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RESUMEN

Lo presentocidn de este info¡me sob¡e
dos du¡onte seis meses en eI Instituto
ceión Mic¡obiologfo se expone en tres
no visi6n globol de:

los octividodes r eolizo
Nocionol de Pescor Se-

copltulos que nos dó u-

Lo tecnologfo rutinorio usodo poro Io reolizociún de-
uno serie de on6lisis microbioldgicos en olimentos mo

¡inos como es eI comordn como producto procesodo y Io
horino de pescodo. Adem6s se incLuye lo preporoci6n-
de los medios de cultivo.

Un ospecto generol de 1o empreso estotol mencionodo -
onte¡iormente y un b¡eve onálisis de 1os costos tonto
de moteriolesrequipos, medios de cuLtivo y reoctivos,
osf como de Io mono de obro directo y costos de dno -
lisis. ,

Los conclusiones y recomendociones que he llegodo o -
estoblecer duronte los pr6cticos en dicho loborotorio.
Finqlmente se incJ.uye eI soporte bibliogr6fico que u-
tilicé poro reolizor este informerlos onexos donde se
muest¡on fotogroffos tomodos en Io Seccidn Mic¡obiolo
glo y uno copio del ce¡tificodo que extiende lo Ins -
titucidn o 1o empreso indicondo lo presencio o ousen-
cio de SolmoneIlos y Shigellos en ho¡ino de pescodo.

1,95t

tsIBLIOTECI
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INTRODUCC ION

EL principol objetivo del presente trobojo rodico en descri-
bir los conocimientos odquiridos duronte mis prdcticos profc
sionoles¡ conocimientos que se boson en eI oprendizoje de ru
tino poro ¡eolizqr diversos on6lisis microbiológicos en como

rdn congelodo y horino de pescodo, odem6s de oplicor estos -
mismos técnicos en otros olimentos. Estos prácticos fue¡on-
reolizodos en Io Seccidn Mic¡obiologfo del Instituto Nocionol
de Pesco locolizodo en Guoyoquil, en los coJ.les Letomendi
Ns 102 y 1o Rfo, siendo su Director el Dr. Robe¡to Jiménez.

EI objetivo de Io Sección de Microbiologfo es eI de desempe-
ñor funciones toles como:

l.- Anoli zor
2.- Extender certificodos luego de los ondlisis corres-

pondientes y

3.- Reolizor investigociones.

EI lobo¡otorio de Microbiologfo reolizo Ios siguientes onúli-
sis o los diversos empresos empocodoros de comordn y horine -
ros existentes en nuestro poÍs entre 1os que mencionorét

o.-
b.-
c.-
d.-
e.-

Enume¡oción de colifo¡mes totoles y fccoles.
Dete¡minoci6n de Stofylococcus oureus.
Contoje de microorgonismos oérobios mesófilos.
Presencio de Pseudomonos y Hongos.
Dete¡minoción de Solmonello tffico.

B. lt A



3

AGRADECIMIENTO

Al D¡. F¡oncisco Gorcfo, Jefe de Io Sección
y o todo el personol que loboro junto o é1,
grodecimiento y cordiol o fe cto.

de

en

Microbiologfo
pruebo de o -

A Io Dro. NeIIy Combo por hoberme gufodo en Io reolizacíín
de este informe.

§iaL /O rEC,¿

-l

t9 s,



4

A MIs PADRES

Entrego o mis podres este trobojo,
nol, que sin su tenoz oyudo, omor y
do posible.

fruto de mi
comprensión

esfuerzo perso
no hubiese si-



5

CAPITULO I

DETALLE DE LA TECNOLOGIA

DESARROLLADA EN EL INSTITUTO

NACIONAL DE PESCA

DEPARTAMENTO DE PRODUCTOS

PESQUEROS: SECCION MICROBI0LoGIA
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El deso¡¡ollo de este copftulo desc¡ibe el trobojo ¡utino¡io-
¡efe¡ante o los métodos y técnicos empleudos poio ¡eolizo¡ o-
n6lisis microbioldgicos oprendidos duronte mis pr6cticos pro-
fesionoles.

Este trobojo de rutino se me focilitó en todo momento yo que-
eI personol que opero en é1 me b¡indó Io oportunidod poro reo
Lizo¡ los ondlisis com omplios focilidqdes pudiendo osf colo-
bo¡or en todos sus áreos como uno onolisto mds en dicho lobo-
rotorio.

EI trobojo reolizodo es eI siguiente:

- Recibir los muest¡os de horino de los empresos que solici-
ton este se¡vicio.

- Porti¡ desde el primer dfo de rutino con eI pesodo de los-
muestros de horino de pescodo en un promedio de 27 o 3O, -
Iuego seguir 1o técnico gue ellos utilizon como es eI pre-
enriquecimientorenriquecimiento roislomiento de col-onios -
poro detector solmonello.

- Reolizor pruebos bioquÍmicos y serológico.
- Hoce¡ siemb¡o de stofylococcus oureus en un promedio de 35

o 40 muestros de comorón. y de los tubos positivos de coli
formes.

- Contor plocos en unpromedio de 80.
- Preporoci6n de medios de cultivos.
- Investigocidn del grodo de contominoci6n de oguos de uno -

represo de Bucoyroplicondo los fécnicos conocidos.
- Aislomiento de microorgonismos de cultivos puros.
- Muest¡eo¡ o los dife¡entes empreso!r empocodoros,

- Preporocidn de moterioJ.es poro eI primer dfo de trobojo ru
tinorio.



7

GENERALIDADES

Prócticomente todos los mic¡oo¡gonismos, pero en porticulor -
los bocte¡ios y los hongos, pueden cultivo¡se sob¡e substro -
tos nut¡itivos poro eI estudio de sus propiedodes o poro lo -
utilizoci6n de olgunos de ellos en condiciones cont¡olodos. -
De ohf que eI cultivo de microorgonismos en eI loborotorio in
voluc¡o muchos foctores, yo que los distintos microorgonismos
exigen requisitos oI medio de cultivo.

Sc necesito en el lobo¡oto¡io microbioldgico uno serie comple
to de medios de cuJ.tivos especioles que deben contene¡ los s-
sustoncios qufmicos precisos y lo correcto concentrocidn de ¡
hidrogeniones que los mic¡oorgonismos precison poro su crcci-
miento y reproducción. Los requerimientos de temperr,turo, o-
xlgeno y humedod deben observorse cuidodosomente.

Actuolmente muchos loborotorios preporon sus medios de cultivo
con productos secos o deshidrotodos que pueden obtenerse de -
fi¡mos comerciqles. Estos productos don resuLtqdos excelen -
tes y son muy comercioles. A pesor de ello un técnico débe -
conocer Io preporoción de los medios y el empleo de determino
dos ¡eoct ivo s.

CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

Lo proliferocidn de bocterios es eI resultodo de uno inte¡o -
cci6n complejo de dife¡entes sustoncios olimenticios y prin -
cipios octivos, en Io cuol intervienen focto¡es ffsicos comg-
1o temperoturo, eI pH, eI potenciol redox, etc.

Poro el crecimiento, todos los mic¡oo¡gonismos necesiton oguo,
odemds deben estor presentes en fo¡mo utilizoble el corbonor-
el oxfgeno, eI hidrdgeno, el nitrdgeno, el ozufrerel fdsforor-
eI potosiorel colciorel mognesio y eI hierro. Huchos mic¡oo¡
gonismos dependen odemds de oligoelemtos como eI mongoneso, eI
molibdeno, eI zine, el cobrerel clororetc.

Los mic¡oorgonismos exigentes tienen necesidod odemds de foc-
tores de crecimiento como los ominoócidosrvitominosrpurinos u

otros sustoncios que no pueden sintetizor eIIos mismos.

Algunos microorgonismos son copqces de crece¡ fácilmente en un
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medio simple que no cumplo con rigor los condiciones hobituo
les requeridos, pero otros son más exigentes y necesiton foc-
to¡es odicionoles de c¡ecimiento y condiciones 6ptimos cofio =los onotodos onteriormente.

Los mote¡ioles utilizodos en lo prepofocidn de los medios de-
cultivo, est6n generolmente, en Io formo mós perfecto que pue-
do osimilo¡ 1o bocterio. Por ejemplorlo fuente de nitrdgeno-
es invo¡ioblemente J.o peptono, que se obtiene por digestidn -
pépticos de protefnos y consiste en uno mEzclo de proteosoEr-
polip6ptidos y ominodcidos. Es f6cilmente soluble y se incor
poro bien en los medios de cultivo. El corbono se obtiene me
dionte uno degrodocidn enzimútico de los hidrotos de corbono.

Los soles mineroles son esencioles poro el crecimiento de los
bocterios y entre ellos se incluyen iones de fosfoto y mogne-
sio. Estos últimos tombién octúon como cotolizociores poro
muchos enzimos. El potosio ho de¡,ost¡odo que tiene un popel-
en lo glucdlisis, el de los iones de colcio es esenciol en
ciertos reocciones enzimóticos.

Los bocterios m6s exigentes pucden necesitq¡ focto¡es de c¡e-
cimiento qdicionoles,por ejemplo, eI Hoemophilus influenzoe -
preciso dos foctores, eI foctor Y y, el foctor X, ombos preseh
tes en Io songre.

En el coso de bocterios .potógenosr Io energlo derivo de lo de-
sintegrocidn oxidotivo de protelnos e hid¡otos de co¡bono. l.
Los productos de hid¡óIisis de estos sustoncios toles como! o
mino6cidos.olcoholesretcrlogrodos por los sistemqs enzimdti -
cos del orgonismo, se utilizon en lo slntesis de un nuevo pro-
toplosmo por Io céluIo.
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EMPLEO DE LOs MEDIO5 DE CULTIVO

MEDIOS SOLIDOS.

En medios líquidos Ios bocterios
tsIBLIOTECA

tienen Iibertod poro
pero cuondo crecen en medio sólido se multiplicon en el lugor
en que hon sido inoculodos y formon colonios.

Los corocteristicos de estos colonios son típicos poro codo
especie.

AI medio se le puede oñodir sin oltero¡ su volor nutritivo, -
uno sustoncio solidificonte, siendo el ogor el mós ompliomen-
te utilizodo en Ios medios de cultivo.

TIPOS DE HEDIOS

Los coldos nutritivos constituyen 1o bose de 1o moyor porte -
de los medios de cultivo. Reolmente proveen eI crecimiento -
de uno omplio voriedod de bocterios y estón constituÍdos prin
cipolmente por extroctos de cqrne, peptono y soles mine¡oles-
en solución purificodo y con pH oproximodo de 7,4.

Se conside¡on Ios siguientes tipos:

moverse

1

2

3

4

5

6

7

Coldo pcr mocercción
Co1do de ext¡octo de corne
Coldo di ger i do

Medios enri q uec i do s

Medios Diferencioles
Medios Selectivo s

Hedios de enriquecimiento.

Hedios enriquecidos.
Se empleon poro eI cultivo de microorgonismos delicodos-
que no crecerfon en un meciio bdsico. Si Io songrersue¡o
u otros fcctores de enriquecimiento se dgregon ol medio-
(coldo nutritivo o ogor) se dice que el medio ho sido en

ri quec i do .

Medios Di ferenc i ole s
Son oquelJ.os que contienen sustoncios o indicodores que-
diferencior6n un microorgonismo de otro. Por ejemplo eI
Agor de MocConkey distingue los microorgonismos por su -

I

2.

)..t
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copocidod de producir diferentes tipos de hemólisisrestos me-

dios suelen llomorse medios indicodores.

J Medios Select ivo s

Son medios s6lidos que contienen sustoncios que inhiben-
el crecimientc, de muchos microorgonismos en tonto que fo
vorecen eI desorrollo de otros, por ejemplorel desoxico-
Ioto-citroto ogor poro Ios grupos de Solmonello-ShigeIIo.

