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RESUMEN

La presentacién de este informe sobre las actividades realiza
das durante seis meses en el Instituto Nacional de Pesca, Se-
ccidén Microbiologfia se expone en tres capfitulos que nos d& u-

na visién global de:

La tecnologfa rutinaria usada para la realizacidn de-
una serie de andlisis microbioldgicos en alimentos ma
rinos como es el camarédn como producto procesado y la
harina de pescado, Ademds se incluye la preparacién-

de los medios de cultivo,

Un aspecto general de la empresa estatal mencionada -
anteriormente y un breve andlisis de los costos tanto
de materiales,equipos, medios de cultivo y reactivos,
asfi como de la mano de obra directa y costos de éna -

11818, 4

Las conclusiones y recomendaciones que he llegado a -
establecer durante las précticas en dicho laboratorio.
Finalmente se incluye el soporte bibliogré&fico que u-
tilicé para realizar este informe,los anexos donde se
muestran fotograffas tomadas en la Seccién Microbiole
gia y una copia del certificado que extiende la Ins -
titucién a la empresa indicando la presencia o ausen-

cia de Salmonellas y Shigellas en harina de pescado,

B]BL]OTEC;}



INTRODUCCION

El principal objetivo del presente trabajo radica en descri-
bir los conocimientos adquiridos durante mis précticas profe
sionales; conocimientos que se basan en el aprendizaje de ru
tina para realizar diversos anélisis microbiolégicos en cama
rén congelado y harina de pescado, ademés de aplicar estas -
mismas técnicas en otros alimentos, Estas précticas fueron-
realizadas en la Seccidén Microbiologia del Institute Nacional
de Pesca localizado en Guayaquil, en las calles Letamendi -

N2 102 y la Ria, siendo su Director el Dr, Roberto Jiménez,

El objetivo de la Seccidén de Microbiologfa es el de desempe=
fiar funciones tales como:

1.- Analizar
2,- Extender certificados luego de los andlisis corres-
pondientes vy

3.- Realizar investigaciones,

El laboratorio de Microbiologfa realiza los siguientes anéli-
sis o laos diversas empresas empacadoras de camarén y harine -

ras existentes en nuestro pais entre los que mencionaré:

a.- Enumeracién de coliformes totales y fecales.
b.- Determinacién de Stafylococcus aureus,

c.- Contaje de microorganismos aérobios meséfilos,
d.- Presencia de Pseudomonas y Hongos.

e.-~ Determinacidn de Salmonella tifica.
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CAPITULO I

DETALLE DE LA TECNOLOGIA
DESARROLLADA EN EL INSTITUTO

NACIONAL DE PESCA

DEPARTAMENTO DE PRODUCTOS
PESQUEROS: SECCION MICROBIOLOGIA



El desarrollo de este capitulo describe el trabajo rutinario-

referente a los métodos y técnicas empleados para realizar a-

ndlisis microbiolégicos aprendides durante mis précticas pro-

fesionales.

Este trabajo de rutina se me facilité en todo momento ya que-

el personal que opera en él me brindé la oportunidad para rea

lizar los andlisis com amplias facilidades pudiendo asf cola-

borar en todas sus &reas como una analista mds en dicho labo-

ratorio,

El trabajo realizado es el siguiente:

Recibir las muestras de harina de las empresas que solici-
tan este servicio,

Partir desde el primer dia de rutina con el pesado de las-
muestras de harina de pescado en un promedio de 27 a 30, -
luego seguir la técnica gue ellos utilizan como es el pre-
enriquecimiento,enriquecimiento ,aislamiento de colenias -
para detectar salmonella,

Realizar pruebas bioquimicas y serolégica,

Hacer siembra de stafylococcus aureus en un promedio de 35
a 40 muestras de camardn, y de los tubos positivos de coli
formes.

Contar placas en unpromedio de 80.

Preparacién de medios de cultivos,

Investigacién del grado de contaminacién de aguas de una -
represa de Bucay,aplicando las fécnicas conocidas,
Aislamiento de microorganismos de cultivos puros,
Muestrear o las diferentes empresas empacadoras,
Preparacidn de materiales para el primer dia de trabajo Ty

tinﬂrio .




GENERALIDADES

Précticamente todos los microorganismos, pero en particular -
las bacterias y los hongos, pueden cultivarse scbre substra -
tos nutritivos para el estudio de sus propiedades o para la -
utilizacién de algunas de ellas en condiciones controladas. -
De ahi que el cultivoe de microorganismos en el laboratorie in
volucra muchos factores, ya que los distintos microorganismos

exigen requisitos al medio de cultivo,

Se necesita en el laboratorio microbiolégico una serie comple
ta de medios de cultivos especiales que deben contener las s-
sustancias quimicas precisas y la correcta concentraciédn de =
hidrogeniones que los microorganismos precisan para su creci-
miento y reproduccién., Los requerimientos de temperctura, o-

xfgeno y humedad deben observarse cuvidadosamente,

Actualmente muchos laboratorios preparan sus medios de cultivo
con productos secos o deshidratados que pueden obtenerse de -
firmas comerciales. Estos productos dan resultados excelen -
tes y son muy comerciales. A pesar de ello un técnico débe -
conocer la preparacién de los medics y el emplec de determina

dos reactivos,
CONDICIONES DE CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

La proliferacién de bacterias es el resultado de una intera -
ccién compleja de diferentes sustancias colimenticias y prin -
cipios activos, en la cual intervienen factores fisicos comeo-

la temperatura,el pH, el potencial redox, etc.

Para el crecimiento, todos los microorganismos necesitan agua,
ademds deben estar presentes en forma utilizable el carbono,-
el oxigeno, el hidrégeno, el nitrégeno,el azufre,el fésforo,-
el potasio,el calcio,el magnesio y el hierroc. Muchos microor
ganismos dependen ademés de oligoelemtos como el manganeso, el

molibdeno,el zinc, el cobre,el cloro,etc,

Los microorganismos exigentes tienen necesidad ademds de fac-
tores de crecimiento como los aminoécidos,vitaminas,purinas v

otras sustancias que no pueden sintetizar ellos mismos.

Algunos microorganismos son capaces de crecer flcilmente en un
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medio simple que no cumpla cen rigor las condiciones habitua
les requeridas, pero otros son més exigentes y necesitan fac-
tores adicionales de crecimiento y condiciones éptimas como =«

las anotadas anteriormente.

Los materiales utilizados en la preparacién de los medios de-
cultivo,estén generalmente, en lo forma més perfecta que pue-
da asimilar la bacteria. Por ejemplo,la fuente de nitrégeno-
es invariablemente la peptona, que se obtiene por digestidn -
pépticas de proteinas y consiste en una mezcla de proteasas, -
polipéptidos y aminoécidos. Es fécilmente soluble y se incor
pora bien en los medios de cultivo, El carbono se obtiene me

diante una degradacién enzimdtica de los hidratos de carbono,

Las sales minerales son esenciales para el crecimiento de las
bacterias y entre ellas se incluyen iones de fosfato y magne-
sio. Estos 6ltimos también actlGan como catalizadores para -
muchos enzimas. El potasio ha demostrado que tiene un papel-
en la glucélisis, el de los iones de calcio es esencial en -

ciertas reacciones enzimdticas.

Las bacterias més exigentes pueden necesitar factores de cre-
cimiento adicionales,por ejemplo, el Haemophilus influenzae -
precisa dos factores, el factor V yrel factor X, ambos presen

tes en la sangre,

En el case de bacterias patégenas, la energfa deriva de la de-
sintegracidén oxidativa de protefnas e hidratos de carbono. »
Los productos de hidrélisis de estas sustancias tales como: a
minodcidos,alcoholes,etc,logrados por los sistemas enzim§ti -
cos del organismo,se utilizan en lo sintesis de un nuevo pro-

toplasma por la célula,



EMPLEO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

MEDIOS SOLIDOS,

BIBLIOTECA
En medios liquidos las bacterias tienen libertad para moverse
pero cuando crecen en medio sélido se multiplican en el lugar

en que han sido inoculados y forman colonias.

Las caracteristicas de estas colonias son tipicas para cada -
especie,

Al medio se le puede afiadir sin alteror su valor nutritive, -
una sustancia solidificante, siendo el agar el mds ampliamen-

te uvtilizado en los medicos de cultive.

TIPOS DE MEDIOS

Los caldos nutritivos constituyen la base de la mayor parte -
de los medios de cultivo., Realmente proveen el crecimiento -
de una amplia voriedad de bacterias y estén constituidas prin
cipalmente por extractos de carne, peptona y sales minerales-

en solucidn purificada y con pH aproximado de 7,4,

Se consideran los siguientes tipos:

1«= Caldo por maceracién

2.- Caldo de extracto de carne
«= Coaldo digerido

4,- Medios enriquecidos

5.- Medios Diferenciales

6.- Medios Selectivos

7.- Medios de enriquecimiento.

1.- Medios enriquecidos,
Se emplean para el cultivo de microorganismos delicados-
que no crecerian en un medio bdsico. Si la sangre,suvero
v otros factores de enriquecimiento se agregan al medio-
(caldo nutritivo o agar) se dice que el medio ha sido en

riguecido,

2,- Medios Diferenciales
Son aquellos que contienen sustoncias o indicadores que-
diferenciardn un microorganismo de otro., Por ejemplo el

Agar de MacConkey distingue los microorganismos por su -
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capacidad de producir diferentes tipos de hemdélisis,estos me-

dios suelen llamarse medios indicadores.

3.- Medios Selectivos
Son medios sélidos que contienen sustancias que inhiben-
el crecimientc de muchos microorganismos en tanto que fa
vorecen el desarrollo de otros, por ejemplo,el desoxico-

lato-citrato agar para los grupos de Salmonella-Shigella.

