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Guayaguil, Octubre 10 de 1985

Ingeniero

Luis Miranda S&nchez

Coordinador

Escuela de Tecnologfa de Alimentos.
Ciudad,

De mis consideraciones:
Asunto: Presentacifn de Informe.

Ad junto a la presente envio a usted, el Informe de la
préctica profesional, requisito necesario para la obtencidn

del tftulo de TECNOLOGO en ALIMENTCS.

Prdcticas que fueron realizadas en el INSTITUTO NACIONAL
de PESCA, ubicado en las calles Letamendi N2 102 y la Ria, por
un lapso de tiempo de seis meses, entre Abril 1 y Septiembre 30
del presente afio. El &rea de trabajo fue en el Laboratorio de

MICROBIOLOGIA en calidad de analista,

Acompafia a la presente el certificado extendido por la
Instituci8n antes mencionada, como testigo de lo anteriormente
dicho, al mismo tiempo que me pongo a su disposici8n para la

disertaciln de este trabajo.

Atentamente

" LDG/%%GR VALDEZ.
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Mis practicas en el labora-
torio estuvieron dirigidas por el
Dr, Francisco Garcia Rangel, quien
me ayudo a obtener los conocimien
tos en el anfilisis microbiolégico
de los alimentos y sus productos,
a el mis agradecimientos.
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RESUMEN

El Informe siguiente esta dividido en tres capitulos

los cuales son:

Detalle de Tecnologia Desarrollada, que posee en gran
parte los distintos métodos para determinar la cantidad o
presencia de microorganismos en un alimento, ademds los es
tandares permitidos en los productos andlizados, la forma
como deben de prepararse los distintos medios y reactivos
gque se utilizan y los cuidados que deben de tomarse al esta

en un laboratorio de Microbiologia.

Aspecto General de la Empresa, el cual comprende una
breve infromacién del Instituto Nacional de Pesca, la orga-
nizacién de la entfdad, objetivos y finalidad para la que
fue creado, la capacidad del laboratorio donde realicé mis
précticas, los equipos que el.posee, los costos, tanto de

equipos, aparatos, materiales, medios, reactivos y anflisis,

La filtima parte del Informe contiene las conclusiones
y recomendaciones a las éue he llegado al finalizar mis préc_
ticas, tanto en el aspecto de las nuevas técnicas aprendidas
como en el de la carrera, finalizando luego con la Bibliogra_
fia que se recomienda utilizar para ampliar la informacién

que hay aqui.

BIBLIOTECA
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INTRODUCCION

El Informe siguiente contiene gran parte de los cong_
cimientos adquiridos durante estos seis meses, al realizar
las précticas profesionales en el Instituto Nacional de Pesg
ca, domiciliado en la ciudgd de Guayaquil en las calles
Letamendi N2 102 y la Ria. Entidad de derecho pfiblico, ads

crita al Ministerio de Recursos Naturales y Energéticos.

El Instituto Nacional de Pesca tiene como objetivoss

1= Realizar la investigacidn cientifica y tecnologica

de los recursoé bioacuéticos.
2- Prestar aistencia cientifica y €&cnica.

E1l Instituto Nacional de Pesca formado por distintos
departamentos, de los cuales estf el de Productos Pesqueros,
sud=dividfdo en secciones, entre las cuales esta el de Micro_
biologfa el que realiza funciones de: anflizar, extender cer_
tificados luego de los andlisis correspondiente y realizar

investigaciones.

En el laboratorio de Microbiologia realize labores co_

mo analista, aprendiendo las técnicas que se deben seguir pa

ra determinar la calidad microbiolfgica de los productos ali_
menticios marinos, y principalmente a la harina de pescado ¥
al camar8n congelado, tecnicas tales como:

a.- Determinacibn de Salmonella

b.- Contaje de microorganismos viables.

¢.=- Enumeracifn de Stafilococcus.

d.~ Enumeracién de coliformes total y fecal.




DETALLE DE TECNOLOGIA DESARROLLADA
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CULTIVO DE MICROORGANISMOS.

El cultivo de microorganismos en el laboratorio inwolucra
muchos factores. Es necesario tener un amplio surtido de medios
de cultivo que deben contener las sustancias quimicas precisas y
la correcta concentracidn de hidrogeniones gque los microorga-
nismos precisan para su crecimiento y reproduccidn. Los requeri_
mientos de temperatura, oxigeno y humedad deben obtenerse cuida-
dosamente. Algunos organismos son capaces de crecer fé&cilmente
en un medio simple que no cumpla con rigor las condiciones habi_ ‘
tualmente requeridas, pero otros son mls exigentes y necesitan ‘
factores adicionales de crecimiénto y condiciones bptimas. Actu_ \
almente muchos laboratorios preparan sus medios de cultivo con
productos secos o0 deshidratados, que pueden obtenerse de firmas
comerciales. Estos productos dan resultados excelentes y son muy
empleados. A pesar de ello un técnico debe conocer ls preparaci_

8n de los medios y el empleo de determinados reactivos.

En el caso de bacterias pat8genas la energia deriva de la
desintegracibdn oxidativo de proteinas e hidratos de carbono. Los
productos de hidrélisis de estas sustancias, esto es, aminolci-
dos, alcoholes, etc., logrados por los sistemas enziﬁéticos del
organismo, se utilizan en la sintisis de un nuevo protoplasma -

por la célula.

Los materiales utilizados en la preparacidén de los medios
de cultivo esté&n, generalmente, en la forma que mis perfectamente
asimila la bacteria. Por ejemplo, la fuente de nitrbgeno es in-

variablemente la peptona, que se obtiene por digestidn p8&ptica -



de proteinas, y consiste en una mezcla de proteasas, polipeptidecs
y aminodcidos. Bs ficilmente soluble y se incorpora bien por los
medios de cultivo. E1 carbono se obtiene mediante una degradaci_

6n enzimldtica 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 filtimos también actfian como catalizadores para muchos
enzimas., El1 potasio ha demostrado que tiene un papel en la glu-
colisis, el de los iomes de calcio es esencial en ciertas reacci_

ones enzimidticas.

Las bacterias mds exigentes pueden necesitar factores de

crecimiento adicionales, por ejemplo, el Haemophilus influenzae

precisa dos factores, ambos presentes en la sangre: el factor V

y el factor X.

BIBLIOTECA




DETERMINACION DE SALMONELLA

T & Introduccidbn.

Salmonella.- E1 grupo salmonella est& constituido por mi_
croorganismos mdOviles, Gram-negativos que no fermentan la lacto_
sa y que estén estrechamente relacionados antigénicamente, fer-
mentan la glucosa y el manitol, la mayoria con produccién de gas
Son bacterias patbgenas para el hombre y habitualmente aisladas
en las heces, orina o sangre y ocasionalmente del pus. Las varie_
dades del tipo salmonella son responsables de las fiebres intes-
tinales, intoxicacidn alimenticias y scpticemia e invariablemente
de cualquier infeccién causada por microorganismos que entran en

el cuerpo por via oral.

Las salmonellas se clasifican mediante las pruebas de aglu_

tinacién con suero absobido en:

S. typhi., es el organismo causante de la fiebre tifoidea.
Es uno de los pocos salmonellas que jamés producen gas en los

azficares con agua de peptona. Es un organismo monofdsico mdvil.

S. typhimuriun. es el salmonella més frecuente causante de

intoxicacién alimenticias. Es un patdgeno natural de las ratas y

el ratén. Es un organismo mbévil difédsico.

2.A Fundamento.

