PROBLEMAS DE CUANTIFICACION
Eres el dueño de una empresa prestadora de servicios de microbiología a diferentes industrias.  En esta ocasión te piden realizar un análisis microbiológico de los siguientes productos:

1. Lote de helado napolitano Holanda. A partir de tres cubetas diferentes de helado realiza el siguiente procedimiento: Pesas 5 g del helado y lo resuspendes en 95 mL de SSI bajo condiciones asépticas.  A partir de esa suspensión tomas 0.1mL y los colocas en un tubo con 9.9mL de SSI.  Resuspendes perfectamente y de ese tubo tomas 1mL y lo colocas en otro tubo con 9mL de SSI.  Repites este último procedimiento una vez más para tener 3 diluciones diferentes.  De cada dilución tomas 0.1mL y los colocas en cajas Petri por triplicado, vaciando posteriormente agar nutritivo a 50°C y homogeneizando cada placa.  Incubas 24h a 37°C y obtienes los siguientes resultados:

	Cubeta Número 1

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	666 UFC
	64 UFC
	15 UFC

	Placa 2
	657 UFC
	67 UFC
	17 UFC

	Placa 3
	647 UFC
	65 UFC
	19 UFC


	Cubeta Número 2

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	654 UFC
	69 UFC
	20 UFC

	Placa 2
	678 UFC
	62 UFC
	18 UFC

	Placa 3
	683 UFC
	64 UFC
	22 UFC


	Cubeta Número 3

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	678 UFC
	66 UFC
	17 UFC

	Placa 2
	698 UFC
	67 UFC
	19 UFC

	Placa 3
	652 UFC
	63 UFC
	21 UFC


a) ¿Cuál dilución empleas para hacer tus cálculos?

b) ¿Cómo obtienes el número de UFC por dilución?

c) Si cada cubeta de helado contiene 4Kg, reporta las UFC por cubeta en dicho lote de producto.

2. Tacos al pastor de “El Naranjito”: Pesas 10 g de tacos y los maceras en 90 mL de SSI bajo condiciones asépticas.  A partir de esa suspensión tomas 1mL y los colocas en un tubo con 9mL de SSI.  Homogeneizas perfectamente y de ese tubo tomas 1mL y lo colocas en otro tubo con 9mL de SSI.  Repites este último procedimiento una vez más para tener 3 diluciones diferentes en tubos.  De cada dilución tomas 1mL y los colocas en tubos con caldo lactosado con campana de Durham.  Incubas a 24h a 37°C y obtienes los siguientes resultados:

	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Crecimiento y gas
	Crecimiento y gas
	Crecimiento y gas
	Crecimiento sin gas

	Crecimiento sin gas
	Crecimiento sin gas
	Crecimiento y gas
	Crecimiento sin gas

	Crecimiento y gas
	Crecimiento y gas
	Crecimiento sin gas
	Sin crecimiento ni gas


b) ¿Qué tubos consideras como positivos? 

Reporta el NMP de microorganismos totales por g de taco presentes en el lote analizado y el NMP de microorganismos coliformes por g de tacos al pastor.

3.  Te piden analizar la velocidad de crecimiento de un microorganismo recién aislado.  Para esto, decides sembrar en un matraz de 250 mL al microorganismo y realizar lecturas de turbidez a diferentes tiempos.  Las lecturas obtenidas y las diluciones realizadas son las siguientes:
	Tiempo (h)
	Dilución
	OD 550 nm

	0
	Cultivo directo
	0

	1
	Cultivo directo
	0.32

	2
	5 mL de cultivo en 5 mL de SSI
	0.28

	3
	2 mL de cultivo en 8 mL de SSI
	0.32


c) Calcula la concentración bacteriana presente en las diluciones en cuestión. 
d)  Indica la concentración bacteriana presente en el cultivo inicial.
e)  ¿Cuántos microorganismos totales habría en los 250 mL del cultivo a las 2h de incubación?

4. La empresa DANONE lo contacta y pide su ayuda para solucionar un problema.  El lote No. 1093485-98 de DANONINO ha salido con propiedades organolépticas alteradas, asociadas a una contaminación bacteriana en el reactor No. 3. Identificas que el microorganismo causante de dicha contaminación es Citrobacter freundi y para la producción de DANONINO la empresa emplea un  lactobacilo (G+)  (que ha sido modificado genéticamente) es auxótrofo a biotina (compuesto termolábil). Le piden indicar la cantidad de microorganismo contaminante presente.

f) ¿Qué medio de cultivo emplearías para permitir el crecimiento  de la bacteria causante la contaminación y el lactobacilo empleado para producir DANONINO? (un solo medio de cultivo para aislar a los dos microorganismos al mismo tiempo) 
g) ¿Qué medio de cultivo emplearías para obtener únicamente colonias del microorganismo contaminante? (investiga las características del mismo).
h)  ¿Qué método de esterilización emplearías para la preparación de dicho medio y por qué?