4.- Medios de Enriquecimiento
Son medios liquidos a los que se incorpora sustancias que
inhiben el crecimiento de microorganismos para los cuales
el medio era anteriormente adecuvado,por ejemplo,el Sele-
nito-Cistina inhibe el crecimiento del coliforme en tan-
to que los bocilos tipo paratificos crecen libremente -

propercionando un cultive enriquecide de estos (ltimos,



PREPARACION DE LOS MEDIOS

DE CULTIVO

MEDIOS SIN AGAR: FASE LIQUIDA
MEDIOS CON AGAR: FASE SOLIDA

11



MANERA DE PREPARAR LOS MEDIOS DE CULTIVO

a.- MEDIOS SIN AGAR (CALDOS)

La cantidad pesada del medio de cultive seco se afiade a-
una pequefia cantidad de acva destilada o desmineralizada
fria y se distribuye uniformemente por agitacién o mez -
clado, Seguidamente se ‘afiade la cantidad restante de -
agua y se va balanceando el recipiente de vidrio hasta -
la completa homogenizacién del granulade o del polve,

Luego el medio lfquido se distribuye en tubos de ensayos,
frascos universales y botellas pasando a autoclavarse -

por un tiempo y presién especificados,

b.- MEDIOS CON AGAR

Todas las preparaciones con agar deben suspenderse en a-
gua destilada y ser disuveltas,llevande la suspensién a -
ebullicién,antes de autoclavarlas. Un medio con agar -
puede disclverse por un autoclavado rdpido o sea elevan-
do la presién moment8neamente para alcanzar una tempera-
tura de 115 °C, hirviéndole sobre una rejilla metdlica,

Se enfria a 50 - 60 2C antes de distribuirlo a los reci-

pkentes definitivos,

ESTERILIZACION

Los medios de cultivo disveltos se esterilizan en autoclave.-
lLa duracidén del calentamiento no debe ser excesivo para asi -

evitar una disminucién de la calidad.

El tiempo recomendado para la esterilizacidn es de 15 minutos
aseguréndose de que la temperctura esté a 121 oC durante este

tiempo prescrito,

Para la esterilizacién,los cierres de rosca de las botellas -
deben estar semi-cerrados para permitir el flujo del aire du-
rante el tratamiento por calor, Estos cierres se apretarén -

firmemente sbélo después de que esté completa la esterilizacidén,

No se deben retirar las botellas del esterilizador mientras -
que aln esté caliente, puesto que un cambio brusco en la pre-
sién del vapor interna de los recipientes pueden dar lugar a-

ebulliciones explosivas. Antes de obrir el esterilizador se-



debe enfriar a 70 - 80 2C.

ADICIONES AL MEDIO DESPUES DE LA ESTERILIZACION

Cuando las instrucciones requieran lo adiciédn de un reactivo-
estéril en el medio después del autoclavado,se debe llevar a-
cabo con precauciones asépticas, teniendo cuidado de observar

las condiciones de temperatura prescritas,
AJUSTE DEL pH

Los medios de cultivo deshidratados estén normalmente ajusta-

dos de tal manera que no es necesario corregir el pH,

En caso de conservacién inadecuada, en particular de substra-
tos con un contenido elevado en hidratos de carbono, puede -

disminuir el pH., El pH debe ajustarse en este caso con NaOH
(2N )GEIH( 2N ).

Para ciertos medios de cultivo se recomienda la vtilizaciédn -
de carbonato sddico,dcido citrico,bcido tartérico o de &cido-
lactico en solucién al 10%.

El pH debe medirse antes de la esterilizacién. Esta medida,-
realizada después de la esterilizacidn, exige procedimientos

asépticos operatorios suplementarios,
PREPARACION DE LAS PLACAS DE AGAR

Después de la esterilizacién, el medio agarificado,todavia 1f
quido o de nuevo licuado,se vierte a una temperatura de 50 o

60 °C en las cajas de Petri estériles,

La capa de las placas debe de tener un espesor entre 3 y 4 mm,
es decir, que 15 o 18 ml del substrato son suficientes para -

cajas de Petri de 9 cm de didmetro,

La capa de las placas debe ser uniforme ,se utilizan cajas de
Petri de material pléstico esterilizadas previamente y tienen.
la ventaja adicional de que poseyendo una base plana no nece-
sitan adicidén de una base de agar . Se desechan después de -
emplearlas. (ver fig N2 1),
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PREPARACION DEL AGAR INCLINADO
CULTIVOS INCLINADOS

Muchas pruebas uvtilizadas para la diferenciacién de microorga
nismos requieren cultivos sélidos. No siempre es necesario -
que crezca un organismo en una placa de Petri puesto que los-

cultives inclinades son a menudo suficiente,

Para la preparacién del agar inclinado, el medio agarificado- |
liquido se pipetea en los tubos de ensayos definitivos,se au-
toclavan y se enfrian ligeramente inclinados por su extremo -

cerrado., (ver fig., N2 2),

Para hacer los cultivos profundos se preparan los medios igual_

MODOC DE INOCULAR UNA PLACA DE AGAR

\
|
que el anterior con lo diferencia de que no se inclina,
Para aislar colonias, el medio en la caja de Petri debe inocy

larse asi:

Utilizando una asa de platino estéril se lleva una pequefia por

cién sobre el drea A y se trazan estrias., El asa se esterili

za en la llama de “unsen y cuando estd fria se trazan estrias

sobre el 4rea B, se repite la operacién sobre las dreas C,D y

E,se incuban las placas a 379C, (ver fig., N2 3)

CONSERVACION Y ALMACENAMIENTO DE LOS MEDIOS DE CULTIVO LISTOS
PARA EL USO

La seccién de Microbiologia del Instituto Nacional de Pesca u
tiliza para el almacenamiento de sus meduos de cultivo, fras-
cos con tapén de rosca a diferencia de otros laboratorios que
svelen emplear rutinariamente frascos o tubos tapados con al-
godén, Para los tubos que no tienen reborde se prefiere los-

tapones de pléstico o de aluminio,

La estabilidad de los medios de cultivo listos para el uso es
limitada, Si no se pueden utilizar inmedictamente,lo mejor -
es conservarlos a 4- 102C, a oscuras, por ejemplo,en un refri
gerador), Ciertos medios de cultivo,por ejemplolos que contie

nen tioglicolato,se conservan mejor a temperatura ambiente.
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Los medios de cultivo deben sacarse del refrigerador antes de

su empleo para que alcancen la temperatura ambiente,
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METODOS EMPLEADOS EN LA SECCION MICRO

BIOLOGIA DEL INSTITUTO NACIONAL DE -

PESCA PARA REALIZAR LOS EXAMENES MI -

CROBIOLOGICOS EN CAMARONES CONGELADOS

( PRODUCTO TERMINADO EN CAMARA ) Y -
HARINA DE PESCADO



|
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Los tipos de bacterias que se analizan microbioldgicamente -
en las muestras que llegan a la Seccidn de Microbiologia y -
que ésta se ha encargado de clasificarlos de acuerdo al gra-
do de dafio o patoyenicidad que tienen son las siguientes y -

que en capitulos posteriores detollaré:

I,- BACTERIAS ENTEROPATOGENAS EN LOS ALIMENTOQOS
- Coliformes totales

- Coliformes fecales

II.- BACTERIAS QUE PRODUCEN DANOS A LOS ALIMENTOS

- Pseudomonas

- Microorganismos Meséfilos Aerobios

) o B BACTERIAS PATOGENAS EN LOS ALIMENTOS

- Stofylococcus Aureus
- Salmonella



METODOS PARA EL ANALISIS MICROBIOLOGICO DE CAMARONES CONGELA-

DOS,

1,.-
8 W

1141

HARINA DE PESCADO Y CUALQUIER OTRO ALIMENTO,

TECNICAS GENERALES
SERIES DE DILUCIONES

Se pesan 30 gr de muestra a nalizar, agregar 270 ml de -
diluyente estéril (peptona 0,1%) y mezclor el contenido-
en un Atomix Blender o un Stomacher por dos minutos, ob-
teniéndose la dilucién de 107,

Utilizando una pipeta estéril se transfieren 2 ml de la-
dilucién de 10" a una botella o tubo conteniendo 18 ml =
del diluyente estéril,resultando una dilucién de 102. De
esta dilucidn obtenida 102,transferimos igualmente 2 ml
a un tubo conteniendo 18 ml del diluyente estéril,agita-
mos 25 veces fuertemente y obtenemos la dilucidn 103. -
Las demés diluciones se obtienen en forma anéloga de tal
forma que se obtiene relaciones de dilucidn de la mues -
tra de partida desde 10! hasta 106.

MATERIALES Y APARATOS NECESARIOS
a.- Stomacher (homogenizador)
b.- Fundas plésticas estériles

. €o= Pipetas graduadas esterilizadas

Lila2

d.- Tubos de ensayo con rosca (150 x 18)

e.- Reloj .

f.- Rejillas para tubos

g.- Diluyente estéril

h.- Muestra pesada (30 gr de camarén) o muestra

a vtilizar,

PREPARACION DEL DILUYENTE ESTERIL
AGUA DE PEPTONA

Fédrmula en g por litro

Peptona 10,0
ClNa 5,0
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INSTRUCCIONES

Se afiade 1 gramo a un litro de agua destilada. Se mezcla bien
y se distribuye en los recipientes definitvos, Se esteriliza-

en el autoclave a 121 2C por 15 minutos.,

SERIES DE DILUCIONES

(diagrama)

panul”

BIBL?C“)‘:,;'ECA
—_—l
Agregar 30g
270 ml de de muestra

agua de peptona

l

Homogenizar
en Stomacher 2 minutos

Dilucion
10

A e o

11 A f

2 ml 2 2 ml el
agitar agitar agitar agitar
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1.2, CONTAJE TOTAL
1.2.1 METODO DE DILUCION EN PLACA (POUR PLATE)

Transferir una alicuota de 1 ml de la muestra diluida a
cajas de Petri por duplicado. Agregor 15-18 ml de agar,
el cual ha sido licuado a una temperatura de 459C, Mez
clar la muestra con el agar, dejar enfriar hasta comple

ta coagulacidén del agar.

Antes de transferir las cajas de Petri a la incubadora
asegurarse de que estén bien secos., Incubar a 252C por

72 horas en posicién invertida,

1.2,2 MATERIALES Y APARATOS NECESARIOS

0,- Pipetas graduadas estériles
b.- Cajas de Petri desechables

c.- Tubos de ensayos que contengan diluciones
d.- Incubadora a 25°C
e.- Agar licuvado a 45°C,

DIAGRAMA

Muestra
diluida
paiarinﬂ
Cajas Petri
vacias

agregar
agar licuado 45°C

S

L ]
enfriar y secar

4

: 3
incubar
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METODO DE SIEMBRA POR EXTENSION EN SUPERFICIE

Utilizar cajas de Petri que contengan 15 ml de agar. Pi
petear 0,5 ml de muestra diluida en la superficie del -
agar y extender el inéculo utilizgndo un bastén de cris
tal estéril (hockey stick).