Los métodos para el aislamiento e identificacién de salmo_
nella en los alimentos, pueden considerarse divididos en cinco

etapas sucesivas.



2.A.1 Pre-enriquecimiencto (enriquecimiento no selectivo)

2.A.2 Enriquecimiento selectivo.

2.A.3 Siembra en placa de medios sbélidos selectivos y di_
ferenciales.

2L Estudio de las caracteristicas bioquimicas de las

colonias sospechosas, en los medios adecuados.
2.A.5 Andlisis antigénico, empleo del antisuero poliva-
lente O y H.

Sk Material y Aparatos.

a, Homogenizador mecénico (Stomacher)
Fundas estériles de pléstico

G Balanza andlitica sensible al @,1 g.

& Esp&tula y mechero.

e, Estufa a 37 y 4300.

: gt Bafio de agua circulante a 4300.

E. Placas de petri (vidrio o plésticas), estéril.
k. Autoclave,

s Tubos de ensayo.

j. Pipetas graduadas, estériles.

k. Asas de inoculacidn.

1., Medios de cultivo (lfquidos o sblidos.).

L .A Procedimiento.

T | Diagrama del afhflisis.

Simbolos del diagrama.

BPW = Agua de peptona bufferada.

SEL = Caldo selenito cistina

TET = Caldo base de tetrationato.

BGA = Agar verde brillante.

XKLD = Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato.



TSI = Agar hierro triple azficar.

LIA = Agar hierro 1lisina.
UR = Caldo de Urea.
B/M = Bafio marig.
Muestra 25 &,
BPW 270 ml.
# Stomacher 2 minutos.
107"

1 ml' a c./‘l.l.

10 ml. Tovml.,
SEL TET

Incubar u5°c AZasa Incubar QBOC % 2h k. |
X 24h, B/M
l Azada l Incube 37°C x 24 b,
| H\ r @ g\
D8 NTC EIA UB TSI LI,

l Incube a 37° x 24 h.

Serologfa



Serologia

0 H

¢

Sol. ClNa 0,85 %.

Bac%fria
Frotis - Mezclar -

Una gota de suero aglutimante de Salmonella (polivalente 0)

Mezcle observe
(floculo)

Idéntico para polivalente H,

hohA,2 Té&cnica.

h.A.2.1 RPre-enriquecimiento.

a.- Pesar 25 g. (en ambiente aséptico) de muestra
previamente homogenizada, y con una espltula o pinza fla--

meada se introduce en la funda estéril.

Do Mezcle los 25 g. de muestra con 225 ml., de BPW
(Agua de peptona buferada). Si la muestra no es soluble en
el medio de enriquecimiento previo, pdngalo en el Stomacher

por dos minutos.

C.=- Incube el medio de enriquecimiento previo (a=-

agua de peptona bufferada) durante 18 - 24 horas a 3700.

hoaA.2.2 Enriquecimiento selectivo.

a,- Del medio (BPW) despues de la incubacibdn se

toma 1 ml. con una pipeta graduada estéril y se inocula en



tubo que contenga 10 ml. de caldo selenito cistina. Incube_

en un bafio de agua regulable a QBOC. durante 24 horas.

B Hacer los mismo que se indica en 4.A.2.2,a.
pero en esta ocasi6én el tubo debe contener caldo de tetrati

onato e incube en 18 estufa a 4500. durante 24 horas,

hA.2.5 Siembras en placas en medios de agar selectivo,
8.- Pasar un azada de cada uno de los medios de en_

riquecimiento sélectivo a la superficie de una placa de ca—
da uno de los medios de agar selectivo sefialados a continua
cién y extender de tal manera que se obtengan colonias aislh

das (siembra por agotamiento).

b,- Incubar las placas en posicién invertida; a 3?3

€. durante 24 horas e interpretar las placas del medio de

BGA y XLD segun las indicaciones sefialadas a continuacidn

Las colonias de salmonella en Agar verde brillante se

presentan de color rojas rodeadas de un halo brillante.

En Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato (XLD) las salmone_

llas se presentan en forma de colonias rojas con el centro

_negro.
L.A2.4 Estudio de las caracteristicas bioquifhicas de
las colonias sospechosas (presuntivas)
2.~ Tomar con un aguja de inoculacidbn estéril una

de las colonias de cada tipo que se consideran sospechosas,



del agar XLD o BGA, se pasan (las colonias) al agar hierro

tres azécarés (TSi) y al agar hierro lisina (LIA) en tubos
inclinados. Inocule los medios mediante siembra en estrias
y a continuacién, pér picadura en la columna del agar, ino=-
cule primero un medfo, sin flamear tome de la misma forma -
descrita anteriormente, inocule el otro medio, luego tome -

més muestra de la colonia e introduzca en el caldo de urea,

b.~ Incubar los tubos en caso de ser S, typhi o S.

typhimuriun, muestran en agar de TSI las reacciones siguien

tes.
Fondo Pendiente SE2
S« typhi A NE o ALC
S. typhimuriun AG NC o ALC
A = &cido (amarillo)
AG = &cido (amarillo) y formacién de gas.
NC = s8in cambio
ALC = alcalino (rojo)
+ = negro.

En agar de LIA la reaccibn es la siguiente:

Cultivo Fondo Rendiente SH2
Salmonella Alcalino Alcalino e
Alcalino = purpura.

En el caldo de urea la reaccidn debe de ser negativa,

no debe de cambiar de su color original (amarillo).



beA 2.5 Prueba serologica (anflisis antigénico)

Material y aparatos.

a.- Portaobjetos de widrio

b.- asas de inoculaciédn.

c.- Pipetas bacteriologicas,

d,- ClNa en solucidn acuosa al 0,85 %.

e.~ Antisuero salmonella, polivalente O y H.

f.- Cultivo de la presuntas salmonellas typhi o typhi-

muriun en tubos de agar TSI.

Técnica.

a. Colocar una gota de solucién salina al 0,85% (es_
téril) en los extremos de un porta-objeto limpio, De un tu
bo de agar TSI contenidéndo un cultivo de salmonella, tomar
una cantidad de este cultivo con un asa y hacer una suspend
8n a cada una de las gotas de solucidn salina, Agregar una
gota de antisuero "O" a una de las suspenciones usando un a_

sa, mezcle bien.

Mover el porta-objetos por 15 - 30 segundos, mezcle W
en . Comparar la aparienéiadde las dos suspenciones, una -
ﬁrueha positiva para salmonella se va a ver claramente la a
glutinaciédn en el bermino de un minuto a la gota que se le

agrego el antisuero.
b. Hacer lo mismo utilizando el polivalente "H".

El principio de la identificacidn seroldgica de salmo_
nella, implica la mezcla fntima de una suspencidn del orga_

nismo (el antfgeno) con el inmuno suero (el anticuerpo). Si
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el suero contiene aglutininas por la presencia del antigeno

en el organismo, se dara una rapida ¥y completa deformacidn (

aglutinacidén) del organismo.

6n hombdloga.

Esto se conoce como una reacal

La reaccidén hombfloga se caracteriza por la répidez y

avidez de la misma,

5.A Resultados.

S5.A.1 Tabla de limites de tolerancia.

Microorganismo

N

c

limite x g.

m

M

Salmonella

>

0

0

0

=R S =
i

Se.hi2 Interpretacidn de los resultados.

= Limite mfmimo.

= Iimite méximo.

= Nimera de miestras tomadas.