4 Medios de Enriquecimiento
Son medios lfquidos o Ios que se incorporo sustoncios que

inhiben el c¡ecimiento de microorgonismos poro los cuoles
eI medio e¡o onterio¡mente odecuodorpor ejemplorel Sele-
nito-Cistino inhibe el crecimiento del coliforme en ton-
to que los bocilos tipo porotfficos crecen lib¡emente -
proporcionondo un cuLtivo enriquecido de estos rJltimos.
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PREPARACION DE LOS MEDIOS

DE CULTIVO

MEDIOS SIN AGAR: FASE LIQUIDA

MEDIOS CON AGAR: FASE SoLIDA
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MANERA DE PREPARAR LOS MEDIOS DE CULTIVO

o.- MEDIOS sIN AGAR (CALDOS)

Lo contidod pesodo del medio de cultivo seco se oñode o-
uno pequeño contidod de r: uo destilodo o desminerolizodo
frfo y se distribuye uniformemente por ogitoción o mez -
cfodo. Seguidomente se oñode 1o contidod restonte de -
oguo y se vo bolonceondo e1 recipiente de vid¡io hosto -
1o completo homogenizoción del gronulodo o del polvo.
Luego el medio llquido se distribuye en tubos de ensoyos,
froscos universoles y botellos posondo o outoclovorse
por un tiempo y presidn especificodos.

b MEDIOS CON AGAR

Todos los preporociones con ogor deben susperrderse en o-
guo destilodo y ser disueltosr llevondo 1o suspensión o -
ebullición, ontes de outoclovorlos. Un medio con dgor
puede disolverse por un outoclovr:do r6pido o seo elevon-
do lo presión moment8neomente poro olconzor uno tempero-
turo de .lI5 9C, hirviéndoIe sobre uno rejillo metálico.
Se enfrío o 50 - 60 eC ontes de distribuirlo o los reci-
pientes definitivos.

ESTERILIZACION

Los medios de cultivo disueltos se esteriLizon en outoclove.-
[-o duroci6n del colentomiento no debe ser excesivo poro osf -
evitor uno disminución de 1o colidod.

EI tiempo recomendodo poro Ia esteriLizoción es de 15 minutos
osegur6nclose de que Io temperctu¡o est6 o 121 9C duronte este
tiempo prescrito.

Po¡o lo este¡ilizociónr los cielres de roscq de los botellos -
deben estor semi-cex¡odos poro permitir el flujo del Eire du-
rohte eI t¡otomiento por color. Estos cierres se opretor6n -
fi¡memente sdlo después de que esté completo Io esterilizocidn.

No se deben retiror los boteLlos del este¡ilizado¡ mient¡os -
que oún est6 coLiente, puesto que un combio b¡usco en 10 pre-
sidn del vopor interno de los recipientes pueden dor lugor o-
ebulliciones explosivos. Antes de obrir eI esterilizodor se-



debe enfriot o 70 B0 ec.

ADICIONES AL MEDIO DESPUES DE LA ESTERILIZACION

Cuondo los instrucciones requieron Io odicidn de un

esté¡il en eI medio después del outoclovodo, se debe
cobo con precouciones osépticos, teniendo cuidodo de
los condiciones de temperoturo prescritos.

AJUSTE DEL pH

t3

reoctivo-
Ilevor o-
observor

Los

dos

medio s

de toL
de cultivo
monefo que

deshid¡otodos estún normolmente oj usto-
no es necesorio corregir eI pH.

En coso de conservocidn inodecuodo, en porticulor de substro-
tos con un contenido eJ.evodo en hidrotos de corbono, puede
disminuir eI pH. EI pH debe ojustorse en este coso con NoOH
( 2 N ) o CIH ( 2 N ).

Poro ciertos me.Cios de cuLtivo se recomiendo to utilizocidn -
de corbonoto s6dicordcidc cftricor6cido tortórico o de 6cido-
Iáctico en solución oI I0l.

El pH debe me,:lirse ontes de 1o este¡ilizocidn. Esto medidor-
reolizodo después de 1q este¡ilizoci6n, exige procedimielrtos
osépticos operotorios suplernentorios.

PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR

Después de Io este¡ilizocidn, el medio ogorificodo, todovfo 1l
quido o de nuevo licuodorse vierte o uno tempe¡otu¡o de S0 o
ó0 sC en los cojos de Petri estériles.

Lo copo de los plocos debe de tener un

es decir, que 15 o 18 ml del substroto
cojos de Petri de 9 cm de di6met¡o.

espesor entre 3

son suficientes
y4mn,
poro -

Lo copo de los plocos debe se¡ unifo¡me ,se utilizon cojos de
Pet¡i de mote¡iol pl6stico esterilizodos previomente y tienen
Io ventojo odicionol de que poseyendo uno bose plono no nece-
siton odición de uno bose de ogor . Se desechon después de -
empleorlos. (ver fig Ns t).
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Muchos pruebos utilizodos poro Io diferencioción de microorgo
nismos requieren cultivos sdlidos. No siempre es necesorio -
que crezco un orgonismo en uno ploco de Petri puesto que los-
cultivos inclinodos son o menudo suficiente.

Poro Io preporoci6n del ogor inclinodo, eL medio ogorificodo-
lfquido se pipeteo en Ios tubos de ensoyos definitivos,se qu-
toc.Lovon y se enfrlon ligeromente inclinodos por su extremo -
ce¡rodo. (ver fig. Ne 2).

PREPARACION DEL AGAR INCLINADO

CULTIVOS INCLINADOS

Po¡o hocer los cultivos profundos
que el onte¡ior con lo dife¡encio

MODO DE II{OCULAR UNA PLACA DE AGAR

Poro oislor colonios, el medio en

1o¡se osf:

tsItsLIOTECA

se
de

preporon los medios iguol-
que no se inclino.

1o co j o de Petri debe inocu

Utilizondo uno oso de plotino estéril se llevo uno pequeño por
ción sobre el d¡eo A y se trozon est¡íos. El oso se esterili
zo en lo llomo de Eunsen y cuondo estd f¡fo se trozon estrfos
sob¡e eI 6reo B, se repite Io operoci6n sobre los dreos CrD y
Erse incubon los plocos o 37sC. (ve¡ fig. Ns 3)

CONSERVACION Y ALN,ACENAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO LISTOS

PARA EL USO

Lo sección de Hicrobiologlo del Instituto Nocionol de Pesco u

tilizo poro el olmocenomiento de sus meduos de cultivo, fros-
cos con topdn de roscq o dife¡encio de otros Ioborotorios que
suelen emplcor ¡utino¡iomente froscos o tubos topodos con ol-
goddn. Poro los tubos que no tienen ¡eborde se prefiere los-
topones de pldstico o de oluminio.

Lo estobilidod de los medios de cultivo listos poro eI uso es
Iimitodo. Si no se pueden utilizo¡ inmediotomenter lo mejor -
es conservorlos o 4- 109C, d oscuros, por ejemplo, en un refri
gerodor). Ciertos medios de cultivorpor ejemplolos que contie
nen tioglicoloto, se conservon nejor o temperoturo qmbiente.
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Los medios de cultivo deben soco¡se del refrigerodor ontes de

su empleo poro que olconcen 1o temperotu¡o ombiente.
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METODOS EMPLEADOS EN LA SECCION MICRO

BIOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE

PESCA PARA REALIZAR LOS EXAHENES MI -
CROBIOLOGICOS EN CAMARONES CONGELADOS

( PRODUCTO TERMINADO EN CAMARA ) Y

FIARINA DE PESCADO
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Los tipos de bocterios que se onolizon mi c robioldgi comen t e -
en los muestros que Ilegon o Io Sección de Mic¡obiologfo y -
que ésto se ho encorgodo de closificorlos de ocue¡do ol gro-
do de doño o potogenicidod que ticnen son los siguientes y -
que en copltulos posteriores detollo¡é:

r.- BACTERIAS ENTEROPATOGENAS TN LOs ALIHENTOS

- CoIifo¡mes totoles
- CoIifo¡mes fec ole s

II.- BACTERIAS QUE PRODUCEN DAÑOS A LOS ALIMEI,¡TOS

P se udo mo nos

Microorgonismos Mes6 fi 1o s Aerobios

III.- BACTERIAS PATOGENAS EN L0S ALIMENT0S

- Stofylococcus Au¡e us

- Solmonello
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DE CAMARONES CONGELA.

ALIMENTO.

I
I I

TECNICAS GENERALES

SERIES DE DILUCIONES

Se peson 30 gr de muestro
diluyente estériL ( pept ono

en un Atomix Blende¡ o un

teniéndose lq dilucidn de

o nolizor, ogregor 270 mI de -
Orlfi) y mczclo¡ eI contenido-

Stomoche¡ por dos minutos; ob-
tol .

1i

Utilizondo uno pipeto estéril se t¡onsfie¡en 2 ml de lo-
dilucidn de l0l o uno botello o tubo conteniendo 18 ml -
de1 diluyente estéril, resultondo uno diluciún de I02. De

esto dilucidn obtenido 102, tronsferimos iguolmente 2 mI
o un tubo conteniendo 18 ml del diluyente estéril, ogito-
mos 25 veces fue¡temente y obtenemos 1o dilucidn 103.
Los demás diluciones se obtienen en formo onélogo de tol
formo que se obtiene relociones de dilucidn de Io mues -
tro de portido desde l0l hosto l0ó.

. ¡ MATERIALES Y APARATOS NECESARIOS

o.- Stomocher ( homogenizodor )

b.- Fundos pldsticos es té¡ i les
. c.- Pipetos groduodos esterilizodqs

rosco ( 150 x 18)d.-
e.-
f.-
s.-
h.-

Tubos de ensoyo con
ReIo j
RejiIIos poro tubos
Diluyente .esté¡iI
Muestro pesodo (30

o utilizo¡.
gr de comordn) o muestro

1 1 .2 PREPARACION DEL DILUYENTE ESTERIL
AGUA DE PEPTOM

Fd rm Lrl o en g por litro

Peptono
ClNo

10r 0

5r0
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INSTRUCCIONES

Se oñode I gromo o un litro de oguo d"rsti.Iodo.
y se distribuye en los recipientes definitvos.
en eI outoclove o I2l 9C por 15 minutos.

Se mezclo bien
Se esterilizo-

SERIES DE DILUCIONES

( diogromo )

8¡EL¡OI ECÁ

A g regor
270 mt de
qguc de peptono

3og
de muestro

Homooen
en Stomoche"r 2

izor
minutos

Ditución
101

2ml y
ogitor

rc?

u
10 10

4
10

U
r0

6

2mt
q g itor

1t
2mt

og ito r
2mt

ogitor
2mt

og ito r
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1.2. CONTAJE TOTAL

I.2.1 METODO DE DILUCION EN PLACA (POUR PLATE)

Tronsferir uno olÍcuoto de I ml de Io muest¡o diluido o

cojos de Petri por duplicodo. Agregor 15-18 ml de ogor,
eI cuol hc sido licur:do o uno temperoturo de 459C. Mu=

clor Io muestro con el ogor, dejor enf¡io¡ hosto comple
to cooguloci6n del ogor.

Antes de t¡onsferir los cojos de Petri o lo incubodo¡o
osegurorse de que estén bien secos. Incubo¡ o 25eC por
72 horos en posición invertido.

I.2.2 MATERIALES Y APARATOS NECESARIOS

o.- Pipetos groduodos esté¡iIes
b.- Cojos de Petri desechobles
c.- Tubos de eñsoyos que contengon diluciones
d.- Incubodoro c 259C

e.- Agor licuodo o 459C.