Cajas de Petri por duplicade deben ser preparados para-
cada dilucién,luege dejar al ambiente por espacio de al
gunos minutos en el aire leminar, Incubar a 372C por -

48 horas en posicidn invertida.

MATERIALES Y APARATOS NECESARIOS

d.- Cajas de Petri desechables con 15 ml de agar
b.- Pipetas esterilizadas

c.- Bastén de cristol estéril

d.- Mechero Bunsen

e.- Vasos pequefios de aluminio

f.- Encendedor

g.- Alcohol
h.- Agua destilada
i.- Diluciones de la muestra a analizar

je= Incubadora a 37°C

.~ Flujo laminar (para secar cajas de Petri)

DIAGRAMA
Muestra
diluida
\pSml

Cajas Petri
con 15 ml de agar

extender la muestra

secar
en flujo laminar 2 minutos

Incubar
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BACTERIAS ENTEROPATOGENAS
EN ALIMENTOS
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ENUMERACION DE COLIFORMES

CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

Dentro de las entercbacterias se incluye los coliformes,las -

cuales constituyen parte de la flora normal y patégena.

El tipo méds comin de los coliformes fecales es la Escherichia
coli, produciendo infecciones del tracto intestinal y urinario.
Produce gastroenteritis en los nifies, Fermenta la lactosa y-
otros azicares, casi siempre d4 reaccién positivo,produce gas
en el Medio de MacConkey a 44 °C,

La escherichia coli es un gérmen cuyo habitat natural es el t
tracto entérico del hombre y de los animales, Por ello la -
presencio de este microorganismo en un alimento indica gene -

ralmente una contaminacién directa o indirecto de origen fecal,

La Escherichia coli es el indicador clésico de la posible pre
sencia de patdégenos entéricos en agua, en los moluscos, en lo s
productos lécteos y en otros alimentos,

La enumeracidén de E. coli en el agua constituye una medida de
la cuantia de la polucién, mientras cue los niveles detectados
en los alimentos pueden estar influenciados por otros factores,
tales como la multiplicocién de microorganismo,su muerte o im

nactivacién o su adherencia a la particula del alimento.

Con todo, cifras sustanciales de E.coli en un alimento sugie-
re una falta general de limpieza en el manejo del mismo y un-
almacenamiento inadecuado, La presencia de E.coli en un ali-
mento no constituye una contaminacién directa de la presencia
de un patdgeno,sino que implica sélo un cierto riesgo de que-
pudieran estar presentes,

a.,~- FUNDAMENTO
Los coliformes fecales comprenden un grupe de microorga-
nismos seleccionados por incubaciéhi dé los inéculos pro-
cedentes de un caldo de enriquecimiento de coliformes a-
temperaturas superiores o las normales (44,5 C),



b,-

MATERIALES

1.~ Tubos de ensayo (150 x 16) con tapa de aluminio
2,- Tubos de Durhan

3.- Asa de platino(redonda)

4,- Mechero Bunsen

5.- Pipetas groduadas estériles
6.- Rejillas

7.- Marcadores

EQUIPCS

l,- Bafioc de Maria o 44,5 °C
2,- Incubadora a 372C

MUESTRAS

l,- Diluciones de la muestra de 101, 102

y lO3

MEDIOS DE CULTIVO

l,- Caldo Lauryl Sulfato (LSB)

2.- Caldo Bili Verde Brillante al 2% (BGBB)
3.- Agua de Triptona

REACTIVOS

l.,- Reactivo de Kovacs

MEDIO DE DILUCION
l.- Agua de peptona al 0,1%

TECNICA EMPLEADA
l,- Series de diluciones
2.,- Técnica del Ndmero més probable (NMP)

DIAGRAMA
Tubos Positivos

[0} 10° 10°

5

3633 PW

3=0Gas

lnpewbe g 4452C 36
PW=1Indol

3aho de Maria
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METODO
ENUMERACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES

1,.-

6a-

6b-

6c.-

6d-

Se prepara la muestra siguiendo la técnica de series
de diluciones descrita en la seccién de técnicas ge-
nerales es decir se obtienen diluciones de lO] a 103

de la muestra de camarén homogenizada.,

Pipetear 1 ml de la dilucién decimal en cada uno de
3 tubos de Caldo Lauryl Sulfato (10],102, 103) que-

contienen tubos de Durhan invertidos.
Incubar los tubos a 372C por 48 horas.

Después de 48 horas registrar los tubos que muestran

produccidén de gas y turbidez.

Anotar el ndmero de tubos confirmados como positivos

de organismos coliformes totales en cada dilucién.

Para confirmar que los tubos de caldo Lauryl Sulfaté
son positivos para organismos totales y fecales se-

los separa y se procede de la siguiente manera:

Inocular con una asa de platino redonda los tubos -
positivos de LSB, en tubos de caldo Verde Brillante
al 2% que contengan tubos de fermentacidn Durhan in
vertidos con volOmenes de 10 ml y en tubos que con-

tengan Agua de Triptona,

Incubar los tubos de caldo Verde Vrillante al 2% y-
tubos de Agua de Triptona en el bafio de agua circu-

lante o bafioc de Maria a 44,5 °C por 24 horas.

Transcurridas las 24 horas anotar los tubos que pro
dujeron gas en el tubo Durhan del.Caldec Verde Bri -
llante al 2%

Luego se hace la prueba de indol en el Agua de Trip
tona, usando el reactivo de Kovacs., Para hacer es-
prueba se agrega aproximadamente 0,3 ml del reactivo

indicado: a los tubos de Agua de Triptona,
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Esperar algunos segundos y observar la aparicién de un-
color plrpura o cereza en la superficie del reactive lo

que constituye una reaccidén positiva,

Cultivos que produjeron gas en presencia de Bili Verde-
Brillante al 2% y ademéds Indol o 44,52C son considera -
dos presuntivos positivos de organismos coliformes feca

les.

Determinar el NMP de coliformes fecales por gramo de -

muestra usando lo tabla de 3 tubos por cada dilucién,
TABLA

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

NUMERO DE TUBOS POSITIVOS EN
CADA DILUCION

Dilucidn Dilucién Dilucién NMP

10 102 10° por grame

NN AW

BIBLIOTECA
% 4

14
15
20
v
23
40
40
70
90
150
210
200
500
1100

WO NMNNEEFHOONREKEMF OONKF OO -

W W W WWOWOWOoWwaowoWwMNMNNMNNNRERMRERPERMEO
(%)
vl

N> O NP O O 0 O 02 00 0 mk=O0. O

I
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TABLA DE LIMITES DE TOLERANCIA

MICROORGANISMO N & LIMITES x G

m M
Coliforme fecal 5 3 4. = 400
De donde:

N= Representa el nimero de muestras tomadas de cada master y-
de cada caja de 5 libras, es decir tomamos 5 porciones de-

cada 5 cajas de 5 master.

C= M&ximo de muestras buenas que se debe de aceptar para dar-

como bueno el lote.

m= Cantidad minima de coliforme fecal por g de muestra

M= Cantidad méxima de coliforme fecal por g de muestra

EJEMPLO PRACTICO

MUESTRA DE
CAMARON Ne COLIFORMES: TOTALES/ FECALES
100 102 10° NMP

1 2/2  2/2 0/0 21 i

2 3/3 3/3 0/0 200

3 3/2  3/0 2/0 9

4 2/0  0/0 1/0 <3

5 3/2  0/0 0/0 9

Para anotar los resultados en el casillero correspondiente a-
notamos los tubos positivos (tubos con gas). Luego vemos en-
la tabla del NMP segiln el resultado de cada dilucién y obtene
mos el nimero de coliformes fecales por g de muestra,

El limite de tolerancia por g de muestra es un minimo de 4 y-
un méximo de 400 y toleramos tan sélo 3 muestras de las 5 toma

das.
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PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO

CALDO LAURYL SULFATO (LSB)

Férmula _gr por litro
Tripfona 20,0
Lactosa 5,0
C1lNa 5,0
Fosfato dipotésico il 2
Fosfato dipotdsico 2,75
Sulfato sédico de Lauryl 0,1
Instrucciones

Se disvelven 35,6 g en un litro de agua destilada. Se-
distribuyen 10 ml en los recipientes definitivos y se -
introducen tubos de Durhan invertidos, se esteriliza en
el autoclave durante 15 minutos a 121 ©C,

CALDO DE BILI VERDE BRILLANTE AL 2% (BGBB)

Férmula gr por litro
Peptona ; 10,0
Lactosa 10,0
Bilis de Buey(purificada) 20,0
Verde Brillante 0,0133
Instrucciones

Se suspenden 40 g en un litro de agua destilada. Se mez
cla bien, se distribuye en los recipientes equipados con
los tubos de Durhan y se esteriliza en el autoclave a 3
121 2C por 15 minutos.

AGUA DE TRIPTONA (TW)

Férmula gr por litro
Triptona 10,0
Cloruro de sodio 5,0
Instrucciones

Se afiaden 15 gramos en un litro de agua destilada. Se-
mezcla bien y se distribuyeen los recipientes definiti-
vos y se esteriliza en el autoclave a 121 2C por 15 mi-

nutos,
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REACTIVO DE KOVACS

Férmula

Para-dimetil-amino-benzaldehido 9,0 g
Alcohol iso-amilico 75,0 ml
Acido clorhidrico concentrado 25,0 ml
Instrucciones

Disolver el aldehido en el alcohol por calentamiento suave en
un bafioc de agua a 50 2C, Enfriar y agregar el é4cido, Conser

var en frascos oscuros ao 4 2C.
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BACTERIAS QUE PRODUCEN DARNOS A
LOS ALIMENTOS
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IDENTIFICACION DE PSEUDOMONAS
CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

Las Pseudomonas se encuentran ampliamente distribuidas en la-
naturaleza: svelo,animales,plantas y agua. S&lo unas pocas -
especies son peligrosas para los animales y el hombre, mien -

tras que otras muchas son patégenas para las plantas.

Unicamente dos especies,Ps aeruginosa y Ps, cocovenans han si
do sefialadas como causa de intoxicacién alimentaria. La en -
fermedad en los adultos causa una enteritis leve;jpor el contra
rio, en nifios puede ser grave e incluso mortal, a causa de la

diarrea profusa que se produce.