Cantidad de milestras toleradas entre m y M

El anflisis anterior no es una prueba cuantitativa si no

cualitativa, la simple presencia de salmonella hace que este ali

mento anflizado sea rechazado y se debe de realizar un remuestreo

del atimento contaminado para ser nuevamente investigado., Si sale

positivo luego del remuestreo, este alimento debe de ser destrui_

de (incinerado).



Preparacidén de los medios y reactivos.

Agua de peptona bufferada (BPW).

Férmula en g. por litro,
Peptona 10,0
Cloruro de sodio 5,0
Fosfato disodico G -
Fosfato monopotasico. 145

PH 7,2 (aproximado)

Instrucciones.- Se afiaden 20 gr. a un litro de agua desti-
lada, Se mezcla bien y se distribuye en los recipientes definiti_

vos. Se estériliza en el autoclave a 121°C. durante 15 minutos.

Caldo de Selenito Cistina.

Férmula: en g. por litro.
Triptona 5,0
Lactosa 4,0
Fosfato de sodio monohidrogenado 10,0
Selenito 4cido de sodio 4,0
L-cystina 0,01

PH 7,0 # 0,2

Instrucciones.- Para rehidratar el medio se suspenden 23 g
en un litro de agua destilada y se calienta hasta la ebullicién.
Se distribuye en tubos estéfiles de cultivo para dar al medio una
profundidad de un minimo de 60 mm. Se debe evitar el calentar de

un modo excesi¥o. No se debe estérilizar en el autoclave.

Caldo de tetrationato de Muller-Kaufman.

Férmula : en g. por litro.

Triptona 7,0



Peptona de soja &P

Cloruro de sodio 2,3
Carbonato de calcio 25,0
Thiosulfato de sodio 40,7
Bilis de buey 4,75

P 7,2 (aproximado)

Instrucciones.~ Se suspenden 82 g. en un litro de agua des_
tilada y se calienta hasta que hierva. Se enfria por debejo de 4§
C., y se afiaden inmediatamente antes de utilizacibn, 20 ml. de una
solucién de yodo y 2 ml. de una solucidn de verde brillante al 0,5
%. Se mezcla bien y se vierte en tubos estériles (10 ml. por tubo )

Solucién de Yodo.

Yodo 20 g.
Yoduro de potasio 25 e,
Agua destilada 100 ml.

Preparacibn.- Se disuelve el yoduro de potasio en 5 ml. de
agua destilada, se afiade el yodm“y la solucibdn se calienta suave
mente hasta disolverlo completamente. Se completa con agua desti

lada hasta un volumen de 100 ml.

Solucién de verde brillante.

Verde brillante Db B,
Agua destilada 190 - nEl.

Preparacibn.- Se afiade verde brillante al agua destilada y
se agita hasta disolver el colorante. So ealienta la solucibén a
100°C. durante 30 minutos y se agita de vez en cuando mientras se
agita de vez en cuando mientras se enfrfia para asegurar que el Co_
lorante se disuelva completamente. Se almacena en un frasco de W

drio pardo o preservado de la luz.




Agar de verde brillante. (modificado).

Fémula, : en g. por litro.
Lab-lenco en polvo 5,0
Peptona bacteriologica 10,0
Polvo de extracto de levadura 2,0
Fosfato diséddico 1,0
Fosfato monosodico 0,6
Lactosa 10,0
Sacarosa 10,0

Ro jo de fenol 0,09
Verde brillante 0,0047
Agar 12,8

pH 6,9 (aproximado).

Instrucciones.- Se suspenden 52 g. en un litro de agua des_
tilada, se hierve hasta dbsolver el medio por completo. No se dele
autoclavar, Se enfria a 5000., se mezcla bien y se distribuye en

placas de petri.

Agar Xilosa-Lisina-Desoxicolato.

Formula en g. por litro,
Extracto de levadura en polvo 540
Clorhidrato de L-lisina 5,0
Xilosa 5,75
Lactosa 745
Desoxicolato de sodio T
Cloruro de sodio 1,0
Thiosulfato de sodio 5,0
Citrato ferrico ambnico 6y08
Ro jo de fenol 0,08
Agar 12,5

Instrucciones.- Se suspenden 53 g. en un litro de agua de
tilada, se calienta con agitacidén frecuente hasta que el medio hi
erva. No se debe sobre calentar ni autoclavar. Se transfiere inme
diatamente a un bafio a 50 ®c. Tan proto como se haya enfriado el

medio, se vierte en placas, el pH final del medio sera de 7,k4.




Agar de hierro tres azficares.

Férmula : en g. por litro.
Lab-lenco en polvo 520
Extracto de levadura Dy
Peptona 20,0
Cloruro de sodio 5.0
Lactosa 10,0
Sacarosa 19,0
Dextrosa 190
Citrato ferrico 0.5
Thiosulfato de sodio 9.5
Ro jo de fenol 0,024
Agar 12 0

pH 7,4 (aproximado).

Instrucciones.~- Se suspenden 65 g. en un litro de agua des_
tilada y se hierve hasta disolver el medio por completo. Se mezck
bien y se distribuye 8 ml. por tubos. Se estériliza en el autockh
ve a 1219¢. durante 15 minutos., 8Se deja solidificar el medio en
posicidn inclinada.

Agar de Hierro lisina.

Férmula : en £, por litro.
Peptona bacteriologica 5.0
Extracto de levadura 2
Dextrosa 1,0
L-lisina 10,0
Citrato ferrico ambénico 0,5
thiosulfato de sodio 0,04
Purpura de bromocresol 0,02
Agar 14,5

pH 6,7 (aproximado)

Instrucciones.- Se suspenden 34 g. en un litro de agua des_
tilada y se hierve hasta disolver el medio por completo. Se distr
buye en tubos de & - 10 ml., de medio y se estériliza en el auto-
clave a 1219C durante 15 minutos. Los tubos se enfrian en posicién

inclinada para formar pendiente con fondo profundo,




Caldo base de Urea

Férmula: en g por litro
Peptona i 1,0
Dextrosa 1,2
rosfato bisodico - 0,8
Fosfato de potasfo 1,2

Clia 5,0

Rojo de fenol 0,004

pH 6,8 (aproximado)

‘Instrucciones.- Se afiaden 0,9 g a 95 ml de agua destilada
Se estériliza en el autoclave a 115°C durante 20 minutos. Se en_
fria a 55°C y se introduce asbpticamente 5 ml de una soluciln
estéril al 40 %, Se mezcla bien y se distribuye en cantidades
de 4 ml en recipientes estériles. ;




B. Técnica General.

1.8, Materiales y aparatos.

a. Homogenizador mecanico (Stomacher).
b. Pipetas estériles.
c. Tubos de ensayos con tapa rosca,
d, Medios de dilucibn.
e. HMuestra a andlizar.
2 +B Técnica.

2.B.1 Diagrama del andlisis.

Muestra S0 2,

PW 0,1 % 270 ml.

Stomacher por 2 min,

v

10

ml.

ﬂ 2 ml. 2
r N ..
10 1

2 'm
18 ml. PW 0,1% l
i

-2 0> 1074

PW 0,1% = Agua de peptona al 0,1%

2.B.2 Técnica.

Pesar 30 g, de muestra homogénea a andlizar, agrega_

mos 270 ml, de diluyente estéril (PW 0,1%) y homogenizar la
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muestra en el stomacher por dos minutos, dandonos una diluci_

6n de 10-1.

Utilizando una pipeta estéril se transfieren 2 ml. de
la dilucibn obtenida a un tubo conteniendo 18 ml. de diluyen_
te estéril (PW 0,1%) agitamos y esto mos proporciona una dily
cibn de 10_2. Repetir el proceso y se preparan diluciones de

102 y 1074, ete..

