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Objetivo General

En este modulo que actualmente cursas, aprenderas todo lo

relacionado a la obtencion y analisis de alimentos procesados a

= base de leche, por lo tanto también deberas comprender sobre los

Eg andlisis necesarios e imprescindibles para el aseguramiento de la
calidad de los productos lacteos.

Seras guiado durante el transcurso del submaddulo tres
para que seas capaz de realizar analisis microbiol6égicos
a leche y sus derivados; aprenderas sobre conteo de
hongos y levaduras, coliformes totales, coliformes
fecales, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogenes y mesofilicos aerobios, tanto en
leche procesada y derivados de la leche; con los datos
obtenidos de los andlisis podras realizar los reportes
correspondientes.

No olvides que lo importante es que tus habilidades y destrezas se desarrollen
cada vez mejor y lo logrards con los ejemplos, ejercicios y practicas que te
proporcionaré mas adelante. Al final de todo el seguimiento de esta guia de
aprendizaje, debido a lo importante del submédulo en lo que se refiere a la toma
de decisiones y a las responsabilidades que implica, tendras un nivel de
competencia de categoria 2.
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Mapa Curricular

ANALISIS Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS I

Médulo II: Procesar alimentos a base de leche

Submadulo IlI: Efectuar

analisis

microbiolégicos a leche y productos lacteos

¥

Competencia I: Realizar andlisis
microbiolégicos a la leche procesada

¥

Habilidades y destrezas para:

1. Realizar analisis de conteo de hongos
y levaduras, coliformes totales,
coliformes fecales, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, mesofilicos
aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los
resultados de los andlisis realizados a
la leche procesada

Conocimientos sobre:

NOM-120-SSA1-1994
NOM-110-SSA1-1994
NOM-111-SSA1-1994
NOM-155-SSA1-2003
Microbiologia general.
Microbiologia de alimentos
Procesos de calidad
Toxicologia de los alimentos

Y.

Competencia II: Realizar andlisis
microbioldgicos a derivados de la
leche

Habilidades y destrezas para:

1.Realizar andlisis de conteo de hongos
y levaduras, coliformes totales,
coliformes fecales, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, mesofilicos
aerobios y Listeria monocytogenes.

2.Interpretar mediante un reporte los
resultados de los andlisis realizados a
derivados de la leche.

Conocimientos sobre:

NOM-120-SSA1-1994
NOM-110-SSA1-1994
NOM-111-SSA1-1994
NOM-155-SSA1-2003
Microbiologia general.
Microbiologia de alimentos
Procesos de calidad
Toxicologia de los alimentos

Actitudes:

Orden
Limpieza

Responsabilidad
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Un mensaje para ti

jiijHola, soy tu amigo Microscopio y te acompafaré durante el
seguimiento de esta guia de aprendizaje!!!

Estas por comenzar el tercer submodulo del médulo dos de tu
formacién profesional. Me refiero al de efectuar analisis
microbiolégicos a leche y productos lacteos. Ya en tu médulo de
Procesar Alimentos a Base de Frutas y Hortalizas tuviste tu
primera experiencia en lo que se refiere a este fantastico mundo
de los microorganismos y su relacion con los alimentos
procesados.

Los microorganismos, 0 microbios como se conocen comunmente, son de interés
sobresaliente en la industria de la transformaciéon de alimentos, ya que son
causantes de enfermedades en los humanos, al contaminar los alimentos y
descomponerlos.

En éste submodulo obtendras conocimientos sobre los patdgenos contenidos en la
leche cruda y que pueden contaminar las leches procesadas y los derivados
lacteos; aprenderas también sobre las diferentes técnicas para la identificacion de
tales patdégenos; vas a adquirir conocimientos de toxicologia, analisis de
alimentos, microbiologia de alimentos y procesos de calidad.

Para que logres los conocimientos que te acabo de mencionar, voy a guiarte a
través de actividades practicas que incluyen desde tomar muestras, hasta realizar
los analisis respectivos, todo para que logres interpretar tus resultados y puedas
realizar el reporte correspondiente. Se dice facil, jjjpues si, lo es!!ll Ya que para
eso estoy contigo, para facilitar tu aprendizaje de manera amena y divertida.

Para que tu aprendizaje sea completo, sera importante que sigas las indicaciones
con orden, limpieza y responsabilidad. Todo lo que aprendas te dara las
habilidades y destrezas necesarias para que puedas laborar en el campo del
control de calidad microbioldgica de la leche y sus derivados.
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Simbologia

PRACTICA

%
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Competencias, habilidades y destrezas

Modulo I

Procesar alimentos a base de leche

Submaédulo I

Efectuar analisis microbioldgicos a leche y derivad 0s
lacteos

Competencias
a Desarrollar

I.  Realizar analisis microbioldgicos a la leche procesada
Il.  Realizar analisis microbiologicos a derivados de la leche

COMPETENCIA

I.  Realizar analisis microbioldgicos a la leche procesada
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Introduccion

@ En los métodos de procesamiento de lacteos es importante el control

de calidad por lo que debes aprender la realizacion de andlisis

fisicoquimicos y microbiolégicos; éstos Ultimos son Utiles para

asegurar la calidad sanitaria de los alimentos elaborados. Para lograr lo anterior se

han desarrollado técnicas para promover el crecimiento y desarrollo de los

microorganismos e identificarlos con la ayuda del imprescindible microscopio.

¢ Te gustaria saber cuales son y como se ejecutan dichas
técnicas? Pues con esta guia podras lograrlo, ya que te ayudara
para que de una manera practica desarrolles habilidades y
destrezas con la finalidad de que logres desempefarte en el area
de control de calidad microbiolégica en las empresas

procesadoras de lacteos.

Para apoyarte en tu aprendizaje visitaras empresas
procesadoras de lacteos donde acudirds al laboratorio
de analisis microbiolégicos, ademas realizaras los
analisis correspondientes en el laboratorio de tu escuela
a los alimentos que tu mismo hayas procesado; después
deberas comparar los resultados que obtengas con los
estandares de calidad que dictan las normas oficiales,
para que realices tu reporte sefialando tus conclusiones,
de tal manera que puedas demostrar desempefo
durante la ejecucion de los analisis y tengas evidencia a

través de tus reportes.

HABILIDADES

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras,
coliformes totales, coliformes fecales, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, mesofilicos aerobios y Listeria
monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los
analisis realizados a la leche procesada.
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RESULTADO DE
APRENDIZAJE

Al terminar el submddulo el alumno serd capaz de realizar
los analisis microbiologicos a la leche y sus derivados

Desarrollo

EJEMPLO 1
IDENTIFICACION DE LOS IMPLEMENTOS
DE SEGURIDAD E HIGENE

A continuacion te presento imagenes donde observaras los implementos que
deberas portar en tu vestimenta para la realizacién de los analisis microbiolégicos
a leche y derivados lacteos. Estos implementos son de uso obligatorio pues
representan la higiene y la seguridad para ti y tus comparieros.

Bata Bata y cofia Bata y cofia
Cubreboca Gafas Guantes anticalor
Bata y cofia Cubreboca, cofia y bata Cofia y bata
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Cubreboca, cofia bata y Cubreboca y cofia Bata
guantes

EJERCICIO No. 1
COLOCA EL NOMBRE DE LA INDUMENTARIA A UTILIZAR
EN CADA ACTIVIDAD

A continuacion te presento un listado de actividades que se realizan durante el
proceder de un analisis microbiolégico, indica en cada caso la indumentaria que
deberas usar.

ESTERILIZAR CON
AUTOCLAVE

DILUIR REACTIVOS
DIVERSOS

PREPARAR MEDIO DE
CULTIVO

LAVAR MATERIAL  DE
CRISTAL

LIMPIAR Y DESINFECTAR
EL AREA DE TRABAJO

TOMAR LA MUESTRA

DILUIR LA MUESTRA

VERTIR EL MEDIO DE
CULTIVO

RELIZAR LA SIEMBRA

CONTEO EN PLACA

VERIFICAR RESULTADOS

LAVAR Y ESTERILIZAR
MATERIAL UTILIZADO
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EJERCICIO No. 2
VISITA A EMPRESA

Realiza una visita a una industria procesadora de productos lacteos e identifica el
equipo que se utiliza en laboratorio de analisis microbiolégico. Observa como se
encuentran distribuidos los materiales y equipos, y efectia un diagrama de flujo
sobre el proceder antes y durante un analisis. Si no identificas algun equipo que se
utilice en el proceso, pregunta su nombre e investiga cual es su funcion.

En base a tus observaciones contesta lo siguiente:

1)
2)

3)
4)

5)
6)
7
8)
9)

¢ldentificaste los materiales y equipos utilizados durante el andlisis?

Menciona los nombres de los materiales y equipos que identificaste e indica
cual es su funcion:

SAlgun  equipo utilizado en el laboratorio que visitaste te resultd
desconocido?

De aquellos equipos que no identificaste, menciona su nombre y di cual es
su funcion.

¢, Que indumentaria porta el personal que se desempefia en el laboratorio?
¢,Cudles son los requisitos para ingresar al laboratorio?

¢ ldentificaste algun color caracteristico del area de laboratorio?

¢,Qué indica dicho color?

¢,Observaste que las tuberias para conducir fluidos tienen colores
diferentes? Menciona que tipo de fluido circula por una tuberia color: rojo,
amarillo y verde. Basate en la NOM-026-STPS-1998.

EJEMPLO. 2
LAVADO Y ESTERILIZADO

Todos los materiales que utilizas en la realizacion de los analisis deben estar
perfectamente limpios aun y cuando sean esterilizados posteriormente. En las
siguientes imagenes se presenta el procedimiento para lavar y esterilizar dichos
instrumentos, obsérvalas con atencion para que aprendas el proceder de la rutina.
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1. Lava el instrumental y la cristaleria
usando fibra, cepillo, detergente y
cloro, enjuaga con agua corriente y si
es posible con agua destilada.

2. Coloca el material al revés en el
escurridor para que se liberen del
exceso de humedad, luego se pasan a
la estufa cuando ésta indiqgue una
temperatura de 90°C para que el
secado sea completo.

3. Ademas del instrumental, también el
area de trabajo debera estar
completamente limpia.

4. Antes de esterilizar el instrumental,
deberas envolverlo en papel estraza.
Los frascos y los tubos seran tapados
con algodon, luego con papel y seran
asegurados con cinta adhesiva.

5. La esterilizacion se realiza en
autoclave o en olla de presion, a una
temperatura de 120 °C y a una presién
de 1.0 K cm™ durante15 minutos.

6. Todo el material contaminado con
cultivos de microorganismos deberan
esterilizarse a la misma temperatura y
presion que en el punto anterior, solo
gue durante 20 minutos, todo esto
antes de lavarse para volverlos a usar.
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EJERCICIO No. 3
DIAGRAMA DE FLUJO

Realiza un diagrama de flujo indicando los pasos a seguir para lavar y esterilizar
los materiales utilizados en los diversos analisis microbioldgicos, puedes utilizar
imagenes, figuras y flechas.
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~ EJEMPLO. 3
PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO

Ahora voy a guiarte para que prepares diversos medios de cultivo, los cuales
utilizaras para realizar los analisis microbioldgicos a la leche y sus derivados, por
lo tanto deberas seguir los siguientes pasos para que los elabores de manera
correcta.