DIAGRAT/rA

M uestro
dituido

.nru]
osor t¡f

'""rai (o)

posor lml

or
uodo 45oC

or

o y secor

Co1os. Petri
V OC IOS

e nfr r

incu bor
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I.3 METODO DE SIEMBRA POR EXTENSION EN SUPERFICIE

Utilizor cojos de Petri que contengon 15 mI de ogor. Pi
peteor 0r5 mI de muestro diluído en lo superficie del -
o$or y extender el inócuIo utilizgndo un bostdn de cris
tol estériI (hockey stick).

Cojos de Petri por duplicodo deben se¡ prePorodos

codo diluci6nrluego dejor o1 ombiente por espocio
gunos minutos .en el oi¡e lomino¡. Incubor o 379C

48 horos en posición invertido.

1.3.T MATERIALES Y APARATCS NECESARIOS

poro-
de ol
pol -

o.-
b.-
C¡-

d.-

f .-
s.-
h.-
i.-
j.-
k.-

Cojos de Petri desechobles con 15 mI de ogor

Pipetos esteriLizodos
Bostón de cristol estériI
Mechero Bunsen

Vosos pequeños de ol umi n io
Encendcdo¡
AIcohoI
Aguo de st i lodo
Diluciones de Io muestro o onolizor
fncubodoro o 379C

FIujo lominor (poro secor cojos de Petri)

DIAGRAMA

Muestro
dituido

0 0,5m[

C oios Petr i

con'15 m[ de ogor

ex tender [o muestrcl

SE
en f Iu1o

I
cor
tominor 2

I

m¡nutos

Incubof
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I BACTERIAS ENTEROPATOGENAS

EN ALIMENTOS

)



ENUMERACION DE COLIFORMES

CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

de los ente¡obocte¡ios se incluye 1os coliformes.los
constituyen porte de Io floro normol y potdgeno.

25

es eI indicoCor clósico de 1o posible pre
entéricos en oguo, en los moluscos, en Io s

en otros olimentos.

EI tipo m6s común de los colifo¡mes fecoles es Io Esche¡ichio
coli, produciendo infecciones del t¡octo intestinol y urinorio.
P¡oduce gostroenteritis. en los niños. Fe¡mento 1o loctoso y-
ot¡os ozúcores, cosi siempre d6 reocción positivo, produce gos
en eI Medio de MocConkey o 44 9C.

Lo escherichio coli es un gérmen cuyo hobitot notu¡ol es el t
t¡octo entérico del homb¡e y de los onimoles. Por elLo 1o
presencio de este microorgonismo en un olimento indico gene -
rolmente uno contominoci6n directo o indi¡ecto de origen fecol.

Dentro
cuoles

Lo Escherichio coli
sencio de potdgeno s

productos 1ácteos y

Lo enumerocidn de E. coli en eI oguc constituye uno medido de
Io cuontÍo de lo polucidn, mientros que Ios niveles detectodos
en los olimentos pueden estor influenciados por otros foctores,
toles como Io multiplicocidn de microorgonismo, su muerte o i¡!
noctivoción o su odhe¡encio o lo portfculo deL olimento.

Con todo, cif¡os sustoncioles de E.coli en un oLimento sugie-
re uno folto generol de limpiezo en el monejo del mismo y un-
olmocenomiento inodecuodo. Lo presencio de E.coli en un oLi-
mento no constituye uno contominoción directo de lo presencio
de un pot6geno, sino gue implico s61o un cierto riesgo de que-
pudieron estor presentes.

O¡- FUNDAMENTO

Los coliformes fecoles comprenden un grupo de microorgo-
nismos seleccionodos por incubociótl dé los inóculos pro-
cedentes de un coldo de enriquecimiento de colifo¡mes o-
temperoturos superiores o los no¡moles (q4rS sC).
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b.- MATE RIALES

1.- Tubos de ensoyo (150 x ló) con topo cle oluminio
2.- Tubos de Durhon

3.- Aso de plotino(redondo)
4.- Meche¡o Bunsen
5,- Pipetos groduodos estériles
6.- Rejillos
7.- Morcodores

EQUIPCS

l.- Boño de Morío o 44.5 eC

2.- Incubodoro o 379C

c.-

h

d. - MUESTRAS

l.- Diluciones de Io muestro de 10

f.- REACTIVOS

l.- Reoctivo de Kovocs

s.- MEDIo DE DILUCION

I.- Aguo de peptono o1 0.1É

2IO vr0

MEDIOS DE CULTIVO

I.- Coldo Louryl Sutfoto (LSB)

2.- Coldo BiIi Verde Brillonte oI 2l (BCBB)

3.- Aguo de Triptono

I .,

TECNICA EMPLEADA

l.- Se¡ies de diLuciones
2.- Técnico del NrJme¡o más proboble (NMP)

DIAGRAMA
Tubos Positivos

10
3

3G33 PW

Incube
3oño

o l,l*5o] 3 G33 = Gos
de Mqrío 

- 
PW= Indol

|J,IJ.
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1 METODO

ENUMERACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES

l.-

2

ób- Incubor los tubos de coldo Ve¡de V¡illonte ol
tubos de Aguo de Triptono en el boño de oguo
Ionie o boño de Ho¡fo o 44,5 9C por_ 24 ho¡os.

Se preporo 1o muest¡o siguiendo lo técnico de series
de diluciones desc¡ito en 1o seccidn de técnicos ge-
ne¡oles es decir se obtienen diJ.uciones de l0l o 103
de Io muestro de comor6n homogenizodo.

Pipeteor I ml de 1o dilución decimol en codo uno dc
3 tubos de Coldo Louryl Sulfoto 1l0l,lo2, 103) que-
contienen tubos de Durhon invertidos.

J Incubor los tubos o 379C por 48 horos.

4 Después de

producción
48

de

horos
gos y

registror Ios tubos que m ue st ron
turbidez.

5.- Anotor el núme¡o de tubos confi¡modos como positivos
de orgonismos coliformes totoles en codo diluci6n.

6.- Po¡o confi¡mor que los tubos de coldo Louryl Sulfotó
son positivos poro orgonismos totoles y fecoles se-
1os seporo y se procede de lo siguiente monero¡

óo- Inoculor con uno oso de plotino ¡edondo los tubos -
positivos de LSB, en tubos de coldo Verde Brillonte
oL 2f que contengon tubos de fe;:mentoci6n Durhon in
vertidos con volúmenes de I0 mI y en tubos que con-
tengon Aguo de Triptono.

zfl y-
c¡.rcu-

6c. - Tronscu¡ridos los
dujeron gos en eI
llonte oI 2f

24 horos onotor los tubos que pro
tubo Du¡hon del,.Coldo Verde Bri -

6d- Luego se hoce Io pruebo de indol en el Aguo de Trig
tono, usondo el reoctivo de Kovocs. Poro hocer es-
pruebo se ogrego oproximodomeñte 0r3 ml del reqctivo
indicodo: o los tubos de Aguo de Triptono.
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óe.- Esperor oJ.gunos segundos y observor lo oporici6n de un-
color púrpuro o célezo en lo superficie del ¡eoctivo Io
que constituye uno reoccidn positivo.

7 Cultivos que produjeron gos en presencio de BiIi Ve¡de-
B¡ilLonte oI 2fi y odem6s Indol o 44,59C son conside¡o -
dos presuntivos positivos de orgonismos coliformes feco
Ies.

8.- Dete¡mino¡ eI NMP de coLifo¡mes fecoles por gromo de

muestro usondo 1o toblo de 3 tubos por codo dilución.

TABLA

NUMERO MAS PROBABLE (NMP) DE BACTERIAS; TRES TUBOS POR

CADA DILUCION

NUMERO DE TUBOS POSITIVOS EN

CADA DILUCION

Di I uc ión
lol

Di lución
ro2

Dilución
ro3

NMP

por glomo

0

0

I

0

0

I

0

I
0

U

I
0

I
0

I
2

0

I
2

I
0

0

1

2

0

0

I
I
2

0
ñ

t
1

¿

2

2

3

3t
3

0

1

I
I
I
2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

7

7

ll
BIDLIOTECA

I
t4
I5
20

2L

23

40

40

70

90

150

2to
200
500

1100
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TABLA DE LIMITES DE TOLERANCIA

MICROORGANI SI'IO N C LIMITESxG

Co Ii forme f ecol
m

534
M

400

De

N=

do nde :

Represento eI número de muestros tomodos de

de codq cojo de 5 libros, es decir tomomos

codo moste¡
porciones5

v-
de-

codo 5 cojos de 5 moste¡.

C= Máximo de muestros buenos que se debe de oceptor poro dor-
como bueno eI lote.

m=

M=

Contidod mfnimo de colifo¡me fecol por g de muestro
Contidod múximd de colifo¡me fecol por g de muest¡o

EJEMPLO PRACTICO

MUESTRA

CAHARON

DE

Ne COLIFORMEST TOTALES/ FECALES

2IO t0 IO1 J
NMP

1

2

3

4

5

2/2
3/3
3/2
2/o
3/2

toleroncio por g de

400 y toleromos ton
muestro es un mfnimo de 4 y-
sdlo 3 muest¡os de lqs 5 tomo

3/3
3/o
o/o
olo

o/o
o/o
2/O
L/o
o/o

2T

200

9

<3
9

Poro onoto¡ 1os resultodos en el, cosillero correspondiente o-
notomos los tubos positivos (tubos con gos). Luego vemos en-
1o toblo del NMP segr5n el resultodo de codo dilución y obtene
mos el número de coliformes fecoles por g de muestro.

EI límite
un móximo

dos.

de

de
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I

PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

CALDO I-AURYL SULFATO (LSB)

Fdrmulo qr
Triptono
Loc to so

CINo

Fosfoto dipot6sico
Fosfoto dipotósico
Sulfoto sddico de Loury1

Peptono
Loctoso
Bilis de Buey(purificodo)
Verde Brillonte

3.- AGUA DE TRIPTONA (TW)

Fdrmulo

por litro
20,o
5r0
5ro
2¡75
2,75
0, I

Instrucciones

Se disuelven 35ró g en un litro de oguo destilodo. Se-
distribuyen I0 mI en los recipientes definitivos y se -
introducen tubos de Durhon invertidos, se este¡ilizo en
eI outoc.Love duronte 15 minutos o I2I sC.

2.. CALDO DE BILI VERDE BRILLANTE AL 2Í (BGBB)

Fdrmulo qr por litro

lor 0
10,0
20,o
0. oI33

fnst¡ucciones

Se suspenden 40 g en un litro de oguo destilodo. Se mez

cIo bien, se di st¡ibuye en los recipientes equipodos con
Ios tubos de Durhon y se esterilizo en eI outoclove o t
', 21 eC por 15 minutos.

qr por litro

Triptono
Clo¡u¡o de so dio

I0,0
5r0

Instrucciones

Se oñoden 15 gromos en un litro de oguo destilodq. Se-
mezclo bien y se dist¡ibuyeeñ Ios recipientes definiti-
vos y se este¡ilizo en eL outoclove o l2l 9C por 15 mi-
nutos.
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REACTIVO DE KOVACS

Fdrmulo

Po¡o-dimet i I-omi no -benzolde hf do

Alcohol iso-omflico
Acido clo¡hídrico co nc ent rodo

5,0 g

75,O mL

2510 mI

Inst¡ucciones

Disolve¡ el oldehldo en eI olcohol por colentomiento
un boño de oguo o 50 sC. Enf¡ior y ogregor el ócido.
vor en froscos oscuros o 4 sC.

suove en

Conser
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II .. BACTERIAS QUE PRODUCEN DAÑT]S A

LOS ALIMENTOS



IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS

CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

Los Pseudomonos se eneuent¡on ompliomente distribuldos
noturolezo: sueloronimolesrplgntos y oguo. Sólo unos

especies son peligrosos poro los onimoles y el hombre,

tros que ot¡os muchos son potdgenos poro los plontos.

