 %) y al final de la
lista figura el género Proteus con inicamente 6 representantes (el 1,97%).

En el cuadro XXI y en distintos apartados, se relaciona la significacién
real de cada especie. Dentro del género Edwardsiella. la especie E. tarda
supone el total de las identificaciones efectuadas con un total de 11 represen-
tantes que suponen el 3,62 %. El género Citrobucter ¢sta representado por
tres especies: C. freundii, C. intermedium biotipo a y C. intermedium biotipo
b. El género Klebsiella, incluye dos biotipos propios de K. pneumoniae, que
hemos dado en denominar 1 y 1l a efectos de diferenciar la peculiaridad que
les caracteriza. K. ozaenae, K. rhinoscleromatis y dos variedades atipicas
una de K. prneumoniae (malonato negativo) y otra de K. ozaenae (malonato
positivo) ya apuntadas en otro apartado de este mismo capitulo. El total de
representantes de este género, abarca la cifra de 49, que suponen un 16,12 %
sobre el total de especies identificadas.

El género Enterobacter. representante mas numeroso de todos. ya desta-
cado al principio. incluye las siguientes especies: E. cloacue, E. aerogenes, E.
licuefuciens y E. hafniae (=Hafnia alvei), ademas de variedades atipicas de E.
cloacae (ramnosa negativo y sorbitol negativo) y de E. hafniae (ramnosa nega-
tivo).
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El género Proteus incluye como representantes a P. morganii, P. rettgert,
P. mirabilis y P. vulgaris, y finalmente el género Erwinia se halla represen-
tado por la presencia de E. rhapontici, E. carotovora y E. cypripedii y E.
chrysantemi, cuyo conjunto hace un total de 28 representantes de este género,
lo que supone un 9,21 ¢ sobre el total de las 304 especies identificadas.

En el género Escherichia (E. coli), los resultados se ofrecen en el cuadro
XXII, con un total de 40 representantes, unos confirmados serolégicamente y
otros no confirmados. El género Shigella, representado por dos especies: S.
boydii y S. dysenteriae. incluye en realidad cuatro serotipos distintos tal y
como se deriva de los resultados conseguidos merced a la utilizacion Gnica-
mente de sueros polivalentes; asi, se pueden observar dos resultados distintos
por lo que a cada una de las especies de Shigellu se refiere. Existen reacciones
positivas frente a antisueros de Shigella, que incluyen serotipos anti-S. boydii
tipos 1 al 7 y serotipos 12 al 15, al igual que ocurre con los antisueros anti-S.
dysenteriae, que ofrecen resultados positivos frente a los tipos 1 al 7 y otros
que incluyen los tipos 8ab8ac, 9 y 10 v serotipo provisional 387350. El
resultado se expresa en el cuadro XXIII.

Finalmente, el cuadro XXIV, expresa el resumen de las especies atipicas
encontradas.

5.7.  ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS.

En una primera fase, se plantei el aspecto que se refiere a la carga
microbiana total de las muestras (recuento en placa). Como una aproximacion,
fueron distribuidas las muestras de acuerdo con los diversos sabores y el tipo
de empresa («importante» o de «segundo orden»). Ya en los primeros pasos,
observamos que la enorme amplitud de los resultados originaba una varianza
muy grande y lo que es mas importante. una gran diferencia entre las varian-
zas de las distintas muestras. Este aspecto fue estudiado por Snedecor (op.
cit.) que ya aprecié que las inferencias que de este tipo de situaciones se
extrajeran, podrian estar bastante viciadas.

Ante este tipo de situaciones, el citado autor recomienda practicar una
transformacion de los datos y, uno de los métodos recomendados a tal efecto.
es la transformacion logaritmica, que en nuestro estudio nos ofrecio los mejo-
res resultados.

Asi pues. todos los valores de carga microbiana total, fueron a efectos del
analisis, transformados en su logaritmo (cuadro XXV), con lo cual las varianzas
muestrales dejaron de ser significativamente diferentes.