1. El primer paso es pesar los reactivos con que
realizaras el medio de cultivo, pero si cuentas
con los medios comerciales ya mezclados
pesa la cantidad de acuerdo con la cantidad de
medio que deberas preparar.

2. Enseguida calienta agua destilada en una
placa térmica giratoria para que se cocine el
medio y sea mezclado, asegurate que el total
de los reactivos o de medio en polvo sean
disueltos lavando con agua los recipientes en
gue los pesaste.

3. Afora con agua destilada ayudandote con una
pizeta y una probeta graduada hasta la
cantidad de medio deseada.

4. Con un potencidmetro, o medidor de pH,
verifica el pH del medio y ajustalo con la
solucion indicada en cada caso.

5. Coloca el medio cocinado en frascos
Erlenmeyer sin rebasar la mitad de su
capacidad, tapalos con algodon, papel estraza
y aseguralos con cinta adhesiva.

6. Esteriliza el medio en una autoclave a 120°C
de temperatura y 1.0 K cm™ de presién durante
15 minutos.
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7. Vacia el medio estéril en cajas petri
previamente esterilizadas, hazlo cerca de una
fuente de calor, como un mechero de bunsen
0 una lampara de alcohol, para evitar
contaminacion.

8. Sirequieres tubos de ensaye en lugar de cajas
petri, vacia el medio en los tubos limpios,
tapalos con algodon y papel estraza y
aseguralos con cinta adhesiva, colocalos en la
autoclave y esterilizalos como se menciond
anteriormente.

EJERCICIO No. 4
CONSULTA

En las fuentes de informacion de tu escuela realiza una consulta para que
respondas a las siguientes preguntas.

1. ¢Qué es un medio de cultivo?

2. ¢Qué ingredientes contiene un medio de cultivo?

3. ¢Por qué debe esterilizarse el medio de cultivo?

4. ¢Qué importancia tiene el pH en la preparacién de los medios de cultivo?

5. ¢Cual es la importancia de los medios de cultivo en la microbiologia?
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EJEMPLO .4
TOMAR Y TRANSPORTAR LA MUESTRA A ANALIZAR

La técnica de recoleccion de una muestra para su analisis
microbiolégico establece una serie de precauciones y condiciones
gue deben ser observadas a fin de obtener resultados significativos
en el trabajo. Ello implica, en primer lugar, precisar el objetivo del
estudio. Puede tratarse de un alimento sospechoso de haber
causado una infeccion o intoxicacion, puede tratarse de un control de
calidad rutinario en una fabrica, puede ser el caso de un alimento con
un grado de frescura incierto, puede ser un problema de investigacion sobre la
causa de su descomposicién, etc. El tamafio de la muestra (peso o volumen si es
un solo producto aparentemente homogéneo; o el nimero de unidades si se trata
de un lote) esta determinado por ese objetivo, y por supuesto, en la practica, por la
cantidad de alimento disponible.

PROCEDIMIENTO

Para cada alimento o grupo de alimento particular existen diferentes directrices
gue permiten obtener muestras Utiles para el analisis. Pueden establecerse sin
embargo, las siguientes reglas generales.

Es esencial que el recipiente y los dispositivos empleados para
extraer la muestra se encuentren limpios, estériles y libres de
substancias que pudieran afectar la viabilidad de los
microorganismos. No basta esterilizar el material; es necesario
cubrirlo con papel de aluminio o papel de estraza resistente, para
protegerlo de contaminacion ulterior durante su manejo.

Al colectar la muestra evita contaminaciones del ambiente como
polvo, tierra, saliva, descargas nasofaringeas o de cualquier otra
naturaleza, por lo que deberas usar cubrepelo y cubreboca al
momento de tomar tu muestra. El recipiente o bolsa abrelo
justamente lo necesario para introducir la muestra y ciérralo
inmediatamente, tanto con su tapa como con el papel que la
protege.

Identifica claramente mediante réotulo o etiqueta (indelebles) El
recipiente, antes de colocar en él la muestra, a fin de evitar
confusiones si se ha de obtener mas de una.

En el informe o acta anexa debes consignar toda la
informacion pertinente que pudiera afectar la prueba o el
significado del resultado, a fin de que el laboratorio lo tome
en consideracion al desarrollar el analisis e interpretar su
resultado. Por ejemplo: la posibilidad de la presencia de
algun conservador en el alimento, un olor o color
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desiguales, sus condiciones de conservacion, temperatura, proteccion contra
contaminantes, etcétera.

Si se trata de alimentos envasados, colecta las unidades requeridas de acuerdo
con el propésito del analisis. TOmalas al azar si se encuentran en cajas o situadas
en estanterias; si es el caso de un producto de fabricacion, obtén muestras
sucesivas distribuidas a lo largo del periodo en el que se realice la inspeccion.

Si se trata de alimentos a granel, o de recipientes o piezas
grandes de las que hay que retirar una porcién, obtenla de
diferentes localidades. Si se estima de interés, conviene
gue tomes muestras independientes que pudieran poner de
manifiesto problemas distintos (no debes mezclar en el
mismo recipiente porciones que muestren alguna
alteracion, aun pequefia, con porciones regulares).

Transporta las muestras de alimentos perecederos 0
semiperecederos al laboratorio bajo refrigeracion (2 a 8.5C), o en
congelacion si se trata de alimentos congelados, puedes utilizar hielo
de agua o hielo seco respectivamente.

Evita que el agua de deshielo alcance la tapa de los envases o que de alguna
manera contamine a los alimentos muestreados. Es recomendable el empleo de
hielo contenido en bolsas de plastico impermeables para evitar estos
inconvenientes, lo que ademas, facilita el acomodamiento de los diferentes
envases dentro de la caja de transporte.

Deberas realizar el analisis lo mas pronto posible para evitar
falseamientos en la imagen microbioldgica de un alimento al
analisis.

Debes considerar estas recomendaciones para seguir una

metodologia adecuada para el muestreo de la leche y
productos lacteos para su control sanitario.

EJERCICIO No. 5
DIAGRAMA DE FLUJO

Realiza un diagrama de flujo indicando con figuras los pasos a seguir para tomar y
transportar las muestras a analizar de leche y productos lacteos Indica
brevemente en que consiste cada paso.
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EJEMPLO .5
PREPARACION Y DILUCION DE MUESTRAS DE
ALIMENTOS

Preparacién de reactivos.

Solucion de hidréxido de sodio 1,0 N: Disuelve 4.0 g de hidroxido de
sodio y aforalo a 100 ml con agua destilada.

Soluciones diluyentes.

Solucién reguladora de fosfatos concentrada: Diluye 34.0 g de
fosfato de sodio monobasico en 1.0 litro de agua destilada.

Preparacion: Disuelve el fosfato en 500 ml de agua y ajustar el pH
a 7,2 con solucion de hidréxido de sodio 1,0 N y aforar a un litro
con agua. Esterilizalo durante 15 minutos a 121° + 1,0C.
Consérvalo en refrigeracion, recuerda que es una solucion
concentrada.

Toma 1,25 ml de la solucidén concentrada y llévala a un litro con agua. Esta es tu
solucién de trabajo. Distriblyela en porciones de 99, 90 y 9 ml segun se requiera.
Esterilizala a 121°+ 1,0C durante 15 minutos.

Preparacion de agua peptonada

Disuelve en 500 ml de agua destilada los siguientes

ingredientes: peptona 1.0 g y cloruro de sodio 8 .5 g. Después

de mezclarlos afora la solucién a un litro también con agua

destilada y Ajusta el pH a 7 £ 0,1 con hidréxido de sodio 1,0 N.

Distribuye en porciones de 99, 90 y 9 ml o en cualquier

volumen multiplo de nueve segun se requiera y esterilizalas a
121 £ 1.0C durante 15 minutos. Si este diluyente no lo usas inmediatamente,
almacénalo en lugar oscuro a una temperatura entre 0 a 5T por un tiempo no
mayor de un mes, en condiciones tales que no se alteren su volumen o
composicion.

Necesitaras pipetas bacteriologicas para distribuir 10 y 1 ml (o si es
necesario de 1 mly 2 ml), con tapon de algodén. Las pipetas pueden
ser graduadas en volumenes iguales a una décima de su volumen
total. También seran requeridos frascos de vidrio de 250 ml con tapon
de rosca, tubos de 16 x 150 mm con tapdén de rosca, utensilios
esterilizables para la obtencion de muestras: cuchillos, pinzas, tijeras,
cucharas, espatulas, etc. Todo el material e instrumentos que tengan
contacto con las muestras a analizar deberan esterilizarse mediante autoclave,
durante 15 minutos como minimo a 121 + 1.0<C.
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Preparacion de la dilucion primaria a partir de mue  stras liquidas:

Esta técnica la puedes utilizar para muestras de

leche en las cuales Ila distribucion de

microorganismos es homogénea o facilmente

homogeneizable por medios mecanicos (agitacion,

etcétera); también para muestras congeladas de

un alimento a base de leche originalmente liquido
o licuable, fundir por completo en bafio de agua de 40 a 45T un tiempo maximo
de 15 minutos y homogeneizar agitando vigorosamente.

Agita la muestra manualmente con 25 movimientos de arriba a abajo en un arco
de 30 cm efectuados en un tiempo de 7 segundos. Tomar 1 ml de la muestra y
diluir con 9 ml del diluyente el cual debe encontrarse a una temperatura similar a
ésta, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente. Siempre que la cantidad de
muestra lo permita, toma alicuotas mayores, por ejemplo volimenes de 10 u 11
ml, diluidos con 90 o0 99 ml, de la misma forma que se describié anteriormente.

Preparacion de la dilucion primaria a partir de mue  stras sélidas:

Las muestras solidas y semisolidas congeladas,
deben descongelarse en refrigeracion de 4 a 8°C
durante 18 horas y no mas de 24 horas antes de
proceder a su andlisis.

Pesa una cantidad de 10 u 11 g de la muestra por
analizar en un recipiente o bolsa plastica estériles
de tamafio adecuado. Adiciénale un volumen de 90
a 99 ml del diluyente llevado a una temperatura
similar a la de la muestra.

Licua durante 1 a 2 minutos hasta obtener una suspension completa y
homogénea. Permite que las particulas grandes se sedimenten, y
transfiere la cantidad deseada tomando de las capas superiores de la
suspension. Cuando la dilucion primaria es muy viscosa 0 pegajosa,
puedes adicionar mas diluyente, lo cual debe tomarse en cuenta para
las operaciones subsecuentes o expresion de resultados.

Prepara las diluciones decimales adicionales de la siguiente manera:

Transfiere 1 ml o un multiplo, por ejemplo, 10 u 11 ml de la dilucion
primaria 1 + 9 (10-1), en otro recipiente conteniendo nueve veces
el volumen del diluyente estérii a la temperatura apropiada,
evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

Mezcla cuidadosamente cada botella de diluyente siempre de la
misma manera que se describe en el punto 2. Las diluciones que
trabajaras seran de la 1 a la 6.