33

en 10-

POCOS -
mien -

Io det er-
mi smos

Unicomente dos especiesrPs oeruginoso y Ps. cocovenons hon si
do señqlodos como couso de intoxicoci6n olimentorio. Lo en -
fe¡medod en Ios odultos couso uno enteritis leve;por eI contro
rio, en niños puede ser grove e incluso mortol, o couso de Io
diorreo profuso que se produce.

Antiguomente s6lo se conside¡obo potógeno poro eI hombre y los
onimoles o Io Ps. Aeruginoso. Sin emborgo, especies conside¡o-
dos como no potdgenos pueden cousor infecciones humonos impor-
tontes.

Lo Ps. Aeruginoso ho c¡eodo un serio problemo en Ios hospito -
les, especiolmente en pocientes con pocos defensos f¡ente o 1os

enfe¡medodes infecciosos. Diversos estudios epidemio169icos-
reolizodos en hospitoles hon ¡eveLodo que 1os vegetoles,Ios -
co¡nes y los olimentos congelodos estón o veces contonlinodos -
con Ps. Aeruginoso.

Los necesidodes nut¡itivos de los pseudomonos son bostontes -
simples. Po¡o su cultivo selectivo se hon ¡ecomendodo vorios
medios de uso comrJn odicionodos con diversos suplementos.

IDENTIFICACION

MATERIALES Y EQUIPOS

5e utilizon los mi smo s

minoción de coli formes
diluciones.

moterioles y equipos qué p.r¡o
totoles, tomondo en cuento los

MEDIOS DE CULTIVO

o.- Cet rimide
b.- Louryl Sulfoto coldo
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Preporor muest¡os de olimentos como se describe en Io -
sección 1.1. de técnicos generoles.

Se seLeccionon lqs diluciones IOl, t02y l03rtronsferimos
I mI de lo dilución 101 o tres tubos conteniendo Coldo-
de Louryl SuIfoto, ogitomos. Repetimos lo operoci6n c-
con Ios siguientes diluciones e incubomos o 37 s€ por -
48 horos.

Después de 48 horos, seleccionomos Los tubos que presen-
ton en Io porte superior del menisco del }Íquido un co+
Ior omorillo verdo so .

Preporor cojos de Petri conteniendo ogoc de Cetrimide.

Con uno vo¡illo de vid¡io cu-ltivomos Io ploco contenien
do el ogor.
Incubomos o 43sC pot 24 horos y confi¡momos lo presenc-
cio de Pseudomonos por Io coloroción verdoso en lo plo-
co inoculodo.

Luego onotomos Io presencio o no de Pseudomono, sobiendo
que Io pruebo sólo es cuoLitotivo.

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

CETRIMIDE AGAR BASE

F6¡muIo or

20,o
lr4

10,0
0r3

tstgl ¡o-rrc¡

I3r 6

Instrucciones

Rehid¡otor el medio suspendiendo 45,3 g en 990 ml de -
oguo purificodo y odicionor l0 mI de glicerino. CoLen
tor o ebullicidn hosto disolver el medio completomenQe.
Pongo en tubos o frqscos y esterilice en eI outoclove -
por 15 minutos o I2I sC.

Este medio es ¡ecomendodo poro el oislomiento y cultivo
de Pseudomono Aeruginoso.

o.-

b.-

C o-

d.-
ér-

r

9.-

Bocto-peptono
Cloruro de Mg

Sulfoto de potosio
Cetrimide
Cetyltrimetil Amonio Bromide
Bocto Agor

,,1
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DIAGRAMA

10'
? 3

10 10

l0mt

Incubor o 37oC *48 horos

tsIBLIOTEC/

T ubos Positivos
con colorocidn

verdoso

Siembro en

Agor Cetrimide

t.353

Incubqr o l,3oC ' 24 horos
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MICROORGANISMOS AEROB IOS }.IESOFILOs

CONTAJE DE MICROORGANISTOS VIABLES A 25 9C

EI número de microorgonismos oá¡obios mesófiIos (,'Recuento en
ploco")rencontrodos en un olimento ho sido uno de los indico-
dores mic¡obioJ.6gicos de colidod de los olimentos mds comun -
mente utilizodo. EL ¡ecuento de lo floro oé¡obio mesdfilo t-
tiene un volor limitodo o Ia horq de juzgor lo seguridod dc -
Ios olimentos. Resufto útil no obstonte, en muchos olimentos
por diversos motivos yo que por ejemplo, indico si lo limpiezo ,
Io desinfeccidn y el control de Io temperoturo duronte Ios
procesos de trotomiento industriol, tronspo¡te y olmocenomiel
to se hon reolizodo de formo odecuodo.

El ¡ecuento en ploco tiene especiol oplicocidn en los olimen-
importodos porque en este coso eI pofs importodor no tiene 1o
posibilidod de poder cont¡olo¡ eI grodo de limpiezo y desin -
feccidn procticodo en los industrios productoros.

En los métodos de recuento en ploco utilizodos poro lo enume-
¡oci6n de grupos de microorgonismos que se multiplicon dentro
de rongos de temperoturos diferentes debe especificorse Io
temperoturo de incubocidn. AsI tenemos que los mesófilos tie
nen uñ rongo de 30-35 eC. Lo temperoturo elegido depender6 -
del fin que se pretende con lo ¡eolizlcidn del recuento. Un-
¡ecuento o 25-3O 9C p¡oporciono¡fo 1o informoci6n mds odecuo-
do sob¡e Io limpiezo y desinfección observodqs en los indu¡ -
trios de olimentos.

,I
METODO

Es el.

robios

UTI LIZADO

método de recuento en plocos de microorgonismos oé

2. MATERIALES Y EQUIPOS

o.- Estufo o 259C

b.- Plocos de Petri desechobles
c.- Pipetos groduodos este¡ilizodos
d.- Rejillos
e.- Mo¡codores poro rotulor los cojos
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4

MUESTRAS

o.- Diluciones de I04 5vr0
MEDIO DE CULTIVO

o.- AGAR PAI]A RECUENTO DE PLACA (PCA)

TECNICA UTILIZADA (RUTINA)

o.- Tomor uno qffcuoto de
E

I0' y tronsferirlos o

codo diluci6n se hoce

I ml de Ios dilucione" lO4 y-
cojos de Pet¡i voclos. Poro-
por duplicodo lo técnico.

5

b

d.

Agregor oproximodomente de 15-18 ml de ogor PCA, el-
que ho sido previomente licuodo o uno temperoturo =
de 45 BC en Boño de Horfo.

Mezclor el cr¡ntenido de los cojos, rotúndolos en for
mo controrio o los monecillos del reloj (4 veces) y
Iuego en formo inve¡so. (Técnico del vociodo).

Enfrio¡ y permítir que se

ficie plono.
solidi fique en uno super-

e.-

f AI cobo de este tiempo se reolizo el contoje de Ios
colonios de bocterios viobles utilizondo el contodo¡
de colonios.

ó.. MANERA DE REPORTAR

Uno vez que los plocos hon cumplido los 72 horos se cuen
ton los colonios de plocos de 104y I05 que se hon h""ho]
por duplicodo, onotomos en Ios cosilleros correspondicn-
te del informe de resultodos. Poro considerorlos conto-
bles o Ios plocos no debe sobreposor los 300 colonios, si
suce.ie Io controrio se Io reporto como incontoble.

A 1o vez que se cuento los colonios, observomos .Lo presen
cio de hongos que oporecen en formo esponjoso, onotomos-
en eI cosilJ.e¡o correspondienter lo presencio o no de eIIo.

CoIocq¡ los
tido o 25 eC

cojos en

por 72

.Lo incubodoro en po sici6n
horos.

I nvér

Luego se colculo eI número de

Io muestro, sqcqndo lo medio -

microorgonismos
de Los 4 co jos,

presente en

el cuol se-
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hoce de Io siguiente monero:

EJEMPLO PRACTICO

MUESTRA DE

CAMARON N9 CONTAJE A25ec

IO4 10 5 unidodes,/g

3 274/269 27/26 270,9 x IO5

De donde:

Unid/g= 274+269+27+26
2r2

Uníd/g= 270,9 x tO5 6 2,7 x lo7

2r2 = Rep¡esento 1o medio de los 4 cojos B\ELIO-[E
CA

LIMITE DE TOLERANCIA

El límite de toleroncio por gromo de muest¡o como un mfnimo -
es de 106 y el máximo de 107. Poro oceptor como bueno el lo-
te, sdlo toleromos 3 muestros que est6n dentro de éste rongo-
del totol de 5 onolizodos.

CALI FICACION

N9 DE MUESTRAS

DE CAMARON

TOLE RANC IA L0tt

5

5

5

5

5

5

0

t
2

3

4

5

B u eno=ACEPTADC)

MoIo =RECHAZADO
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PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

AGAR PARA RECUENTO EN PLACA

Fórmulo

(PCA)

qr po¡ litro

Ext¡octo de levoduro
en po lvo
Digerido poncreótico de

coseÍno

Glucoso
Agor

2 E

5ro

1,0
lSr o

Instrucciones

Se suspenden 23f5 g eh un litro de dguo destilodo y se hie¡ve
hosto disolver eI médio por completo. Se distribuye en fros-
cos y se ester lizo en el outoclove o I2I9C por 15 minutos.
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III.- BACTERIAS PATOGENAS EN ALIMENTOS
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ENUMERACION Y AISLAMIENTO DE STAFYLOCOCCUS AUREUS

CARACTERISTICA Dt LA BACTERIA

Los stofilococos son cocos grom positivos, hobituoLmente og¡u-
podos en ¡ocimo. Lo especie m6s importonte es eI Stofylococcus
Aureus, es eI de moyor poder potógeno del grupo de los stofylg
coccus. Produce uno sustoncio (cosi con seguridod unoenzimo)-
lLomodo cooguloso que en vit¡o es copoz de fo¡mo¡ codgulo en -
eI plosmo. El estofylococcus ou¡eus fo¡mo exo y enterotoxinos.
Sobiendo que o1 producir ente¡otoxinos serd eI resppnsoble de-
intoxicociones olimenticios. Cuondo el stofylococcus ou¡eus -
crece en olimentos ricos en hid¡otos de corbono, lo ente¡otoxi
no se produce en grondes contidodes y oI ser consumidos ocosio
no vdmitosrdiorreosrnoúseosrmolestor y debilidod generol. Los
slntomos comienzon o portir de Ios 6 horos después de consumi-
do eI olimento. Lo enfermedod no es mortol, eI cuodro cllnico
se complico oI presentorse o veces deshidrotoción y shock. -
Los toxinos son liberodos por el mismo olimento por ciertos cc
pos de Stofylococcus oureus.

Debido
co y o

rotorio
c uento

o Io elevodo incidencio de Io intoxicoci6n estofilocóci
Io ubicuidod del microorgonismo responsoble, todo lobo-
oficiol debe tener octuolizodos los técnicos del re

de stofylococcus coqguloso positivos.

SIGNIFICADO DE LA PRESENCIA DEL STAFYLOCOCCUS AUREUS EN UN

ALIMENTO

Lo presencio de Stofylococcus Aureus en un oLimento se inte¡ -
pretorpor 1o generol, como indicotivo de contominocidn o por -
tir de lo piel, boco y los fosos nosoles de los monipulodores-
de olimentos, si bien eI moteriol y equipos sucios y moterios-
primos de origen onimol pueden ser osf mismo 1o fuente de 1o -
contominocidn. Cuondo se encuentro un gron número de stofylo-
coccus en un ol.imento, ello significo por Io generol que los -
prdcticos de limpiezo, desinfección y eI cont¡ol de lo tempero-
tulo no hon sido, en olgún lugor odecuodos, cobe indicor que
Ios stofylococcus pueden multiplicorse expo n enciolme nt e o tem-
peroturos entre ór7 y 45rE 9C.

