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De mis consideraciones

Muv- Atentamente

yo, Juan carlos Maldonado centeno, egtesado del Programa de Tecnologia .en

Alimentos, pongo a su disposición el presenté informe, el mismo que lleva como objetivo

visualizar iievemente el trabajo realizado por un peiodo de tres meses los cuales se

dárrollaron en el laboratorio de Microbiologia, de la empresa Bristol-Myers.

Enéstesedescribelasprincipalestécnicasyreaccionesdelosmicroorganismosdelos
distintos medios de cultivos, para la investigación de posibles microo-rganismos

patógenos. El laboratorio de Mürobiologia es parte del departamento de Control de

bJiá¿, que se encarga de asegurar la catidad microbiológica, de la materia prima, del

ñdrÁ terminado, áel ambíJnte de trabajo y máquina, se encuentre dentro de los

estándares de calidad.

Espero que este informe sirva de consulta para la futuras promociones del Programa de

Tecnologia en Alimentos.
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RESUMEN

El laboratorio de Microbiologia de la empresa Bristol-Myers Squibb, es

el encargado de veri{icar la calidad microbiológica de la materia prima utilizada
en la elaboración de productos de marcas comerciales tales como. Sustagen,

Nutramento, Gestamil, Casec, que es una línea dirigida para la nutrición que va
desde mujeres embarazadas, lactantes, niños, adolescentes y adultos en general

que son propias de la empresa, además de elaborar productos nutricionales para

otras empresas como por ejemplo; Gevral- También se encarga de validar el uso

de la maquinaria, del ambiente, para que este factor no infiuya en la calidad
microbiológica final del producto realizado.

Para realizar esta labor nos debemos de valer de diferentes técnicas para
el conteo, identificación y aislamiento de posibles microorganismos que afecten
la salud del consumidor. Estas técnicas, su fundamento y la frecuencia con que

se realiza el análisis se encuentran descritos en el siguiente informe.
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El laboratorio de microbiología de Ia empresa Bristol-Myers Squibb se

encuentra encargado de verifica¡ que las buenas prácticas de manufactura se

realicen como por ejemplo; en el control de ambiente donde se realiza un conteo
de aerobios que se encuentran en el aire, en el área de trabajo, de esta manera se

minimiza el riesgo de contaminación por este medio; también realizado en las

máquinas luego de una limpieza para verificar que no se encuentren
microorganismos en una cantidad, más allá de los limites establecidos por la
empresa.

Las materias primas analizadas deben cumplir con los parámetros
microbiológicos establecidos, que no van más allá de un limite dado para cada
clase de materia prima. Además se realiza un análisis al producto terminado,
que sirve de indicador de que el proceso ha sido realizado adecuadamente, es

decir utilizando la vestimenta adecuada que es principalmente el uniforme,

-quantes, 
gorro y de acuerdo al área específica, mascarilla y zapatoÍles; para que

de esta manera tratar de minimizar el contacto del producto con el operador, y a
su vez la contaminación del producto.

El laboratorio de microbiología, es un verificador dentro del sistema de
calidad de la empresa, de esta manera se asegura el bienestar del consumidor, el
tiempo de vida útil que le podemos dar al producto y esto nos lleva a obtener un
producto de calidad que es apreciado por el consumidor, tanto en el Ecuador,
como en los países que es exportado como por ejemplo, Colombia, Peru, donde
se tiene una gran demanda.
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Las labores realizadas durante los tres meses de práctica profesionales

realizadas en el laboratorio de microbiología de dicha empresa, donde apliqué
todo lo aprendido durante los cursos de microbiología tomados durante la

carrera. Entre estas labores puedo mencionar:

J Toma de muestra de materia prima, con materiales adecuados y

esterilizados

¡ Preparación de los materiales para la siembra, esto es . cajas petri,

pipetas, material para tomar muestras, tubos. Que son colocados en

depósitos de metal (cajas petri y pipetas) y papel aluminio.

J Diluir los medios de cultivos, enumerar las cajas petri, los tubos, pesar

muestras y realizar los ingresos al laboratorio para las diferentes muestras

lf Siembra propiamente dicha, desde preparar las diluciones decimales para

investigación y recuento de coliformes, de igual manera para sÍttt¡hvktcocctts

aureus. aerob\os totales, mohos, hasta llevarlos a incubar. Se debe registrar

el día de entrada a Ia incubadora y el dia en que va a salir, este registro debe

ir pegado a la incubadora hasta e1 día de su salida.

? Identificación y conteo de unidades formadoras de colonias, asi como

también comprobación bioquímica si se trata de microorganismo en especial.

DESCRIPCIÓN DtrTALLADA DE LAS LABORES REALIZADAS

? Preparación de los diferentes medios de cultivos necesarios para el

crecimiento de los diversos tipos de microorganismos. El modo de

preparación de estos medios viene indicado por el fabricante, en la etiqueta

del frasco. Registrar Ia cantidad de medio utilizado para cada corrida, de

manera que sin'a de respaldo para una auditoria.
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Reporte de los resultados, que es dirigido al jefe del laboratorio de

microbiología.

fEsterilización del material a usarse y de los medios de cultivo

El trabajo realizado fue efectuado en jornadas de ocho horas laborables,

empezando a las 8:30 AM y terminando a las 16:30 PM, durante cinco dias a la

semana. El trabajo fue distribuido generalmente de la siguiente manera:

,;!' Lunes, es dedicado principalmente a Ia preparación de los medios de

cultivo que van hacer usados durante toda la semana, por ejemplo; medio

para conteo aerobios, para conteo de mohos levaduras, para pre-

enriquecimiento de Salmonella, medio liquido para coliforme ; esterilización

de los mismos en autoclave y esterilización del material de üdrio y de toma

de muestra en el homo de esterilización seca. Registro de la cantidad de

medio usado en el cuademo destinado para la auditoria. Siembra de las

muestras que hayan arribado al laboratorio.

¿ii./' Mar-tes, se siembra todas las muestras disponibles, para conteo de

aerobios, que tiene un período de incubación de dos días, de igual manera

para mohos y levaduras que tienen un período de incubación de 4 días y

siembra para las demás determinaciones a realizarse.

&/- Miércoles, se la siembra en la etapa de enriquecimienlo de Salmonella ,

que conlleva con é1 la preparación de dos medios líquidos que son colocados

en tubos ( seis por muestra).