Utiliza pipetas diferentes para cada dilucion inoculando simultaneamente las cajas
gue se hayan seleccionado. El volumen que se transfiera nunca debe ser menor al
10% de la capacidad total de la pipeta. Si la pipeta es terminal y se transfiere un
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volumen de liquido equivalente a su capacidad total, escurre aplicando la punta de
la pipeta una sola vez en un area de la caja Petri sin liquido.

Mientras se afora el liquido de la pipeta, la punta de ésta debes apoyarla en el
interior del cuello del frasco y mantenerla en posicién vertical, para lo cual este
altimo debe inclinarse lo necesatrio.

El criterio para seleccionar las diluciones a prepa rar de acuerdo con el
namero de microorganismos esperado es:

Para la técnica del numero mas
probable utilizar tres tubos: donde sea
posible demostrar el microorganismo
en 10 ml de la diluciébn mas alta.

Para la técnica de cuenta en placa,
considerar aquellas en las que se
puedan contar de 25 a 250 colonias en
un minimo de una de tres diluciones en
el método de cuenta de bacterias
aerobias en placa. En el caso de otros
grupos microbianos, considera el
namero especificado de colonias en la
Norma Oficial Mexicana
correspondiente.

En general, las diluciones de la muestra debes prepararlas inmediatamente antes
del analisis y usarlas para inocular el medio de cultivo dentro de los 20 minutos
posteriores a su preparacion.

EJERCICIO No. 6
CONSULTA

Consulta en las fuentes de informacion de tu escuela sobre la importancia que
tiene diluir las muestras durante la realizacion de analisis microbiolégicos a leche y
derivados lacteos.
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PRACTICA No. 1
CONTEO DE HONGOS Y LEVADURAS

iMuy bien! Ahora si a realizar analisis microbioldgicos a leche y productos lacteos.
Fueron muy importantes los ejercicios realizados anteriormente pues te dieron la
oportunidad de entrenarte en conocimientos basicos para tener un desempefio
excelente durante la realizacion de tus practicas, las cuales a continuacion te las
presento.

No. Practica: 1 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia I. Realizar analisis microbiologicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo.
Prepara y esteriliza el medio de cultivo papa — dextrosa — agar de acuerdo con
los estandares de calidad requeridos y el analisis a realizar.

w N

ok
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10.

11.

12.
13.

@Prepara el acido tartarico diluyendo 10 g de este reactivo en 50 ml de agua
destilada y luego llévalo a aforo de 100 ml. Esterilizalo a 121 + 1,0 <C por
15 minutos

@Diluye la cantidad necesaria del medio comercial disponible en forma
deshidratada. Sigue las instrucciones del fabricante y después esterilizalo,
enfrialo en bafio Maria a 45C mas menos 1<C, acidifical o a un pH de 3.5
+/-0.1 con acido tartarico estéril al 10% (aproximadamente 1.4 ml de acido
tartarico por 100 ml de medio). Después de adicionar la solucion, mézclalo
y mide el pH con el potencidmetro. Permite que solidifique.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada

@ Coloca por duplicado en cajas de petri 1 ml de la muestra liquida directa o
de la dilucién primaria, utilizando para tal propésito una pipeta estéril.

@ Repite el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se
requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilucion.

Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita

@ Vierte de 15 a 20 ml de agar papa dextrosa acidificado, fundido y mantenido
a 45 +/- 1 T en bafio de agua. El tiempo transcurrido entre la preparacion
de la dilucion primaria y el momento en que es vertido el medio de cultivo,
no debe exceder de 20 minutos.

@ Mezcla cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido
contrario y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa. Permite
gue la mezcla se solidifique dejando las cajas de petri reposar sobre una
superficie horizontal fria.

@ Prepara una caja control con 15 ml de medio, para verificar la esterilidad.

Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y

dilucion con los datos correctos

Realiza la incubacion de la muestra a analizar

@ Voltea las cajas y colocalas en la incubadora a 25 +/- 1 C.

Verifica la temperatura de incubacion

Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

@ Cuenta las colonias de cada placa después de, 3, 4 y 5 dias de incubacion.

@ Despueés de 5 dias selecciona aquellas placas que contengan entre 10 y
150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de
mohos o si es dificil de contar colonias bien aisladas, considera los conteos
de 4 dias de incubacién y aun de 3 dias. En este caso, informa el periodo
de incubacion de 3 o 4 dias en los resultados del analisis.

@ Si es necesario cuando la morfologia colonial no sea suficiente, examina
microscépicamente para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las
bacterias.

14. Compara tus resultados con los estandares permitidos

15.

Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado
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Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, comparalos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicards en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada,  condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta
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Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacién (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
que tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

PRACTICA No. 2
CONTEO DE COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES

FECALES
No. Préctica: 2 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | |. Realizar analisis microbiol6gicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Pagina 25 de 91



Los pasos que debes realizar durante esta practica son:

1.

w N

ok

©oo~NOo

Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo.
Prepara y esteriliza los siguientes medios de cultivo de acuerdo con los
estandares de calidad requeridos y el andlisis a realizar
CALDO LACTOSADO (medio de enriquecimiento)
CALDO LAURIL SULFATO TRIPTOSA (selectivo)
CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE (medio de confirmacion)

PREPARACION

@Disuelve los ingredientes en 1 litro de agua, calentando si es necesario, el
medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante.

@Ajusta el pH final de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de
6.9 +/- 0.2 a 25C

@Distribuye en volimenes de 10 ml. en tubos con dimensiones de 16 x 160
mm el medio de concentracién sencilla y de 20 ml. en tubos de 20 x 200
mm en el medio de concentracién 1.5, cada tubo debe tener campana de
fermentacion.

@Esteriliza en autoclave por 15 min. a 121 +/- 1.0C

DEnfria rapidamente para evitar una exposicion excesiva al calor. El aspecto
del caldo es claro y de color beige.

@Se puede utilizar una concentracion doble del medio de cultivo, en cuyo caso
se emplearan 10 ml. del caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml. de la
muestra.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada

Prepara la muestra a analizar

Realiza el vertido en placa y/o tubos de cultivo de acuerdo a la técnica descrita

Realiza la inoculacion de la muestra aplicando la técnica adecuada.

@ Toma tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor concentracion.

@ Utilizar una pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra si
es liquida, 6 10 ml de la dilucion primaria inicial en el caso de otros
productos.

@ Toma tres tubos de concentracidon sencilla del medio selectivo de
enriquecimiento; usa una pipeta estéril para transferir a cada uno de estos
tubos 1 ml de la muestra si es liquida, 6 1 ml de la dilucién primaria en el
caso de otros productos.

@ Mezcla suavemente el inéculo con el medio.

10. Etigueta y rotula los tubos de ensaye de acuerdo al medio y dilucion con los

datos correctos
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11.

12.
13.

14.
15.

Realiza la incubacion de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 C por 24 +/- 2 hrs
y observar si hay formacién de gas, en caso contrario prolongar la incubacién
por 48 +/- 2 hrs.

Verifica la temperatura de incubacion

Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

@Cuando solo una dilucion muestra tres tubos positivos, elige ésta y las
diluciones mayores posteriores.

@Cuando mas de una dilucion muestra tres tubos positivos y la ultima da
menos de tres, elige esta ultima y las dos diluciones anteriores mas
bajas.

@Cuando en ninguna dilucion hay tres tubos positivos y éstos se encuentran
en mas de tres diluciones, selecciona las dos diluciones mayores
positivas y la siguiente.

@En cada caso se obtiene un numero de tres cifras, que indica el numero de
tubos positivos donde debes buscar el indice de nUmero mas probable
(NMP).

@lLa técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones, por
ejemplo, para una muestra sélida donde un NMP de 70 coliformes por
gramo, los limites de confianza en el 95 % de los casos variaran de 10 a
230 coliformes por gramo y en un producto con 24 de NMP de coliformes
por gramo, los limites de confianza son de 3.6 a 130 coliformes por
gramo.

Compara tus resultados con los estandares permitidos

Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, comparalos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicards en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada,  condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho
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Olvidar rotular

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacién

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

izquierda estan

tus criterios.

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la

columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a

escritas las posibles contingencias y en la

Contingencias

Alternativas de solucién

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que

puedas ser competente con

estas habilidades, para lo cual utilizara los

instrumentos de evaluacién (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
que tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.
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PRACTICA No. 3
DETECCION DE Salmonella typhi

No. Practica: 3

[Fecha de Aplicacion:

Nivel de Competencia: 2

Competencia

|. Realizar analisis microbioldgicos a la leche procesada

Habilidad

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Instrucciones
para el
alumno

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza vy
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones
para el
docente

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:

bata

cubre boca
cubre pelo
guantes

w N

Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de

esterilizacion.

ok

Limpia y desinfecta el area de trabajo
Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de

calidad requeridos y el analisis a realizar.
@ En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, se deben
seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su
preparacion.
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Medios de preenriquecimiento

Agua de peptona tamponada, Caldo lactosado, Caldo de enriquecimiento,
Caldo selenito-cistina, Caldo tetrationato, Vassiliadis-Rappaport, Solucién A,
Soluciéon B, Solucion C, Caldo de soya tripticasa, Leche descremada
reconstituida, Caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio

Medios de aislamiento

Agar verde brillante (VB), Agar con sulfito de bismuto, Agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), Agar para Salmonella y Shigella (SS), Agar entérico
Hektoen

Medios para pruebas bioquimicas
Agar de tres azucares y hierro (TSI), Agar de hierro y lisina (LIA), Agar nutritivo

Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad), Agar citrato de Simmons,
Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer), Caldo manitol, Caldo
malonato, Caldo urea, Caldo de urea rapido, Caldo infusion cerebro corazon

Soluciones

Solucion verde brillante al 0,1% (1:1000), Solucién de yodo-yoduro, Solucién
salina al 0,85%, Solucion salina formalizada, Reactivo de Kovac, Solucion de
alfa-naftol al 5%, Solucion de rojo de metilo, Solucién de hidréxido de potasio
al 40%, Solucion de gelatinasa al 5%

Antisueros

Antisuero polivalente somatico (O), Antisuero polivalente flagelar (H),
Antisuero Vi

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.
Prepara la muestra a analizar.

Preparacion de los alimentos para el aislamiento de Salmonella

@ Los siguientes métodos se basan en el andlisis de 25 g de la muestra
analitica en una proporcion de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede
variarse siempre que se mantenga la misma proporcion. Se recomienda
una muestra de 25 g o mas.

Procedimiento general para la preparacion de muestr  as

@ Pesa asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en
bolsa estéril para trabajar en homogeneizador peristaltico (stomacher).
Adiciona 225 ml del medio de preenriquecimiento estéril (generalmente
caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licialo si es necesario
durante un minuto.

@ Transfiere asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril
de boca ancha con tapén de rosca y dejar reposar por 60 min a temperatura
ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar el pH
aproximado con el potencidmetro. Ajusta, si es necesario, a un pH 6,8 + 0,2
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con hidroxido de sodio 1N o acido clorhidrico 1N estériles. Mezcla y cubre
el recipiente enroscando suavemente la tapa. Incuba durante 24 + 2 h a
35°C.