Para la cuantificación llevas a cabo la siguiente metodología:

Suspendes un paquete de DANONINO (10g) en 90 mL de SSI bajo condiciones asépticas homogeneizando perfectamente.  A partir de esa suspensión realizas 4 diluciones decimales.  De cada dilución tomas 0.1mL y los colocas en cajas petri por triplicado, vaciando posteriormente medio de cultivo seleccionado para aislar al microorganismo contaminante a 50°C y homogeneizando cada placa. Repites este mismo procedimiento para la cuantificación de microorganismos totales. Incubas durante 24h a 37°C y obtienes los siguientes resultados:

	Microorganismo Contaminante

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Placa 1
	154 UFC
	15 UFC
	1 UFC
	0 UFC

	Placa 2
	160 UFC
	17 UFC
	2 UFC
	0 UFC

	Placa 3
	165 UFC
	19 UFC
	0 UFC
	0 UFC


	Lactobacilo y Microorganismo Contaminante

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Placa 1
	Incontables
	565 UFC
	170 UFC
	20 UFC

	Placa 2
	Incontables
	587 UFC
	175 UFC
	18 UFC

	Placa 3
	Incontables
	573 UFC
	180 UFC
	22 UFC


i) Reporta las UFC de microorganismo contaminante presentes por gramo de DANONINO.

j) Reporta el % de microorganismos contaminantes presentes en este lote de DANONINO, tomando como 100% únicamente a los lactobacilos empleados para la fabricación del producto, según los resultados anteriores.

5. Otro de los alimentos que te piden analizar analizar es la ensalada César de la empresa Mc Donald´s de Centro Coyoacán para ver si pasa control de calidad, para lo cual tomas 3 charolas del mismo lote de este producto al azar para analizar en el laboratorio llevando a cabo la siguiente metodología con cada charola:

Pesas 10 g de ensalada y lo maceras en 90 mL de SSI bajo condiciones asépticas.  A partir de esa suspensión toma usted 0.1mL y los coloca en un tubo con 9.9mL de SSI.  Resuspendes perfectamente y de ese tubo tomas 1mL y lo colocas en otro tubo con 9mL de SSI.  Repites este último procedimiento una vez más para tener 3 diluciones en los tubos.  De cada dilución tomas 1mL y los colocas en cajas Petri por triplicado, vaciando posteriormente agar nutritivo a 50°C y homogeneizando cada placa.  Incubas por 24h a 37°C y obtienes los siguientes resultados:

	Charola Número 1

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	685 UFC
	69 UFC
	13 UFC

	Placa 2
	670 UFC
	74 UFC
	6 UFC

	Placa 3
	658 UFC
	72 UFC
	9 UFC


	Charola Número 2

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	798 UFC
	71 UFC
	10 UFC

	Placa 2
	765 UFC
	75 UFC
	16 UFC

	Placa 3
	734 UFC
	73 UFC
	9 UFC


	Charola Número 3

	
	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3

	Placa 1
	789 UFC
	74 UFC
	5 UFC

	Placa 2
	763 UFC
	66 UFC
	10 UFC

	Placa 3
	756 UFC
	72 UFC
	9 UFC


k) Reporta las UFC por g de ensalada presentes en el lote analizado.

6. A partir de las diluciones empleadas con las ensaladas anteriores y preparando una dilución mas a partir del último tubo (tomas 1 mL y lo resuspendes en un tubo con 9 mL de SSI) decides analizar la presencia de BACTERIAS COLIFORMES mediante la técnica de NMP, para lo cual, de cada una de las diluciones tomas 1 mL y lo siembras en tubos con caldo lactosado con campana de Durham por triplicado.  Incubas 24h a 37°C y obtiene los siguientes resultados:
	Charola Número 1

	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   2 tubos

Crecimiento Bacteriano en 1 tubo
	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   2 tubos

Crecimiento bacteriano en 1 tubo
	Crecimiento Bacteriano en 3 tubos
	Crecimiento Bacteriano en 3 tubos


	Charola Número 2

	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   3 tubos


	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   0 tubos

Crecimiento bacteriano en 3 tubo
	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   1 tubos

Crecimiento Bacteriano en 2 tubos
	Crecimiento Bacteriano en 3 tubos


	Charola Número 3

	Dilución 1
	Dilución 2
	Dilución 3
	Dilución 4

	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   2 tubos

Crecimiento Bacteriano en 1 tubo
	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   2 tubos

Crecimiento bacteriano en 1 tubo
	Crecimiento Bacteriano y presencia de gas en   1 tubos

Crecimiento Bacteriano en 2 tubos
	Crecimiento Bacteriano en 3 tubos


l) Reporta el NMP de UFC de BACTERIAS COLIFORMES presentes en el lote de ensalada analizado.

Tabla 1. NMP por ml  en series de 3 tubos:

	P1
	P2
	P3

	
	
	0
	1
	2
	3

	0
	0
	0
	3
	6
	9

	
	1
	3
	6.1
	3.2
	12

	
	2
	6.2
	9.3
	12
	16

	
	3
	9.4
	13
	16
	19

	1
	0
	3.6
	7.2
	11
	15

	
	1
	7.3
	11
	15
	19

	
	2
	11
	15
	20
	24

	
	3
	16
	20
	24
	29

	2
	0
	9
	14
	20
	26

	
	1
	15
	20
	27
	34

	
	2
	21
	28
	35
	42

	
	3
	29
	36
	44
	53

	3
	0
	23
	39
	64
	95

	
	1
	43
	75
	120
	160

	
	2
	93
	150
	210
	290

	
	3
	240
	460
	1100
	>1100


Tabla 2. Correspondencia escala Mc Farland / Concentración bacteriana / Densidad óptica
	Patrón Escala Mc Farland
	Concentración bacteriana X108/mL
	Densidad óptica Teórica a 550 nm

	0.5
	1.5
	0.125

	1
	3
	0.25

	2
	6
	0.50

	3
	9
	0.75

	4
	12
	1.00

	5
	15
	1.25

	6
	18
	1.50

	7
	21
	1.75