Antiguamente sélo se consideraba patégena para el hombre y los
animales a la Ps., Aeruginosa, Sin embargo,especies considera-
das como no patégenas pueden causar infecciones humanas impor-

tantes,

La Ps. Aeruginosa ha creado un serio problema en los hospita -
les, especiolmente en pacientes con pocas defensas frente a las
enfermedades infecciosas. Diversos estudios epidemiolégicos-
realizados en hospitales han revelado que los vegetales,las -
carnes y los alimentos congelados estdn a veces contaminados -

con Ps. Aeruginosa,

Las necesidades nutritivas de las pseudomonas son bastantes -
simples., Para su cultivo selectivo se han recomendado varios

medios de uso comin adicionados con diversos suplementos.

IDENTIFICACION
MATERIALES Y EQUIPOS

Se vtilizan los mismos materiales y equipos que para la deter-
minacién de coliformes totales,tomande en cuenta las mismas -

diluciones .

MEDIOS DE CULTIVO
ad.- Cetrimide
b.- Lauryl Sulfato caldo
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METODO

C.-

Preparar muestras de alimentos como se describe en la -

seccién 1.1, de técnicas generales.

1

Se seleccionan las diluciones 10, 102y 103,transferimos
1 ml de la dilucién 10-I a tres tubos conteniendo Caldo-
de Lauryl Sulfato, agitamos. Repetimos la operacidén c-

con las siguientes diluciones e incubamos a 37 %€ por -
48 horas,

Después de 48 horas,seleccionamos los tubos que presen-
tan en la parte superior del menisco del liquido un co«

lor amarille verdoso,
Preparar cajas de Petri conteniendo agar de Cetrimide.

Con una varilla de vidrio cultivamos la placa contenien

do el agar .,

Incubamos a 432C por 24 horas y confirmamos la presenc-
cia de Pseudomonas por la coloracién verdosa en la pla-

ca inoculada.

Luego anotamos la presencia o no de Pseudomona,sabiendo

que la prueba sflo es cualitativa,

PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

CETRIMIDE AGAR BASE

Férmula gar

Bacto-peptona 20,0

Cloruro de Mg 1,4 e
BIBLIOTE

Sulfato de potasio 10,0 OTECA

Cetrimide 0,3

Cetyltrimetil Amonio Bromide

Bacto Agar 13,6

Instrucciones

Rehidratar el medio suspendiendo 45,3 g en 990 ml de -
agua purificoda y adicionar 10 ml de glicerina, Calen
tar a ebullicién hasta disolver el medio completamentge,
Ponga en tubos o frascos y esterilice en el autoclave -
por 15 minutos a 121 ©C,

Este medio es recomendado para el cislamiento y cultive

de Pseudomona Aeruginosa,
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DIAGRAMA

LS
10ml

|

Incubar o 37 2C «48 hors

BIBLIOTEC/

—

Tubos Positivos
con coloracion
verdosa

Siembra eﬁ
Agar Cetrimide

baculbdal o 43°C = _24 horas
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MICROORGANISMOS AEROBIOS MESOFILOS
CONTAJE DE MICROORGANISMOS VIABLES A 25 ¢C

El nlémero de microorganismos aérobios meséfilos ("Recuento en
placa"),encontrados en un alimente ha sido uno de los indica-

dores microbiolégicos de calidad de los alimentos mds comun -

mente vtilizado, El recuento de la flora aérobia meséfila t-

tiene un valor limitado a la hora de juzgar la sequridad de -

los alimentos., Resulta 0til no obstante, en muchos alimentos

por diversos motivos ya que por ejemplo,indica si la limpieza

la desinfeccidén y el control de la temperctura durante los -

procesos de tratamiento industrial, transporte y almacenamien

to se han realizado de forma adecuada.

El recuvento en placa tiene especial aplicacién en los alimen-
importados porque en este casoc el pais importador no tiene la
posibilidad de poder controlar el grado de limpieza y desin -

feccién practicado en las industrias productoras,

En los métodos de recuento en placa uvtilizados para la enume-
racién de grupos de microorganismos que se multiplican dentro
de rangos de temperaturas diferentes debe especificarse la -
temperatura de incubacién, Asf tenemos que los meséfilos tie
nen un rango de 30-35 2C, La temperatura elegida dependerd -
del fin que se pretende con la realizacién del recuento. Un-
recuento a 25-30 2C proporcionarfa la informacién més adecua-
da sobre la limpieza y desinfecciédn observadas en las indus -

trias de alimentos.

1.- METODO UTILIZADO
Es el método de recuento en placas de microorganismos aé

rahios .

2.- MATERIALES Y EQUIPOS
a.- Estufa a 252C
b.,- Placas de Petri desechables
c.- Pipetos graduadas esterilizadas
d.- Rejillas

e.- Marcadores para rotulor las cajos

I
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MUESTRAS : &
a.- Diluciones de 10 y 10

MEDIO DE CULTIVO
a.- AGAR PARA RECUENTO DE PLACA (PCA)

TECNICA UTILIZADA (RUTINA)
a.- Tomar una alfcuvota de 1 ml de las diluciones lO4 y-
5
10

cada dilucién se hace por duplicado la técnica,

y transferirlos a cajas de Petri vacias., Para-

b.- Agregar aproximadamente de 15-18 ml de agar PCA,el-

que ha sido previamente licuado a una temperatura -
de 45 2C en Bafio de Maria.

c.- Mezclar el contenido de las cajas,roténdolas en for
ma contraria a los monecillas del reloj (4 veces) y

luego en forma inversa. (Técnica del vaciado),

d.- Enfriar y permitir que se solidifique en una super-
ficie plana.

e.- Colocar las cajas en la incubadora en posicién inver
tida a 25 2C por 72 horas.,

f.- Al cabo de este tiempo se realiza el contaje de las
colonias de bacterias viables vutilizando el contador
de colonias,

MANERA DE REPORTAR

Una vez que las placas han cumplido las 72 horas se cuen

4y 105 que se han hecho-

tan las colonias de placas de 10
por duplicado, anotamos en los casilleros correspondien-
te del informe de resultados. Para considerarlas conta-
bles a las placas no debe sobrepasar las 300 colonias,si

sucecde lo contrario se la reporta como incontable,

A la vez que se cuenta las colonias, observamos la presen
cia de hongos que oparecen en forma esponjosa, anotamos-

en el casillero correspondiente,la presencia o no de ello,

Luego se calcula el nimero de microorganismos presente en

la muestra,sacando la media- de las 4 cajas, el cual se-



hace de la siguiente manera:

EJEMPLO PRACTICO

MUESTRA DE
CAMARON N2 CONTAJE N 25 SC
10* 10° vnidades/g
3 274/269 27/26 270,9 x 10°
De donde:

Unidfig= 274 + 269 + 27 + 26
22

Uniidfgs 2709 x10°° —6.°2,7:x 10’

2,2 = Representa la media de las 4 cajas

LIMITE DE TOLERANCIA

El limite de tolerancia por gramo de muestra como un minimo -
es de 106 y el méximo de 107. Para aceptar como bueno el lo-
te, sélo toleramos 3 muestras que estén dentro de éste rango-
del total de 5 analizadas,

CALIFICACION

N2 DE MUESTRAS TOLERANCIA LOTE
DE  CAMARON

5

Bueno=ACEPTADO

Malo =RECHAZADO

o ;0O
O s WN = O




PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

AGAR PARA RECUENTO EN PLACA (PCA)

Férmula gr por litro

Extracto de levadura

en polveo : LoD
Digerido pancreédtico de

caseina 0
Glucosa 10
Agar 15:0
Instrucciones

Se suspenden 23,5 g en un litro de aguo destilada y se hierve
hasta disolver el medio por completo. Se distribuye en fras-

cos y se ester liza en el autoclave a 1212C por 15 minutos.
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BACTERIAS PATOGENAS EN ALIMENTOS
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ENUMERACION Y AISLAMIENTO DE STAFYLOCOCCUS AUREUS
CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

Los stafilococos son cocos gram positivos, habitualmente agru-
pados en racimo. La especie més importante es el Stafylococcus
Aureus, es el de mayor poder patégeno del grupo de los stafylo
coccus, Produce una sustancia (casi con seguridad unaenzima)-
llamada coagulasa que en vitro es capaz de formar codgulo en -
el plasma. El estafylococcus aureus forma exo y enterotoxinas.
Sabiendo que al producir enterotoxinas serd el resppnsable de-
intoxicaciones alimenticias, Cuando el stafylococcus aureus -
crece en alimentos ricos en hidratos de carbono, la enterotoxi
na se produce en grandes cantidades y al ser consumidos ocasio
na vémitos,diarreas,nalseas,malestar y debilidad general, Los
sintomas comienzan o partir de las 6 horas después de consumi-
do el alimento, La enfermedad no es mortal, el cuadro clinico
se complica al presentarse a veces deshidratacién y shock. -
Las toxinas son liberadas por el mismo alimento por ciertas ce

pas de Stafylococcus aureus.

Debido a la elevada incidencia de la intoxicacidn estafilocéci

ca y a la uvbicuidad del microorganismo responsable, todo labo-

ratorio oficial debe tener actualizadas las técnicas del re -

cuento de stafylococcus coagulasa positivos,

SIGNIFICADO DE LA PRESENCIA DEL STAFYLOCOCCUS AUREUS EN UN
ALIMENTO

La presencia de Stafylococcus Aureus en un alimento se inter -
preta,por lo general, como indicative de contaminacién a par -
tir de la piel, boca y las fosas nosales de los manipuladores-
de alimentos, si bien el material y equipos sucios y materias-
primas de origen animal pueden ser asi mismo la fuente de la -
contaminacién. Cuando se encuentra un gran ndmero de stafylo-
ceccus en un alimento, ello significa por lo general que las -
prdcticas de limpieza,desinfeccién y el control de la tempera-
tura no han sido, en algln lugar adecuados,cabe indicar que -
los stafylococcus pueden multiplicarse exponencialmente a tem-
peraturas entre 6,7 y 45,5 ©°C,

Las bacterias del género Stafylococcus pueden ser indicadoras-

de un manejo humano excesivo,un peligro de intoxicacidn alimen
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taria o un contaminante de escaso significado,
RECUENTO DE STAFYLOCOCCUS AUREUS COAGULASA POSITIVOS

1.- TECNICA DE RUTINA

a.- Conteo directo en placas

a.- Incubadora a 37 °C

b.- Cémara de aire laminar para secar las cajas de Petri

3.-  MATERIALES
a.- Cajas Petri desechables estériles
b.- Pipetas graduadas de 1 ml
c.- Varilla de vidrio en forma de bastén de hocke
d.- 2 vasos pequefios de aluminio
e.- Mechero de Bunsen

f.- Encendedor y gasa

4,- MUESTRAS
a.- Diluciones de 102 y 103

5.- MEDIO DE CULTIVO

a.- Agar de Baird-Parker

6.- SOLUCION

a.- Emulsiédn de Yema de Huevo-Telurito

7=  TECNICA

a.- Preparar lo muestra de camardn vutilizando la técnica
de series de diluciones descrita en la seccidén 1.1,

de técnicas generales,
b.- Seleccionar las diluciones de 102 y 103

c.- Preparar cajas Petri de agar de Baird-Parker, agregan
do aproximadamente 15 ml de dicho agar, dejar soli-
ficar en una superficie plana dentro del flujo la -

minar.

dobPhpstonr’ 0,5 nl db de dilicitr de 100y calotliv. ahe

la superficie de la placa conteniendo el agar ,ex-
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tender el inéculo sobre la superficie del agar por me -
dio de una varilla de vidrio de hockey que previamente-
ha sido sumergido en alcohol y flameada en la llama del
mechero de Bunsen. Para cada dilucién se debe preparar
placas por duplicado., Se repite la operccién de igual-

manera para la dilucidén 103.