Procedimiento especifico para la preparacibn de mue  stra segun el
producto

Leche en polvo, entera, semidescremada o descremada

@ Sigue el procedimiento general para el pesado de la muestra y adicionala
lentamente a un matraz Erlenmeyer con 225 ml de solucion verde brillante
al 0,1%, procurando que el polvo quede en la superficie del liquido y se
hidrate suavemente. Dejar la mezcla en reposo por 60 minutos e incubala
durante 24 horas +/-2 horas a 35°C

Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada
Aislamiento de Salmonella

@ Cierra firmemente el tapon de rosca de los matraces con los cultivos de
preenriquecimiento y agita suavemente, transfiere respectivamente 1 ml de
la mezcla a un tubo que contenga 10 ml de caldo tetrationato y a otro con
10 ml de caldo selenito cistina. Como alternativa, en sustitucion del caldo
tetrationato puedes emplear el medio Vassiliadis-Rappaport.

@ Incuba de 18 a 24 h a 35°C o, para alimentos fuertemente contaminados a
42°C por el mismo periodo. Debes estriar los productos que fueron
directamente enriquecidos en medios selectivos.

@ Mezcla el tubo con caldo selenito cistina y estrialo en agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y una tercera caja con
cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen,
agar Sulfito de Bismuto o Agar SS). Realiza el mismo procedimiento para el
caldo tetrationato. Incuba las placas 24 + 2 h a 35°C.

@ Examina las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de
Salmonella, de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o
sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer
completamente negras.

Agar VB: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes rodeadas
por medio enrojecido; las bacterias fermentadoras de la lactosa dan
colonias amarillas.

Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azulverdes con o sin centro
negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente
negras.

Agar Sulfito de Bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser
cafés, grises o0 negras; con o sin brillo metalico. Generalmente el medio
circundante (halo) es café, tornAndose posteriormente negro.
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@ Algunas cepas producen colonias verdes sin la formacion del halo oscuro.
Si las placas no muestran colonias tipicas 0 no se observa crecimiento,
incubar 24 h adicionales.

- Agar SS: colonias transllcidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias
dan centro negro. Las colonias fermentadoras de la lactosa son rojas.

Identificacion bioquimica

@ Selecciona al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que se
encuentren bien aisladas.

@ Toca levemente el centro de cada colonia e inocula dos tubos, uno con agar
triple azucar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estria en la
superficie inclinada y por puncién en el fondo. Incubar por 24 + 2 h a 35°C.

@ Almacena en refrigeracion de 5 a 8°C las placas con medios selectivos por
Si es necesario retomar mas colonias.

@ Observa el crecimiento en los tubos y considera como presuntas positivas
para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:

- Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la
fermentacion de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color
rojo mas intenso que el medio original debido a la no fermentacion de la
lactosa ni de la sacarosa. En la mayoria de los casos se observa
coloracion negra a lo largo de la puncion debido a la produccion de acido
sulfhidrico.

- Agar LIA , se observa intensificacion del color purpura en todo el tubo por
la descarboxilaciéon de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que
produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de
las cepas de Salmonella producen acido sulfhidrico en este medio con
ennegrecimiento a lo largo de la puncién.

@ Debes retener todos los cultivos que muestren las reacciones
caracteristicas de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas
adicionales, indicadas a continuacion:

@ Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella pero que presentan
reacciones en LIA tipicos, debes trabajarlos como cultivos presuntivos
positivos, ya que en estos casos, el medio LIA permitira detectar S.
arizonae y cepas atipicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa.
Descarta solamente los cultivos que muestren reacciones atipicas en
ambos medios.

@ Continda el andlisis a partir de los tubos de TSI con reacciones tipicas. Si
el cultivo presenta reacciones atipicas en este medio, toma colonias
adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atipico anterior y
siembra las pruebas bioquimicas nuevamente.

@ Continda la identificacion bioquimica y serologica a partir de los cultivos
recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g
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de unidad analitica seleccionando colonias procedentes de ambos medios
de enriguecimiento.

Prueba de ureasa

@ Prueba de ureasa (convencional). Con un asa estéril, toma crecimiento
del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula
tubos de caldo urea. Utiliza un control de medio para comparar el vire
purpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar
24 + 2 h a 35°C.

@ Prueba de ureasa (rapida). Toma dos asadas de crecimiento del cultivo
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula tubos de
caldo urea (rapida). Incuba 2 h a 37 £ 0,5°C en bafo de agua.

Descarta todos los cultivos que den ureasa positiva. Deberas retener los
cultivos que den la prueba negativa (sin cambio de color del medio).

Identificacion seroldgica

Ensayo de los antigenos somaticos de  Salmonella (Antisuero polivalente
0)

@ Coloca con asa dos gotas separadas de solucion salina estéril sobre un
portaobjetos 0 en dos secciones de una placa para aglutinacion. Suspende
en cada una de las gotas, una porcion del cultivo desarrollado en TSI.

@ Agrega a una de ellas una gota del antisuero polivalente somatico (O) y
mézclalas con el canto del asa o empleando aplicadores de madera.

@ Agita inclinando la lamina hacia atrds y hacia adelante durante
aproximadamente un minuto.

@ Observa bajo buena iluminacién sobre un fondo oscuro.
@ Considera cualquier grado de aglutinacién como positiva.

@ La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinacién en la gota con el
cultivo y el antisuero y no aglutinacion en la gota que contiene el cultivo y la
solucion salina.

@ Si observas aglutinaciébn en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se
debe continuar con las pruebas bioquimicas complementarias.

@ Cuando la aglutinacion es positiva con el suero polivalente O, puede
determinarse el subgrupo empleando antisueros para los diferentes
subgrupos (los grupos B, C, D y E, suelen ser los mas frecuentes).

@ Si la aglutinacion con el antisuero O es negativa, utiliza antisuero Vi y
realiza la prueba. Si hay aglutinacion con Vi calienta el cultivo a ebullicion y
repite la aglutinacion con el antisuero polivalente O.

@ Si se requiere, practica el ensayo de los antigenos flagelares de Salmonella
(Antisuero polivalente H).
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@ Inocula el crecimiento del tubo de TSI en agar infusion de cerebro corazén e
incubar de 4 a 6 h a 35°C hasta que se observe crecimiento (para ensayo
en el mismo dia), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 £+ 2 h a
35°C (para ensayo al dia siguiente). Adiciona 2,5 ml de solucion salina
formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazén
(BHI).

@ Coloca 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo
para serologia (13 x 100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 ml del cultivo
formalizado. Prepara un control de solucion salina mezclando 0,5 ml de
solucion salina formalizada con 0,5 ml del antigeno formalizado. Incuba las
mezclas en bafio de agua a 48-50°C. Observa a intervalos de 15 min por
espacio de una hora. Una prueba positiva es cuando se observa
aglutinacion en la mezcla de prueba pero no en el control. Debes interpretar
como negativa una prueba en la que ninguna de las mezclas muestre
aglutinacion. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se considera la prueba
inespecifica.

Pruebas bioquimicas complementarias

@ Cuando las pruebas seroldgicas o bioquimicas iniciales, dan resultados
atipicos 0 no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a
continuacion:

@ Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM,
agar citrato de Simmons, caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo
malonato para confirmar la presencia de la especie S. arizonae.

Interpretar los cambios en los medios inoculados co nforme lo siguiente:
Agar citrato Simmons

@ Inocula por estria el tubo.

@ Incuba durante 96 + 2 h a 35 + 2°C.

@ Prueba positiva: crecimiento acompafiado de un cambio de color de verde a
azul.

@ Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.
Medio SIM

@ Inocula por puncion.

@ Incuba durante 24 h a 35 + 2°C.

Movilidad.

@ Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la puncion y en el seno del medio
de cultivo.

@ Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la puncion exclusivamente.

@ Produccion de acido sulfhidrico.
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@ Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la puncién que
puede extenderse a todo el medio.

@ Prueba negativa: ausencia de color negro.

@ Produccion de indol. Adiciona al tubo con medio SIM que presente
crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de reactivo de Kovac.

Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
Prueba negativa : sin cambio de color.
Caldo RM-VP

@ Inocula un tubo con el medio. Incuba durante 48 £ 2 h a 35 £ 2°C para la
prueba de VP y 96 h para la prueba RM.

@ Prueba de Voges-Proskauer (VP)

@ Transfiere a un tubo un ml del cultivo de 48 h.

@ Adiciona 0,6 ml de solucion de alfa naftol.

@ Adiciona 0,2 ml de solucion de hidroxido de potasio 40%.
@ Adiciona algunos cristales de creatinina (opcional).

@ Interpreta los resultados después de incubar durante 2ha35+2°Co4 ha
temperatura ambiente.

@ Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.

@ Reincuba el resto del medio RM-VP 48 h méas a 35 + 2°C.
Prueba de rojo de metilo (RM)

@ Adiciona al medio de cultivo de 96 h de incubacion de dos a tres gotas de
solucion de rojo de metilo. Interpreta los resultados inmediatamente.

@ Prueba positiva: desarrollo de color rojo.

@ Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.

Caldo malonato

@ Inocula un tubo conteniendo el medio. Incuba durante 40 £ 2 h a 35 + 2°C.
@ Prueba positiva: desarrollo de color azul.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.

Caldo manitol

@ Inocula un tubo conteniendo el medio. Incuba durante 24 + 2 h a 35 + 2°C.
@ Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.
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@ Consulta los resultados obtenidos en el anexo 14 para la identificacion de
los géneros de las bacterias investigadas.

@ Nota: los sistemas bioquimicos comerciales validados pueden ser usados
como alternativa para las pruebas bioguimicas convencionales.

9. Etiqueta y rotula os tubos de cultivo de acuerdo al medio y dilucion con los
datos correctos

10. Verifica la temperatura de incubacion

11. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

Para el Calculo, expresion e interpretacion de reacciones bioquimicas y
seroldgicas. Ver anexos 13y 14.

Informar: presencia o0 ausencia de Salmonella en g o
ml de muestra.

12. Compara tus resultados con los estandares permitidos
13. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, compéaralos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicards en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada,  condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacién

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias

Alternativas de solucién

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la

correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o

con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

_PRACTICA No. 4
DETECCION DE Staphylococcus aureus

No. Practica: 4

[Fecha de Aplicacion:

Nivel de Competencia: 2

Competencia

|.Realizar andlisis microbiolégicos a la leche procesada

Habilidad

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus
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aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.
2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Instrucciones
para el
alumno

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza vy
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones
para el
docente

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:

bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
2. Lavay esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
3. Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
4. Limpiay desinfecta el area de trabajo
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos y el analisis a realizar.

@ Prepara la cantidad de los diferentes medios de cultivo de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (Baird-Parker, solucion de telurito, Emulsion de
yema de huevo, Solucidon salina isotoénica, caldo de infusién cerebro-
corazén, Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera, cloruro de
calcio anhidro, solucién de azul de toluidina, solucién amortiguadora Tris pH
9, plasma de conejo).

6. Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.
7. Preparala muestra a analizar.
8. Realiza el procedimiento aplicando la técnica adecuada

@ Utilizando diferentes pipetas de 1 ml para cada dilucion, depositar 0,1 ml
sobre la superficie de las placas de agar Baird-Parker.