€v Jueves, se realiza Ia lectura de el conteo de aerobios totales, de los

tubos de coliformes y altrcl6 llenar su reporte. De

encontrarse tubos positivos debe pasarse a una siguiente etapa la cual se

realiza en este mismo dia. También debe realizarse la última etapa de la

investigación de Salmonella,la cual requiere la preparación de cuatro medios

diferentes y la preparación de las cajas petri con estos medios de acuerdo a la

+



cantidad de muestra, para luego ser sembrada por estrias partiendo de los
tubos sembrados e[ dia anterior.

,1/' Viernes, lectura de las placas de mohos y levaduras; Sfat¡hvloct¡ccus
durel t.t positivos de coliforme y llenar sus respectivos reportes.
Eventua.lmente se realiza pruebas ambientales y validaciones de máquinas,
que pueden ser reportadas durante toda la semana o [a siguiente semana.
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BREVE DES óN nnl ESO DE PRODU óN

El proceso de producción comienza con la recepción de la materia

prima, en un cuarto de almacenamiento que se encuentra totalmente limpio y se

iier" .o.o buena práctica, colocar los sacos sobre palets de plástico Hasta

esta área pueden llegar sacos de papel, por que en está son pasados a fundas y

tachos plásticos.

Luego son subidos con la aluda de una grua, al segundo piso donde se

encuentra u; cuarto de almacenamiento, cabe recalcar que a éste cuarto no debe

llegar sacos de papel, y si así sucede es solameflte en el caso estrictamente

necesario, pero nunca salir de este cuarto. El az¡car pasa a otro cuafto en

tachos plásticos donde es micronizada con la ayuda de un molino de 4 HP, se

tiene como buena práctica el uso de guantes y mascarillas' luego está azúcar

pasa nuevamente al cuarto anterior en tachos plásticos.

A partir del cualto de almacenamiento, los sacos son pasados al área de

tamizado, cabe indicar que la cantidad de sacos de materia prima, viene

dosificado para un lote de una tonelada. En está área se tiene como buena

práctica el uso de guantes, mascarillas y zapalones; a partir de está área hasta el

tierre de la lata se tiene estas mismas normas. En está á'rea se hace pasar toda la

materia prima que es polvo a través de un tamiz de 3 mm de diámetro

Luego del tamizado se pasa por gravedad el polvo al mezclador que

tiene una potencia de 10 HP, el periodo de mezcla dura 40 minutos, tiempo en

el cual se iiene una mezcla homogénea, lista para ser transpottada con la af.rda

de tubos transportadores de vacio, que es creado por una bomba con una

potencia de 5 HP, el tiempo que toma en transportarse la tonelada de mezcla es

ie 10 minutos, hasta los silos de almacenamiento, estos silos en una cantidad de

3 con una capacidad de una tonelada, se encuentran en un área cerrada" pero

qr" no n"aa.itu , del uso de guantes, mascarillas, zapatones, debido a que los

,ilo, ,o, herméticos, pero la siguiente área, la entrada es estrictamente

siguiendo estas normas.
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El área de llenado se encuentra directamente debajo de los silos, lo que

aluda a que el polvo descienda por gravedad hasta las llenadoras automáticas en

,n ,ú*"io de áos, una vez llenas las latas, pasan a la cerradora automática con

una capacidad de 55 latas por minuto Por último tenemos el área de embalaje'

donde las latas son colocadas en sus respectivas cajas, en está misma área

tenemos la entrada de las latas al sistema de esterilización de latas, basado en

una esterilización seca por aire caliente a 100 C y la aplicación de rayos

ultravioleta, que luego pasara al área de llenado'

Es necesario indicar que la humedad relativa debe ser del 50 7o en cada

uno de estos cuartos, esto se controla con la ayuda de un psicrómetro'



N DE LOS PUN TR DE
FRECTIENCIA Y OB.IETIVOS DEL MISMO E EL PROCESO

Receocion de Materiu Prima.- La materia prima es analizada totalmete,

tomando una muestra signifrcativa por medio de aerobios totales, mohos y
levaduras, Staphylococcus aureus, Coliforme y Salmonella, antes de ser usado

en el proceso.

Embalaie- El producto terminado, es analizado de la misma manera que la
materia prima.

Eroosición de nlacas en el área de nutricionales.- tiene como propósito el

conteo de colonias presentes en diferentes partes de la planta, se realiza en una

frecuencia mensual a diferentes horas y días. Se tiene como máximo 50

colonias por placa.

Toma de muestras con colonetes.- tiene como propósito tomar muestra de la

superfrcie del tamiz, silo de almacenamiento, mezclador horizontal, dosificador,

bandas y canal ultravioleta. Se obtiene como máximo 50 colonias por placa.

9



DITERMINA CIONES AS EN EL LABO TORIO

RXCUENTO TOTAL DE MICRooRGANISMOS AER() B IOS

Microorganismos aerobios.- son aquellos microorganismos que se desarrollan

bajo condiciones aerobias, es decir en presencia de oxígeno.

Resumen.-
La muestra es incubada en Plate count Agar (Standard Methods Agar)

por 48 + 4 horas a 35 * 2'C. Luego de lo cual las placas son examinadas,

contadas las colonias, y el total es calculado de acuerdo a la dilución.

Fundamento.-
Esté medio de cultivo está exento de sustancias inhibidoras e

indicadores, concebido por la determinación del número total de gérmenes de

productos alimenticios y otros materiales.

fl IBLIOTECA
l8 lsCu.LAs ItCNor0GlCls

Material.-
r Agua de dilución.
¡ Plate Count Agar.
o Placas de Petú estéril.
r Incubadora 35 C.
r Vaso estéril.
o Embudo estéril.
o Paleta estéril.
. Pipetas estéril 1, 10 ml.
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Composición del medio por un litro,
5.0 gr. Triptona ( Equivalente de digerido pancreático de caseina)

2.5 gr- Extracto de levadura.
1.0 gr. Glucosa.
I 5.0 gr. Agar.

pH final 7.0 + 0.2

Agregar el medio en un litro de agua destilada. Hervir el medio para su total
disolución. Cubrir la boca de la fiola con un tapón de algodón y gasa. Cubrir a
su vez la boca del envase con papel aluminio,

hocelimiento.-

Preparación de la dilución de la muestra

Asépticamente agregar 1 I gr. de muestra o 1 I ml si la muestra es líquida, en 99

mal de agua estéril y mezclar muy bien para preparar una dilución l/10-
Para preparar dos placas transferir:

1 m[ de dilución l/ I 0. Multiplicar por 10.