Preparacibn del diluyente etéril.

Agua de peptona 0,1%.

Férmula en g. por litro
Peptona 10,0
Cloruro de sodio 5,0

Instrucciones.~- Se afiade 1 g. a un litro de agua destilada
Se mezcla bien y se distribuye en los recipiente d=finitivos. Se

estériliza en el autoclave a 12100 durante 15 minutos,-/




CONTAJE DE MICROORGANISMOS VIABLES A 25° C.,

1.6 Introduccidn.

Los métodos para llevar acabo el recuento del nfimero de mi
croorganismos aerobfos (recuento en placa) encontrados en alimen
tos ha sido uno de los indicadores microbioldgicos de calidad de

los alimentos més comunmente utilizados.

2.C Fundamento,

El método se basa en colocar la muestra en un medio d
cultivo adevuado para el crecimiento de microorganismo en
condiciones adecuadas y enumeracidén de las colonias presen_

tes.

3.C Materiales y aparatos.

Estufa a 25°¢C.

.

b. Placas petri (estéril)

€. Pipetas graduadas (estéril)
d. Diluciomes de 107> y 10~*,

4.6 Método.

P 8 Diagrama del anflisis.

| PR

1072 1074
-/

L w

L Incube a 25°C x 72 h.

Conta je

4
C&lculo



bGP Técnica.

a.= Transferir 1 ml, de alicuota de muestra diluida
de 10~ y 107% a placas de petri marcadas por duplicado. Agre
gar 15 ml., de medio (PCA= Agar para el recuento de placas), -
el cual ha sido licuado a una temperatura de 4500., mezcle Ia

muestra y el agar, dejar enfriar hasta completa coagulacidn -

del agar.

be= Transferir las placas de petr{ a la incubadora

asegurdndose antes que esten bien secas., Incubar en forma in_

vertida a 25°C por 72 horas.

organismos presentes, esto se hace con la ayuda de un conta—

dor de colonias (Quebec).

5.8 Cdlculos.

5.C.1  Contaje a 25°C.

10°

Unid./g.

A

A+ B+ c+ d

Unid./g. = B2

5.C.2 Tabla de 1imite de tolerancia.

Co— Realizar la enumeracibdn de las colonias de micro

; 1imite x £.
Microorganismos N c m M
Contaje estandar 6 7
de placa 2 473 L 10




5.C.3

Ejemplo.

‘Muestra 10° 10H Unid./g.
1 IHCtnCt. 179 . 1,8 x 10°
. 35 a 2 g 3,6 x 10t
3 InctInct Inctnct. :;>10?
i 198 e 29 = 2,1 x 107
5 InctInct Incta95 ::;,107

Preparacidn del medio.

Agar para recuento en placas (PCA).

FSrmula: en g. por litro.
Extracto de levadura en polvo 2.5
Digerido pancreftico de caseina 5,0
Glucosa 1,0
Agar 15,0

Instrucciones.-

destilada y se hierve hasta disolver sl medio por completo,.

PH 7,0 (aproximado).

20

Se suspenden 23,5 g. en un litro de agua

Se

distribuye en frascos y se estériliza en el autoclave a 121%,

por 15 minutos,

BIBLIOTECA




RECUENTO DE STAFILOCOCCUS AUREUS

e

1.D Introduccibn.

El género stafilococcus comprende tres especies: St. aureus,
St. epidermis, St. saprophyticus. De &sta el St. aureus es el més

importante para la microbiologfa de los alimentos, la intoxica-
cibn alimentaria estafiloc8cica es un sindrome caracterizado por

nfuseas, v8mitos, diarreas, malestar y debilidad general, ‘Los sin
tomas comienzan a partir de las seis horas .después de consumido
el alimento. Aunque la enfermedad raramente es mortal, los casos
graves pueden complicarse, presentfndose a veces deshidrataciény
Schocks E1 enfermo suele reponerse en unas 24 horas, aunque en d

glin caso la recuperacidn puede durar varios dias.

En alimentos .cocinado o procesados, los stafilococcus son
buenos indicadores de .la higiene personal de:los trabajadores de

la industria donde fueron elaborados.

Los manipuladores de alimentos pueden dar origen a contami
nacidn por stafilococcus, que llegan a los productos comd conse-
cuencia de infecciones respiratorias, lesiones supuradas (forfin-
culos, cortes infectados, abrasiones, etc.)qra partir de los ori
ficios nasales de "portadores" (generalmente por via manual), o
por la tos, estornudos y expectoraciones, en los casos de infec=
ciones de la garganta y bronquios, secﬁelas &stas del resfrio co,
mfin, Los stafilococcus tienden a ser resistentes a la desecacifn
¥, por lo tanro, tiene:cierto valor para evaluar la validez de
los procedimientos de desinfeccidn de superficies utilizadas en

las fAbricas de alimentos. Para productos de fébricas concretas,



el contenido en stafilococcus de los platos precocidos congela_

dos constituye un buen indicador del nivel de higiene y de 1la

e ficacia de los m&todos de limpieza y desinfeccidn.

El stafilococcus aureus es el de mayos poder pat8geno del

grupo stafilococcus. Produce una sustancia (casi con seguridad

una enzima) llamada coagulasa, que in vitro, es capaz de formar

cofgulo en el plasma citratado u ozalatado, e in vivo deposita

fibrina sobre la superficie del estafilococcus, hacfendolo mu-

cho menos susceptible a la fagocitosis.

2D Fundamento.

Recuento de stafilococcus aureus (stéfilococcus coagu =

lasa positiva) utilizando un medio especifico, que contienen

concentracidn elevadas de cloruro de sodiq.

34D Materiales y aparatos.

a.
b.
C.
de

fe

=Y

Placas de petri (estéril)

Pipetas graduadas (estéril)
Estufa de incubacién, 37°C
Cabina de flujo laminar o estufa de desecacidn para

BIBLIOTECA

secar la superficie del medio contenido en las placas
Medios de cilltivo

Varilla de vidrio en forma de bastén de hockey
Muestra diluida de 107 y 1072,

4 D Técnica.

§.D.¥

Diagrama del andlisis.

Simbologia del diagrama

MSA
NA = Agar nutritivo.

Agar salado de manitol



i S

L 0,5 ml. iO,E ml.

® &

l Incube 48 h. a 37°C.

Cuente las colonias tipicas

e inocule una de ellas,

E'ma-gm.

Incube 24 h. a 37°C.

Examen de coagulasa (+).

4.D,2 Mé&todo.

Conteo directo en placas.

A.- Preparar la muestra de alimento como se descri

be en la seccibdn de técnicas generales.

B.- Preparar placas petri de agar de sal y manitol,
dejelas solidificar y secar por 20 minutos en la cabina de

flujo laminar.

C.- Transferir 0,5 ml, de sus diluciones 1907° y 102
a la superficie del medio contenido en las placas independi
entes y extender el infculo con ayuda de la: varilla de vi-—

drio , hasta que sean absordidas por el medio. Para cada di_

luciédn deben prepararse placas por duplicado.
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D.- Incubar las placas en posicidn invertida a 37%

durante 48 horas.

E.- Una vez finalizado el perfodo de incubacién, -
contar todas las colonias que sean amarillas brillantes con

zonas amarillas,

F.- Escoja un minimo de tres colonias de cada plam

y realice la prueba de produccidn de coagulasa.