Observar que todo el indculo esté distribuido uniforme-

mente en la ploca,
Secar en flujo laminar

Incubar las placas en posicién invertida a 35-37 2C por
48 horas,

Transcurridas las 48 horas se cuentan las colonias que
sean negras-brillantes con margénes angostos blancos -

transparentes o zonas claras bordeande el crecimiento,

Escoger un minimo de 5 colonias de cada caja y realizar
la prueba de la coagulasa,estas colonias escogidas deben

ser marcadas,

Anctar el resultado sumando las colonios sospechosas de
una dilucién més las presentes en la otra placa, ya que

se hizo por duplicado,

Se calcula el ndmero de stafylococcus por gramo de mues

tra, después de la prueba de la coagulasa

RRUEBA DE COAGULASA
(PARA COLONIAS SOSPECHOSAS DE COAGULASA POSITIVO)

»

MATERIALES Y EQUIPOS

la.- Pipetas bacteriolégicas groduadas de 1 ml de capa
cidad,

2a.- Aguja de inoculacién (.zedonda)

3a.- Frascos universales

4a.- Mechero de Bunsen

5a.- Incubadora de 35-372C

6a.- Tubo de ensayo de 10 x 75 mm

7a.- Gradilla



44

b.- MEDIOS DE CULTIVO

l1b.- Caldo de Infusidén Cerebro Corazén repartido en volé

menes de 10 ml por frasco

c.- REACTIVO

lc.- Plasma de conejo rehidratado

d.- TECNICA

METODO DE TUBO BLTTEGS

ld.- Pasar las colonias elegidas a frascos que contengan
caldo infusién cerebro-corazén (BHI Caldo) con una-

asa de inoculacidn previamente esterilizada.
2d.- Incubar por 24 horas a 35-37 ¢9C.

3d.- Transcurrido este tiempo,pipetear 0,1 ml del caldo
incubado y transferir a tubos de 10 x 75 mm que con

tienen 0,3 ml de plasma de conejo,
4d.- Incubar a 35-37 °C por 4-6 horas.

5d.- Examinar los tubos a las 4 horas con el fin de de-
tectar el codgulo. La aparicidén de un coégulo per
fectamente diferenciado es indicative de la activi

dad de la coagulasa

En el esquema siguiente se puede observar claramente las rea -

cciones en la prueba de la coagulaso.

NEGATIVAS _ POSITIVAS
194 2+ 3+ 44+

% e

= = i I
NEGATIVA No se observa evidencia en la formacién de fibri

na

1 POSITIVA Aparecen codgulos muy pequelos desorganizados
2 POSITIVA Aparece un codgulo pequefio organizado
3 POSITIVA Aparece un gran codgulo organizado
4 POSITIVA Aparece coagulado todo el contenido del tubojel

codgulo se mantiene aln cuando se invierte el ¢
tubo
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LIMITES DE TOLERANCIA

El 1imite de tolerancia por gramo de muestra es el minimo de -
10° y un méximo de 2x103.

MANERA DE REPORTAR

Si por ejemplo al realizar las lecturas en las placas de Baird

Parker se encontraron 6 colonias en una placa de la dllUC16n -

10 y 4 colonias en otra placa de la misma dilucidn (10 ), se -

suman las colonias y reportamos 10x102 »

Se realiza la misma operacidn con la dilucidn de 103.

PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CULTIVO

l.-

MEDIO DE BAIRD PARKER

Férmula gr en litro
Triptona 10,0
Extracto de carne 5,0
Extracto de levadura 1,0

Cloruro de Litio, hexahi

dratado 5,0
Agar 20,0
Instrucciones

Afiadir los ingredientes mencionados a un litro de agua -
destilada y calentar hasta ebullicién y obtener una com-
pleta solucién, enfriar a 50-60 °C y ajustar el pH a 6.8
Distribuir el medio en botellas para esterilizar a 1219C
durante 15 minutos, Se enfria a 50 °C y se afaden asép
ticamente 50 ml de Emulsién Yema de Huevo-Telurito (Egg

Yolk-Tellurite Emulsion)., Se mezcla antes de verter en-

porciones de 15-18 ml a cajas de Petri .,

Las cajas de Petri con agar Baird<Parker deben ser usadas

preferentemente el mismo dia de su preparacién.

Las placas preparadas pueden almacenarse a 4°C,




2,-

CALDO INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI)

Férmula gr por litro

Infusidn de cerebro de
ternera en forma séli-
da 12,5

Infusidn de corazén de

vaca en forma sélida ;0
Peptona proteosa 10,0
Dextrosa 2.0
Cloruro de sodio b, 0
Fosfato disédico 0,1
Instrucciones

Se suspenden 34,5 gr en un litro de agua destilada y ca -
lentar hasta ebullicidn, Distribuir el medio en frascos-
universales ( 10 ml ) y esterilizar a 121°C durante 15 mi

nutos,

PLASMA DE CONEJO

Utilizar el Bacto-coagi'lasa Plasma EDTA, Para disolver la
pastilla se vtiliza 3 ml de agua destilada estéril o solu
cién salina al 0,85%.
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DETERMINACION DE SALMONELLA TIFICA
CARACTERISTICA DE LA BACTERIA

El grupo Salmonella esté constituido por microorganismos méti-
les Gram-negativos que no fermentan la lactosa y que estén es-
trechamente relacionados antigénicamente, fermentan la glucosa
y la manita, la mayorfia con produccién de gas. Son bacterias-
patégenas para el hombre y habitualmente aisladas en las heces ,
orina o sangre y ocasionalmente del pus,las variedades del tipe
salmonellas son responsables de las fiebres intestinales,into~
xicaciones alimenticias, septicemia e invariablemente de cual-
quier infeccién causada por microorganismos que entran en el -
cuerpo por via oral,

Con respecto a los sintomas clinicos,modos de difusién y pato-
genicidad las salmonellas pueden ser convenientemente divididas
en dos grupos principoles:

l.- , Fiebres tifoideas y paratifoideas producidas por -
3. typhi-y S, Parothypi A,B y C.

2,- Las infecciones entéricas producidas por las otras -
salmonellas,

Las primeras se las obtiene por contagioc o través de la inges-

tién de unos alimentos y el agua, asi como por contacto directo,

La epidemiologia de la salmonelosis es extremadamente compleja.,
Algunas fases no son bien conocidas, Por ej. S Typhi y S. Para
thypi infectan al hombre principalmente,mientras que otras sal-
moriellas afectan también o un gron nlmero de animales,tanto de
sangre caliente como de sangre fria, Algunos serotipos tienen
especificidad de hospedador como por ej. S.pullorum para pollos
S. Cholerae suis para cerdos producen enfermedades con manifes
taciones clinicas,

Una serie de factores tales como las précticas de cria deanimal,
los sistemas de produccién animal,la produccién centralizada de:
alimentos,de piensos, y el comercio internacional de alimentos

contribuyen a crear ciclos de perpetuidad entre el hombre y ani
males, Los principales eslabones de las cadenas de circulacién

son animales-piensos-animales,animales-alimentos-hombre y homw

bre-alimentos-hombre., El contagio directo entre personas y per

sonas es comparativamente raro.
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AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE SALMONELLA

A pesar de que aln no se ha podido desarrollar ningln método -
que pueda garantizar la recuperacién de todos los serotipos de
Salmonella o partir de los diferentes productos alimenticios-
sometidos a las varicdas condiciones de preparacién y conser -
vacién para el ocislamiento e identificacién de salmonellas se-

lo ha hecho a partir de seis etapas sucesivas,

l.,- Enriquecimiento no selectivo
2,- Enriquecimiento selectivo
3.~ Siembra en placa de medios sélidos selectivos y
diferenciales,
4,- Estudio de las caracteristicas bioquimicas de las co
lonias sospechosas, en los medios adecuados,
5.- Anélisis ontigénico, en dos fases:
a) Empleo del antisvero polivalente O y del antisve
ro polivalente H y
b) Utilizocidn de los antisueros especificos:=del -
grupo ™O0* y “H",

AISLAMIENTO DE SALMONELLAS

Esto etapa incluye tres partes fundamentoles:
1,- Enriquecimiento no Selectivo
2,- Enriquecimiento Selectivo

3.~ Siembra en placo en medios de agar selectivo

1.~  ENRIQUECIMIENTO NO SELECTIVO
Tl MATERIALES Y EQUIPOS
a.,- Balanza analitica a 0,1 g
b.- Fundas plésticas estériles
c.- Espétulas
d.- 2 vasos de aluminio
e.- Mechero de Bunsen
f.- Stomacher para homogenizar la muestra
g.- Incubadora a 37°9C,

1.2 MEDIO DE PRE-ENRIQUECIMIENTO
a.- Agua de peptona buferada
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TECNICA DE PRE-ENRIQUECIMIENTO
a.- Pesar 25 g ( en ambiente aséptico) de la muestra -
previamente homogenizada y con la ayuda de una es-

pétula o pinza flameada se introduce en la funda -
estéril,

b.- Mezcle los 25 gr de muestra con 225 ml de agua de-
peptona buferada(BPW)., Si la muestra no es soluble
en el medio de pre-enriquecimiento,péngalo en el -
Stomacher por dos minutos,

c.- Colocar en la incubadora a 3792C por 24 horas .