0,1 ml de dilución l/10 Multiplicar por 100.

La última placa obtendremos una dilución 1/100 que también se puede

obtener pipeteando 1l ml de la dilución l/10 en 99 ml de agua estéril y mezclar

muy bien.

A continuación se viefte sobre las placas 15-20 ml de medio de cultivo
(aproximadamente 3-5 mm de grosor), previamente licuado y enfriado a 47" C

Inmediatamente mezclar suavemente, rotando suavemente las placas en un

sentido, y luego en un sentido contrario. Se deja solidificar se la lleva a incubar

en posición invertida, a35 +2 Cpor48+ 4 horas.

ll
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Pasado el tiempo de incubación, se encuentra el número de colonias,

únicamente en las placas que contengan 25-250 colonias.

Ctilcukt.-

Colonias contadas x Factor : UFC (unidad formadora de colonia)
gramo ( ml para liquido)

Eiemplo.-
Se utiliza una dilución de 1/10, de la muestra por duplicado. El número

contado en cada una de las placas es registrado, se saca un promedio y se

multiplica por 10.

35 x l0: 350 UFC/gr

Discusión.-
Si las placas no pueden ser leidas el día indicado, estas pueden ser

refrigeradas por un período que no exceda de 4 días. Sí las placas son

incubadas por más de las 48 horas, el reporte debe ir con la documentación

apropiada.

Si las placas contienen más de 250 colonias, se debe repartir el ensayo

con una dilución más, multiplicando por el factor apropiado para obtener el

IJFC por gramo ( o ml).

Sí el conteo es menor a 25 colonias, el calculo se realiza sobre el número

de colonias encontradas. Los cálculos se deben considerar siempre estimados.

Para preparar más diluciones. Se pipetea I ml de una dilución 1/10 en

99 nrl de agua estéril, mezclado muy bien, para obtener 1 dilución 1/1000, ó

pipetear 0,1 ml para obtener una dilución l/10000. También se puede diluir I
ml de una dilución 1/1000 en 9 ml de agua estéril, para obtener una dilución
l/t 0000.
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RECUENTO TOTAL DE MOHOS Y VADURAS

Mt¡hos.-
Los mohos son hongos multicelulares que forman estructuras

ramificadas que son los llamados micelios. Los mohos son causantes de la
alteración de productos alimenticios principalmente de pH bajo de presión

osmótica elevada: frutos, zumos, mie[, leche concentrada, harinas, leche en

polvo y algunos productos salados.

Let uduras.
Han sido definidas como hongos unicelulares de forma esférica,

alargada, ovoide, periforme y a veces forman micelios. Su tamaño es superior a

las bacterias.

Originan con los mohos alteraciones en productos alimenticios sobre

todo en los de pH bajos y presión osmótica elevada.

Resumen.-
La muestra es incubada en Potato Dextrosa Agar, por 96 + 4 horas a 25

+ 2o C- Las placas son examinadas y el total contado es multiplicado por el

factor de dilución.

frÍaterial.-
. Potato Dextrose Agar.
o Agua de dilución estéril.
o Placas petri estéril.
. Pipetas estéril, de 1, 10 ml.
o Incubadora a 25 C.

l3



Composición del medio por litro

pH frnal 5.6 + 0.2

Disolver el medio en un litro de agua destilada. Hervir el medio para su total
disolución. Colocar en la boca del envase un tapón de algodón , gasa, cubierto
por papel aluminio. El tiempo de duración del medio es de 15 días almacenado

en la incubadora, observando que no halla crecimiento al momento de usarse.

Cúlcultt-

Colonias contadas
(levaduras confrrmadas)

Se reporta como levaduras por gramo (ml)

Factor: Levaduras
gramo (ml)

Colonias contadas

Se reporta como mohos por gramo (m[)

x Factor: Mohos
gramo (ml)

1.1

Preouración d¿l medio de cultiva -

200 gr. lnfusión de Papa.

20 gr. Bacto Dextrosa
15 gr. Bacto Agar.

Procerlimiento.-
Con una pipeta estéril, se pone en las placas de petri I ml de cada una de

las diluciones decimales. Se le añade a cada placa 15-20 nrl de Potato Dextrosa

Agar a 45-50 o C, mezclar suavemente rotando la placa en un sentido y luego

en sentido contrario. Se deja solidificar y se las coloca en la incubadora a 25 + 2
C por 96 + 4 Horas. Terminado el período de incubación se procede al conteo

de levaduras, que son colonias circulares y convexas, en cambio los mohos
forman micelios algodonosos.



Eiemola-
Utilizando una ditición 1/10, se siembra la muestra por duplicado. El

número de colonias formadas en cada placa es registrado, promediadas, y

multiplicadas por 10.

15 x 10 = 150 Mohosi gr ;

3 x 10 = 30 levaduras/ gr; si no existe crecimiento de levaduras se

reporta : 0 levaduras/ gr.

Discusi{tn.-
Si e[ conteo esta por debajo de l0 colonias por placa el calculo se basa

solo en el número de colonias presentes. Se debe recordar que el cálculo se

considera como estimado.

Sí las placas no pueden ser leídas se las podrá refrigerar durante un

periodo de tiempo que no sobre pase los 4 dias. Si las placas son incubadas por

más de 96 + 4 horas el reporte debe ir acompañado de la documentación

apropiada.

Si el conteo es mayor a 150 colonias por placa se debe repetir el ensayo

con una dilución más. Si el conteo se encuentra entre 10- 150 colonias se debe

multiplicar por el factor apropiado de dilución para obtener el número de mohos

i gramos (ml) o levadura./ gramos (ml).
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INVESTI CIÓN Y RECUENT DE ENTEROBACTE RTACEAE

Al investigar la presencia de enterobacteriaceae en un alimento se hace,

no solo sobre los gérmenes Gram Negativos lermentadores de lactosa

(coliformes) sino también sobre las lactosas negativo como la Salmonella.

RECUE AL DE CO RMES POR L MÉTODO I)
N NI S PRO

Los coliformes son microorganismos en forma de bastones Gram

negativos, móviles o inmóviles, aerobios o aerobios facultativos, no

esporulados, que fermentan la lactosa en presencia de sales biliares, con

formación de ácidos y gas a temperaturas entre 30-38 "C. Pertenecen a la
familia de las enterobacteriaceae, son gérmenes habituales del intestino del

hombre y animales.