Los bocterios del g6nero Stofylococcus pueden ser indicodo¡os-
de un monejo humono excesivo, un peligro de intoxicocidn olimen
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torio o un contominonte de escoso significodo.

RECUENTO DE STAFYLOCOCCUS AUREUS COAGULASA POSITIVOS

1 TECNICA DE RUTINA

o.- Conteo directo en plocos

2 EQUIPOS

o.- Inc ubodoro
b.- C6mo¡o de

MUESTRAS

o¡- Diluciones de I0

ec

lomino¡ po¡o secor los cojos de Petri

hocke

A

o37
qi¡e

3 MATERIALES

o.- Cojos Petri desechobles estériles
b.- Pipetos groduodos de I mI

c.- VoriIIo de vidrio en formo de bostón de

d.- 2 vosos pequeños de oluminio
e.- Mechero de Bunsen
f.- Encendedor y gttso

4.-
2 t] tslBl..loTEcvr0

5 MEDIO DE CULTIVO

o.- Agor de Boird-Porker

6 SOLUCION

d¡- Emulsidn de Yemo de Huevo-Telurito

7.- TECNICA

o.- Preporor Io muestro de como¡ón utilizondo Io técnico
de series d diluciones descrito en lo seccidn 1.1.
de técnicqs generoles.

2 Jb Seleccionor los diluciones de l0 v10

c.- Preporor cojos Petri de ogor de Boird-Porker¡ ogregon
do oproximodomente 15 ml de dicho ogor, dejor soli-
ficor en uno superficie plono dentro del flujo Io -
mi nor .

d Pipeteor 0r5 mI de lo dilución de 102y colocor en-

1o superficie de Lo ploco conteniendo e1 ogor , ex-
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eI inóculo sob¡e Io superficie del ogor por me -
uno vorillo de vid¡io de hockey que previomente-
sumergido en olcohol y flomeodo en Io llomo del
de Bunsen. Poro codtr dilución se debe preporor

por duplicodo. Se repite 1o operocidn de iguol-
poro lo dilucidn 103.

que todo e1 inóculo esté distribuído uniforme-
1o p l oco.

f Secor en fluj o lominor

g.- Incubor los plocos en

48 ho¡os.

h

t.- Escoger un mfnimo de 5 colonios
1o pruebo de 1o cooguloso, estos
ser mo¡codos.

de codo cojo y ¡eolizor
colonios escogidos deben

tender
dio de

ho sido
mec hero
plocos
monero

0bse¡vor
mente en

posicidn invertido o 35-37 eC por

Tronscu¡ridos los 48 horos se cuenton los colonios que
aeon negros-brillontes con morgénes ongostos bloncos
tronsporentes o zonos cloros bordeondo el c¡ecimiento.

) Anotor eI ¡esultodo sumondo Ios colonios sospechosos
uno dilucidn más los presentes en Io otro ploco, yo
se hizo por duplicodo.

Se colculo el núme¡o de stofylococcus por
tro, después de Lo pruebo de 1o cooguloso

gromo de mues

de

que

k

7 1.. ERUEBA DE COAGULASA

(PARA COLoNTAS SospEcFtoSAS DE COAGULASA POSTTTVO)

o.- MATERIALES Y EQUIPOS

lo.- Pipetos bocteriológicos groduodos de I ml de copo
cidod.

2o.- Agu jo de inocu.l.oci6n ( . redondo)
3q.- F¡oscos unive¡soles
4o.- Meche¡o de Bunsen

5o. - Incubodoro de 35-37qC
6o.- Tubo de ensoyo de I0 x 75 mm

7 o.- Grodi IIo



b MEDIOS DE CULTIVO

lb.- CoLdo de Infusión Cereb¡o Co¡ozón reportido
menes de 10 ml por frosco
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en volú

c.- REACTM
lc.- Plosmo de conejo rehidrotodo

d.- TECNICA

METODO DE TUBO

Id.- Poso¡ los colonios elegidos o

coLdo infusi6n cereb¡o-co¡ozón
oso de inoculqción previomente

tsIBLIOTECA

f¡oscos que co n t engon
(BHI coldo ) con uno-
esteri lizodo .

2d.- Incubor por 24 horos o 35-37 9C.

3d.- Tronscurrido este tiemporpipeteor 0rI mI del coldo
incubodo y tronsferir o tubos de l0 x 75 mm que con
tienen 0r3 mI de plosmo de conejo.

4d.- Incubo¡ o 35-37 eC po¡ 4-6 ho¡os.

5d.- Exominor los tubos o los 4 horos con el fin de de-
tector eI codgulo. Lo oporición de un coógulo per
fectomente diferenciodo es indicotivo de 1o octivi
dod de Io cooguloso

En eI esquemo si gui ent e
cciones en 1o pruebo de

NEGATIVAS

se puede observor cloromente los reo -
Io cooguloso.

POSITlVAS

l+ 2+ 3+ 4+

NEGATIVA

I POSITIVA

2 POSITIVA

3 POSITIVA

4 POSITIVA

No se ob servo
no

evidencio en Io formoción de fibri

Aporecen co69ulos muy pequelos desorgonizodos
Aporece un coógulo pequeño orgonizodo
Aporece un gron coágulo orgonizodo
Aporece coogulodo todo el contenido del tubo;el
coógulo se montiene oún cuondo se invie¡te eL i
t ubo

\-¡
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LIMITES DE TCLERANCIA

El ,lÍmi t e de toleroncio
1I0" y un máximo de 2xl0

por gromo de muestro es eJ. mÍnimo de
3

MANERA DE REPORTAR

Si por
Po¡ k er
102 v
SUmOn

Se reolizo 1o mismo operoción con 1o dilución de I03.

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

1.- MEDIO DE BAIRD PARKER

Fdrmulo q¡ en litro

ejemplo ol reolizo¡ Los lecturos en l"os plocos de Boird
se encontroron ó colonios en uno ploco de Io dilución _

4 colonios en otro ploco de 1o mismo dilución (IO2)rse--
Los colonios y reportomos l0xl02 '

Triptono
Extrocto de

Extrocto de

Cloruro de

drotodo
Ago r

corne
Ievoduro

Litio, hexo hi

10,0
5r0
1r0

5r0
20,o

Instrucciones

Añodir Ios ingredientes mencionodos o un lit¡o de oguo -
destilodo y co.Lentor hosto ebullición y obtener uno com-
pleto solución, enfrio! o 50-60 eC y ojustor eI pH o 6.g
Dist¡ibuir eI medio en botellos poro esterilizor o I2I9C
du¡onte 15 minutos. Se enfrfo o S0 sC y se oñoden os6g
ticomente 50 ml de Emulsi6n Yemo de Huevo-Telu¡ito (Egg
Yolk-Tellurite Emulsion). Se mezclo ontes de ve¡ter en-
porciones de I5-I8 mI o cojos de Pet¡i .

Los cojos de Pet¡i
preferentemente el

con ogor Boi¡d:Po¡ke¡ deben se¡ usodos
mismo dfo de su prepo¡oción.

Los plocos preporodos pueden olmocenorse o 4sC.
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2.- CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI)
Fó¡mulo gr por litro

Infusidn de cerebro de

te¡nero en formo sóli-
do

Infusirín de corozón de

voco en formo só li do

Peptono proteo so

Dext¡o so

Clo¡u¡o de sodio
Fosfoto dis6dico

L2,5

5rO

10,0
2rO

5r0
0rl

Instrucciones

Se suspenden 34t5 gr en un litro de oguo destilodo y co -
lentor hosto ebullición. Dist¡ibuir el medio en froscos-
unive¡soles ( l0 ml ) y esterilizqr o I2I9C duronte 15 mi
nutos.

3.- PLASHA DE CONEJO

Utilizor eI Bocto-coog'loso Plosmo EDTA. Poro disolver Io
postillo se utilizo 3 mI de oguo destilodo estéril o solu
ción solino ol O,85/".
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DETERMINACION DE SALMONELLA TIFICA

CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

EL grupo Solmonello est6 constitufdo por microorgonismos móti-
les Grom-negotivos gue no fermenton Io loctoCo y que estún es-
t¡echomente relocionodos ontigénicomentef fe¡menton Io glucoso
y 1o monito, 1o moyorfo con producción de gos. 5on bocterios-
potdgenos poro el homb¡e y hobituolmente oislodos en 1os heces,
orino o songre y ocosionolmente del pusrlos voriedodes del tipo
solmonellos son responsobles de los fiebres intestinqles, intor.
xicociones olimenticios, septicemio e invo¡ioblemente de cuol-
quier infección cousodo por microorgonismos que entron en el -
cuerpo por vfo oro1.

Con respecto o los síntomos cllnicosrmodos de difusión y poto-
genicidod }os solmonellos pue,ien ser convenientemente divididos
en dos grupos principoles:

t Fiebres tifoideos y porotifoideos producidos por
S. typhi y S. Porothypi A,B y C.

2.- Los infecciones en té¡i co s

solmonellqs.
producidos por los otros

Los
tión

primeros
de uno s

se Ios obtiene
olimentos y eI

por contogio o

oguo, osf como

trovés de Io
por co nt oc to

inges-
di recto .

Lo epidemiologfo de lo solmonelosis es ext¡emodomente complejo.
Algunos foses no son bien conocidos. Por ej. S Typhi y S. Poro
thypi infecton ol hombre principolmentermientros que otros sol-
morrellos ofecton tombién o un gron núme¡o de onimoles, tonto de
songre coliente como de songre frfo. Algunos serotipos tienen
especificidod de hospedodor como por ej. S.pullorum poro poIIos
S. Choleroe suis poro ce¡dos producen enfermedodes con monifes
tociones cllnicos.

Uno serie de foctores toles como los pr6cticos de crfo deonimol,
los sistemqs de producci6n onimolrlo producción centrolizodo de,-

olimentosrde piensos, y eI comercio inte¡nocionol de olimentos
contribuyen o creor ciclos de perpetuidocl ent¡e el hombre y oni
moles. Los principoles eslobones de Los cqdenos de circulocidn
son onimoles-piensos-onimoles, onimoles-oJ.imentos-hombre y homu

b¡e-olimentos-hombre. EI contogio directo entre personos y per
sonos es comporotivomente roro.
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AISLAMIENTO E IDENTIFIC/TCION DE SALMONELLA

A pesor de que oún no se ho podido desorrollor ningün m6todo -
que puedo gorontizor Io recuperocidn de todos los serotipos de
Solmonello o portir de Ios diferentes productos olimenticios-
sometidos o los vo¡iodos condiciones de preporocidn y conser -
voci6n poro el oislomiento e identificoci6n de solmoneLlos sE-
1o ho hecho o pdrtir de seis etopos sucesivos.

Enriquecimiento no selec t ivo
Enriquecimiento selec t ivo
Siemb¡o en ploco de medios s6lidos selectivos y
diferencioles.
Estudio de los corocteristicos bioqufmicos de Los co
lonios sospechosos, en Ios medios odecuodos.
An6lisis ontigénico, en dos foses:
o) Empleo del ontisuero polivolente Q y del ontísue

ro polivolente H y
b) Utilizoci6n de fos ontisueros especf f i co s,:.de I

grupo "O" y "H".

AISLAI'IIENT(J DE SALMONELLAS

I
2

.)

4.-

5.-

Esto
1.-

a

I

etopo incluye tres portes fundomentoles:
Enriquecimiento no Selectivo
Enriquecimiento Sel.ectivo
Siembro en ploco en medios cle ogor selectivo

ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO

MATERIALES Y EQUIPOS

o¡- Bolonzo onolftico o 0, 1 g

b.- Fundos pldsticos esté¡iles
c.- Espótulos
d.- 2 vosos de oLuminio
e.- Mechero de Bunsen

f.- Stomocher poro homogenizor 1o muestro
g.- Incubodorq o 37eC.