G.- Obtenga el total de nfimero de colonias amari--
llas que producen zonas brillantes despues de 43 horas y sa
que la proporcidn de las que sean positivas y coagulasa des_
pues de la prueba de coagulasa: calcule el numero de St. au

reus por g. de muestra.

4D.3 Prueba de'la coagulasa.

9% R T Material y Aparatos.

a Pipetas bacteriolégicas.

b Asa de inoculagidn.

[ Porta-objetos de vidrio.

d Estufa, 3700.

e Agar nutritivo repartido en volumenes de 8 -
9 ml., en tubos, en forma inclinada,

T Plasma de conejo reconstituido.

g Colonfas sospechosas.

4,D.,3.2 Técnica de la plaquilla.

A. Re-inocule colonias sospechozas en agar nutriti

vo ¢ incube hasta el dia siguiente a 3?0 e




B. Ponga una gota de agua destilada estéril en una

lamina porta-objetos,

Ce Emulsifique la colonia que se desea probar.

D, Agregue una gota de plasma reconstituido de com

jo y mezcle perfectamente.

E. La coagulacidn en 10 segundos indica la presencia

de stafilococcus aureus que producen la coagulasa y se repax

ta como positivo.

5.0 Resultados.

Ejemplo y explicacidn

10° 107

A B
A = Suma de las colonias tipicas de la dilucibn 10-2
B = Suma de las colonias tipicas de la dilucién 1072,

Si de las placas de MSA de la dilueibn 10> se conta_
rén 10 y 9 colonias en cada caja, el total de stafilococcus
aureus presuntivos sera la suma de 9 y 10 por la inversa de |
la dilucidn. |

0.+ 9 = 19 x 102

Lo mismo ocurre para el contaje de la dilucidn 1072,

Luego cuando realizamos la prueba de la coagulasa, co_
mo se tomardn un minimo de tres colonias tipicas del total

encontradas. Si de estas las tres salierdn positivas en la
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prueba de la coagulasa, la cantidad de colonias por gramo &

muestra sera el contado originalmente, por-ejemplo 19 x 10%

Pero si salen una o dos positivas, dividimos para tres

y sumamos las que salierdn positivas,

Ejemplo:
2
19x10 = T 102 Cuando sale una positiva,
3
19%102 4 P
—————m 6,5210" X 2 = 12,7x10" Cuando salen
3 2 dos positivas

Si niguna sale positiva la muestra no posee St. aureis
y no se toma encuenta el anterior contaje en el informe del

anflisis realizado.

5.D.2 Tabla de limites de tolerancia.

Microorganismo N c Limiterx g.

m M

Stafilococcus = 3 105 %, 2x105
Nota:

N = INfimero de muestra tomada.

C = Cantidad de muéstra toleradas entre m y M.
m = Limite minimo

M = Limite miximo.



Preparacibén de los medios

Agar de sal y manitol(MSA).

Férmula en g. por litro

Lab-lenco en polvo 1.0

Peptona 10,0

Manitol 10,0

Cloruro de sodio 75,0 BIBLIOTECA
Rojo de fenol 0,025

Agar 15,0

PH 7,5 (aproximado)

Instrucciones.- Se suspenden 111 g. en un litro de agua
destilada y se hierve hasta difsolver el medio por completo. Se

estériliza en el autoclave a 12100 durante 15 minutos.

Agar nutritivo (MA).

Férmula en g. por litro.
Lab-lenco en polvo 1.0
Extracto de levadura 2.0
Peptona 5,0
Cloruro de sodio B0
Agar 15,0

pH 7,4 (aproximado)

Instrucciones.- Se suspenden 28 g. en un litro de agua
destilada y se hierve hasta disolver el medio por completo. Se
distribuye en frascos universales de 8 - 9 ml. Se estériliza
en el autoclave a 121d0. durante 15 minutos. Se deja solidifi-

car ek medio en posicibn inclinada.



ENUMERACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES.

1.8 Tntroduccidn.

Ia Escherichia coli es un germen cuyo habitat natural es d
tracto entérico del hombre y de los animales. Por ello, la presen
cia de este microorganismo en un alimento indica generalmente una

contamimacidn directa o indirecta de origen fecal. E, coli es el
indicador clésico de la posible presencia de patdgenos entéricos

en el agua, en los moluscos, en los productos lécteos y en otros

alimentos. La enumeracidén de E. colf en el agua constituye una m
dida de la cuantia de la polucidn, mientras que los niveles detec_
tados en los alimentos pueden estar influenciados por otros facto
res, tales como la multiplicacibén de microorganismo, su muerte o
inactivacién o su adherencia a la particula del alimento. Con tod
cifras sustanciales de E. coli en un alimento sugiere una falta g
neral de lifmpieza en el manejo del mismo y un almacenamiento inade
cuado. La presencia de E. coli en un alimento no constituye una
connotacidén directa de la presencia de un patbgeno, sino que impH

ca finicamente un cierto riesgo de que pudiera estar presente.

2 .E FMundamento.

Los coliformes fecales comprenden un grupo de microor_
ganismos seleccionados por incubacibn de los inbculos proce_
dentes de un caldo de enriquecimiento de coliformes a tempe_

raturas superiores a las normales (44,5°C.).



5.E Materiales y aparatos.

a,- Pipetas graduadas (estéril).

be- Tubos de ensayo.

Com Tubos de Durhan,

d.- Estufa a 37%.

e.~- Bafio circulante de agua a 44,506.

fo= Diluciédn de la muestra (10'1, 107

2 B.— Medios y reactivos.
¥ It oE Método.
& A
0 Diagrama del anflisis. BIBLIOTECA

0~c 10™2

J

Lrimd. 1w,
'
N\ " i

= G G50 B0

Incube a 37°C x 48 h.

Separe los tubos positivos
e incube en tubos de:

Vi 5,
BGBB 10 ml. T™W 10 ml.

( A

Incube en B/M a 44,500.
por 24 N.

Cadlculos
(tabla)




L.E.2 Técnica.

Recuento de coliformes: totales y fecales.

Técnica del Nfimero Mis Probable (NMP).

a. Preparar la muestra de alimentos (t&cnica general)
¥y obtener la dilucibn del alimento homogenizado 10"1, 10—2 ¥y

10‘5.

b. Pipetear 1 ml, de cada una de las diluciones en
tubos de caldo lauril sulfato, utilizando tres tubos por ca_
da dilucibn, los tubos de lauril deben poseer tubos de ferman

tacidn de Durhan.
c. Incubar los tubos a B?OC durante 48 horas.

d. Pasadas las 48 horas, anotar los tubos que mues_

tren produccidén de gas y turbidez.

e. Anotar el nfimero de tubos confirmados como positi

vos de organismos coliformes (totales) en cada dilucidn.

f. Confirmar que los tubos de caldo lauril sulfato,

seleccionados son positivos para coliformes de origen fecal -

(procedentes del intestino de los animales de sangre caliente)

Z. Inocule una azada de cada uno de los cultivos se_
leccionados en tubos de caldo de verde brillante y bilis (2%)
volumenes de 10 ml. en tubos de 150x15 mm,, conteniendo tubos

de fermentacibn de Durhan invertidos, y agua de triptona.

h. Incube los tubos en bafio de &gua a 44,500. y ver
si son positivos de formacibn de gas en el caldo de verde bri_

llante y bilis (2%) a las 24 horas,
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b 1% Si se produce esto, afiadir 0,5 - 1 ml de reacti

vo de Kovacs a los tubos de agua de triptona.