Resumen.-
Realizar la dilución de la muestra y pipetear en tubos que contengan,

tubos Durham y Caldo Lauryl Sulfato Triptosa e incubar estos por 48 + 4
horas, Los tubos que se encuentran positivos, con producción de gas deben ser

inoculados en Caldo verde brillante bilis 2 T" e incubados por 48 + 4 horas. El

número más probable de coliforme es determinado por el número de tubos con

producción de gas.

Mateial.-
o Agua de dilución.
r Caldo Lauryl Sulf'ato Triptosa
. Caldo verde brillante bilis 2 %
. Pipeta estéril de l, 10 ml.
r Gradilla.
o Tubos Durham

\ i,rs¿
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Preparución del medio de cultivo.-

Caldo Lauryl Sulfato Triptosa (Doble concentración)

Composición del medio por litro.

0.02 gr.
40.0 gr.

10.0 gr.
5.5 gr
5.5 gr
10.0 gr.

Laurylsulfato de sodio,
Tryptosa
Lactosa
Fosfato Dipotasico
Fosfato Monopotasico.
Cloruro de sodio.

pH ñnal 6.8 + 0.2

Disolver el medio en un litro de agua destilada y dispensar 10 ml en

tubos conteniendo tubos Durham (9 tubos por muestra). Esterilizarlos en

autoclave .

Caldo Verde Brillante

Composición por litro

20.0 gr. Bilis de buey desecada.

10.0 gr. Lactosa
10.0 gr. Peptona
13.3 mg Verde Brillante.

pHfrnal1.2+ 0.2

Disolver el medio en un litro de agua destilada, y dispensar en tubos
conteniendo tubos Durham. Esterilizar en autoclave.
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Pnrcedimiento.-
Usando pipetas separadas para cada dilución inocular 3 tubos con I ml

de dilución 1/10, 3 tubos con I ml y 3 tubos con 0,1 ml de dilución l/100.

Grar suavemente los tubos e incubar a 15 + 2" C por 48 + 4 horas.

Examinar todos los tubos buscando [a formación de gas o efervescencia a las 24
+ 2 horas y a las 48 + 4 horas. Solo los tubos que presenten producción de gas

son considerados presuntivos positivos y deben pasar al test de confirmación. Si

ninguno de los tubos presenta formación de gas se lo debe reportar el resultado

como < 3 coliformes/gramooml.

Confirmación colifbrmes.-
Pipetear I ml de los tubos que resultaron positivos, en tubos que

cofltengan Caldo verde brillante e incubar 48 + 4 horas. Y examinar si existe

formación de gas a las 24 + 2 y 48 + 4 horas.

Resultado.-
Se debe usar la tabla del número más probable ( NA,D ) , este método

determina el NI!{P de coliforme en base al número de tubos con caldo verde

brillante positivo (producción de gas); se reporta como NMP coliformes /
gramo o ml.

l.jemplo.-
Si se encuentra un tubo posivo entre los de dilición Ii 10, y uno en los de

dilución 1/1000. Se lee en la tabla :

t-0- | 7

Lo cual nos da el número más probable de coloformes por gramo, y se

reporta como 7 coloformes/ gramo.

18
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NMP iNDICE PARA VARIAS COMBINACTONES DE TUBOS
POSITIVOS

Combinaciones Posibles NMP por sramo
0-0-0 <3

0-1-0 3

2-0-0
2-0-1
2-t-0
2-1-1
2-2-0

t-0-0
1-0-1

t-1-0
t-2-0

4
7

7

11

9

14

15

20
21

¿)
39
4J
75
93

150

210
240
460

1,100
>1,100

3-0-0
3-0- 1

3-1-0
3-1-1
3-2-0
3-2-1
1-1 -'.)

3-3-0
3-3-1

-'J-)-Z

J -J.J

BIBI-IC'1'ECA
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PRUEBA PARA LA PRESENCIA DE Escherichia coli

Pertenecealafamiliadelosenterobacteriaceas.Fermentarrglucosa,
lactosa y otros carbohidratos, conformación de piruvato el cual más adelante es

convertido en ácido láctico, acético y fórmico, parte del ácido fórmico es

degradado por un complejo sistema hidrogenasa en iguales cantidades de CO. y

HrO. Es oxidasa y ureasa negativa y no produce Hrs Produce indol a partir

dei triptófano, no forma acetil- metil-carbinol y es positiva al rojo de metil' Se

lo utiliza como indicador de contaminación fecal en productos manipulados por

el hombre, se encuentra en el suelo, agua, tracto intestinal de animales y

hombres. Dada su termo sensibilidad' su presencia en productos' que han

sufrido tratamiento térmico, delata una contaminación post-tratamiento.

Resumen.-

--- 
-.u"rtra es incubada en Caldo de enriquecimiento' después de la

incubación, el Caldo de enriquecimiento que contiene la muestra es pasado a un

medio seláctivo par la identific ac\ón i)' cot¡ Se puede usar The Vitek

AutoMicrobic ,y.i"t', o equivalente para la identificación de E' coli'

Escherich ia coli.-

Materiul.-

Mac onkev's Af¡ar

. Caldo de lactosa.

r Agar de MacConkey's.
r Agar eosina-aál de metilenolactosa-sacarosa (EMB)
. Vitek autoMicrobic system

Composición del medio Por litro
t 7.0 gr. Pepona CelYsate

2ll

Preparacitín del medio de cultiva-



3.0 gr. Polipeptona PePtona
10.0 gr. Lactosa

1.5

13.5

0.30
031

gr. Mezcla de sales biliares.
gr. Agar
gr. Rojo Neutro
gr. Cristal violeta.

pH final 7.1 + 0 2

Disolver el medio en agua destilada. Hervir el medio para su completa

disolución. Colocar tapón áe algodón y gasa, cubrir la boca con papel aluminio-

Azul de

Composición por litro

0.4
65.0

gr. Peptona
gr. Lactosa
gr. Fosfato Dipotasico
gr, Agar
gr. Eosina Y
mg Azul de metileno

10.0
10.0

2.O

15.0

pH final 7.1 + 0,2

Disolver el medio en agua destilada Hervir el medio para completa disolución'

Colocar tapón de algodtn y gasa, cubrir la boca con papel aluminio'

Procedimiento.-

-T.unaf".it 

l0 gr. de muestra aufl erlenmeyer conteniendo 90 ml de caldo

de lactosa. La soluóión de Pre-enriquecimiento se debe incubar por 24 + 2

¡6¡¿s¿15+2oC.

