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Evaluacion del método petrifilm para la
determinacion del recuento de microorganismos
aerobios mesofilos totales, en drogas vegetales

Evaluation of petrifilm method for total aerobic mesophyllic
microorganisms count determination in vegetable drugs
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RESUMEN

Se compararon dos metodologias de cuantificacion de mesofilos aerobios totales: el método estandar propuesto por
la Food and Drug Administration (FDA) y el método de recuento en placas Petrifilm®.

Fueron estudiadas 25 muestras de drogas vegetales en envases individuales. Se encontraron diferencias significativas
con un p< 0,001 entre el método estandar y el método de placas Petrifilm® para el recuento de mesofilos aerobios,
con un 95% de probabilidad.

El andlisis de regresion del log,, de la media geométrica del recuento de mesofilos aerobios totales versus el log,,
del recuento por placas Petrifilm, para recuentos entre 10* y 10° ,indica una correlacion de 0,964 entre ambos
métodos. L as placas Petrifilm® podrian consider arse como método alternativo para el recuento de mesofilos aer obios
totales en los controles microbioldgicos en los procesos de industrializacion de las drogas vegetales para su posterior
comer cializacion.

PALABRAS CLAVES: drogas vegetales * mesofilos aerobios totales * Petrifilm®.

ABSTRACT

Two total aerobic mesophyllic quantifying methods were compared: the standard method proposed by Food and Drug
Administration(FDA) and the Petrifilm® plates count method.

25 vegetable drug samples individually packed were analyzed. Significant differences with a p < 0,001 and 95% of
likelehood were found between the two methods.

The regression analysis of the geometric mean log,, of the total aerobic mesophyllic microorganisms count, versus the
log,, of the Petrifilm® plates count, for counts between 10* y 10%,showed a 0,964 correlation between both methods.
Petrifilm® plates count might be considered an alternative method for total aerobic mesophyllic microorganisms count
in microbiological controls of vegetable drugs industrialization processes for further marketing.

KEY WORDS: vegetable drugs * total aerobic mesophyllic * Petrifilm®.

INTRODUCCION

Motivé este trabajo la necesidad de encontrar ~ jas con respecto a los métodos oficiales conven-
métodos alternativos para el control microbiol6-  cionales. Se evalué el uso de placas Petrifilm
gico de drogas vegetales que puedan ser utiliza- para el recuento de mesbfilos aerobios totales.
dos en los procesos de industrializacion y en los Las placas Petrifilm® recuento de aerobios
productos comercializados, que ofrezcan venta-  constituyen un sistema listo para usar que con-
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tiene los elementos nutritivos del agar para re-
cuento (PCA), un agente gelificante soluble en
agua, y un indicador de tetrazolio que facilita la
enumeracion de las colonias. Este método es
reconocido por la Association of Official Analy-
tical Chemists (AOAC) para €l recuento bacte-
riano y coliformes en leche (Wallace 1995q) y el
recuento de aerobios en alimentos (Wallace
1995b). De la blsqueda bibliogréfica realizada
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no surgié que el método Petrifilm haya sido
validado y propuesto en drogas vegetales (FNA
1978, USP 1995, AOAC 1995).

El método de la FDA (Peller y Maturin 1992)
requiere en cambio de la preparacion del medio
de cultivo(PCA) que se debe digtribuir en tubos
conteniendo volimenes establecidos y mantenidos
en bafios termostaticamente controlados como asi
también del mezclado del medio y del indculo.

MATERIALES Y METODOS

Se examinaron 25 muestras, de mezclas de
drogas vegetales utilizadas en la medicina natu-
ral como digestivas, contenidas en envases indi-
viduales entre 70 y 100 g cada una, disponibles
en comercios para su venta. Luego de adquiridas
se analizaron inmediatamente en el laboratorio.

Las drogas vegetales presentes en todas las
muestras segun lo indicado en el rétulo fueron
boldo, cedrén, poleo y carqueja. Integraban las
mezclas pero no en todas las muestras, las hier-
bas de nombre popular incayuyo, tomillo, paico,
fumaria, peperina y burrito.

Cada envase individual se homogeneiz6 pre-
viamente por agitacion durante 3 minutos. Se
tomo6 10 g de la muestra, se agregaron 200 mL
de solucion fisiol6gica peptonada (SFP) y se lle-
vo a pH 7(IRAM 1996). Posteriormente se pre-
pararon diluciones decimales.

Recuentos de aerobios: Sobre un total de 25
muestras, se sembraron por duplicado para cada
dilucion las placas con PCA(2) vy las placas Pe-
trifilm para recuentos de aerobios. Se incubaron
a 35°C durante 48 horas.