@ Distribuye el inoculo sobre la superficie del agar con varillas estériles de vidrio
en angulo recto, utilizando una para cada dilucion.

@ Debes mantener las placas en su posicion hasta que el indculo sea absorbido

por el agar.

@ Voltea las placas y colécalas en incubacion durante 45 a 48 h a 35°C.
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@ Selecciona las placas que tengan entre 15 y 150 colonias tipicas de
Staphylococcus aureus; si no es posible, selecciona las placas de las
diluciones mas altas no obstante tengan mas de 150 colonias.

@ Cuando las placas tengan menos de 15 colonias tipicas también pueden ser
utilizadas y al informe debes agregar la nota de "valor estimado”.

@ Las colonias tipicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de
didmetro de 1 a 2 mm y muestran una zona opaca Yy un halo claro alrededor
de la colonia.

@ Selecciona las colonias de acuerdo con el cuadro del anexo 15 para realizar
las pruebas de coagulasa y termonucleasa:

@ Seleccionar el numero de colonias y siembralas cada una en tubos con 0.5
ml de caldo de infusién cerebro-corazon.

@ Incubalas a 35°C durante 24 h.

@ Inocula en la misma forma cepas conocidas de Staphylococcus aureus y
Staphylococcus epidermidis como testigos positivo y negativo.

@ Después del periodo de incubacion pasar con una pipeta de 1 ml, 0.3 ml de
cada cultivo a otro tubo de 10 mm x 75 mm y consérvalo para la prueba de
termonucleasa. El resto del cultivo usalo para la prueba de coagulasa.

Prueba de coagulasa

@ Agrega a los 0.2 ml del cultivo anterior, 0.2 ml de plasma de conejo diluido
volumen a volumen con solucién salina estéril.

@ Incubalo en bafio de agua de 35 a 37°C y observar durante 6 h a intervalos
de 1 h; si no hay formacion de coagulo, observa a las 24 h. Considera
positiva la prueba si hay formacion de coagulo.

@ Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo aflade una gota de
cloruro de calcio al 5% a 0.5 ml de plasma reconstituido empleado,
formandose un coagulo en 10-15 seg.

Prueba de termonucleasa

@ Calienta durante 15 minutos 0.3 ml de cultivo en caldo de infusion cerebro-
corazon en bafo de agua hirviendo.

@ Pasa una gota de cada cultivo por medio de una pipeta Pasteur a un orificio
del medio, incluye testigo.

@ Incuba a 35°C en camara hiumeda durante 4 a 24 h.

@ La aparicion de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor
de la perforacion se califica como positiva.

9. Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y
dilucion con los datos correctos.
10. Realiza la incubacién de la muestra a analizar.
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11. Verifica la temperatura de incubacion.

12. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos
(Ver anexo 16)

13. Compara tus resultados con los estandares permitidos

14. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, comparalos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicaras en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada,  condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias

Alternativas de solucion

No hay agua destilada

Pagina 40 de 91




No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extraios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

~ PRACTICANo. 5
DETECCION DE MESOFILICOS AEROBIOS

No. Practica: 5 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | |.Realizar analisis microbiologicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefalados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones | Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
para el necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.

Pagina 41 de 91



docente Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para

registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:

1.

w N

ok

©oo~NOo

Utiliza los implementos de seguridad e higiene:

- bata

- cubre boca

- cubre pelo

- guantes

Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar.

Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.

Limpia y desinfecta el area de trabajo.

Prepara el siguiente medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las

instrucciones del fabricante.

AGAR TRIPTONA- EXTRACTO DE LEVADURA.

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES / LITRO
Extracto de levadura 254¢.
Triptona 5.0¢g.
Dextrosa 1.0g.
Agar 15.0 g.
Agua destilada 1.01.

PREPARACION

@Disuelve los ingredientes en 1 litro de agua, calentando si es necesario o el
medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante.

@Ajusta el pH final de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de
6.9 +/- 0.2 a 25C

@Esteriliza en autoclave por 15 minutos a 121 +/- 1.0°C

Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza la inoculacion de la muestra aplicando la técnica adecuada.

@ Distribuye las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la
inoculacion, la adiciéon del medio de cultivo y homogeneizacion lo hagas
libre y comodamente; marca las cajas en sus tapas con los datos
pertinentes previamente a su inoculacién por duplicado.

@ Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas en las cajas
de petri, mézclalo con 12 a 15 ml del medio de cultivo preparado, mézclalo
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mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras para adelante, sobre
una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa distribucion del
in6culo en el medio. Cuida que el medio no moje la cubierta de las cajas.
Déjalas solidificar.

@ Incluye una caja sin indculo por cada lote de medio y diluyente como testigo
de esterilidad.

@ Incuba las cajas en posicion invertida por el tiempo y temperatura que se
requiera.

@ Etigueta y rotula las cajas de ensaye de acuerdo al medio y dilucién con los
datos correctos.

@ Realiza la incubacion de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 C por 48 +/- 2 h.

10. Verifica la temperatura de incubacion.
11. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos.

@ Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas multiplicar
por la inversa de la dilucion para obtener el numero de UFC por mililitro o
gramo de la muestra. Redondea la cifra obtenida en la cuenta de manera
gue solo aparezcan dos digitos significativos al inicio de esta cifra. Ejemplo:
128 redondear a 130; 2417 redondear a 2400.

@ Reporta como unidades formadoras de colonias (UFC)/g o ml de bacterias
aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o en agar nutritivo
para cuenta estandar. Incubadas horas a T.

12. Compara tus resultados con los estandares permitidos.
13. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado.

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, compéaralos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicards en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada,  condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho
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Olvidar rotular

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacién

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

izquierda estan

tus criterios.

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la

columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a

escritas las posibles contingencias y en la

Contingencias

Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que

puedas ser competente con

estas habilidades, para lo cual utilizara los

instrumentos de evaluacién (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

Pagina 44 de 91



~ PRACTICA No. 6
DETECCION DE Listeria monocytogenes

No. Practica: 6 [Fecha de Aplicacion:

Nivel de Competencia: 2

Competencia | |.Realizar andlisis microbiolégicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar.
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo.
Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos y el andlisis a realizar.

w N

ok

Reactivos

Acido acético 5 N, Acido clorhidrico 1 M, Acido sulfanilico (cristales), Alfa-
naftilamina, Alfa-naftol 5% en etanol absoluto, Etanol absoluto, Granalla de
zinc, Hidroxido de sodio 1 M, Lactamato de glicil-glicina (anhidrido de glicina),
Regulador de fosfatos glicerinado con pH 9,0 £ 0,2, Sangre de carnero
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desfibrinada, Soluciéon al 3% de peroxido de hidrogeno, Solucién salina
fisiologica 0,85% estéril, Sueros comerciales para tipificacion de Listeria spp,
Sulfato de cadmio al 20%, Zinc pulverizado, Reactivos para Tincion de Gram,
Alcohol-acetona, Cristal violeta, Oxalato de amonio, Solucion de Yodo,
Solucion de Safranina.

Reactivos para la determinacién de nitritos

Reactivo A: Alfa-naftilamina 0,5 g, Acido acético 5N 100,0 ml
Reactivo B: Acido sulfanilico 1,0 g, Acido acético 5N 125,0 ml
Reactivo C: Alfa-naftol 1,0 g, Acido acético 5N 200,0 ml
Solucién de sulfato de cadmio al 20%

Medios de cultivo

Caldo soya tripticaseina con 0,6 % de extracto de levadura (CSTEL)

Caldo de enriquecimiento (EB) pH 7,3

Agregar en condiciones asépticas los suplementos al medio CSTEL
previamente esterilizado, justo antes de su uso.

Para la preparacion de un litro del medio CSTEL se deben agregar las
siguientes soluciones: acriflavina, acido nalidixico y solucion de cicloheximida.
Precaucion: jLa cicloheximida es una sustancia quimica altamente téxica,
durante su manejo deben emplearse guantes, lentes de proteccion y lavarse
las manos inmediatamente después de usarla!

Medio de cloruro de litio feniletanol -moxolactam (LMP)

Medio Oxford

Agar soya tripticaseina con 0,6% de extracto de levadura (ASTEL)

Agar sangre de carnero

Caldo nitratos

Medios para la prueba de movilidad: Medio de SIM, Medio MTM.

Caldo purpura para fermentacion de carbohidratos

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada
Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita
Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y
dilucion con los datos correctos.

Realiza la incubacion de la muestra a analizar.

Verifica la temperatura de incubacion.

Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos.

Compara tus resultados con los estandares permitidos.

Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado.

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 1, comparalos
con los resultados que obtuviste.

Pagina 46 de 91



jRecuerda que esta practica la
aplicaras en leche pasteurizada,
ultrapasteurizada, = condensada,
evaporada, en polvo, saborizada
y endulzada!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a

tus criterios.

Contingencias

Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la

correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o

con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo
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El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

Conclusiones de la competencia

Para que seas capaz de realizar analisis microbioldgicos a leche es necesario que:

Procedas con orden, limpieza y responsabilidad durante tu desempefio.
Portes con todos los implementos de seguridad para que no salgas dafiado
en caso de un accidente.

Verifiques el correcto funcionamiento de los equipos.

Soluciones las contingencias que se te presenten.

Selecciones el equipo requerido para realizar los analisis.

Prepares los medios de cultivo de acuerdo a cada analisis.

Limpies tu area de trabajo antes, durante y después del proceso.

Laves y esterilices el material que utilizaste.

Esterilices los medios de cultivo utilizados antes de abrir las cajas o los
tubos para lavarlos.

Identifiques correctamente tus cultivos.

Para poder evaluarte la competencia “realizar analisis microbiologicos a la leche
procesada” el docente utilizara los instrumentos de evaluacion y al cubrir todas
estas actividades vas a ser capaz de: Efectuar analisis fisicoquimicos a leche y
productos lacteos.
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COMPETENCIA Il. Realizar andlisis microbioldgicos a derivados de la leche

c

Al

Introduccion

@ Bien amigo, ya tuviste la oportunidad de realizar anélisis
microbiolégicos a leches procesadas, ahora deberas realizarlos en
derivados lacteos, es decir queso, yogurt, dulce, helado y demas
productos elaborados a base de leche.

Utilizaras las técnicas implementadas para el analisis de leches
procesadas por lo que tu desempefio debera ser aun mejor, aunque seguiras
contando conmigo y con tu profesor para guiar tu aprendizaje y el desarrollo de tus
habilidades y destrezas, lo cual te permitira desemperiarte en el area de control de
calidad en las empresas procesadoras de lacteos.

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras,
coliformes totales, coliformes fecales, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus, mesofilicos aerobios y Listeria

HABILIDADES
monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los
analisis realizados a derivados de la leche.

RESULTADO DE | Al terminar el submddulo el alumno sera capaz de realizar
APRENDIZAJE los analisis microbioldgicos a la leche y sus derivados
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Desarrollo

Ahora continuaremos con el andlisis microbioldgico a productos lacteos, y como
en la seccion anterior te seran presentados algunos ejemplos y realizaras
ejercicios para que mejores tu desempefio durante la realizacion de las practicas.