2t



Después de [a incubación se debe revisar si existe crecimiento bacteriano
(que el medio se encuentre turbio). Si la prueba es considerada negativa hasta
este punto, nos indica que no existe crecimiento bacteriano en la botella.

Si existe crecimiento, o el medio se encuentra turbio se debe proseguir a

sembrar por estrias en Agar MacConkey's. Incubar 24 + 2 horas a35 + 2" C.

Si luego de la incubación a parecen colonias rosadas brillantes, se debe
pasar dos colonías a Agar EMB (por estría) e incubar por 24+ 2 horas a 3 5+ 2o

C. Al examinar la placa si encontramos colonias resplandecientes, redondas,

convexas, verdes son caracteristicas de l,.coli .Tomar dos colonias sospechosas

y sembrarlas en TSA e incubar por 24+ Z horas a35 + 2 "C. La identificación
se realiza utilizando el sistema APl-Profile Recognition System, donde se toma
la muestra sospecha y se la inocula a una paleta que contiene varios medios de

cultivo. La reacción de coloración comparada con estándares nos da el geflero y
la especie del microorganismo.

Resultado.-

Colonias (Agar EMB)
Microorganismo

E. Coli

Transparente de color ambarino
BIBI.¡OTECA

lE tscurtls TEClt0Lo,iiiÁS Salmonella

De 2 - 3 mm de diámetro con brillo
metálico verdoso a [a luz reflejado
en el centro obscuro hasta negro
en la luz transmitida

De 4 - 6 mm de diá,rnetro centro pardo
grisáceo en la luz transmitida con brillo metálico

Enterobacter

22
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INVESTIGACION Y RECAENTO DE SALMONELLA

Las salmonelas son bacilos gramnegativos asporogenos que fermentan la
glucosa, generalmente con producción de gas, pero norma.lmente no fermenta ni
lactosa ni sacarosa. Lo mismo que sucede en otras bacterias, cuando el medio es

apropiado, crecen en el rango mas amplio de temperaturas, pH, o* . La

temperatura optima de crecimiento es aproximadamente 37'C, en un intervalo

de pH 4,1- 9,0 y una o* mínima de crecimiento varia en cada alimento aunque

es aproximadamente 0,91-0,95 .

La probabilidad de infección por ingestión de un alimento que contiene
salmonelas depende de la resistencia del consumidor, de la infecciocidad de la
cepa de f;qlmt)nello en cuestión, y del numero de microorganismos ingeridos.
Para que las especies menos infecciosas, como por ejemplo S. pullorum,
provoque infección, se debe ingerir un numero de microorganismos del orden de
cientos de millones o billones, aunque cuando se trate de especies mas

infecciosas, por ejemplo S. enterititlis seria suficiente la ingestión de numero
bastante menor ( un millón).

Las personas y los animales son directa o indirectamente la fuente de
contaminación de los alimentos con salmonelas. Los microorganismos pueden
proceder de enfermos clínicos o de portadores. Las serovares aislados con
mayor frecuencia, como S. Whimuriunt y otras, producen gastroenteritis
humana. Las salmonelas también pueden proceder de los gatos, de los perros,
de los cerdos y de bovinos, aunque las mas frecuentes son las aves, sus huevos y
los roedores.

Resumen.
La muestra es incubada en caldo de lactosa (pre-enriquecimiento),

durante 24 horas, terminado este periodo, es inoculada en Selenite Cystine
Broth y Tetrathionate Broth, incubado durante 24 horas, para ser sembrada por
estría en tres medios selectivos, y pasar finalmente a la identificación bioquímica

23



Materiales.-

o l're-eriEtecimietio
o Caldo de lactosa.

. Enriq.tecimie to

. Tetrathionate Broth

. Selenite Cystine broth

¡ Medios selectit¡o,c diferenciel.
¡ Bismuth sulfate Agar
r Xylose Lysine Desoxycholate Agar
r Brilliant Green Agar.

o Medio seleúit,o Bioquimico
o Triple Sugar Iron Agar

. Pipetas de I 1ml.
o Tubos para siembra
. Placas de Petri..
r Aza de platino.
o Gradilla

Preoaración de meclios ¿le cultit o

Selenite C Broth

Composición por litro.

5.0
4.0
10.0

40

Polipeptona Peptona
Lactosa
Fosfato sódico
Sodio selenito ácido

21

gf.
gr.
gr.
gr.



0.01 gr. L-cisteina

pH final 7.0 + 0.2

BIBL¡OTECA
DE T§CU¡tA§ IECNOTOOICTT

Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada Caliente (90 " C). No se

esteriliza en autoclave. Pasar asépticamente 10 ml de medio a cada tubo ( tres
por muestra).

Telrathionate Broth

5.0
Lt
100
30.0

gr. Polipeptonapeptona
gr. Sales biliares
gr. Carbonato de calcio
gr. Tiosulfato de sodio

Disolver el medio en un litro de agua destilada. Hervir el medio hasta su total
disolución, enfriarlo hasta 60 o C. Agregar 20 ml de solución de iodo, agitar,

comprobar que el pH este en 8.4 + 0.2 a 25 o C. Dispensar asépticamente el

caldo en tres tubos por muestra.

Agar Bismuto Sulfito

Composición por litro de medio
10.0

5.0

50
4.0
0.3

gr.
gr.
gr.
gr.
gf.

Polipeptona peptona
Extracto de carne
Dextrosa
Fosfato disódico
Sulfato ferroso

8.0 gr. lndicador Sulfato de Bismuto
0.025 gr. Verde Brillante
20.0 gr. Agar.

pH final 7.7 + 0.2

I'

\'

Composición por litro.



Disolver el medio en un litro de agua destilada. Hervir el medio por 1-2

minutos. Colocar 20 ml por placa.

XLD (Xvlose Lysine Deoxycholate) Agar

Composición por litro de medio,

Xilosa
LJisina
Lactosa
Sucrosa
Cloruro de sodio
Extracto de levadura

0.08 gr. Rojo de fenol
2.5 gr. Sodio deoxicolato.
6.8 gr. Tiosulfato de sodio
0.8 gr. Citrato de amonio e hierro

pH final 7.4 * 0.2

Disolver el medio en un litro de agua destilada. Hervir el medio, agitando

frecuentemente. Colocar en las placas aproximadamente a 50 o C.