El recuento de las placas con PCA y placas
Petrifilm se realiz6 con un contador de colonias
eectronico tipo IONOMEX mod. ACC-91, siguiendo
la metodologia propuesta por FDA y la guia de
interpretacion Petrifilm para recuentos de aerobios.
Se contaron las placas que tenian entre 25 y 250
colonias para € método estandar y para Petrifilm.

Las placas que se licuaron en €l caso de
Petrifilm se las contd, de acuerdo a la guia de
interpretacion Petrifilm 3M, realizando un recuento
estimado contando las &reas no afectadas. En
aguellas placas en el método estandar, que apa-
recieron con “spreader” se procedié como pro-
pone la FDA.

El disefio propuesto para la comparacion de
los métodos fue el de protocolo acoplado, dado
gue el ensayo se realiz6 sobre la misma muestra
y las medias geométricas se calcularon con n=25.

Los datos fueron también examinados ha-
ciendo graficos del log,, del recuento de micro-
organismos aerobios mestfilos totales versus el
log,, del recuento por placas Petrifilm (Nelson y
cols.1984, Speranza y cols. 1997).

RESULTADOS

Se presentd en el grafico 1 lalinea de regre-
sion con una pendiente de 0,9652 y una inter-
seccion de 0,3624 con los limites de confianza
del 95% y un coeficiente de correlacion 0,964,
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para valores de recuentos entre 10* y 10°.

En la tabla 1 se presentd los valores de re-
cuentos obtenidos por el método delaFDA y el
método de las placas Petrifilm.
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GRAFICO 1.- Comparacion recuento de mesofilos aerobios totales en drogas vegetales.
Método estandar (FDA) versus método Petrifilm.
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TABLA |. Resultados obtenidos del recuento por el método FDA y el método Petrifilm.

ufc/ ufc/

Muestra método es%éndar log. ufc/g método pegtriﬁhn log ufc/g
1 1.8 10° 6.25 1.6 10° 6.20
2 5.0 10* 4.70 5.410* 4.73
3 5.3 10° 6.72 8.110° 6.90
4 9.110° 5.96 1.110° 6.04
5 2.4 10* 4.38 1.7 10* 4.23
6 1.110° 5.04 2.2 10° 5.34
7 5.110° 5.70 5510° ° 5.74
8 3.710° 5.57 7.8 10° 5.89
9 5.3 10° 5.72 1.5 10° 6.18
10 1.7 10° 6.23 7.4 10° 6.87
11 3.210° 6.50 7.2 10° 6.86
12 6.6 10° 6.82 5.2 109 6.72
13 3.7 109 6.57 5.6 109 6.75
14 4.4 10° 6.64 7.6 10° 6.88
15 1.5 10° 6.18 1.8 10° 6.26
16 2.2 10° 6.34 2.3 109 6.36
17 2.4 10° 6.38 5.0 109 6.70
18 2.5 10° 6.40 4.8 10° 6.68
19 2.510° 6.40 3.7 10° 6.57
20 1.4 10° 5.15 1.8 10° 5.25
21 2.6 107 7.41 4.0 107 7.60
22 8.9 107 7.95 3.4 107 7.53
23 3.0 10° 6.48 4.0 10° 6.60
24 2.510° 6.40 3.6 109 6.56
25 4.4 108 6.64 5.6 109 6.75
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DISCUSION

El valor calculado de t para mesofilos, mayor
gue el tabulado, indica con un p< 0,001 que hay
diferencia entre el método estandarizado y el de
las placas Petrifilm, en las experiencias
realizadas(Daniel 1987).

Es importante considerar que ningin medio
de cultivo por si solo, recupera siempre las mis-
mas cepas exactas hi enumera una cepa particu-
lar exactamente como otros medios. Por otro lado,
hay otros factores externos a considerar: los tiem-
pos de inoculacion 'y manipulacién, que pudie-
ron haber incidido en la recuperacion y enume-

racion, habiendo producido esta diferencia entre
ambos métodos.

Teniendo en cuenta los resultados del anélisis
de regresion puede considerarse una muy buena
dternativa € uso de placas Petrifilm para € re-
cuento de mesofilos aerobios totales. La sencillez
de latécnica Petrifilm, la eiminacion de la prepa
racion de los medios de cultivo, la mejor visuali-
zacion de las colonias y e insumo de menor tiem-
po y economia, ofrecen ventgjas que justificarian
su utilizacion para el control microbiologico en los
procesos de industrializacion de drogas vegetales.
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