Una vez aclarado este aspecto importante en el futuro desarrollo analitico,
realizamos una nueva distribucion de los datos en los respectivos sabores:
mantecado. chocolate, frutas, nata, crema y especiales. Con estos datos, se
practico un andlisis de varianza con el fin de descubrir si existian diferencias
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entre los distintos grupos en cuanto a la carga microbiana. El resultado de este
analisis, fue el que se expresa en el cuadro XXVI.

El valor F 1,1607 para 5 y 92 grados de libertad, no es significativo, lo cual
nos indica que no podemos demostrar ninguna diferencia en la carga micro-
biana total de los distintos sabores, o dicho de otro modo, que el sabor de los
helados no parece influir en el nimero de gérmenes que en ellos hallamos. No
sucede lo mismo cuando las muestras son clasificadas de acuerdo con el
tamano de la empresa elaboradora que las origing, ya que encontramos dife-
rencias significativas entre las medidas de las muestras de todos los tipos de
sabores salvo nata. Esto nos permite afirmar que parece existir una clara
diferencia entre las empresas grandes y pequeiias en cuanto a la carga micro-
biana total, lo cual es manifiesto para todos los sabores. Los mayores valores
medios de carga microbiana los hallamos en las empresas pequeiias.

Este analisis fue practicado mediante el método de Student. Los valores y
la significacién en los diversos sabores, fueron los siguientes:

Sabor mantecado t = 3,187 (**)
Sabor nata t = 2,120
Sabor chocolate t = 2,534 (*)
Sabor fruta t = 4,7995 (¥**)

Para los sabores crema y especiales, no pudo ser practicado ningiin
analisis, ya que todas las muestras correspondian a empresas grandes.

Podemos pues, en resumen, extraer como conclusién, que la divisién de
las muestras de acuerdo con el tamaiio de la empresa, se ha visto confirmado
con el andlisis de los resultados y, ciertamente corresponde a una situacién
real. No asi, la distribucién de acuerdo con el sabor, ya que éste no ha
demostrado ser criterio que exprese diferencias.

También se hace en el texto, expresién de la clasificacién en funcién de la
forma de presentacion, destacando la aparicién de un nuevo elemento que es
el instrumento para rellenar o partir alguno de estos tipos.

La clasificacién que se establece es: cuchara, bloque, cucurucho enva-
sado, vasito o tarrina y otros; es decir, cinco tipos donde se incluyen las 100
muestras del estudio. El analisis de varianza de las distintas formas, nos
proporcioné los resultados que se expresan en el cuadro XXVII.

El valor I 2,81 es para 4 y 94 grados de libertad significativo a un nivel de
5 por 100, lo cual nos indica que existen diferencias entre los valores medios
estimados para cada forma de presentacién. Este hallazgo nos permite seguir
profundizando en el analisis, haciendo comparaciones entre medias. Debido al
distinto tamano de las muestras, estas comparaciones han de ser practicadas
entre medias individuales. La metodologia seguida ha sido tomada de Snedecor
(op. cit.) y responde en sintesis a las siguientes postulaciones:
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Una comparacion entre medias, se define como L = § \i, siempre que
ZX:=0. El error standard cuando las muestras son de distinto tamaio,

responde a la formula: S; = g2 (i + l)

pi otk

Como se sabe. el cociente L/ So sigue la distribucion t, por lo que
directamente se puede observar en las tablas de significacion.

Siguiendo esta metodologia, hallamos como mds importantes, las siguien-
tes diferencias: 1/ A nivel de 5 por 100, el valor medio del logaritmo de los
gérmenes totales en el caso de los helados de cuchara es significativamente
diferente de los valores medios de bloque, de cucurucho envasado y de tarrina.
2/ El valor promedio de los valores de cuchara y bloque es significativamente
diferente del valor promedio de cucurucho envasado y tarrina.

Probamos también de hacer alguna inferencia en el caso de los helados de
cuchara en el aspecto del tamafio de la empresa. En los otros casos no era
posible ya que el nimero de muestras de empresas pequeiias era nulo o tan
escaso que impedia cualquier deduccion.