Brilliant Green Agar.
Composición por litro de medio preparado.

35
5.0
7.5
7.5
5.0
3.0

gr
gr
gr
gr
gr

3.0 gr.

10.0 gr.

5.0 gr.
10.0 gr.
10 0 gr.
0.08 gr.

Extracto de levadura
Polipeptona peptona
Cloruro de sodio
Lactosa
Sucrosa
Rojo de fenol

2ó



20.0 gr, Agar
12.5 mg Verde Brillante.
pH ñnal 6.9 + 0.2

Disolver el medio en un litro de agua destilada. Hervir este hasta su disolución .

Colocarlo en las Placas ( 15-20 ml)

Triole Susar Iron Acar

Composición por litro de medio

20.0
50
10.0

10.0

10
o.2
o.2
0.025

13.0

pH final 7.3 + 0.2

Disolver en medio en un litro de agua. Hervirlo hasta su completa disolución.

Pasar el medio a tubos. Esterilizarlos ( Temperatura no mayor a I l8' C)

Colocarlos en posición inclinada, hasta que solidifique

gr.
gr.
gr.
gr.

gr.
gr.
gr.
gr.

Polipeptona peptona

Cloruro de sodio
Lactosa
Sucrosa
Der.trosa
Sulfato de amonio e hierro
Tiosulfato de sodio
Rojo de fenol
Agar

BIBI-]CIECA
BT ESCUÉIA§ IECNOLOG¡CI3
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Pre-enriquecimiento
S. di.relven, asépticamente 75 gr. de muestra en 1 lt de caldo de

lactosa, agitando muy bien para que el polvo se disuelva, se lo deja reposar

durante I hora a temperatura ambiente. Si es necesario se ajusta e[ pH con

soluciones lN de HCI o 1N de NaOH a 6.8 + 0.2. Se incuba por 24 + 2 Horas a

35+2"C.

Enri¿tuecimiento.
Una vez terminado el penodo pre-enriquecimiento, mezclar bien la

caldo de lactosa a tres tubos conteniendo

Medio S electivo D ife¡en cial.
S"t"b.", p". 

"tt.fa 
las placas de Bismuth Sulfate Agar (BS), Brillant

Creen Agar (BGi, )il-D Agar. Incubar por 24 + 2 horas a 35 + 2 'C y examinar

las placas en busca de colonias sospechosas, de color negro metálico, redondas,

pequeñas, y con un halo alrededor .

Si no exiite crecimiento de colonias sospechosas sobre las placas de BG o

XLD, se descartan estas placas. lncubar adicionalmente la placa de BS por 24 +

2 Horas, y examinar nuevamente, si hay crecimiento de colonias sospechosas

después di +s horas, el resultado obtenido es;sfunqgello $pausente en 10 gr'

C sra L't e ri zaci ón B ioq u í m i c u

-Pu.u 

".t" 
paso se utiliza el medio Triple Sugar Iron Agar (TSI), que con

la degradación dá el azúcar, se forman ácidos, se maniñesta por un cambio de

coloien el indicador Rojo de fenol que üra de anaranjado-rojizo a amarillo, o

por un viraje a rojo intenso en caso de alcalinización. El tiosulfato es reducido

por algunos gérmenes a gas sulfrhidrico, el cual en presencia con la sal ferrica

produce sulfuro de hierro, de color negro

muestra. Pasar asépticamente lml del

Caldo selenite Cystine y tres mas con

e incuba por 24 +2 Horas a 35 + 2 o C

caldo de Tetrathionate Agitar los tubos

28



Se siembra el cultivo puro, con la colonia sospechosa, por estría

superfrcial y por picadura, se lo incuba por 48 + 4 horas a 35 + 2" C

Resultados.-
E*pli"u.ión de letras y signos utilizados en el cuadro'

A: Viraje a rojo por formación de álcali.

OA: Sin alteración del color original del medio de cultivo o rojo por formación

de álcali.

S: Viraje a amarillo, por formación de ácido

SG: Viraje a amarillo, y producción de gas

+: Ennegrecimiento por formación de gas

-: Ausencia de ennegrecimiento.

'"'-J
BIDI. IO'''ECA
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Columna
vertica.l

Superficie
inclinada

Formación de

HzS
Microorganismo

OA
OA
OA
OA
S

s
S

+ Solamente en la Parte de la
columna vertical;
frecuentemente formacién de

anillo solo ¡l cat¡o de 24 horas

S. paraqphi A
S. paratyphi B
S. tipimiriun
S. enteriditis
E- coli
Citrobacter
Klebsiella

SG
SG
SG
SG
SG
SG
SG

OAS typhi S

+

+
+Columna vertical negra
+Columna vertical negra

29



La presencia de Sfaphvlococcus aureus en un alimento se interpreta

como un ináicativo de contaminación a partir de la piel, boca y fosas nasales de

los manipuladores de alimentos aunque el equipo sucio, material y materia prima

de origen animal pueden ser li.rente de contaminación'

ENTO EST OCCUS AU S

Para el recuento de ococclls uureus se realizan por varios medios

Fundamento.-
Para aislamiento y diferenciación de slafilococcus atxcu! en alimentos y

que difieren por los agentes selectivos que contienen como' Telurito de potasio,

cloruro de litio, glicina.

Hoy en día se utilizan mayor mente medios que contienen medios yema

de huevo mezclada con algunos agentes selectivos ya mencionados'

materiales farmacéuticos, según Baird - Pa¡ker'

Su forma de actuación se debe gracias a que este medio contiene cloruro

de litio y telurito en tanto que el piruvato y la glicocola actúan favoreciendo

selectivamente el crecimiento del sturtloeoeq; sltgu;.

Sobre el medio, opaco por el contenido de yema de huevo, las colonias

de slallococcus aureus muestran las siguientes características. por lipólisis, por

p.ot"áiis* * p-aucen halos y anillos caractefísticos y por la reducción de

telurito a telurato por lo que se desarrolla una coloración negra'

La reacción de la yema de huevo y la reducción del telurito se asemeja

con la coagulasa, positiva y por lo tanto puede utilizarse como confirmación

esta última.
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Materiales.-

. Agua de disolución

. Caldo Trypticase Soy

. Braird-Parker Agar

. Pipetas estériles de l, l0 ml
o Aza de platino .

. Placas de petri.
o Vaso estéril
o Paleta
o Embudo
. Gradilla

heoaracitin de medios de cultivt¡.