1.1

1,2 MEDIO

o.-
DE PRE-ENRIQUECIMIENTO

Aguo de peptono b u fe¡odo
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TECNICA DE PRE-ENRIQUECIMIENTO

o.- Pesq¡ 25 9 ( en ombiente oséptico) de Io muestro _

previamenté homogenizodq y con Io oyudo de uno es_
p6tulo o pinzo flomeodo se introduce en lo fundo _

esté¡iI.
b.- Mezcle los 25 gr de muestro con 2Zi ml de oguo de_

peptono buferodo(BpW). Si lo muestrd no es soluble
en el medio de pre-enriquecimiento, pdngolo en el _

Stomocher por dos minutos.

c¡- Colocor en lo incubodoro o 379C por 24 horos .

2.- ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

2.1. MATERIALES Y APARATOS

I .3.

2.2.

2.4,

o.-
b.-
C¡-

d.-
€¡-
f.-
9"-
h.-
i.-

MEDIO

O¡-
b.-

REACTIVOS

o.- SoLución
b.- Soluci6n

yo do

verde Brillonte

se

en

Esp6tulos
Agitodores de vid¡io y mognéticos
Tubos de en sqyo
F¡oscos unive¡soles
Colentodores mognéticos

; Pipetos
Reloj
Probetos
Flujo lomi nor

DE ENRIOUECIMIENTO

SeLenito-cistino
Co1do de t et rot i o noto

de

de

TECNICA

o.- Del mismo (gP}j),depués de lo incuboción se tomo _
l mI con uno pipeto groduodo estéril y se inoculo
en tubo que contengo l0 mI de coldo selenito_cis_
tino. fncube en Boño de l'o¡lo o 439C du¡onte 24
horos.

b De iguol monelo
to y se i nc ubo

24 ho¡os.

inoculo el coldo de
1o incubodo¡o de 42eC

tetrotiono
duronte -



3.- SIEMBRA EN PLACAS EN MEDIOS DE AGAR SELECTIVO

3.1 . MATERIALES Y APARATOS

oo- Cojos de Petri
b.- Cdmoro de flujo .lominor poro secor cojos
c.- Aso de plotino
d.- Hechero de Bunsen

€o- Morcodores poro rotulor los cojos
f.- Incubodoro o 37 9C

MEDIO DE CULTIVO

o.-, XiIoso Lisino Descorboxiloto (XLD)

3.3. TECNICA

50

Poso¡ uno qsodo de codo uno de los medios de enri-
quecimiento selectivo sembrodos onterio¡mentero Io
superficie de uno ploco de codo uno de los medios-
de ogor selectivo escogido pcro este coso, extender
de tol monero que se obtengo colorios oislodos
(Siemb¡o por ogotomiento ) .

o.-

b.- Incubqr 1os cojos del
ticos de los colonios
con centro negro.

medio de.JXLDii

oislodos son

Los co¡oc t e¡i s

colonios ro j os-

I

IDENTIFICACION DE §ALMONELLAS

Poro 1o identificoción de solmonellos hoy dos etopos:
1.- Estudio de los co¡octeristicos bioqufmicos de los-

colonios sospechosos de solmonello y

2.- Lo serologfo o iso-inmunizocidn.

ESTUDIO DE LAS CARAJTERISTICAS BIOQUIHICAS DF LAS COLO-

NIAS SOSPECHOSAS DE SALHONELLA

1.1 MATERIALES Y APARATOS

o.- ,Agujo de inoculocidn recto
b.- Mechero de Bunsen

c.- Morcodores poro ro t ulor
d.- fncubodoro o 379C

r.2 MEDIOS BIOQUIMICOS

o¡- Agor Hierro Triple Azúcor
b.- Agor Hierro Li sino

(rsr )
(LIA)



c.-
d.-
e.-
Í.-
s.-

Agor citroto
Agor Ureo
Aguo de triptono
Medio SIM

Coldo de Mo 1o noto

5X-

UñO CO-

se sl em

tubos -
sin in-

1.3 TECNICA

o.- Tomo¡ con uno ogujo d., inoculoción estériI
Ionio tlpico que se cc,nsidere sospechoso y

b¡o en Ios diferentes medios bioquÍmicos o

de ogor inclinodos, coldos y tubos con ogor
clinor poro hocer cultivos profundos.

b.- Incubqr los tubos o 379C du¡onte 24 horos.

MANERA DE SE}4BRAR EN LOS DIFERENTES MEDIOS EIOQUIMICOS

FORMA DE SIEMBRA

Tubo inclinodo con estrlo y

picoduro

Tubo inclinodo por estrío y

picoduro

Tubo sin inclino¡ por pico-
duro pro fundo

Int¡oduci¡ eJ. oso y observor
que 10 colonio quede en e1 -
medio de c uft ivo

HEDIO DE CULTIVO

TSI ( ogor )

LIA ( ogor )

SIH ( ogo¡ )

AGUA DE TRIPTONA(Tt,,)

CALDO MALONATO

Por estrf o CITRATO (

UREA (

REACCIONES DE LOS CULTIVOS BIOQUIMICOS
(Si es solmonello seproduce los siguientes combios en Ios di-
ferentes medios )

MEDIO

ogor
ogor

)

)

CAMBIO DE

COLOR

FONDO PENDI ENTE 5H2

TSI
LIA
SIM

UREA

CITRATO

MALONATO

A

ALC

NC 6ALC

ALC

Pt vo

Pt vo

Ptvo
NC

NC

NC ó Azul Azul

e
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DE

A

ALC

Ptvo
NC

DONDE:

= Acido (omor.i--l-lr,)

- Alcolino (¡o jo)
= Po si t ivo, neg¡o
- Sin combio de color del medio

2 PRUEBA SEROLOGICA

2.L MATERIALES Y APARATOS

o.- Portoob j eto
b.- Aso do plotino
c.- Pipeto posteur
d.- CLr\o en solución qcuoso ol Or85%

€o- Mechero de Bunsen

f.- Goso

2.2. MEDIO UTILIZADO

o.- Agor infusión cereb¡o-corozón (BIJI)

BIBLIOTECA

TECNICA

or- Teniendo los reocciones cdrocteristicos en Ios dis-
tintos medios bioqufmicos poro solmonello presunti-
vordel TSI se inoculo con uno oso ¡ecto en f¡oscos-
conteniendo ogor de BHI en formo inclinodores decir
1o siembro se 1o hoce en formo de estrfo.

b.- Se dejo oI medio ombiente duronte dos dfos.

C.-

d.-

€r-

Tronscurrido este tiempo procedemos hocer Io pruebo
serológico propiomente dicho.
Colocor uno goto de solución solino ol O,85/ en Ios
extremos de un portoobjeto desgrosodo.
Del ogor BHI se tomo uno contidod mfnimo de1 creci-
miento bocteriono y hocemos unq suspensión o codo -
uno de los gotos,que estdn en e1 portoobjeto desgro
sodo.
Agregor uno goto de ontisuero "H'o uno de los sus-
pensiones, homogenizor con uno oso redondo de ploti-
no. Se hoce movimientos de voivén por 30 seeundos,
uno pruebo positivo poro soLmonello es lo oglutino-
ción de Io suspensidn ol cobo de ese tiempo.

f
g!-

De

Se

1o mismo formo
comporc los dos

se hoce conel ontisuero rr0rl

suspensiones.
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Elfundomento de Io pruebo seroldgico de solmonellos implico -
Lo mezclo lntimo de uno suspensión de1 orgonismo (el ontfgeno)
con el inmuno sue¡o del onticuerpo. Si el sue¡o contiene o-
glutininos por lo presencio del ontlgeno en el orgonismo, se do
¡6iuno rúpido y completo deformoción (oglutinoción del orgonis
mo). Esto se conoce como uno reoccidn homólogo.

Lo

1o

reocción homóIogo se corocterizo por Io ropidez y ovidez de
mi smo .

PRUEBA DIFERENCIAL PARA CONFIRHAR I-A PRESENCIA DE

SALMONELLA TYPHI

Uno pruebo odicionol que se reolizo poro 1o confirmocidn de sol
moneflo y shigello de otro especie como el Citrobocte¡ que po-
see porecido ¡eoccidn bioqufmico con 1o de Ios microorgonismos
del grupo solmonello es lo pruebo dife¡enciol. Lo diferenciq-
ción se llevo o cobo en eL medio de ONPG. EI microorgonismo -
SolmonelIo crece dondo uno coloroción omorillo y el Citroboc -
ter permonece incoloro.

Lo ¡eocci6n de ONPG

REACTIVO

- Solucidn de lM
P O4H2No (H20)

Aguo destilodo
NoOH sjfl
Aguo destilodo

se reqlizo de 1o siguiente mone] o:

pH)

Montene¡ en refrigerocidn

2 A los 15 ml de
* Po¡o su uso

lo
se

solución 2

coLiento o

oñodir 5 ml de 1o solución I

37ec.

PRUEBA DIFERENCIAL: SALMONELLA-CITROBACTER

I .- I'IATERIALES Y APARATOS

d¡- Pipetos groduodos o 0ri ml
b.- Froscos de McCortney
c.- Incubodoro o 37sC

d.- Boño de Morfo
e.- SoIución solino oL Or85f estéri1
f.- To l ueno

S.- Reoctivo de ONPG

I de fosfoto mono-sódi conpHT

45 ml
3 mI ( oj ustor

csp 50 ml
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TECNICA

o.- Teniendo 1o reocci6n co¡octeristico en TSI hoce¡ uno
suspensión espesq con uno osodo en 8,2 nl de soluci6n
solino 0,851 estéri1.

b.- Añodir II gotos de tolueno y ogite (liberor 1o enzi-
mo).

c.- Dejor reposor o 379C por 15 minutos
d.- Agregor 0,2 mI de reoctivo ONPG

€r- Incubor en Boño de Mcrrfo o 379C
f.- Leer después de uno horo, dos horosr24 ho¡os

S.- Reocción positivo = Coloroci6n omo¡illo estoble.

TABLA D.: TOLERANCIA PARA SALMONELLA

Nrlmero de muestros tomodos
Contidod de muestros tole¡qdos
Lfmite mlnimo y m6ximo por g
de muestro

5

0

0

Esto tobLo nos indico que bosto lo presencio de solmonellos pg
!o que se reporte ¡echozodo el lote o no opto poro eI consumo-
onimol, por cuonto esto pruebo no es cuontitotivo sino mús bien
se Io hoce desde eI punto de visto cuolitotivo.

E1

so
en

Iote ¡echozodo se somete o un remuestreo por lo que
productoro de dicho producto tiene lo obligociún de

custodio eI lote onolizodo.

lo empre

mont ener

En coso de soli¡ nuevomente eL exomen microbiológico
poro solmonello tÍfico, en eI remuestreo; el lote es
mente incinerodo.

po si t ivo-
inmedioto





5á

PREPARACION DE LOS MEDIOS D:: CULTIVO

AGUA DE PEPTONA BUFFERADA

Fórmulo

Peptono
Cloru¡o de sodio
Fosfoto di sódico
Fosf.rto monopóto sico

Triptono
Locto so

Fosfoto de sodio mono-
hidrogenodo
Selenito 6cido de so dio
I-cystino

l0r 0
5r0
3r5
!r5

fnstrucciones
Se oñoden 20 gr de polvo o un litro de oguo destilodo. Se mez
clo bien y se distribuye en los recipientes definitivosrse este
rilizo en el outoclove q l2l9C por 15 minbtos.

CALDO DE SELENITO-CISTINA

q¡ por lit¡o

5

4

0

0

I0r 0
4,O
0r 0I

Instrucciones

Poro ¡ehidrotor el medio se suspenden 23 gr en un Lit¡o de oguo
destilodo y se coliento hosto ebullición. Se dist¡ibuye en tu-
bos estériles poro dor oI medio uno profundidod mfnimo de ó0 mm

5e debe evitor el colentomiento de un moclo excesivo. No necesi
tq esterilizoción.