EJEMPLO No. 6
PRECAUCIONES GENERALES PARA LA
SEGURIDAD EN EL LABORATORIO

Te presento a continuacién las precauciones generales que deberas tener para un
buen desempefio durante la ejecucion de tus practicas, cumplelas con
responsabilidad por tu seguridad y la de tus compafieros.

1.- La mesa de trabajo debe tenerse siempre limpia . Al terminar, debe dejarse
todo limpio.

2.- Si un mechero no se utiliza debe estar apagado .

3.- Nunca debe dejarse el material al borde de la mesa. Es importante
acostumbrarse a trabajar de pie , para evitar posibles accidentes.

4.- Los papeles de filtro usados , los restos de productos quimicos  solidos y
los trozos de vidrio no deben abandonarse sobre la mesa de trabajo, ni echarse
en los desagies, sino en los correspondientes cubos de basura.

5.- Los acidos deben echarse en los fregaderos de desagtie, teniendo siempre el
grifo abierto con el fin de diluirlos . Debe dejarse circular agua abundante y por
tiempo prolongado siempre que se vierta un producto liquido corrosivo.

6.- Los productos quimicos , una vez sacados de su frasco no deben nunca
volver a introducirse en él. Para evitar que sobren excesivas cantidades de
reactivo, se procura tomar solamente la cantidad necesaria y, si hace falta, se
afiade un poco mas.

7.- En el laboratorio se debe tener siempre el cuaderno de notas . Deben
anotarse inmediatamente los datos numéricos, no fiandose nunca de la memoria.
Anotar, también, todas las observaciones.

8.- Proteger cuidadosamente los 0jos cuando se trabaje con sustancias peligrosas.
9.- Cuando un tapén de vidrio se pega al cuello del frasco, se golpea con un trozo
de madera, procurando hacerlo con suavidad. En caso de no lograr separarlos, no
insistir mas, comunicandolo al profesor.

10.- Para evitar cortes con el material de vidrio, desechar todo utensilio rajado o
roto .

11.- Poner especial cuidado al tomar con la mano el vidrio caliente: debe dejarse
enfriar un tiempo prudencial.

12.- Al calentar un tubo de ensayo, dirigir la boca del tubo hacia el lado en que

no haya nadie , para evitar que las posibles proyecciones.
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13.- No probar ni tocar los productos quimicos con las manos , muchos son
venenosos Yy, en algunos casos, pueden pasar a través de la piel a nuestro
organismo con mucha rapidez.

14.- Poner especial cuidado en no respirar vapores toxicos. Para ello se deben
realizar en una campana de gases todos los trabajos que expresamente lo
indiquen.

15.- Después de todo trabajo en el laboratorio, deben lavarse bien las manos.

16.- Para percibir los olores, acercar el vapor agitdndolo con la mano, nunca
directamente.

17.- No emplear cantidades de reactivo mayores que las i  ndicadas , ya que
han sido calculadas para la capacidad de los aparatos y vasijas y el tiempo de
duracion.

18.- Nunca deben mezclarse productos desconocidos y sin indicacion expresa
del guidn de la préactica, ya que puede resultar seriamente peligroso.

19.- Leer dos veces las etiquetas que indican el nombre de los productos,
asegurandose de que se trata de la sustancia que debe utilizarse. Leer las
indicaciones de peligrosidad antes de abrir cualquier frasco que contenga un
producto quimico.

20.- En caso de producirse un accidente, debe comunicar  se inmediatamente
al profesor.

EJERCICIO No. 7
COLOCA EL NOMBRE DE LA INDUMENTARIA DE HIGIENE
Y SEGURIDAD QUE ESTA SIENDO UTILIZADA EN CADA
IMAGEN

Siempre es importante trabajar con higiene y seguridad y para esto debes conocer
bien los implementos que son Utiles, por lo tanto en el siguiente ejercicio deberas
anotar los implementos de higiene y seguridad que estan siendo utilizados o que
aparecen en cada imagen.
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PRACTICA No. 7
CONTEO DE HONGOS Y LEVADURAS

iMuy bien! Ahora si a realizar andlisis microbioldgicos a derivados de la leche.

Fueron muy importantes los ejercicios realizados anteriormente pues te dieron la
oportunidad de entrenarte en conocimientos basicos para tener un desempefio
excelente durante la realizacion de tus practicas, las cuales a continuacion te las

presento.

No. Practica: 7 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | ll.Realizar analisis microbioldgicos a derivados de la leche

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus
aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis

Habilidad
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realizados a la leche procesada.

Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las

sefalados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.

alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar durante esta practica son:

1.

w N

ok

© N

Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo.
Prepara y esteriliza el medio de cultivo papa — dextrosa — agar de acuerdo con
los estandares de calidad requeridos y el analisis a realizar.
@Prepara el acido tartarico diluyendo 10 g de este reactivo en 50 ml de agua
destilada y luego llévalo a aforo de 100 ml. Esterilizalo a 121 + 1,0 < por
15 minutos

@Diluye la cantidad necesaria del medio comercial disponible en forma
deshidratada. Sigue las instrucciones del fabricante y después esterilizalo,
enfrialo en bafio Maria a 45C mas menos 1<C, acidifical o a un pH de 3.5
+/-0.1 con acido tartarico estéril al 10% (aproximadamente 1.4 ml de acido
tartarico por 100 ml de medio). Después de adicionar la solucion, mézclalo
y mide el pH con el potenciometro. Permite que solidifique.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada

@ Coloca por duplicado en cajas de petri 1 ml de la muestra liquida directa o
de la dilucién primaria, utilizando para tal propdésito una pipeta estéril.

@ Repite el procedimiento tantas veces como diluciones decimales se
requiera sembrar, utilizando una pipeta estéril diferente para cada dilucion.

Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita

@ Vierte de 15 a 20 ml de agar papa dextrosa acidificado, fundido y mantenido
a 45 +/- 1 T en bafio de agua. El tiempo transcurrido entre la preparacion
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10.

11.

12.
13.

14.
15.

de la dilucion primaria y el momento en que es vertido el medio de cultivo,
no debe exceder de 20 minutos.

@ Mezcla cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a
izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido
contrario y seis de atras para adelante, sobre una superficie lisa. Permite
que la mezcla se solidifigue dejando las cajas de petri reposar sobre una
superficie horizontal fria.

@ Prepara una caja control con 15 ml de medio, para verificar la esterilidad.

Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y

dilucién con los datos correctos

Realiza la incubaciéon de la muestra a analizar

@ Voltea las cajas y coldcalas en la incubadora a 25 +/- 1 C.

Verifica la temperatura de incubacién

Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

@ Cuenta las colonias de cada placa después de, 3, 4 y 5 dias de incubacion.

@ Después de 5 dias selecciona aquellas placas que contengan entre 10 y
150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de
mohos o si es dificil de contar colonias bien aisladas, considera los conteos
de 4 dias de incubacion y aun de 3 dias. En este caso, informa el periodo
de incubacion de 3 o 4 dias en los resultados del analisis.

@ Si es necesario cuando la morfologia colonial no sea suficiente, examina
microscopicamente para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las
bacterias.

Compara tus resultados con los estandares permitidos

Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en los anexos 7, 8 y 10,
comparalos con los resultados que obtuviste.

jRecuerda que esta préctica
la aplicaras en quesos de
suero, frescos, maduros y
procesados, asi como en
helados!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado
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Olvidar rotular

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

izquierda estan

tus criterios.

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la

columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a

escritas las posibles contingencias y en la

Contingencias

Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que

puedas ser competente con

estas habilidades, para lo cual utilizara los

instrumentos de evaluaciéon (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

Pagina 55 de 91



PRACTICA No. 8
CONTEO DE COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES

FECALES
No. Practica: 8 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | ll.Realizar andlisis microbiolégicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:

1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el analisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
4. Limpiay desinfecta el area de trabajo.
5. Prepara y esteriliza los siguientes medios de cultivo de acuerdo con los
estandares de calidad requeridos y el andlisis a realizar
CALDO LACTOSADO (medio de enriquecimiento)
CALDO LAURIL SULFATO TRIPTOSA (selectivo)
CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE (medio de confirmacion)

W
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10.

11.

12.
13.

PREPARACION

@Disuelve los ingredientes en 1 litro de agua, calentando si es necesario, el
medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante.

@Ajusta el pH final de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de
6.9 +/- 0.2 a 25T

@Distribuye en volimenes de 10 ml. en tubos con dimensiones de 16 x 160
mm el medio de concentracién sencilla y de 20 ml. en tubos de 20 x 200
mm en el medio de concentracién 1.5, cada tubo debe tener campana de
fermentacion.

@Esteriliza en autoclave por 15 min. a 121 +/- 1.0C

JEnfria rapidamente para evitar una exposicion excesiva al calor. El aspecto
del caldo es claro y de color beige.

@Se puede utilizar una concentracion doble del medio de cultivo, en cuyo caso
se emplearan 10 ml. del caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml. de la
muestra.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada

Prepara la muestra a analizar

Realiza el vertido en placa y/o tubos de cultivo de acuerdo a la técnica descrita

Realiza la inoculacion de la muestra aplicando la técnica adecuada.

@ Toma tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor concentracion.

@ Utilizar una pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra si
es liquida, 6 10 ml de la dilucion primaria inicial en el caso de otros
productos.

@ Toma tres tubos de concentracion sencilla del medio selectivo de
enriguecimiento; usa una pipeta estéril para transferir a cada uno de estos
tubos 1 ml de la muestra si es liquida, 6 1 ml de la dilucién primaria en el
caso de otros productos.

@ Mezcla suavemente el indculo con el medio.

Etiqueta y rotula los tubos de ensaye de acuerdo al medio y dilucién con los

datos correctos

Realiza la incubacion de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 C por 24 +/- 2 hrs

y observar si hay formacién de gas, en caso contrario prolongar la incubacién

por 48 +/- 2 hrs.

Verifica la temperatura de incubacion

Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

@Cuando solo una dilucibn muestra tres tubos positivos, elige ésta y las
diluciones mayores posteriores.

@Cuando mas de una dilucion muestra tres tubos positivos y la ultima da
menos de tres, elige esta ultima y las dos diluciones anteriores mas
bajas.

@Cuando en ninguna dilucion hay tres tubos positivos y éstos se encuentran
en mas de tres diluciones, selecciona las dos diluciones mayores
positivas y la siguiente.

@En cada caso se obtiene un numero de tres cifras, que indica el nUmero de
tubos positivos donde debes buscar el indice de nimero mas probable
(NMP).
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@lLa técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones, por
ejemplo, para una muestra sélida donde un NMP de 70 coliformes por
gramo, los limites de confianza en el 95 % de los casos variaran de 10 a
230 coliformes por gramo y en un producto con 24 de NMP de coliformes
por gramo, los limites de confianza son de 3.6 a 130 coliformes por
gramo.

14. Compara tus resultados con los estdndares permitidos
15. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en los anexos 2, 3, 5, 6,7 y
8, comparalos con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta
practica la aplicards en
Mantequilla, Crema,
Fermentados, dulces de
leche, quesos de todo tipo

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacién

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias blternativas de solucién

Pagina 58 de 91




No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extraios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

PRACTICA No. 9
DETECCION DE Salmonella typhi

No. Practica: 9 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | ll.Realizar analisis microbiolégicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Pagina 59 de 91



Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.

alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:

14.