ENRIQUECIMIENTO SELECTIVO

MATERIALES Y APARATOS

a.- Espétulas

b.- Agitadores de vidrio y magnéticos

c.- Tubos de ensayo
d.- Frascos universales
e.- Calentadores magnéticos

f.- Pipetas

ge- Reloj
h,- Probetas
i,- Flujo laminar

MEDIO DE ENRIQUECIMIENTO
.= Selenito-cistina
b~ Caldo de tetrationato

REACTIVOS
Q.- Solucién de yodo
b.- Solucién de verde Brillante

TECNICA

a.- Del mismo (BPW),depués de la incubacién se toma -
1 ml con una pipeta graduada estéril y se inocula
en tubo que contenga 10 ml de caldo selenito-cis-
tina, Incube en Bafo de 'arfa o 439C durante 24

horas,

b.- De igual manerc se inocula el caldo de tetrationa
to y se incuba en la incubadora de 42°9C durante -
24 horas,
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3.~ SIEMBRA EN PLACAS EN MEDIOS DE AGAR SELECTIVO

o o MATERIALES Y APARATOS
a.- Cajos de Petri
b.- Cémara de flujo laminar para secor cajas
c.- Asa de platino
d.- Mechero de Bunsen

€.~ Marcadores para rotular las cajas
f.- Incubadora a 37 2C

s MEDIO DE CULTIVO
a.-, Xilosa Lisina Descarboxilato (XLD)

3.3. TECNICA

d.,- Pasar una asada de cada uno de los medios de enri-
quecimiento selectivo sembraodos anteriormente,a la
superficie de una placa de cado uno de los medios-
de agar selectivo escogido pora este coso,extender
de tal manera que se obtenga cclonias aisladas -

(Siembra por agotamiento),

b.- Incubar las cajas del medio de’XLD; las caracteris
ticas de las colonias aisladas son colonias rojas-

con centro negro,

IDENTIFICACION DE BALMONELLAS

Para la identificacién de salmonellas hay dos etapas:
1.- Estudio de las caracteristicas bioquimicas de las-
colonias sospechosas de salmonella y

2,- Lo serologic o iso-inmunizacién,

1.- ESTUDIO DE LAS CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS COLO-
NIAS SOSPECHOSAS DE SALMONELLA

h R | MATERIALES Y APARATOS
a.- Aguja de inoculacidn recta
b.- Mechero de Bunsen

c.- Marcadores para rotular
do= Incubadora a 372C

) B MEDIOS BIOQUIMICOS
a,.- Agar Hierro Triple Azlcar (TSI)
b.- Agar Hierro Lisina (LIA)
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c.= . Agaricitrate

d.- Agar Urea

e.- Agua de triptona
f.- Medio SIM

g.- Caldo de Malonato

Jad TECNICA
a.- Tomar con una aguja de inoculaciédn estéril una co-
lonia tipica que se considere sospechosa y se siem
bra en los diferentes medios bioquimicos a tubos -

de agar inclinados,caldos y tubos con agar sin in-

clinar para hacer cultivos profundos,

% b.- Incubar los tubos a 372C durante 24 horas,

MANERA DE SEMBRAR EN LOS DIFERENTES MEDIOS BIOQUIMICOS

FORMA DE SIEMBRA MEDIO DE CULTIVO

Tubo inclinado con estria y
picadura TSI (agar)

Tubo inclinado por estria vy

picadura LIA (agar)

Tubo sin inclinar por pica-

dura profunda SIM (agar)
Introducir el asa y observar AGUA DE TRIPTONA(TW)
que la colonia quede en el - CALDO MALONATO

medio de cultivo

Por estria CITRATO (agar)
UREA (agar)

REACCIONES BE LOS CULTIVOS BIOQUIMICOS

(Si es salmonella seproduce los siguientes cambios en los di-
1 ferentes medios)

MEDIO CAMBIO DE FONDO PENDIENTE SH,
COLOR

TSI A NC SALC Ptvo

LIA ALC ALC Ptvo

SIM Ptve

UREA NC

CITRATO NC é Azul Azul

MALONATO NC

Agua de Triptona= Negativa a la prueba de Ilndol
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DE DONDE:
A = Acido (amarille)
ALC = Alcalino (rojo)
Ptvo = Positivo,negro
NC = Sin cambio de color del medio

PRUEBA SEROLOGICA

MATERIALES Y APARATOS
a.- Portaobjeto

b.- Asa de platino
c.- Pipeta pasteur

d.- Cl% en solucidn acuvosa al 0,85%

e.~ Mechero de Bunsen i
f.- Gasao BIBLIOTECA

MEDIO UTILIZADO
a.~ Agar infusién cerebro-corazén (BHI)

TECNICA

a.- Teniendo las reacciones caracteristicas en los dis-
tintos medios bioquimicos para salmonella presunti-
va,del TSI se inocula con una asa recta en frascos-
conteniendo agar de BHI en forma inclinada,es decir

la siembra se la hace en forma de estria.
b.- Se deja al medio ambiente durante dos dias.

c.- Transcurrido este tiempo procedemos hacer la prueba
serolégica propiamente dicha,

d.~ Colocar una gota de solucién salina al 0,85% en los
extremos de un portacbjeto desgrasado,

e.-~ Del agar BHI se toma una cantidad minima del creci-
miento bacteriano y hacemos una suspensién a cada -
una de las gotas,que estdn en el portacbjeto desgra
sado,
Agregar una gota de antisvero "H" a una de las sus-
pensiones, homogenizar con una asa redonda de plati-
no. Se hace movimientos de vaivén por 30 segundos,
una prueba positiva para salmonella es la aglutina-

cién de la suspensidn al cabo de ese tiempo,

f.- De la misma forma se hace conel antisuvero "O"

g:~ Se compara las dos suspensiones,
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Elfundamento de la prueba serolégica de salmonellas implica -

la mezcla Intima de una suspensién del organismo (el antfgeno)
con el inmuno suero del anticuerpo, Si el svero contiene a-
glutininas por la presencia del antigeno en el organismo, se da
réluna rédpida y completa deformacién (aglutinaciédn del organis

mo). Esto se conoce como una reaccién homéloga.

La reaccién homéloga se caracteriza por la rapidez y avidez de
la misma.

PRUEBA DIFERENCIAL PARA CONFIRMAR LA PRESENCIA DE
SALMONELLA TYPHI

Una prueba adicional que se realiza para la confirmacién de sal
monella y shigella de otra especie como el Citrobacter que po-
see parecida reaccién bioquimica con la de los microorganismos
del grupo salmonella es la prueba diferencial. La diferencia-
cién se lleva a cabo en el medio de ONPG. El microorganismo -
Salmonella crece dando una coloracién amarilla y el Citrobac -

ter permanece incoloro,

La reaccién de ONPG se realiza de la siguiente manera:

REACTIVO
1.~ Solucién de 1M de fosfato mono-sédico pH7
P 6,H,Na (H20) 6 gr
Agua destilada 45 ml
NaOH  30% 3 ml (ajustar pH)
Agua destilada csp 50 ml

Mantener en refrigeracién

2,- A los 15 ml de lo solucidén 2 afiadir 5 ml de la solucién 1

% Pdara su uso se calienta a 37%2C.,

PRUEBA DIFERENCIAL: SALMONELLA-CITROBACTER
T.- MATERIALES Y APARATOS

a.- Pipetas graduadas a 0,1 ml

b.- Frascos de McCartney

c.- Incubadora a 372C

d.- Bafioc de Maria

e.- Solucidén salina al 0,85% estéril
f.- Tolueno

g.- Reactivo de ONPG
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2.- TECNICA

a,- Teniendo la reaccidén caracteristica en TSI hacer una
suspensién espesa con una asada en 0,2 ml de solucién
salina 0,85% estéril,

b.- AfRadir II gotas de tolueno y agite (liberar la enzi-
ma) .

c.- Dejar reposar a 372C por 15 minutos

d.- Agregor 0,2 ml de reactivo ONPG

e.- Incubar en Bafio de Maria a 379C

f.- Leer después de una hora, dos horas,24 horas

g.~- Reaccién positivo = Coloracién amarillo estable,

TABLA D TOLERANCIA PARA SALMONELLA

Nimero de muestras tomadas =5
Cantidad de muestras toleradas = 0
Limite minimo y méximo por g

de muestra =0

Esta tabla nos indica que basta la presencia de salmonellas pa
ra que se reporte rechozado el lote o no apto para el consumo-
animal, por cuanto esta prueba no es cuantitativa sino més bien

se la hace desde el punto de vista cualitativo.

El lote rechazado se somete a un remuestreo por lo que la empre
sa productora de dicho producto tiene la obligacién de mantener
en custodia el lote analizado,

En caso de salir nuevamente el examen microbiolégice positivo-
para salmonella tifica, en el remuestreo; el lote es inmediata

mente incinerado,
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PREPARACION DE LOS MEDIOS D: CULTIVO

AGUA DE PEPTONA BUFFERADA

Férmula gr por litro
Peptona 10,0
Cloruro de sodio 5.0
Fosfato disédico 3,0
Fosfato monopétasico X, D
Instrucciones

Se afiaden 20 gr de polvo a un litro de agua destilada. Se mez
cla bien y se distribuye en los recipientes definitivos,se este

riliza en el autoclave a 1212C por 15 minbtos,

CALDO DE SELENITO-CISTINA

Férmula gr por litro
Triptona 5,0

Lactosa 4,0

Fosfato de sodio mono-

hidregenado 10,0

Selenito 4cido de sodio 4,0

l-cystina 0,01
Instrucciones

Para rehidratar el medio se suspenden 23 gr en un litro de agua
destiloda y se calienta hasta ebullicién, Se distribuye en tu-
bos estériles para dar al medio una profundidad minima de 60 mm
Se debe evitar el calentamiento de un modo excesive, No necesi

ta esterilizacidn,

CALDO DE TETRATIONATO DE MULLER-KAUFMAN

Férmula ' gr por litro
Triptona 70
Peptona de soja 25,3
Cloruro de sodio 25,8
Carbonato de calcio LI
Thiosulfato de sodio 40,0

Bilis de buey 4,75
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Instrucciones

Se suspenden 83 gr en un litro de agua destilada y se calienta
hasta que hierva, Se enfria por debajo de 45°C y se afiaden in
mediatamente antes de su esterilizacién 20 ml de una solucidn-
de yodo y 2 ml de solucién Verde brillante al 0,5%. Se mezcla

bien y se vierte en tubos estériles (10 ml por tubo)

SOLUCION DE YODO

Yodo 20 g
Yoduro de Potasio 25 g
Agua destilada 100 ml
BIBLIOTECA
Preparacién

Se disvelven el yoduro de potasic en 5 ml de agua destilada .
Se afiade el yodo y la solucién se calienta suvavemente hasta -
disolverlo completamente. Se completa con agua destilada has
ta un volimen de 100 ml.