CALDO DE TETRATIONATO DE MULLER-KAUFMAN

Fórmulo , gr por litro
Triptono 7 rO
Peptono de sojo 2 ,3
Clo¡uro de sodio 25 rO
Corbonoto de c o.l. c io 25,7
Thiosu-lfqto de sodio 40,0
Bilis de buey 4,75

gr por litro

Fó¡mulo



Instrucciones

Se suspenden 83 gr en un lit¡o de oguo destilodo y se
hosto que hiervo. Se enfrío por debojo de 459C y se
mediotomente ontes de su esteriLizoción 20 mI de uno
de yodo y 2 n1 de solución Ve¡de b¡illonte oL O,5/".
bien y se vie¡te en tubos esté¡il.es (I0 ml por tubo)
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coliento
oñoden in
so I uci ún-
Se mezclo

SOLUCION DE YODO

Yo do

Yoduro de Potosio
Aguo destilocn

tsIAL.IOTr:CA
Preporoci6n
Se disuelven el yoduro de potosio en 5 mI de oguo destilojq .
Se oñode eI yodo y Io solución se coliento susvemente hosto -
disolve¡Io completomente. Se completo con oguo destilodo hos
to un volúmen de 100 ml .

SOLUCION DE VERDE BRILLANTE

20s
25s

100 ml

Ve¡de Bri llonte
Aguo desti lodo

AGAR XILOSA LISINA

Fórmulo

Ext¡or:to de Ievoduro
po lvo
Clorhidroto de

XiIoso
Loctoso
Desoxicoloto de

Thiosulfqto de

ClNo

Citroto f érrico
Rojo de fenol
Agor

L-Li si no

omó ni co

DEsoxrcoLATo (xLD)

qr oo¡ lit¡o
en

J 0

0r5 g

I00,0 m1

Preporoción
Se oñqde verde b¡illonte ql oguo destilodo y se ogito hosto di
solve¡ el coloronte. Se coliento Lo solucérl q 100 9C duronte-
30 minutos y se ogito de vez en cuondo hosto disolución comple
to. Se olmoceno en froscos de vidrio pordo y preservodo de lo
Iuz .

sodio
sodio

5r0
3,75
7r5
7r5
5rO
rro
6r8
0r 08

L2,5
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fnstrucciones

5e suspenden 53 gr en un litro de oguo destilodo, se coliento
con ogitoción f¡ecuente hosto oue el medio hie¡vo.
No se debe sob¡ecolentor ni outocLovor. Se tronsfiere inmedio
tomente o un boño o 50sC. Ton pronto como se hoyo enfriodo -
eL medio se vierte en plocos, el pH deJ. medio serd 7,4 oproxí-
modo.

AGAR HIERRO TRES AZUCARES (T5I)

Fó rmulo

fnstrucciones
Se suspenden 65 gr en un litro de oguo destifodo y se hierve -
hosto disolver eI medio por completo. Se mezclo bien y se dig
tribuye 8 ml en tubos. Se esterilizo a LZl 9C por 15 minutos.
Se dejo solidificor el medio en posicidn inclinodo poro formor
un fondo con pendiente.

Lob-Lenco en po lvo
Extrocto de levq Liurq

Peptono
Lqctoso
Socoro so
Dext roso
Citroto fér¡ico
Thiosulfoto de so dio
Rojo de fenol
Agor

AGAR DE HIERRO LISINA (LIA)

F6¡mulo

Peptono boc t erio ldg i co
Extrocto de Levoduro
Dext ro so

L-Ii si no

Citroto férrico omó ni co

Thiosulfoto de sodio
P r1r p uro de bromocresol
Agor

3r0
3r0

20,o
5r0

10,0
rr0
0r3
0r3
0,023

12,o

5rO

3ro
lro

Ior 0
0r5
or 04
0r 02

L4t5

gr po! litro

gr por litro
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Instrucciones

Se suspenden 34 gr en un litro de oguo destilodo y se hierve h
hosto disolver eI medio por completo. Se distribuye en tubos
de B o 10 mI de medio y se este¡ilizo en eI outoclove o I21QC-
po! 15 minutos. Los tubos se enf¡ion en posición inclinodo po
ro formor pendiente con fondo profundo.

SIM MEDIO

Fórmulo qr por litro

Instrucciones

Se suspenden 30 gr en un litro de oguo destilodo y se hierve -
hosto disolver el medio por completo. Se dist¡ibuye en reci -
pientes definitivos y se esterilizo o 1219C por 15 minutos.

AGAR CITRATO DI SIMONS

FórmuIo q¡ por 1it¡o

Triptono
Peptono P

Sulfoto ferroso de omonio
Thiosulfoto de sodio
Agor NQ I

20 to
6,r
o12

or2
3r5

or2
o,2
0rg
2rO

5r0
15r o

Litro de oguo destilodo y se
completc. Se este¡iLizo o-

qr por J.itro

Sulfoto
Fo sfoto
Fosfoto
Citroto
CIoru¡o
AzuI de

de Mg

de omonio dihfd¡ico
omónico de sodio
de sodio tribdsico
de sodio
Bromotimol

Instrucciones

Se suspenden 23 gr de polvo en
hie¡ve hosto disolver el medio
I2leC po¡ 15 minutos.

CALDO DE MALONATO

Fó rmulo

Sulfoto de omonio
Fosfqto dipotdsico
Fosfoto monopot6sico
ClNo

un

por

2

0

0

2

0

6

4

0
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Molonoto de so dio
AzuI de Loctob¡omot imo L

AGAR INFUSION CEREBRC, -CORAZON

F6rmuIo
Infusi6n de ce¡eb¡o de terne-
ro en fo¡mo sólido
Peptono proteoso
Cloru¡o de sodio
Dext ro so

Fosfoto disddico
Agor N! 1

Infusión de corozdn de vqco
en formo só li do

3r0
o to25

fnstrucciones
Rehid¡ote eI medio disolviendo en 1000 mI de cguo destilodo.
Este¡ilizo¡ o l2l9C por 15 minutos.

UREA AGAR BASE

Fó rmulo qr por litro
Peptono
Dextroso
Cloru¡o dc so dio
Fosfoto bi sddico
Fosfoto de potosio
Rojo d,-: fenol
Agor tsIBLIOTECA

fnstrucciones

Se suspenden 2,4 gr en 95 ml de oguo destilodo y se hierve
hosto disolver el merlio por c mpleto. Se este¡ilizo en el ou-
toclove o II59C por 20 minutos. Se enfffó hosto 50sC y se in-
t¡oducen osépticomente 5 mI de uno solución de úreo estéril oI
4O%. Se mezclo bienrse distribuye en contidodes de IO mI en -
reciepientes esté¡iles y se dejo que se solidifique en posición
inclinqdo.

UREA AL 4OT

Esto solucidn esterilizodo por filtrqci6n es porticulormente ú-
til puesto que Io soluci6n de ú¡eo no puede ser esterilizodo -
por la oplicocidn delcoLor. Se disponen .en ompollos de 0r5m1
y de 5 ml de lo coso comerciol.

lr0
rr0
5ro
1,2
0r8
o toL2

15, 0

qr oor .Litro
72,5

5rO

I0, 0
5r0
2ro
215
10,0



Instrucciones

Se suspenden 47 gt en un lit¡o de oguo
hosto disolver el medio por c mpleto.
froscos y se esterilizo o 1219C por 15

ól

destilodo y sd hi erve-
Se dist¡ibuy en tubos o

minutos.
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ASPECTOS GENERALES DE LA EMPRESA

GENERALIDADES ÉCA

El Instituto Nocionol de Pesco es uno entidod odscrito o1 Mi-
nisterio de Recursoso Notu¡oles y Energ6ticos, siendo de su
competencio 1o investigocidn de Io pesco morino, fluviol y lo
custre y de sus octividqdes convexos; estudio y evoluoción de
los recu¡sos pesqueros deI pofs en procuro de su 6ptimo oF-,ro-
vechomiento, preporoci6n técnico de Los recursos humonos que-
intervienen directomente en lo explotoci6n de Ios misnros; de-
sorrollo de nuevos tecnologfos tendientes o diversificor Lo r
producción pesquero y proporciono¡ osistencio técnico q 0rgo-
ni smos Estotoles y privodos.

Et INP deL Ecuodor fundodo en 19ó0 ho cent¡odo su lobo¡ du¡on
te 23 oños especiolmente en desc¡ibir Io octividod pesquero -
¡eolizodo en eI pofs y en trobojos de investigoci6n, efectuo-
dos cosi exclusivomente por extrqnjeros duronte los primeros-
oños del fnstituto.

EL INP en solvoguo¡do del prestigio de Io colidod de los pro-
ductos bioocu6ticos que eI Ecuorlor exporto montiene un siste-
mo de control qdecu do, o trovés d,.:los lobo¡otorios de Micro-
biologlo.Qufmico y Cont¡oI de Colidod con su personol especio
lizodo.

El ce¡ti ficodo
por eI INP, se

de colidod de los productos pesqueros emitidos
boso en los regulociones de.L INEN.

EI INP es 1o fnstituci6n responsoble de 1o emisidn de1 certi-
cqdo de Colidod e lctiosonitorios, sin Io cuol los exportocio
nes de productos pesqueros qu6 son sometidos o los ondlisis -
de Control ontes de ser exportodos son los siguientesl

- pescodo fresco co nge lodo
- comordn fresco y congelodo
- pescodo en lot o do

- horino de pescodo

- buche de pescodo

- longosto, colomor, ostión y

- Productos pesqueros no convencionoles ¡eolizodos
por Io Plonto Piloto.



64

de sus objetivos y funciones, está
niveles odmi ni st rotiv,r s:

EI INP, poro
integrodo por

o._
b.-
c._
d.-

eI c ump I imi ento
Ios siguientes
Ejecutivo
Asesor
Auxilior de servicios y
Operotivo

El nivel operotivo es oquel que cumple directomente con Ios ob

jetivos y finolidodes del INP,ejecuto los progromos de trobojo-
técnico y los polfticos importidos por eI niveL Ejecutivo, est-
tú confo¡modo por los siguientes unidodes:

I
2

3

4

Deportomento
Deportomento
Deportomento
Deportomento

Investigoción B6sico
TecnologÍo Extroctivo
Recursos Pesq uero s

P¡oductos Pesqueros.

de

de

de

de

EI deportomento de Productos pesqueros est6 dividido
nes entre los que est" Qufmico, Control de Colidod,
logfo 9 Investigoción de Productos Pesqueros.

Lo

o.-

en sec c io
l"licrobio-

hecho en bo

Deportomen

b

c.-

sección de microbiologío tiene los funciones de:
Extender certif icclcios de colidodr luego de los ondlisis-
correspondientes
Montener octuolizo s Ios técnicos de on6Iisis microhio
Idgicosrde ocuerdo con J.os requerimientos nocionoles o-
internocionoles de comerciolizoci6n .

Sugerir criterios técnicos y osesoror o Ios sectores in
dustriol y ortesnnol en Io cc¡cerniente oI control de -
colidod microbiológico en los distint.:s foses de 1o oc-
tividod pes¡uero.

Coordinor con eI Deportomento Administrotivo y finoncie
ro poro eI cobro correspondiente de onóIisis reolizodos
y extensión de certificodos de colidod que produce.

MERCADO

d.

EI
se
to

estudio de mercodo presente en este infor¡¡e estd
o1 lobo¡oto¡io de MicrobioJ.ogfo perteneciente ol
de Productos Pesqueros.
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EI mercqdo de esto sección
dedico,ios o Io elobo¡ociún
11os empresos dedicodos o:

estd dirigido o oquellos emp¡esos _
de productos pesqueros como o oque_

Lo exportoción del recurso pesñuero que octuolmente
do o un gron opogeo económico poro el pofs generondo
poro el mismo, este ¡ecurso es el comorón.