Je Esperar y observar los resultados. Si aparece wm

color rojo en la superficie, la prueba es positiva.

k. Anotar los tubos confirmados como positivos y ob_
téner el NMP, viendo la tabla de NMP de tres tubos por cada

dilucidn.

5B Resultados.

6.E.1 Ejemplos.

" 10! 10° 10° NMP
A A A
B B
> 10 0
1 3 5 5 L3
3 1 0
> 3 1
5 5 > 1 28
1 0 0
0 0 0
5 0 0 gl <3

=
]

Muestra

[
]

Tubos de coliformes totales.

B = Tubos para coliformes fecales.



6.E.3

Tabla de limites de tolerancia.

Microorganismo N c 1fmite x g.

mn M

Coliformes fecal 5 ] RS 14,00
Tabla,

Nimero mis probable (NMP) de coliformes fecales;

tres tubos por cada dilucidn.

Nfimero de tubos positivos en NMP
cada dilucibn por gramo
TO] . 1Gﬁ . 103
0 5 0 2
1 0 0 L
1 0 1 v
1 1 0 7
1 2 0 il
2 0 0 9
2 0 1 14
2 1 0] s
2 1 1 20
2 2 0 21
3 0 0 23
3 0 1 40
3 1 0 40
3 i 1 70
2 2 0 90
X 2 1 150
3 2 a 210
3 5 0 200
k: s 1 500
3 3 2 1100

BIBLIOTECA




6.E. 4 Forma de leer la tabla.

Si dé la dilucibén més alta en la que aparecen tres tu_
bos positivos es la 10l y en la 102 hay un tubo positivo y a
la 103 ninguno, el resultado se amnotara del siguiente modo:
dilucibm 10' = 3, dilueidm 10% = 1 y dilucién 10° = 0. Ba-
tos resultados correspondé:eh la tabla de NMP para la series

de tres tubos de un NMP de 40,

Para calcular el NMP de organismos coliformes totales
por gramo de alimentos se multipliza el wvalor que figura en

la tabla por 10 (en este ejemplo: 40 x 10 = 400 por gramo).
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Preparacidn de reactivos y medios.

Laldo lauril sulfato.(LSB)

Férmula : en g. por litro.
Triptona 2040
Lactosa S0
Cloruro de sodio 540
Fosfato dipotésico L
Fosfato monopotasico 2 tD
Sulfato sédico de Rauril 0,1

pE 6,8+ 0,2

Instrucciones.- Se disuelven 35,6 gr. en un litro de agua
destilada. Se distribuye 10 ml. en los recipientes definitivos y
se insertan tubos de Durhan invertidos, se estériliza en el auto_

¢lave durante 15 minutos a B

Caldo de verde brillante y bilis (2%). (BGBB)

Férmula : en g. por litro,
Peptona 10,0
Lactosa 10,0
Bilis de buey (purificada) 20,0
Verde brillante QL0155

pHE 7,4 (aproximado).

Instrucciones.- Se suspenden 40 g. en un litro de agua des_
tilada., Se mezcla bien, se distribuye en los recipientes equipa=—
dos con los tubos de Durhan y se estériliza en el autoclave a 15"

C. durante 15 minutos.

Agua de triptona (TW)

Férmula en g. por litro.

Triptona 10,0
Cloruro de sodio. 5,0




o

Instrucciones.- Se afiaden 15 g. en un litro de agua desti_
lada. Se mezcla bien se distribuye en los recipientes definitivos
y se estériliza en el autoclave a 12100 durante 15 minutos, el pH
final es de 7,5 (aproximadamente).

Reactivo de Eovacs,

Fémula

Para-dimetil-amifo-benzdldehido 5 2
Alcohol iso-amilico T2l
Acido clorhidrico concentrado 25

Instrucciones.~ Disolver el aldehido en el alcohol por ca_
lentamiento suave en bafio de agua a 5000. Enfriar y agregar el 4_

o)
cido. Conservar en frascos oscuros a 4 C.

BIBLIOTECA
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Generalidades,

Preparacién de los medios de cultivo.

La cantidad pesada del medio de cultivo seco se afiade a una
pequefia cantidad de agua destilada o desmineralizada fria ¥y se

distribuye uniformemente por agitacidn.

Seguidamente se afiade la cantidad restante de agua y se va
balanceando el recipiente de vidrio hasta la completa homogeniza-

cién del gr&nulo o del polvo.

Se dejan reposar durante 10 - 15 minutos a temperatura ambi_
ente. Los ﬁedios de cultivo que contienen el agar para que este -
pueda hincharse. Para disolver completamente el medio de cultivo

debe de calentarse en bafio maria a més de 9500.

Estérilizacibn.

Los medios de cultivo disueltos se esterilizan en autoclave
la duracién del calentamiento no debe ser excesiva para asi evitar_

una disminucidén de la calidad.

El azficar se carameliza en un calentamiento prolongado y da
color pardo al substrato. En caso de substratos que contengan bi_
1is natural puede producirse un cambio de color, transformindose
los pigmentos biliares en sus productos de oxidacidn amarillos., -
Los gldcoproteidos aparecen como precipitados blanco. Ciertas sus_
tancias quimicas tienden a evaporarse o destruirse en un calentami_

ento prolongado.

Estas modbficaciones pueden evitarse observando estrictamen

te las instrucciones de empleo.
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Ajuste del pH.

Los medios de cultivo deshidratados esté&n normalmente ajusta

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

En caso de conservacibén inadecuada, en particular de substm
tos con un contenido elevado en hidrato de carbono, puede disminy_

ir el pH. E1 pH debe ajustarse en este caso con NaOH 2N o ClH 2N

Para ciertos medios de cultivo se recomienda la utilizacibn
de carbonato sbdico, de &cido citrico, de &cido tartérico o de 4ci

do l&ctico en solucibn al 10%.

El pH debe medirse antes de la estérilizacidén. Esta medida,
realizada después de la esterilizacibn, Exige procedimientos ope-

rativos actpticos suplementarios.

Preparacibén de las placas de Agar.

Despuls de la esterilizacibn, el medio agarificado, todavia
1iquido o de nuevo licuado, se vierte a una temperatura de 50 - 60

grados C. en las cépsulas de petri estériles.

La capa de la placa debe tener un espesor entre 3 y 4 mm, es
decir, que 15 ml de substrato son suficientes para cépsulas de pe_

tri de 9 cm. de diametro.

Para la preparacidén de agar inclinado, el medio agarificado

l1fgquido se inclina en los tubos de ensayo.

A

B IBLIOTECA



Conservacién de los medios de cultivo 1listo para el uso.

La estabilidad de los medios de cultivo listo para el uso e
1imitada. Si no se pueden utilizar inmediatamente, lo mejor es —

conservarlos a 4 = 10°C. a uscuras (pej. en un refrigerador).

Ciertos medios de cultivo, p.ej. los que contienen tioglico_

lato, se conservan mejor a temperatura ambiente.

Los medios de cultivo deben sacarse del refrigerador unas

horas antes de su empleo.

MEtodos de Esterilizacién.

Los métodos comunes de esterilizacidn incluyen el uso del

calor, la filtracibn y la irradiacidn.

Para el material como las pipetas y placas petri, se usa la
esterilizacibn con calor seco. Se mantiene la temperatura a I?O0
C. durante una hora, mientras el material esté dentro del estérili

zador el afre calienta (horno).

Para la mayor parte de los medios, ropa, goma y otros materi
ales que se destruyen con el calor seco, se utiliza la esteriliza
cibén con vapor a presibén. Estos materiales se esterilizan en el
autoclave a 121°¢ 15 = 30 minutos, usando vapor a una atmosfera -
de presidn. E1 tiempo necesario para completar la estérilizacién

varia algo, de acuerdo con la clase y cantidad de material.