15.
16.

17.
18.

Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo
Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos y el analisis a realizar.
@ En caso de disponerse de formulas comerciales deshidratadas, se deben
seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su
preparacion.

Medios de pre-enriquecimiento

Agua de peptona tamponada, Caldo lactosado, Caldo de enriquecimiento,
Caldo selenito-cistina, Caldo tetrationato, Vassiliadis-Rappaport, Solucion A,
Solucion B, Solucion C, Caldo de soya tripticasa, Leche descremada
reconstituida, Caldo soya tripticasa estéril adicionado con sulfito de potasio

Medios de aislamiento

Agar verde brillante (VB), Agar con sulfito de bismuto, Agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), Agar para Salmonella y Shigella (SS), Agar entérico
Hektoen

Medios para pruebas bioquimicas
Agar de tres azucares y hierro (TSI), Agar de hierro y lisina (LIA), Agar nutritivo

Medio de SIM (para Sulfuro, Indol y Movilidad), Agar citrato de Simmons,
Caldo MR-VP (Rojo de metilo-Voges Proskauer), Caldo manitol, Caldo
malonato, Caldo urea, Caldo de urea rapido, Caldo infusion cerebro corazon

Soluciones

Solucion verde brillante al 0,1% (1:1000), Solucion de yodo-yoduro, Solucién
salina al 0,85%, Solucion salina formalizada, Reactivo de Kovac, Solucion de
alfa-naftol al 5%, Solucion de rojo de metilo, Solucién de hidréxido de potasio
al 40%, Solucion de gelatinasa al 5%
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19.
20.

21.

Antisueros

Antisuero polivalente somatico (O), Antisuero polivalente flagelar (H),
Antisuero Vi

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.
Prepara la muestra a analizar.

Preparacion de los alimentos para el aislamiento de Salmonella

@ Los siguientes métodos se basan en el analisis de 25 g de la muestra
analitica en una proporcion de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede
variarse siempre que se mantenga la misma proporcion. Se recomienda
una muestra de 25 g o mas.

Procedimiento general para la preparaciéon de muestr  as

@ Pesa asépticamente 25 g de la muestra en un vaso estéril de licuadora o en
bolsa estéril para trabajar en homogeneizador peristaltico (stomacher).
Adiciona 225 ml del medio de preenriguecimiento estéril (generalmente
caldo lactosado, a menos que se indique otro) y licualo si es necesario
durante un minuto.

@ Transfiere asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril
de boca ancha con tapdn de rosca y dejar reposar por 60 min a temperatura
ambiente con la tapa bien enroscada. Mezclar bien y determinar el pH
aproximado con el potenciometro. Ajusta, si es necesario, a un pH 6,8 £ 0,2
con hidréxido de sodio 1N o acido clorhidrico 1N estériles. Mezcla y cubre
el recipiente enroscando suavemente la tapa. Incuba durante 24 + 2 h a
35°C.

Procedimiento especifico para la preparacion de mue  stra segun el
producto

Leche en polvo, entera, semidescremada o descremada

@ Sigue el procedimiento general para el pesado de la muestra y adiciénala
lentamente a un matraz Erlenmeyer con 225 ml de solucion verde brillante
al 0,1%, procurando que el polvo quede en la superficie del liquido y se
hidrate suavemente. Dejar la mezcla en reposo por 60 minutos e incubala
durante 24 horas +/-2 horas a 35°C

Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada
Aislamiento de Salmonella

@ Cierra firmemente el tapon de rosca de los matraces con los cultivos de
preenriquecimiento y agita suavemente, transfiere respectivamente 1 ml de
la mezcla a un tubo que contenga 10 ml de caldo tetrationato y a otro con
10 ml de caldo selenito cistina. Como alternativa, en sustitucion del caldo
tetrationato puedes emplear el medio Vassiliadis-Rappaport.
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@ Incuba de 18 a 24 h a 35°C o, para alimentos fuertemente contaminados a
42°C por el mismo periodo. Debes estriar los productos que fueron
directamente enriquecidos en medios selectivos.

@ Mezcla el tubo con caldo selenito cistina y estrialo en agar xilosa lisina
desoxicolato (XLD), agar verde brillante (VB) y una tercera caja con
cualquiera de los medios selectivos adicionales (agar entérico Hektoen,
agar Sulfito de Bismuto o Agar SS). Realiza el mismo procedimiento para el
caldo tetrationato. Incuba las placas 24 + 2 h a 35°C.

@ Examina las placas para investigar la presencia de colonias tipicas de
Salmonella, de acuerdo con las siguientes caracteristicas:

Agar XLD: colonias rosas o rojas que pueden ser transparentes con o
sin centro negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer
completamente negras.

Agar VB: colonias rojas o rosas que pueden ser transparentes rodeadas
por medio enrojecido; las bacterias fermentadoras de la lactosa dan
colonias amarillas.

Agar entérico Hektoen: colonias verdes o azulverdes con o sin centro
negro. En algunos casos las colonias pueden aparecer completamente
negras.

Agar Sulfito de Bismuto: las colonias tipicas de Salmonella pueden ser
cafés, grises o negras; con o sin brillo metalico. Generalmente el medio
circundante (halo) es café, tornAndose posteriormente negro.

@ Algunas cepas producen colonias verdes sin la formacion del halo oscuro.
Si las placas no muestran colonias tipicas 0 no se observa crecimiento,
incubar 24 h adicionales.

- Agar SS: colonias translacidas, ocasionalmente opacas. Algunas colonias
dan centro negro. Las colonias fermentadoras de la lactosa son rojas.

Identificacion bioquimica

@ Selecciona al menos dos colonias tipicas de cada medio selectivo, que se
encuentren bien aisladas.

@ Toca levemente el centro de cada colonia e inocula dos tubos, uno con agar
triple azucar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estria en la
superficie inclinada y por puncién en el fondo. Incubar por 24 + 2 h a 35°C.

@ Almacena en refrigeracion de 5 a 8°C las placas con medios selectivos por
Si es necesario retomar mas colonias.

@ Observa el crecimiento en los tubos y considera como presuntas positivas
para Salmonella las colonias que den las siguientes reacciones:

- Agar TSI, en el fondo del tubo se observa vire del indicador debido a la
fermentacion de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color
rojo mas intenso que el medio original debido a la no fermentacion de la
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lactosa ni de la sacarosa. En la mayoria de los casos se observa
coloracion negra a lo largo de la puncion debido a la produccion de acido
sulfhidrico.

- Agar LIA , se observa intensificacion del color purpura en todo el tubo por
la descarboxilaciéon de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que
produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoria de
las cepas de Salmonella producen acido sulfhidrico en este medio con
ennegrecimiento a lo largo de la puncién.

@ Debes retener todos los cultivos que muestren las reacciones
caracteristicas de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas
adicionales, indicadas a continuacion:

@ Los cultivos con TSI que no parecen de Salmonella pero que presentan
reacciones en LIA tipicos, debes trabajarlos como cultivos presuntivos
positivos, ya que en estos casos, el medio LIA permitira detectar S.
arizonae y cepas atipicas de Salmonella que utilicen lactosa o sacarosa.
Descarta solamente los cultivos que muestren reacciones atipicas en
ambos medios.

@ Continda el andlisis a partir de los tubos de TSI con reacciones tipicas. Si
el cultivo presenta reacciones atipicas en este medio, toma colonias
adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atipico anterior y
siembra las pruebas bioquimicas nuevamente.

@ Continda la identificacién bioquimica y serologica a partir de los cultivos
recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g
de unidad analitica seleccionando colonias procedentes de ambos medios
de enriquecimiento.

Prueba de ureasa

@ Prueba de ureasa (convencional). Con un asa estéril, toma crecimiento
del cultivo presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula
tubos de caldo urea. Utiliza un control de medio para comparar el vire
purpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar
24 £ 2 h a 35°C.

@ Prueba de ureasa (rapida). Toma dos asadas de crecimiento del cultivo
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula tubos de
caldo urea (rapida). Incuba 2 h a 37 £ 0,5°C en bafio de agua.

Descarta todos los cultivos que den ureasa positiva. Deberas retener los
cultivos que den la prueba negativa (sin cambio de color del medio).
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Identificacion seroldgica

Ensayo de los antigenos somaticos de  Salmonella (Antisuero polivalente
0)

@ Coloca con asa dos gotas separadas de solucion salina estéril sobre un
portaobjetos 0 en dos secciones de una placa para aglutinacion. Suspende
en cada una de las gotas, una porcion del cultivo desarrollado en TSI.

@ Agrega a una de ellas una gota del antisuero polivalente somatico (O) y
meézclalas con el canto del asa o empleando aplicadores de madera.

@ Agita inclinando la lamina hacia atrds y hacia adelante durante
aproximadamente un minuto.

@ Observa bajo buena iluminacion sobre un fondo oscuro.
@ Considera cualquier grado de aglutinacién como positiva.

@ La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinacién en la gota con el
cultivo y el antisuero y no aglutinacion en la gota que contiene el cultivo y la
solucion salina.

@ Si observas aglutinacién en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se
debe continuar con las pruebas bioquimicas complementarias.

@ Cuando la aglutinacion es positiva con el suero polivalente O, puede
determinarse el subgrupo empleando antisueros para los diferentes
subgrupos (los grupos B, C, D y E, suelen ser los mas frecuentes).

@ Si la aglutinacion con el antisuero O es negativa, utiliza antisuero Vi y
realiza la prueba. Si hay aglutinacion con Vi calienta el cultivo a ebullicion y
repite la aglutinacion con el antisuero polivalente O.

@ Si se requiere, practica el ensayo de los antigenos flagelares de Salmonella
(Antisuero polivalente H).

@ Inocula el crecimiento del tubo de TSI en agar infusion de cerebro corazén e
incubar de 4 a 6 h a 35°C hasta que se observe crecimiento (para ensayo
en el mismo dia), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 £+ 2 h a
35°C (para ensayo al dia siguiente). Adiciona 2,5 ml de solucion salina
formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazén
(BHI).

@ Coloca 0,5 ml del antisuero polivalente flagelar (H) preparado en un tubo
para serologia (13 x 100 mm aproximadamente). Adicionar 0,5 ml del cultivo
formalizado. Prepara un control de solucion salina mezclando 0,5 ml de
solucion salina formalizada con 0,5 ml del antigeno formalizado. Incuba las
mezclas en bafio de agua a 48-50°C. Observa a intervalos de 15 min por
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espacio de una hora. Una prueba positiva es cuando se observa
aglutinacion en la mezcla de prueba pero no en el control. Debes interpretar
como negativa una prueba en la que ninguna de las mezclas muestre
aglutinacion. Cuando ambas mezclas se aglutinan, se considera la prueba
inespecifica.