Lo producci6n de ho¡ino de pescodo

ho entro
divi sos

sus -
seguir

Adem6s cobe indicqr que como Sección
bligocidn de prestor servicios poro
de productos que estón en proceso de

investigodoro tiene Io o-
el control microbiol6gico-
investigoci6n y desorrollo.

poro reolizo¡ Ios
copocidod de

exigen poro

TAMAÑO

Lo copocidod reol que posee este lobo¡otorio
correspondientes ondLisis estd boscdo en Lo
equipos y eI ti.empo de cod.r uno de ellos que
poso o poso lo rutino dio¡io.

Por lo tonto el lqbo¡qto¡io de Microbiologlo
te sus servicios o 8 empresos empocodoros de
lizon de 25-30 muestros de horino de pescodo
promedio del totol que llegon semonolmente.

presto semonolmen
como¡ón y se ono-
coho ¡esultodo

A todo empreso empocod..,ro se
cos pertinentes codo 3 meses
semonolmente los muestros de
tenido .

reolizo los on6lisis microbio ldgi
y los empresos ho¡ine¡os llevon _
ocuerdo o 1o produccidn que hoyon

debe cons-
totol de -

Codo muest¡o de ho¡ino llego con uno cortq en donde
tor eI número de lote, cddigo, fecho de producción y
kilos que se hon procesodo.

5egún ro expuesto onterio¡mente este robototorio ¡eorizo ondli
sis o B empresos de los cuoles de codo uno se tomon 5 muest¡os
lo que nos d6 un totol de 40 muestros, resultondo un número de
240 onárisis, odicionondo ros 25-30 onárisis de sormonerro en-
horino de pescodo son un totol de x2lO onáIísis semonrlesr*
+1080 on6lisis mensuolmente y *t2.gOO on6lisis onuolmente.

El loborot"rio de Microbiologío tiene uno óreq de construcción
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de77n 2 l"os cuoles estdn distribuídos en:

- Recepción de muestro

- Limpiezo de moterioles
- Preporocidn de medios y reoctivos
- Pesodo de muest¡q
- Zono estéri1 poro el cultivo de los microorgonismos.

Estos
en el

pequeños

d i og romo

subdivisiones
del Deportome

estdn
to de

detollodos posteriormente
Mi crobiologfo.

* Son

ton
c6lculos, otendiendo oI núme¡o de empresos que solici-
los servicios de esto sección.
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ASPECTO FINANCIERO

El Instituto
b 1i co, cuyos

Noci,¡nol
recursos

de Pesco es uno entidod o1 servicio p(r-

estdn constituídos por:

Los osignociones constontes
todo.

deI presupuesto genéroI deI Es

los trobojos poro los empresos porticulores-
Instituto.

EI prod uc t o

que efectúo
de

el

E1 producto d,¡ Lo vento de sus publicociones.

Los empéstitos inte¡nos o exte¡nos que contore eI producto-
de.Lo vento de los recursos de1 mor y de sus oguos interio-
res copturodo duronte operociones de pesco experimentol y/o
explorotorio, osf como el que se obtuviere por cultivos de

especies bioocuáticos.

Voloresrosionocionesrporcentojes y mós volores que por ley
se Ie otorgue.

SegrSn los puntos onteriores nos podemos dor cuento que es uno-
Institución ouspicirdo por eI gobierno y que recibe oportocio-
d:, Ios funciones que reolizo, es decir, por ondlisis reolizod-
dos o productos pesqueros de diferentes empresos, eloboroción-
e investigoción de productos nuevos y o publicociones de bole-
tines y revi stos informotivos.

En cucito o investigoción y elqbo¡ocidn de productos se los reo
Iizo en lo plonto piloto dc dicho Instituto.

A continuoci6n se expone un

Seccidn de Hi crobio loglo.
pequeño onólisis económico de Lo

tr,--¡l TC)TECA
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BREVE ANALI§IS ECONOMICO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

TERRENO Y CONSTRUCCIONES

DENOMINACION CANTIDAD

(12)
VALOR TOTAL

sl

Terreno
Po¡edes
Piso
T umb odo

Mesones

Sumon

77
LL7

77

77

77.000
I I I70.000

77.OOO

77.000
55.000

i,45ó.000

MAQUTNARIA, EQUIPOS Y ACCESoRIOS

DENOMINACION CANTIDAD VALOR TOTAL

V

A ut oc Iove
Incubodo¡ o 379C

Incubodo¡ o 259C

Incubodo¡ o 43 PC

Incubodo¡ o 37sC

Stomoche¡
Contodo¡ de Quebec
Este¡ilizodor( ho rno )
Boño de Mo¡ío
Estufo o 659C

Cámorq de flujo lominor
Agitodores y col en t odo re s

Bombo de voc fo
Acondicionodo¡de oire
Meche¡o de B unsen

Mechero de oIcohoJ.
Re f rigerodor
pH=metro

I
2

t
I
I
I
I
I
I
I
I
3
'I

2

900.000
448.000
44I .000
150.000
150.000
120.000
100.000
r80.000
80.000
75.000

250.000
75.000
26.475

3ó0.000
2.250

850

180.000
200.000

I

I

I

I

Sumon 3'738.575
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MATERIALES DIRECTOS

CANTIDAD COSTO MENSUALDENOMINACION

Fundos pl6sticos
Tubos de ensoyo ( I50xtó)
Tubos de ensoyo(I50xI8)
Tubos Durhon
Pipetos Posteur
Pipetos: I ml

2ml
5ml

10 ml

Beokers de ocero i no xi-
doble de: 5000 mI

Beokers : 5000 mI

1200 mI

600 mI

P¡obetos: 1000 mI

500 ml

250 ml
25 m7

BotelLos: 500 ml

300 mI

Espdtulos
Agitodores de vi dri o

y mognéticcs
Recipientes p16sticos
poro oguo desti Iodo

Sumon

DENOMINACION

Relo j olormo
Guontes de osbesto
Algodón

Conostillos
Morcodores

Continúo

V

2500

I800
400

800

Cojos con 100u/
1o

t0
120

120

9.000
32.400
7.920

40.000
2.800
2.500
5.500

49,.200
49.200

5

2

2

6

r5 .500
5 .800
4.585
2. r30

I
I
2

I
100

100

6

I.150
1.900
2. 500

950

ó.500
3.700
2 .880

l3

MATERIALES INDIRECTOS

CANTIDAD

I
2 pores
I poquete

(12 unidodes)
72

5

278.115

COSTO I'4ENSUAL

J/.

5.600
r5.000

780

11.000
1.000

.,

ó.500

25.500
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DENOHINACION

Lovqdor de pipetos
Piscefo pl6stico
Detergente
Te¡mómet ro s

5 umon

CANTIDAD

t
2

Fundo de 2 kilos
4

VALOR MENSUAL

ó.600
I .800

560
4.800

47 .140

VALOR TOTAL

8.000
7,908
7.260
ó.09ó

7.765
5.220
5.040
5.700
4.200
3.000
2.500
4.800
5.098
4.080
5.520

2.500
4.500
5.160

94.347

s/

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

DEi\¡OMINACI0N CANTIDAD

(Froscos)

Agor de Boird-Po¡ker 500 g
Agor XLD 500 g
Agor Nutritivo 500 g
Agor poro recuento 500 g
de plocos
Agor Verde Brillonte 500 g
Agor TSI 500 g
Agor Hierro Lisino 800 g

Agor Ureo 500 g
Aguo de peptono bufe¡odo 500 g
Aguo de peptono 500 g
Aguo de triptono 500 g
Co1do de tet¡otionoto 500 g
Coldo Eelenito-Cistino 500 g
Coldo Louryl Sulfoto 500 g

Coldo Bilis Ve¡de Brillonte500 g
oL 2iÁ

Reoctivo de Kovocs 100 ml
Plosmo de conejo Fgo6luito de
Cloru¡o de sodio 5 kS

Sumon

SI

Los costos que se exponen en este onálisis soh oproximodos



73

MANO DE OBRA DIRECTA

Ne DENOMINACION

1

2

1

Jefe de Io Sección
Anolisto
Anolistq poro preporor medio s.

MANO DE OBRA INDIRECTA

Ne DENOMINACION

1

I
I

Lovodo¡ de mot erioles
Tomodor de muest¡o
Con ser j e

COSTO DE ANALISIS

ANALISIS HICROBIOLOGICOS PARA CAMARON

DENOMINACION COSTO UNITARIO

J'.

SoImo neIlo
Co Ii fo rme s

Stofylococcus Au¡eus
Contoje o 25 eC

Pseudomonos

Ho ngo c

Sumon

500,00
ó50,00
900,00
600,00
350r 00
ó00,00

3ó00,00

(Producto terminodo en cdmororcodo tres meses oproximodomente)

ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA HARIN,A DE PESCADO

DENOMIN,ACION COSTO UNITARIO

S olmo n el J.o

V
500r 0
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CAPITULO III

CONCLUSIONES Y

RECOMENDACIONES

ANEXOS
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Lo

los
to

reoLizoci6n
seis meses

Nocionol de

\9

CONCLUSIONES B\ÉL\01
ECA

de estos pr6cticos profesionoles duronte
en'lo Seccidn de Microbiologfo del Instit
Pesco me permiten concluir Io siguiente:

U

Hon sido muy beneficiosos puesto que me permitieron o-
onolisto mós.S UMI T responsobilidodes como uno

Fue¡on muy significotivos yo que me hon oyudodo o dilu-
sidor con mds ocie¡to y reofirmor mis conocimientos teó
ricos en el 6¡eo de Mic¡obiologlo de los Alimentos.

Conoce¡ Io metodologfo de trobojo rutinorio que dfo o -
dfo se pr6ctico en Io Seccidn de Mic¡obiologfo del INP,
poro reolizor ex6menes microbioldgicos.

Los métodos microbioldgicos
rio son sencillos, r6pidos y
olimentos.

empleodos en este loboroto-
de fóciI oplicoción en otro s

El Lobo¡otorio cuento con un

no que .i1e permite reolizor
potógenos.

medio ombiente
cultivos de M.0

estériI bue

oltomente -

EI loborotorio mic¡obiológico cumple con los funciones-
osignodos como eI de onolizor, extender los certificodos
de oprobocidn o rechozo luego de Ios on6lisis y reoli-

zo investigociones o pe¡sonos que requieron su servicio.

El lobo¡otorio no cuento con el mote¡iol boctericido y-
desinfectonte que el onolisto necesito poro desinfecto+
se los moncs después de reolizor Ios exámenes microbiold
gicos.



76

RECOMENDACIONES

Después de Io permonencio en esto secci6n, he podido obse¡-
vor cie¡tqs irreguleridodes que considero convenientemente
resolto¡:

Se debe desinfector repet i domente
pu6s de codo onóIisis poro evitor
loboroto¡io.

los monos ontes
co ntomi noc iones

v
en

des

eI

Es

rio
nos

no

importonte onoto¡ que o los equipos de este loboroto
se le debe dor el montenimiento odecuodo por lo me-

codo ó meses yo que en el tronscu¡so de mi estodfo-
Io observé.

Se debe Iimpior los mesones, flujo lominor, el congelo-
dor donde se colocon Los muestros ontes de inicior el t
trobojo de rutino.

Hoce¡ 1o I imp i ezo
ve despu6s de s ur:

y Io p urgo
u so, yo que

correspondiente ol
no se 1o hoce.

outoclo

- Recomendorfo o Ios estudiontes de Tecnologfo de olimen-
tos que se interesen por Io moterio de Microbiologlo, yo
qué es uno osignoturo muy oposiononte e interesonte que

, -nos permite ver el grodo de contominocidn de los olimen
que o diorio nosotros mismos consumimos.
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