Muchos mAteriales, por ejemplo ciertos azficares y los sue_
ros sanguineos, se destruyen al calentarlos a las temperaturas u_

tilizada normalmente para la esterilizacibn. Para esterilizar ta_
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les materiales termol&biles, que son lfquidos o sustancias en solu
cién, pueden usarse la filtracién. Los filtros, en este método, e
liminan las bacterids por dos caminos: mediante la accidn mecania
de colador, ejercida por los pequefiisimos poros, y por la absorci
6n de los microbids al filtro, debido a la diferencias entre sus

cargas electricas.

Un filtro ampliamente utilizado en microbiologia, es el fil
tro de membrana, Consta de una menbrana de celulosa o de plastiwm
con un tamafio de poro suficientemente pequefio (generalmente 0,45
micras) como para tapar, y de esta manera eliminar las bacterias

de un l41quido. et
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ASPECTO GENERALES DE LA IMPRESA.

El Instituto Nacional de Pesca (INP) es una Entidad de
derécho pfiblico, de caracter cientifico técnico, dedicadé a
la investigacidn de los recursos bioacuaticos y sus activida_
des conexas, con personerfa jurfdica, patrimonio y recuréos
propios, adscrito al Ministerio de Recursos Naturales y Ener_
geticos y con domicilio en la ciudad de Guayaquil en las ca_

1les de letamendi K2 102 y la Ria.

Los objetivos para el que fue creado el Instituto son

los siguientes:

a) Realizar la investigacifn cientifica y tecnolbgim
de los recursos bioacufticos, basada en el conocimiento del
gedio ambiente y de los organismos que el lo habitan con 1la
finalfdad de evaluar su potencial, diversificar la produccidn,
propender al desarrollo de 1a_actividad'pesquera ¥y lograr éu

8ptima y racional utilizacién: Yy,

b) Prestar asistencia cientifica y técnica en las ac_
tividades relacionadas con la investigaci8n de los recursos Ho

acufiticos y sus actividades conexas.

El Instituto Nacional de Pesca, para el cumplimiento de
sus objetivos y funciones, estd integrada por los siguientes
niveles administrativos.

%) Ejecutivo;
b) Asesor;
¢) Auxiliar de servicios; y,

d) Operativo.



El nivel Operativo es aquel que cumple directamente con

los objetivos y finalfdades del Instituto Nacional de Pesca,
e jecuta los programas de trabajo-t&cnico y las politicas im=
partidas por el Nivel Ejecutivo, estf conformado por las sigui_
entes unidades;

1.) Departamento de Investigacibn Bésica.

2.) Departamento de Tecnologia Extractiva,

3.) Departamento de Recursos Pesqueros.

4.) Departamento de Productos Pesqueros.,

El departamento de productos pesqueros tiene como funcién
de:

a-) Realizar investigaciones que permitan ampliar el
conocimiento sobre materia orgénica de origen marino, como ba-
se para el desarrollo de procesos t&cnologicos de aprovechami-

ento de los recursos pesqueros;

b-) Desarrollar tecnologfa para un aprovechamiento in_
tegral de los recursos de origen marino y de aguas continenta-
les, contribuyendo asf, a mejorar el aporte de alimentos para

consumo humano y animal, y productos para uso industrial.

c=-) Desarrollar normas y procedimientos de control de
calidad y extender los certificados de cflidad de los productos
pesqueros nacionales, de acuerdo & los requerimientos de comer-

cfalizacién; y,

d=) Sugerir criterios técnicos y prestar asesorias al
sector pesquero industrial y artesanal, sobre procesos de elabg

racidn y control de calfdad.

E1l departamento de Productos pesqueros esta dividido en

secciones entre la que estan:



a) Quimica;

b) Control de calfdad;
c¢) Investigacidn de Productos Pesqueros; y,

d) Microbiologia.

La seccidn de Microbiologfa tiene como funciones de:

Qe=

b."

9.-

Extender certificados de calidad, luego de los

anflisis correspondientes;

Mantener actualizados las técnicas de andlisis
microbiolbgicas, de acuerdo con los requerimien_
tos nacionales o internacionales de comercializa

cién.

Coordinar con el Departamento Administrativo y Fi_
nanciero para el cobro correspondiente de anflisis
realizados y estensidn de certificados de calidad

de productos pesqueros;

Realizar investigaciones tendientes a obtener nor-
mas de calidad microbiolbgica de los productos pes_

queros; Yy,

Sugerir criterios técnicos y asesorar a los secto-
res industrfal y artesanal, en lo concerniente al
contrdl de calidad microbiolégica en las distintas

fases de la actividad pesquera.
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MERCADO

E1l laboratorio de Microbiologla presta sus servicios a la
Industria dé Productos Pesqueros y afines. Tanto para los produc_
tos de exportacibn, de consumo interno y los nuevos lanzados al

mercado.,.

Controlando as! las normas de calidad microbiolbgicas que
deben poseer todos los productos alimenticios antes de ser comer_

cializados.

Si estos alimentos no cumplen con los patrones o normas es_
ta blecidas en microbiolrgfa, se evitarf que estos sesn expendi-

dos ya sea a nivel nacional o internacional.

TAMARO,

El laboratorio de Microbiologfa tiene unz &rea aproximada
de 77 m2 (14 m de largo x 5,5 m de ancho), ocupando del tercer
pi8o del edificio del Instituto Nacional de Pesca, ubicado en 1=
calles Letamendl N2 102 y la Ria, dicho laboratorio fue construi_
do y acondiconado en el area mencionada a comienzos del presente

afio.

La capacidad que posee este nuevo laboratorio es para reall
zar andlisis semanalmente a un méximo de 10 empresas, usualmente

el I.N.P. realiza control a ocho empresas.,

De dichas empresas se toman cinco muestra por lote como

minimo a cada empresa, realizandoles cinco anflisis individuales



I

Entre les anflisis que se realizan tenemos: Contaje total
de microorganismos a 25°C, contaje_de stafilococcus aureus coa_
gulasa positivo, coliformes totales, coliformes fecales y presen
cia de salmonella, Lo que totalizan 200 anflisis para las ocho.

empresas empacadoras de camarSn.

Ademas de los anflisis que se realizan a los camarones, se
hacen generalmente unas 15 a 20 determinaciones de salmonellas a
las harinas de pescado que llegan semanalmente. Con lo que tota

lizan unos'ZEO anilisis que se realizan semana a semana.

lLa capacidad del laboratorio es para que laboren cinco per-

sonas tbicadas de la siguiente forma:

Jefe de laboratorio 1
Andlistas 2,

Personal de limpieza
de materfales.

Personal encargado de
la toma de muestra

TOTAL 5

BIBLIOTECA



F INANC IERO

1.

Maquinaria, Equipos y Accesorios.

Denominacién

Autoclave

Dncubador (37°C)
Incubador (25°C)
Incubadora (43°C)
Incubadora (37°C)
Stomacher (homogenizador)
Contador de Quedec
Est8rilizador (horno)

Bafio circulante de agua
termorregulable

Estufa (65°)

Cabina de flujo laminar
Agitadores y calentadores
pH-metro.

Refrigarador y congelador

Acondicionador de 4ire
Bomba de vacio
Mechero.

Mechero de alcohol

antidad

B I I I 1%

1
1
3
1
1
i
1
1
1

TOTAL

45

Costo.