SOLUCION DE VERDE BRILLANTE

Verde Brillante 0,59
Agua destilada 100,0 ml
Preparacién

Se afiade verde brillante al agua destilada y se agita hasta di
solver el colorante, Se calienta la solucéf a 100 °C durante-
30 minutos y se agita de vez en cuando hasta disolucién comple
ta. Se almacena en frascos de vidrio pardo y preservado de la

1oz

AGAR XILOSA LISINA DESOXICOLATO (XLD)

Férmula gr por litro
Extracto de levadura en

polve 3,0
Clorhidrato de L-Lisina 5,0
Xilosa Sy 1D
Lactosa oD
Desoxicolato de sodio hie D
Thiosulfato de sodio 5,0
C1Na 1,0
Citroto férrico aménico 6,8
Rojo de fenol 0,08

Agar 12,9
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Instrucciones

Se suspenden 53 gr en un litro de agua destilada, se calienta
con agitacién frecuente hasta ocve el medie hierva,

No se debe sobrecalentar ni autoclavar., Se transfiere inmedia
tamente a un bafio a 502C, Tan pronto como se haya enfriado -
el medic se vierte en placas, el pH del medio serd 7,4 aproxi-

mado,

AGAR HIERRO TRES AZUCARES (TSI)

Férmula gr por litro
Lab-Lenco en polvo 3,0
Extracto de levadura 3,0
Peptona 20,0
Lactosa 9,0
Sacarosa 10,0
Dextrosa ;0
Citrato férrico 0,3
Thiosulfato de sodio 0,3
Rojo de fenol 0,023
Agar 12,0
Instrucciones

Se suspenden 65 gr en un litro de agua destilada y se hierve -
hasta disolver el medio por completo. Se mezcla bien y se dig
tribuye 8 ml en tubos., Se esteriliza a 121 °C por 15 minutes,
Se deja solidificar el medio en posicién inclinada para formar

un fondo con pendiente,

AGAR DE HIERRO LISINA (LIA)

Férmula gr pexr litro
Peptona bacterioldgica L
Extracto de levadura 3,0
Dextrosa | e
L-lisina 10,0
Citrato férrico aménico 0,5
Thiosulfato de sodio 0,04
Pérpura de bromocresol 0,02

Agar 14,5
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Se suspenden 34 gr en un litro
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de agua destilada y se hierve h

hasta disolver el medio por completo, Se distribuye en tubos

de 8 a 10 ml de medio y se esteriliza en el autoclave a 121°C-

por 15 minutos. Los tubos se enfrian en posicién inclinada pa

ra formar pendiente con fondo profundo.

SIM MEDIO

Férmula

Triptona

Peptona P

Sulfato ferroso de amonio
Thiosulfato de sodio

Agar N2 1

Instrucciones

Se suspenden 30 gr en un litro

gr por litro
20,0
A
8,2
0,2
gD

de agua destilada y se hierve -

hasta disolver el medio por completo. Se distribuye en reci -

pientes definitivos y se esteriliza a 1212C por 15 minutos.

AGAR CITRATO DE SIMONS
Férmula

Sulfato de Mg

Fosfato de amonio dihidrico
Fosfato aménico de sodio
Citrato de sodio tribdsico
Cloruro de sodio

Azul de Bromotimol

Instrucciones

Se suspenden 23 gr de polvo en
hierve hasta disolver el medio
1212C por 15 minutos,

CALDO DE MALONATO

Férmula

Sulfato de amonio
Fosfato dipotésico

Fosfato monopotédsico
ClNa

gr por litro

0,2
0,2
0,8
2,0
5,0
15,0

un litro de agua destilada y se
por completo, Se esteriliza a-

gr por litro

2,0
0,6
0,4
2,0
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Malonato de sodio 3,0
Azul de Lactobromotimol 0,025
Instrucciones

Rehidrate el medio disolviendo en 1000 ml de agua destilada, -
Esterilizar a 1212C por 15 minutos,

UREA AGAR BASE

Férmula gr por litro

Peptona 1,0

Dextrosa 1,0

Cloruro de sodio 5,0

Fosfato bisddico P

Fosfato de potasio 0,8

Rojo de fenol 0,012

Agar 15,0 BIBLIOTECA
Instrucciones

Se suspenden 2,4 gr en 95 ml de agua destilada y se hierve -
hasta disolver el medio por ¢ mpleto. Se esteriliza en el au-
toclave a 1159C por 20 minutos. Se enffid hasta 50°C y se in-
troducen asépticamente 5 ml de una solucién de (rea estéril al
40%. Se mezcla bien,se distribuye en cantidades de 10 ml en -
reciepientes estériles y se deja que se solidifique en posicién

inclinada,

UREA AL 40%

Esta solucién esterilizada por filtracién es particularmente 0-
til puesto que la solucién de Grea no puede ser esterilizada -
por la aplicacién delcalor, Se disponen -en ampollas de 0,5ml

y de 5 ml de la casa comercial,

AGAR INFUSION CEREBRC -CORAZON

Férmula gr por litro
Infusidn de cerebro de terne- 12,5

ra en forma sélida

Peptona proteosa 5,9
Cloruro de sodio 10,0
Dextrosa T
Fosfato disédico 2.0
Agar N2 1 20
Infusidén de corazdn de vaca 10,0

en forma sélida
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Instrucciones

Se suspenden 47 gr en un litro de agua destilada y sd hierve-
hasta disolver el medio por ¢ mpleto. Se distribuy en tubos o

frascos y se esterilizo a 121°2C por 15 minutos.,



CAPITULO II

ASPECTOS GENERALES DE LA EMPRESA

-GENERALIDADES

-TAMARNO

-MERCADO

-BREVE ANALISIS ECONOMICO
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ASPECTOS GENERALES DE LA EMPRESA

GENERALIDADES

El Instituto Nacional de Pesca es una entidad adscrita al Mi-
nisterio de Recursoso Naturales y Energéticos,siendo de su -
competencio la investigacidn de la pesca marina, fluvial y la
custre y de sus actividades convexas; estudio y evaluacién de
los recursos pesqueros del pafs en procura de su éptimo apro-
vechamiento, preparacién técnica de los recursos humanos que=-
intervienen directomente en la explotacién de los mismos; de-
sarrollo de nuevas tecnologias tendientes a diversificar la r
produccidn pesquera y proporcionar asistencia técnica a Orga-

nismos Estatales y privados.

El INP del Ecuador fundado en 1960 ha centrade su labor duran_
te 23 afios especialmente en describir la actividad pesquera -
realizado en el pafs y en trabajos de investigacién, efectua-
dos casi exclusivamente por extranjeros durante los primeros-

afios del Instituto,

EL INP en salvaguarda del prestigio de la calidad de los pro-
ductos bicacuéticos que el Ecuador exporta mantiene un siste-
ma de control adecu do, a través delos laboratorios de Micro-
biologia,Quimica y Control de Calidad con su personal especia

lizado ,

El certificado de calidad de los productos pesqueros emitidos

por el INP, se basa en las regulaciones del INEN.,

El INP es la Institucién responsable de lao emisién del certi-
cado de Calidad e Ictiosanitarios, sin la cual las exportacio
nes de productos pesqueros que son sometidos a los andlisis -
de Control antes de ser exportados son los siguientes:

- pescado fresco congelado

- camardn fresco y congelado

- pescado enlatado

- harina de pescado

- buche de pescado

- langosta,calamar,ostién vy

- Productos pesqueros no convencionales realizados
por la Planta Piloto,
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El INP, para el cumplimiento de sus objetivos y funciones, esté
integrada por los siguientes niveles administrativos:

a.- Ejecutivo

b.- Asesor

c.- Auxiliar de servicios y

d.- Operativo

El nivel operativo es aquel que cumple directamente con los ob
jetivos y finalidades del INP,ejecuta los programas de trabajo-
técnico y las politicas impartidas por el nivel Ejecutivo, est-

t& conformado por las siguientes unidades:

l.,- Departamento de Investigoacién Bésica
2,- Departamento de Tecnologia Extractiva
3.- Departamento de Recursos Pesqueros

4.,- Departamento de Productos Pesqueros,

El departamento de Productos pesqueros estd dividido en seccio
nes entre las que est’” Quimica, Control de Calidad, Microbio-

logfia e Investigacién de Productos Pesqueros,

La seccidn de microbiologia tiene las funciones de:

a.- Extender certificados de calidad,luego de los anélisis-
correspondientes

b.- Mantener actualiza /s las técnicas de andlisis microhig
1l8gicas,de acuverdo con los requerimientos nacionales o-

internacionales de comercializacidén .

Co- Sugerir criterios técnicos y asesorar a los sectores in
dustrial y artesanal en lo comcerniente al control de -
calidad microbiolégica en las distintos fases de la ac-

tividad pesquera.

d.- - Coordinar con el Departamento Administrative y financie
ro para el cobro correspondiente de andlisis realizados

y extensién de certificados de calidad que produce.
MERCADO

El estudio de mercado presente en este informe estd hecho en ba
se al laboratorio de Microbiologia perteneciente al Departamen
to de Productos Pesqueros,
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El mercado de esta seccidn estd dirigido a aquellas empresas -
dedicadas a la elaboracidn de productos pesqueros como a aque-

llas empresas dedicadas a:

- La exportacién del recurso pesquero que actualmente ha entra
do a un gran apogeo econdémico para el pafs generando divisas

para el mismo, este recurso es el camardn,
- La produccién de harina de pescado

Ademés cabe indicar que como Seccidn investigadora tiene la o-
bligacién de prestar servicios para el control microbiolégico-

de productos que estén en proceso de investigacién y desarrollo,

TAMARNO

La capacidad real que posee este laboratorio para realizar los

correspondientes andlisis estd basado en la capacidad de sus -

equipos y el tiempo de cada uno de ellos que exigen para seguir
paso a paso la rutina diaria,

Por lo tanto el laboratorio de Microbiologfa presta semanalmen
te sus servicios a 8 empresas empacadoras de camarén y se ana-
lizan de 25-30 muestras de harina de pescado como resultade -

promedio del total que llegan semanalmente.