Trvptic Sov Broth

Composición por litro de medio + 10 % de NaCl

17.O

3.0
5.0
2.5
2.5

gr. Tryticase peptona
gr. Phltone peptona
gr. Cloruro de sodio
gr. Fosfato Dipotásico
gr. Dextrosa.

' pHfinal 73+0.2

..:Disa{vcr el medio en r¡s litro de agua destilada. Dispensar el medio de tubos (9

por muestra). Esterilizar en autoclave

It
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Baird-Parker Agar

Composición por litro de medio.

10.0

5.0
1.0

5.0
200
120
10.0

gÍ. Trypticase peptona
gr. Extracto de carne
gr. Extracto de levadura
gr. Cloruro de Litio
gr. Agar
gr. Glicina
gr. Piruvato sódico.

pH final 68+0.2

Disolver el medio en un litro de agua. Calentar agitando frecuentemente, hasta
disolución. Esterilizar en autoclave. Una vez flrio, (45-50 " C) pasar 50 ml de
emulsión de yema de huevo y telurito. Mezclar bien. Pasar a placas. Estas placas
pueden almacenarse por 48 horas. La emulsión de yema de huevo se puede
almacenar 7-10 dias bajo refrigeración

t0.-

Asépticamente pesar l lgr (l lml si es liquido) y agregar 99 ml de agua
estéril , mezclar muy bien , esta misma dilución puede ser usada para plate count
Agar). Pasar asépticamente I 1 ml de esta dilución 1 : 10, a 99 ml de agua estéril
para preparar una dilución l: 100.
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Usando pipetas separadas inocular tres tubos con Caldo Trypticase Soy
(TSB) con I 0 % de NaCl, con I ml cada uno de la dilución I : 10, tres tubos mas
con la dilución 1 : 100, finalmente tres tubos mas con 0. I ml de la dilución 1 : 100.
Agitar suavemente los tubos e incuba¡los por 48 + 2 horas a 35 + 2 .C.

Luego de la incubación, observar si los tubos presentan crecimiento. Si
estos se presentan traslúcidos se reporta como < 3 I gramo.

Partiendo de los tubos turbios , se siembra por estría en medio Baird-
Parker, con emulsión de yema de huevo y telurito, e incubar a 35 + 2. C
durante24+2horas.

RESULTADOS

Coloni¿s
Negras, convexas, de la 5 mm de diámetro,
con borde estrecho blanquecino, rodeado
por un halo claro de 2 a 5 mm de ancho.
Dentro del halo claro presencia de anillos opacos
no visibles antes de 48 horas de incubación.

Negras [ustrosas pero de forma irregular.
Al cabo de 24 horas presencia de zonas opacas
alrededor de las colonias

Pardo oscuras, mates, presencia a veces de halo
de cla¡ifrcación

Micro organismo
Stafilococcus aureus

Statilococcus dermis

Micrococus

Bacillus

Crecimiento ocasional. Muy pequeñas, pardos
hasta negras ausencia de halo y de halo de
clarificación.



Fundamento.-

r Aza desechable,
r Porta objetos
. Pipetas Pasteur.
. Agua oxigenada (Peróxido de hidrógeno) al 3070

La Catalasa es una enzima que cataliza [a descomposición del agua

oxigenada en agua y oxígeno. Presente en ciertos grupos de bacterias, ausente

en otros. Particularmente cuando es el caso de diferenciar entre si micrococos
que contienen una catalasa y estreptococos que no la tienen.

Se la utiliza para diferenciar géneros .

Streptococos (-) del Micrococcus (+) y/o Staphylococcus (+)
Bacillus (+) det Clostridium (-)

La enzima catalasa se encuentra en la mayoría de las bacterias aerobias y
anaerobias facultativas que con citocromo ( una proteina que contiene hierro y
que transfiere electrones a lo largo de una cadena oxidativa), la excepción
principal es el Streptococcus por [o general los organismos que no poseen

sistema citocromo carecen de [a enzima catalasa y por lo tanto no pueden

descomponer el peróxido de hidrógeno. La mayoria de las bacterias anaerobias
(Especies Clostridium) poseen la enzima peroxidasa en lugar de la Catalasa.

La descomposición del peróxido de hidrogeno puede ser a través de la
acción de dos enzimas.
o Catalasa.
o Peroxidasa.

BIBI-IO1'ECA
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PRUEBA DE LA CATALASA

Mtteriules:-



En la descomposición de la peróxido de hidrógeno una molécula actúa
como sustrato y otra como el dador, el sustrato reducido por los átomos de

hidrogeno cedidos por el dador, da como resultado un sustrato reducido y un
dador oxidado.

CATAI,.\SA
2H20 o Gas liberadooH +

I

Procedimiento.-

Tomar una colonia aislada de un medio de cultivo sólido mediante una
pipeta Pasteur y emulsionarla con una gota de agua oxigenada al 30 %
depositada sobre la superñcie de un porta objeto de vidrio para microscopio. El
desprendimiento mas o menos intenso de burbujas de gas indica la presencia de

catalasa . No emplear una asa ni hilo de platino, para emulsionar el medio de

cultivo porque produciría una reacción positiva.

Esta investigación puede efectuarse sobre la placa de agar, cubriendo la
colonia a examinar con una gota de agua oxigenada al 30 %. Una formación de

gas indicara la presencia de Catalasa.

Eiemnlo--
Si se confirma la presencia de S. Aureus. por la prueba de Baird-Parker y

por la prueba de la catalasa, se cuenta los tubos positivos (turbios) y se lee el
número más probable de microorganismo en la tabla: si se tiene dos tubos
turbios de la dilución l/10, cero en la dilución 1/100 y 1/1000.

Com binaciones Posibles NMP nor s¡amo

2-O-O

Se reporta 9 S.aureus /gr

9
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NMP INDICE PARA VARIAS COMBINACIONES DE TUBOS
POSITIVOS

Combinaciones Posihlcs t of ,lramo
0-0-0
0-l-0

<3

l-0-0
1-0- 1

1- 1-0

1-2-0

J

4
7

7

II

2-0-0
2-0-1
2-1-0
2-t-l
2-2-O

9
14

15

20
2t

3-0-0
3-0-l

3- l-0

3-1-1

23
¡o

43

75

3-2-O

3-2-t
3-2-2
3-3-0
3-3- I
)-)--¿.
J.J-J

93
150
210
240
460

1,100
>1,100

.i6
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EXPOSI I DE PLA EN EL REA DE
NUTRICIO LE

Fu Placas con medio de cultivo de susta¡cias inhibidoras e
inidadores, concebido para determinar el
encuentran en el ambiente.

de germenes que se

Frecuenciu-
Mensualmente, a dilerentes horas y días

Procedimiento.-

EQ Preparación de placas; usar cajas Petri 100 x 15 (esterilizadas a 350 o C
por calor seco por 3 horas).