750,000
448,000
441,000
150,000
150,000
100,000

84.000
150.000

240,000

60,000
200,000
75.000
177.000
250.000
200,000
30.000
1.280
730

_3°507.010,00




s Materiales directos.

Denominacidn Cantidad Costo
Unitario Total

- Placas petri (estétil) (=) 2.500 40 100,000
- Tubos de ensayo (150x16) 1.800 15 - 27.000
- Tubos de ensayos (150x18) 400 16,5 " 64600
- Tubos de Durhan 800 25 " 20,000
- Pipetas pasteur Cajas con 100 u./ " $1.7950
- Pipetas: 1 ml 10 190 1.900
2 ml 10 190 " 1,900

5 ml 120 190 - 22,800

10 ml 120 190 * 22,800

- Beakers: 5000 ml N 1850 . 7.400
1.000 ml 7 655 4585

600 ml 6 355 R0

100 ml 5 200 1,000

- e dacscsn Septs JER I
= (Cilindros graduados: 25 ml 1 900 : 900
100 ml 1 A e 50

250 ml 3 1.550  4.650

500 ml 2 1.850 " 3.700

1.000 ml 2 2.500 5.000

- Botellas: 500 ml 100 40 4,000
300 ml 100 28 ' 2.800

- Tuberas: 75 4 400 1.600
40 4 380 1.520

24 10 7 3.130

- Mangos de asas 6 500 3.000
- Asas. 6 6.250 37.500
- Espatulas: acanaladas 2 350 700
planas & 390 1.560

- Agitadores (vidrio) 8 &o 640
- Barras magneticas. 5 1,064 5.320
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Denominacidn Cantidad Costo
Unitario  Total
- Fundas plasticas (estéril)®’ 2,500 3 7.500
- Tapas 3.000 21 63.000
= Tacho de agua desti}.ada 3 7.000 21,000
TOTAL &0&.022

(x) = Gasto mensual.




3.

Materiales Indirectos.

Denominacidn

Marcadores

Cantidad Costo

. Unitario Total

Guantes desechables (estéril) 1.000

Guantee de cuero

Desinfactante (jabén 11-
quido)

Detergente

Relo]

Mand{l

Fundas para basura
Termométros
Picetas plasticas

8 2200
3 pares 1.400
5 litros
2 kilos
1
3 1.500
1.000
3 2.050
4 685

TOTAL

BIBLIOTECA

1.600

190
4,200
1.000

315
4,000
4.500
3.060
6.150
2.740

27.755,00




be

a

Madios y Reactivos.
Denominacién Cantidad Costo -
Agua de peptona 500 g 2.600
Agua de peptona bufferada 500 g 3.500
Agua de triptona 500 g 2.000"
Agar nutritivo. : -+ 500 g 6.050
Caldo lauril -sulfato 500 g 3.400°
Caldo Selenito cistina 500 g 4,240,
Caldo base de tetrationato 500 g 3.200
Caldo bilis (2%) verde brillante 500 g 4.600
Agar verde brillante 500 g 6.471'
Agar hierro tres auficares 500 g 4.350.
Agar XLD ' 500 g 69590
Agar hierro lisina 500 g 44200
Agar salado de manitol 500 g 5.450
Agar para el contaje de placas 500 g 5.080
Etanol absoluto 500 ml 1.750
Cloruro de sodio 2,5 Kg 4.300
OtrOs 20,000
Trimestralmente se gastan cerca de 200.000 sucres, debido
la gran cantidad de anflisis que se realizan y por ende se tie

ne que gastar muchos reactivos.

BIBLIOTEC,
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S5e Costo de Andlisis.
Anélisis, Valor.
a.) Harina de Pescado
Salmonella 500
i b.) Camarén (=)
‘ 1= Salmonella 500
2- Coliformes (total y
fecal) 650
3= Stafilococcus 900
4- Contaje de 25°%C 600
5= Pseudomonas 350
6- Hongos 600
3.600
(x) = Producto terminado de c4mara, cada tres meses

aproximadamente por empresa.

BIBLIOTECA
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S IMBOLOS

AREA I‘ Recepcibn de muestra

AREA II Limpieza de materiales

AREA III Preparacidén de medios y reactivos
AREA IV Pesado de muestra

AREA V Cultivo

lavaderos

Estérilizador (horno)
Estufa

Tachos de agua destilada
Autoclave

Refrigarador y congelador
Balanza

Homogenizador (Stomacher)
Contador de colonias
Bafio de agua termorregulable
Incubador 4500

Incubador 2500

Incubador 3706

Cabina de flujo laminar

T - TR - S R - e B O SR - R e S

Acondicionador de aire,
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES.

Los microorganismos presentes en el pescado y en productos
de la peéca se dividen en dos categorfas amplids: organismos de
daterioro, que en general se enguentran en grandes cantidades, y
organismos que ffifluyen en la salud pfiblica (pat8genos) que, aun
que por lo general no aparecen en grandes cantidades, son peli-

grosos y por ende, ‘la preocupacidn primordial del control micro-

bioldgico de calidad

Las pruebas microbiolégicas de rutina miden la cantidad' tg_

tal de bacterias o la presencla/ausencia de agentes patdgenos es

pecifizos. Para ambos métodos, se homogeniza la muestra enm un 14

quido adecuado, se la diluye y se la estira en forma de plancha;
luego se incuban las placas. Se recuenta el nfimero de bacterias.
Para el contaje de placas, se usa un medio nutritivo (agar); pa-
ra los agentes patégenos, se usan medios'especialas que fomentan

el crecimiento de grupos particulares de organismos.

Todos los materiales deben estar en orden y completamente
limpios, Los medios y reactivos deben mantenerse en un ambiente
adecuado para evitar que se alteren y produzcan errores en los

andlisis y como consecuencia resultados incorrectos.

Es importante el mantenimiento que se le debe dar a un la-
boratorio de Microbiologfa, ya que algunas veces por falta de és_
te se deterioran los equipos que terminan inservibles y cuyo cos_

to actualmente es elevado.
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Los métodos microbiolégicos son bastante complejos, y en
general son s8lo las grandes compafifas, laboratorios pfiblicos,
etc., que cuentan con las 1nstalaciones necesarias para poderlo
realizar, es de mucha importancia que un técnologo de Alimentos
conosca de estos métodos de determinacién microbiolégica,  por
esto recomiendo que en el pensun de estudfo académico se aumente
la materia de Microbiologfa II, en la que se de todo'lo relacion
nado_a los métodos de determinacidn de microorganismos en los
alimentos, tanto en teorfa como en la préctica que es de suma im

portancia.
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NPM

Glosario.

Nfimero de unidades de muestra de un lote de alimento que de_
ben andlizarse para satisfacer las exigencias de un determi_
nado programa de muestreo

Nfmero méximo de unidades de muestra rechazables. Cuando se

encuentran un nfmero superior a C se rechaza el lote.

Criterio microbiolbgico que, en un programa de dos clases,
separa la calidad aceptable de la rechazable o, en uno de
tres clases supera la calidad aceptable de la aceptable pro_
visionalmente. En general, m representa un nivel aceptable
v los valores por encima de 81 son aceptables provisional--
mente o inaceptable,

Criterio microbiolbdgico que, en un programa de tres clases,
separa la calidad aceptable provisionalmente de la rechaza_
ble. Los valores iguales a, o por encima de M no son acep_
tables.

Nfimero estimado (por ml. & por 100 ml.) de un determinado
microorganismo en una muestra, basada en su presencia o au_
sencia en unidades de muestra con replicas preparadas por
dilucién decimal.