A toda empresa empacadora se realiza los anflisis microbiolégi
cos pertinentes cada 3 meses y las empresas harineras llevan -
semanalmente las muestras de acuerdo a la prodUCC16n que hayan
tenido ,

Cada muestra de harina llega con una carta en donde debe cons-
tar el ndmero de lote, cédigo, fecha de produccidn y total de -

kilos que se han procesado.

Segln lo expuesto anteriormente este labotatorio realiza anéli
sis a 8 empresas de las cuales de cada una se toman 5 muestras
lo que nos d& un total de 40 muestras, resultando un ndmeroc de
240 andlisis, adicionando los 25-30 andlisis de salmonella en-
harina de pescado son un total de *270 andlisis semanales,* -
¥1080 andlisis mensualmente y *12,900 anélisis anuvalmente.

El laboratorio de Microbiologia tiene una érea de construccién
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de 77 m2, los cuales estdn distribuidos en:

- Recepcidén de muestra

- Limpieza de materiales

- Preparacién de medios y reactivos
- Pesado de muestra

- Zona estéril para el cultivo de los microorganismos.

Estas pequefias subdivisiones estdn detalladas posteriormente -
en el diagrama del Departame to de Microbiologia.

* Son c@lculos, atendiendo al ndmero de empresas que solici-

tan los servicios de esta seccién.
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ASPECTO FINANCIERO

El Instituto Nacional de Pesca es una entidad al servicio p0-

blico, cuyos recursos estdn constituidos por:

- Las asignaciones constantes del presupuesto general del Es
tado.

- El producto de los trabajos para las empresas particulares-

que efectla el Instituto,

- El producto de la venta de sus publicaciones,

- Los empéstitos internos o externos que contare el producto-
de la venta de los recursos del mar y de sus aguas interio-
res capturado durante operaciones de pesca experimental y/o
exploratoria, asi como el que se obtuviere por cultivos de

especies bioccudticas,

- Valores,asignaciones,porcentajes y més valores que por ley

se le otorgue,

Segln los puntos anteriores nos podemos dar cuenta que es una-
Institucidén auspicinda por el gobierno y que recibe aportacio-
de las funciones que realiza, es decir, por andlisis realizad-
dos a productos pesqueros de diferentes empresas, elaboracién-
e investigacidn de productos nuevos y a publicaciones de bole-

tines y revistas informativas.

En cuayto a investigacién y elaboracién de productos se los rea
liza en la planta piloto de dicho Instituto.

A continuacién se expone un pequefio andlisis econdmico de la -
Seccidn de Microbiologia.

B2 IOTECA
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BREVE ANALISIS ECONOMICO DEL LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA

TERRENO Y CONSTRUCCIONES

DENOMINACICN CANTIDAD VALOR TOTAL
g
(m©) 5/
Terreno A 77 .000
Paredes ) v 1'170.,000
Piso 77 77 .000
Tumbado 77 77 .000
Mesones 55,000
Suman 1'456,000

MAQUINARIA,EQUIPOS Y ACCESORIOS

DENOMINACION CANTIDAD VALOR TOTAL
i

Autoclave 1 900.000
Incubador a 3729C -, 448,000
Incubador a 252C 1 441,000
Incubador a 43%2C ] 150,000
_ Incubador a 379C 1 150,000
! Stomacher 1 120,000
Contador de Quebec 1 100,000
Esterilizador(horno) 1 180,000
Bafioc de Maria 1 80,000
Estufa a 652C 1 75.000
Cémara de flujo laminar 1 250,000
Agitadores y calentadores 3 75,000
Bomba de vacio 1 26,475
Acondicionadorde aire 2 360,000
Mechero de Bunsen 1 2.250
Mechero de alcohol 1 850
i Refrigerador 1 180,000
1 200,000

pH=-metro

Suman 3'/38.575




MATERIALES DIRECTOS

DENOMINACION CANTIDAD COSTO MENSUAL
i
Fundas plésticas 2500 9,000
Tubos de ensayo(150x16) 1800 32,400
Tubos de ensayo(150x18) 400 7920
Tubos Durhan 800 40,000
Pipetas Pasteur Cajas con 100u/ 2,800
Pipetas: 1 ml e 2,500
2 ml 10 5,500
5 ml 120 49,200
10 ml 120 49,200
Beakers de acero inoxi-
dable de: 5000 ml 5 15,500
Beakers : 5000 ml 2 5,800
1200 ml 2 4,585
600 ml 6 24130
Probetas: 1000 ml 1 Red 90
500 ml 1 1.900
250 ml 2 2,500
25 ml 1 950
Botellas: 500 ml 100 6,500
300 ml 100 3.700
Espdtulas 6 2,880
Agitadores de vidrio
y magnéticos 13 6.500
Recipientes plésticos
para agua destilada 3 HZQ;QQQ_
Suman 278115
MATERIALES INDIRECTOS
DENOMINACION CANTIDAD COSTO MENSUAL
i
Reloj alarma 1 5.600
Guantes de asbesto 2 pares 15,000
Algodén 1 paquete 780
(12 unidades)
Canastillas 12 11,000
Marcadores 5 1,000

Continla

F i
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DENOMINACION CANTIDAD VALOR MENSUAL
S/
Lavador de pipetas 1 6,600
Pisceta pléstica 2 1,800
Detergente Funda de 2 kilos 560
Termémetros 4 4,800
Suman 47 .140

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

DENOMINACION CANTIDAD VALOR TOTAL
(Frascos) S/
Agar de Baird-Parker 500 g 8.000
Agar XLD 500 g 7.908
Agar Nutritive 500 g 7.260
Agar para recuento 500 ¢ 6.096
de placas
Agar Verde Brillante 500 ¢ 7,765
Agar TSI 500 ¢ 5.220
Agar Hierro Lisina 500 g¢ 5.040
Agar Urea 500 ¢ 5,700
Agua de peptona buferada 500 g 4.200
Agua de peptona 500 ¢ 3.000
Agua de triptona 500 ¢ 2,500
Caldo de tetrationato 500 ¢ 4,800
Caldo Selenito-Cistina 500 ¢ 5,098
Calde Lauryl Sulfato 500 g 4,080
Caldo Bilis Verde Brillante500 g 5.520
al 2%
Reactivo de Kovacs 100 ml 2,500
Plasma de conejo ng%iuito de 4,500
Cloruro de sodio 5 kg 5,160
94,347
Suman

* Los costos que se exponen en este andlisis son aproximados
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MANO DE OBRA DIRECTA

Ne DENOMINACION

1 Jefe de la Seccién

2 Analista

1 Analista para preparar medios,

MANO DE OBRA INDIRECTA

N2 DENOMINACION

1 Lavador de materiales
1 Tomador de muestra

1 Conserje

COSTO DE ANALISIS

ANALISIS MICROBIOLOGICOS PARA CAMARON

DENOMINACION COSTO UNITARIO
s/
Salmonella 500,00
Coliformes 650,00
Stafylococcus Aureus 900,00
Contaje a 25°C 600,00
Pseudomonas 350,00
Hongos 600,00
Suman 3600, 00

(Producto terminado en cdémara,cada tres meses aproximadamente)

ANALISIS MICROBIOLOGICO PARA HARINA DE PESCADO

DENOMINACION COSTO UNITARIO

S/
Salmonella 245000
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- CONCLUSIONES Y
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CONCLUSIONES

La realizacién de estas prdcticas profesionales durante -
los seis meses en'la Seccidn de Microbiologia del Instity

to Nacional de Pesca me permiten concluir lo siguiente:

- Han sido muy beneficicsas puesto que me permitieron a-

sumir responsabilidades como una analista mds.

- Fueron muy significativas ya que me han ayudado a dilu-
sidar con mds acierto y reafirmar mis conocimientos teé

ricos en el drea de Microbiologia de los Alimentos,

- Conocer la metodologia de trabajo rutinaria que dfa a -
dio se préctica en la Seccién de Microbiologia del INP,

para realizar exdmenes microbiolégicos,

- Los métodos microbiolégicos empleados en este laborato-
rio son sencillos,répidos y de fdcil aplicacidn en otro s

alimentos.

- El laboratorio cuenta con un medio ambiente estéril bue
no que gle permite realizar cultivos de M.0 altamente -

patdgenos.,

- El laboratorio microbiolégico cumple con las funciones-
asignadas como el de analizar,extender los certificados
de aprobacidn o rechazo luego de los andlisis y reali-

za investigociones a personas que requieran su servicio,

- El laboratorio no cuenta con el materiol bactericida y-
desinfectante que el analista necesita para desinfectas
se las manos después de realizar los exémenes microbiold

gicos.
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RECOMENDACIONES

Después de la permanencia en esta seccién,he podido obser-
var ciertas irreguleridades que considero convenientemente

resaltar:

Se debe desinfectar repetidamente las manos antes y des
pués de cada anflisis para evitar contaminaciones en el

laboratorio,

Es importante anotar que a los equipos de este laborato
rio se le debe dar el mantenimiento adecuado por lo me-
nos cada 6 meses ya que en el transcursc de mi estadia-

no lo observé.

Se debe limpiar los mesones, flujo laminar, el congela-
dor donde se colocan las muestras antes de iniciaor el t

trabajo de rutina,.

Hacer la limpieza y la purga correspondiente al autocla

ve después de su:c uso,ya que no se lo hace,

Recomendaria a los estudiantes de Tecnologia de alimen-
tos que se interesen por la materia de Microbiologia,ya

que es una asignatura muy apasionante e interesante que

-nos permite ver el grado de contaminacién de los alimen

que a diario nosotros mismos consumimos,
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Cablea: INSNAPES
Teldlonos Conmutador:
401057 - 401776 - 401779
GUAYAQUIL - ECUADOH

Fue analizado el producto: HARINA DE PESCADO
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CON EL SIGUIENTE RESULTADO:
Método I.C.M.S.F.

Investigacién de Salmonellas:

Investigacién de Shigellas:

Otros andlisisg;

APTO PARA EL CONSUMO ANIMAL

OBSERVACIONES:
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