El valor t para la diferencia entre los valores medios de gérmenes totales
en los helados de cuchara entre empresas grandes y pequefias, resulté ser
significativo al 1 por 1.000, lo que revela una clara diferencia entre las
empresas elaboradoras.

Los valores medios de las muestras (en logaritmos) fueron para las empre-
sas pequeiias, de 6,4428 y para las grandes de 4,9531. Tiene gran importancia
este descubrimiento, porque practicamente invalida el anterior analisis, ya que
la diferencia encontrada entre formas de presentacion, se produce porque
practicamente todos los helados, entre los estudiados, que fueron elaborados
por empresas pequefias, han correspondido al grupo de cuchara.

En el caso de los anélisis del N.M.P. de enterobacterias totales y debido a
la naturaleza de los datos, no es posible aplicar ningin cilculo estadistico. Nos
ha causado sorpresa observar que solamente un caso de los helados elaborados
por empresas pequenas, no se llega a la cifra de 16.090 enterobacterias.
Curiosamente, esta excepcién ha resultado también ser la tnica entre todo el
material que dio resultado totalmente negativo. Por lo que se refiere al estudio
estadistico del namero total de cepas aisladas por cada muestra, hemos de
admitir que:

1) Existe correlacion entre el nimero total de cepas aisladas y el loga-
ritmo del ndmero total de gérmenes (recuento en placa). El coeficiente de
correlacion r, es 0,6548. La recta de regresion del nimero de cepas sobre el
total de gérmenes, esta determinada por la ecuacion Y = 2,2124 x — 3,4266,

siendo x = logaritmo de gérmenes. El coeficiente de determinacion R? =
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0.4287, lo que indica que el 42,87 por 100 de la variacion de la muestra en el
numero de cepas aisladas es debido a la variacion en el logaritmo del nimero
total de gérmenes.

2) En la distribucion de las cepas totales de acuerdo con el sabor de los
helados. no hallamos diferencias significativas entre los distintos grupos for-
mados (cuadro XXVILI). Si encontramos diferencias significativas entre las
empresas grandes y pequefias para los sabores mantecado y chocolate. El
nimero total de cepas. es mayor para las empresas pequeias. Para el total de
muestras. hallamos diferencias significativas entre las empresas grandes y
pequenas a un nivel del 1 por 1.000.

3) En la distribucion del nimero de cepas de acuerdo con la forma de
presentacion. tampoco conseguimos demostrar diferencias entre los diversos
grupos (cuchara. bloque. cucurucho, etc.) (cuadro XXIX). En el caso de los
helados de cuchara, obtuvimos diferencias significativas entre las empresas
grandes y pequeiias. En el resto de las formas no se pudo practicar ningin tipo
de andlisis por cuanto el total de las muestras pertenecian dnicamente a
empresas grandes.

Finalmente. el estudio estadistico de los resultados de las especies reales,
por cada muestra revelo lo siguiente:

1) La distribucion de acuerdo con el sabor nos permitio encontrar dife-
rencias significativas entre los distintos grupos (cuadro XXX). Si hallamos
diferencias significativas entre las empresas grandes y pequenas para los
sabores mantecado. chocolate, frutas y helados especiales, aunque los valores
medios son en todos los casos superiores en las empresas pequeias que en las
empresas grandes.

2) Clasificadas nuevamente de acuerdo con la forma de presentacion y
practicado el anilisis de varianza. encontramos diferencias significativas entre
los distintos grupos (Cuadro XXXI). sin embargo estas diferencias fueron
producidas al igual que en el caso del nimero total de gérmenes al correspon-
der al grupo de cuchara la mayoria de los helados elaborados por empresas
pequeiias, como se demuestra al establecer diferencias entre medias ya que la
media de 3,62 cepas por helado de cuchara es debido al mayor valor que se
obtiene con el subgrupo de las empresas pequefias. Si comparamos nica-
mente la media de las empresas grandes con el resto de los grupos, no
obtenemos ninguna significativa diferencia.

(El resto de esta Tesis, sera publicado en el proximo nimero de estos

ANALES).
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