GQ Preparar Agar de soya trlticase; ajustar el pH a 7,3 + 0.2, si es necesario
con NaOH o HCI lN.

tX Esterilizar el Agar (124' C por 30 minutos)

ffi Preparar las placas de exposición bajo cabina de flujo laminar. Desinfectada
previamente con alcohol.

LÜ De¡ar lur placas descubiertas para que solidifiquen, y evitar que se condense
la humedad en la superficie de la tapa.

ffi Rotular las placas con fecha y área a que van dirigida-

[ü Invertir las placas y preincubar las placas por 48 horas a35 + 2o C.

LÑ Después de 48 horas de ser incubadas, nuevamente serán incubadas a 20-
22o C durante 72 horas antes de ser usadas, que no debe sobre pasar de los
l5 días de haber sido preparadas.
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[3 Las placas contaminadas serán eliminadas y las demás serán colocadas en el

portaplacas para ser transportadas al área de producción.

ffi E*porer cada placa destapándola por treinta minutos, en los sitios

establecidos por el formato, [a placa debe ser puesta al lado de la misma,

colocando un borde encima de esta.

EQ Coloca, la tapa a cada placa después del periodo de exposición, y
recogerlos en el mismo orden en que fueron expuestas y colocadas en el

estuche. Evitar pasar encima de [a placa y evitar que el borde de la placa

toque el suelo. Llevar las placas al laboratorio e incubarlas por 2 días a 35 'r
20 c.

lE Registrar el número de colonias pasadas las 48 horas.

ffi Las placas serán reincubadas duranle 72 horas a 24'C.

EE Lrego de este período de 5 dias las placas serán re-evaluadas para su

documentación oficial, de acuerdo al número y clase de microorganismo
(bacterias, mohos, levaduras).
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EXPOSrcIÓN DE PLACAS

La distribución se hace para que haya una placa por cada 9 m de aire

(1000 ft de aire).

Primer piso Are¿ m Plar:as Max. Bac. Max. Moh.

Cuarto de empaque
Cuarto de llenado
Cuarto de mezcla
Cuarto de recepción
de materia prima
Segundo piso
Cuarto de vaciado
de sacos

Cuarto de desfundado
de sacos
Cuarto de tolva

61..32

70.56
31.82
24.08

36.48

13.76

41..16

5

6

3

3

J

't

3

15
10
6

15

5

8

L0

4
1

0
2

0

0

7
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,--E[ sistema de aprobación de proveedores, nos da un método estadístico para

el control de la calidad de las materias primas, el cual indica la cantidad de
análisis microbiológicos a realizarse. En el caso de un proveedor aprobado,
sus productos pueden ser analizados, cada tres lotes de productos, solo para
verificar si se está cumpliendo con los estándares establecidos. Esto nos lleva
a pensar que en momento dado no será necesario, el análisis de la materia
prima, sino, más bien e[ control se basará en la confianza, de que los
certificados que validan su producto son correctos y sobre estos la empresa
trabaj ará.

.¿,'E[ laboratorio de microbiología de la compañía Bristol Myers Squibb, es un
verificador, dentro del sistema de calidad de la empresa. La calidad del
producto depende directamente, de los operarios, quienes deben cumplir con
las busnas prácticas de manufactura; de está manera se asegura el bienestar
del consumidor, el tiempo de üda útil del producto y sobre todo que este sea

apreciado por el consumidor,

+¿, El control del ambiente, nos da una idea de la contaminación que puede
existir. Los microorganismos más peligrosos, dada las condiciones de
crecimiento que presenta e[ producto, son los mohos. Su presencia es
disminuida con la ayuda de sanitizantes, filtrando el aire que entra a la planta
y sobre todo que las buenas prácticas de manufactura sean bien llevadas,

;u,"La sanitación del área de trabajo y la purificación del agua, es verificada por
éste laboratorio. El trabajo es realizado por mantenimiento, por lo tanto esta
verificación nos indica la calidad de trabajo realizado.

¿v"El uso de una dilución 1110 para el conteo de aerobios, mohos y levaduras,
nos da un conteo bajo generalmente, de 300 a 500 UFC, es un buen
indicador de la calidad con que se trabaja.

.10
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las buenas prácticas de manufactura son bien llevadas. Debido a la ausencia de
puntos de reducción de microorganismos en e[ proceso, la calidad sanitaria

del producto dependerá directamente de que el operario utilice el uniforme
adecuado, que la humedad relativa se mantenga en un 500/0, e[ aire sea

debidamente filtrado, en fin la calidad del producto depende de que las

buenas prácticas de manufactura se lleven con cavalidad.

d.-'Los conocimientos que iba obteniendo poco a poco mientras realizaba mis

estudios en la Universidad, fueron los que me ayudaron a realizar mi trabajo con
cabalidad, ya que no hubo ningun campo relacionado con mi carrera al que yo

no pudiera desarrollar con eficiencia.
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LABORATORIOS INDUSTBIALES GROVE
DEPARTAMENTO DE CONTROL DE CALIDAD

MICROBIOLOGIA

,ROCEDIMIENTO: CM 073
iECHA DE EFECTIVIDAD: ENEROiS6 Diar r,of Ee t

I ts0t !"r, Egrüffi¡ú
ANALISIS DE PRODUCTOS RECIB]DOS

FECHA DE RECEPCION

NOMBRE DEL PHODUCTO

POTENCIA

LISTA No.

LOTE No.

OBSERVACIONES

ANALISIS A EFECTUABSE

AEROBIC PLATE COUNT

MPN COLIFORMES

LEVADUBAS

MOHOS

SALMONELLA

§TAPH. AUBEUS

E. COL|

PBUEBA DE ESTERILIDAD

LIM. ESP. TERMOFILICAS

LIM. ESP. MESOFILICAS

COLIFOFMES FECALES

CONTA.JE MICROBIANO

TRAZAS DE PENICILINA

UNIFOR. DE MEZCLADO

PSEUDOMONAS

SU§T. INHIBITORIAS
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