Pruebas bioquimicas complementarias

@ Cuando las pruebas seroldgicas o bioquimicas iniciales, dan resultados
atipicos 0 no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a
continuacion:

@ Inocular los cultivos positivos provenientes de TSI y LIA en: medio SIM,
agar citrato de Simmons, caldo manitol y caldo RM-VP. Usar caldo
malonato para confirmar la presencia de la especie S. arizonae.

Interpretar los cambios en los medios inoculados co nforme lo siguiente:
Agar citrato Simmons

@ Inocula por estria el tubo.

@ Incuba durante 96 + 2 h a 35 + 2°C.

@ Prueba positiva: crecimiento acompafiado de un cambio de color de verde a
azul.

@ Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color.
Medio SIM

@ Inocula por puncion.

@ Incuba durante 24 h a 35 + 2°C.

Movilidad.

@ Prueba positiva: crecimiento a lo largo de la puncién y en el seno del medio
de cultivo.

@ Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la puncién exclusivamente.
@ Produccion de &cido sulfhidrico.

@ Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la puncién que
puede extenderse a todo el medio.

@ Prueba negativa: ausencia de color negro.

@ Produccion de indol. Adiciona al tubo con medio SIM que presente
crecimiento, de 0,2 a 0,3 ml de reactivo de Kovac.

Prueba positiva: desarrollo de un anillo de color rojo.
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22.

Prueba negativa : sin cambio de color.
Caldo RM-VP

@ Inocula un tubo con el medio. Incuba durante 48 + 2 h a 35 * 2°C para la
prueba de VP y 96 h para la prueba RM.

@ Prueba de Voges-Proskauer (VP)

@ Transfiere a un tubo un ml del cultivo de 48 h.

@ Adiciona 0,6 ml de solucion de alfa naftol.

@ Adiciona 0,2 ml de solucion de hidroxido de potasio 40%.
@ Adiciona algunos cristales de creatinina (opcional).

@ Interpreta los resultados después de incubar durante 2ha35+2°Co4 ha
temperatura ambiente.

@ Prueba positiva: desarrollo de color rojo ladrillo.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.

@ Reincuba el resto del medio RM-VP 48 h méas a 35 + 2°C.
Prueba de rojo de metilo (RM)

@ Adiciona al medio de cultivo de 96 h de incubacion de dos a tres gotas de
solucion de rojo de metilo. Interpreta los resultados inmediatamente.

@ Prueba positiva: desarrollo de color rojo.

@ Prueba negativa: desarrollo de color amarillo.

Caldo malonato

@ Inocula un tubo conteniendo el medio. Incuba durante 40 + 2 h a 35 + 2°C.
@ Prueba positiva: desarrollo de color azul.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.

Caldo manitol

@ Inocula un tubo conteniendo el medio. Incuba durante 24 + 2 h a 35 + 2°C.
@ Prueba positiva: desarrollo de color amarillo.

@ Prueba negativa: sin cambio de color.

@ Consulta los resultados obtenidos en el anexo 14 para la identificacion de
los géneros de las bacterias investigadas.

@ Nota: los sistemas bioquimicos comerciales validados pueden ser usados
como alternativa para las pruebas bioguimicas convencionales.

Etiqueta y rotula os tubos de cultivo de acuerdo al medio y dilucion con los
datos correctos

23. Verifica la temperatura de incubacion
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24. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

Para el Calculo, expresién e interpretacion de reacciones bioquimicas y
serologicas. Ver anexos 13y 14.

Informar: presencia o0 ausencia de Salmonella en g o
ml de muestra.

25. Compara tus resultados con los estandares permitidos
26. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en los anexos 3, 5, 6, 8 y
10, compéralos con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta practica la
aplicaras en crema, fermentados,
dulces de leche, quesos frescos,
maduros y procesados y helados!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias blternativas de solucién
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No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extraios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacién (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
que tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

PRACTICA No. 10
DETECCION DE Staphylococcus aureus

No. Practica: 10 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | ll.Realizar analisis microbiolégicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza Yy
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefialados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones | Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
para el necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
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docente Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:

bata

cubre boca

cubre pelo

guantes

Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar

Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de

esterilizacion.

Limpia y desinfecta el area de trabajo

Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de

calidad requeridos y el analisis a realizar.

@ Prepara la cantidad de los diferentes medios de cultivo de acuerdo a las
indicaciones del fabricante (Baird-Parker, solucion de telurito, Emulsion de
yema de huevo, Solucidon salina isotoénica, caldo de infusiébn cerebro-
corazén, Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera, cloruro de
calcio anhidro, solucién de azul de toluidina, solucién amortiguadora Tris pH
9, plasma de conejo).

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza el procedimiento aplicando la técnica adecuada

w N

ok

N

] Utilizando diferentes pipetas de 1 ml para cada dilucion, depositar 0,1
ml sobre la superficie de las placas de agar Baird-Parker.

1] Distribuye el inoculo sobre la superficie del agar con varillas estériles
de vidrio en angulo recto, utilizando una para cada dilucion.

/] Debes mantener las placas en su posicion hasta que el indculo sea
absorbido por el agar.

7] Voltea las placas y col6calas en incubacién durante 45 a 48 h a 35°C.

1] Selecciona las placas que tengan entre 15 y 150 colonias tipicas de
Staphylococcus aureus; si no es posible, selecciona las placas de las
diluciones mas altas no obstante tengan mas de 150 colonias.

] Cuando las placas tengan menos de 15 colonias tipicas también
pueden ser utilizadas y al informe debes agregar la nota de "valor estimado”.

7] Las colonias tipicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas,
de diametro de 1 a 2 mm y muestran una zona opaca Yy un halo claro
alrededor de la colonia.
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9.

] Selecciona las colonias de acuerdo con el cuadro del anexo 15 para
realizar las pruebas de coagulasa y termonucleasa:

1] Seleccionar el numero de colonias y siembralas cada una en tubos
con 0.5 ml de caldo de infusién cerebro-corazon.

1] Incubalas a 35°C durante 24 h.

1] Inocula en la misma forma cepas conocidas de Staphylococcus

aureus y Staphylococcus epidermidis como testigos positivo y negativo.

] Después del periodo de incubacion pasar con una pipeta de 1 ml, 0.3
ml de cada cultivo a otro tubo de 10 mm x 75 mm y consérvalo para la prueba
de termonucleasa. El resto del cultivo usalo para la prueba de coagulasa.

Prueba de coagulasa

@ Agrega a los 0.2 ml del cultivo anterior, 0.2 ml de plasma de conejo diluido
volumen a volumen con solucion salina esteéril.

@ Incubalo en bafio de agua de 35 a 37°C y observar durante 6 h a intervalos
de 1 h; si no hay formacion de coagulo, observa a las 24 h. Considera
positiva la prueba si hay formacion de coagulo.

@ Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo aflade una gota de
cloruro de calcio al 5% a 0.5 ml de plasma reconstituido empleado,
formandose un coagulo en 10-15 seg.

Prueba de termonucleasa

@ Calienta durante 15 minutos 0.3 ml de cultivo en caldo de infusién cerebro-
corazon en bafo de agua hirviendo.

@ Pasa una gota de cada cultivo por medio de una pipeta Pasteur a un orificio
del medio, incluye testigo.

@ Incuba a 35°C en camara himeda durante 4 a 24 h.

@ La aparicion de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor
de la perforacion se califica como positiva.

Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y
dilucién con los datos correctos.

10. Realiza la incubacién de la muestra a analizar.
11. Verifica la temperatura de incubacion.
12. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos

(Ver anexo 16)

13. Compara tus resultados con los estandares permitidos
14. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en los anexos 2, 3,6, 7y 8,
comparalos con los resultados que obtuviste.

jRecuerda que esta
practica la aplicaras en
mantequilla, crema,
dulces de leche y quesos
de todo tipo!



Olvidar rotular

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

En la siguiente tabla

tus criterios.

se te presentan dos columnas, en la

izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a

Contingencias

Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o con
tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algan reactivo

Se descompuso un equipo
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El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extraios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

~ PRACTICANo. 11
DETECCION DE MESOFILICOS AEROBIOS

No. Practica: 11 [Fecha de Aplicacion:
Nivel de Competencia: 2
Competencia | |.Realizar analisis microbiolégicos a la leche procesada

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las
Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza vy
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos
sefalados en los instrumentos de evaluacion.

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.
Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al
alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
- bata
- cubre boca
- cubre pelo
- guantes
2. Lavay esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar.
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3.

4.
5

©oNO

Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.

Limpia y desinfecta el area de trabajo.

Prepara el siguiente medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las
instrucciones del fabricante.

AGAR TRIPTONA- EXTRACTO DE LEVADURA.

FORMULA
INGREDIENTES CANTIDADES / LITRO
Extracto de levadura 254¢.
Triptona 5.0g.
Dextrosa 1.0g9.
Agar 15.04.
Agua destilada 1.0l

PREPARACION

@Disuelve los ingredientes en 1 litro de agua, calentando si es necesario o el
medio completo deshidratado, siguiendo las instrucciones del fabricante.

@Ajusta el pH final de tal manera que después de la esterilizacion éste sea de
6.9 +/- 0.2 a 25C

@Esteriliza en autoclave por 15 minutos a 121 +/- 1.0°C

Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita.

Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

Prepara la muestra a analizar.

Realiza la inoculacion de la muestra aplicando la técnica adecuada.

@ Distribuye las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la
inoculacion, la adicion del medio de cultivo y homogeneizacion lo hagas
libre y comodamente; marca las cajas en sus tapas con los datos
pertinentes previamente a su inoculacion por duplicado.

@ Después de inocular las diluciones de las muestras preparadas en las cajas

de petri, mézclalo con 12 a 15 ml del medio de cultivo preparado, mézclalo

mediante 6 movimientos de derecha a izquierda, 6 en sentido de las
manecillas del reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atras para adelante, sobre
una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa distribucion del
in6culo en el medio. Cuida que el medio no moje la cubierta de las cajas.

Déjalas solidificar.

Incluye una caja sin in6culo por cada lote de medio y diluyente como testigo

de esterilidad.

Incuba las cajas en posicion invertida por el tiempo y temperatura que se

requiera.

Etiqueta y rotula las cajas de ensaye de acuerdo al medio y dilucién con los

datos correctos.

Realiza la incubacion de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 € por 48 +/- 2 h.

Q Q8 8. ©
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10. Verifica la temperatura de incubacion.
11. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos.

@ Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas multiplicar
por la inversa de la dilucidon para obtener el numero de UFC por mililitro o
gramo de la muestra. Redondea la cifra obtenida en la cuenta de manera
que solo aparezcan dos digitos significativos al inicio de esta cifra. Ejemplo:
128 redondear a 130; 2417 redondear a 2400.

@ Reporta como unidades formadoras de colonias (UFC)/g o ml de bacterias
aerobias en placa en agar triptona extracto de levadura o en agar nutritivo
para cuenta estandar. Incubadas horas a T.

12. Compara tus resultados con los estandares permitidos.
13. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado.

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en el anexo 10, comparalos
con los resultados que obtuviste.

iRecuerda que esta
préactica la aplicaras
en helados!

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacién

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias

Alternativas de solucién

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la

correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o

con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

~ PRACTICA No. 12
DETECCION DE Listeria monocytogenes

No. Practica: 12

[Fecha de Aplicacion:

Nivel de Competencia: 2

Competencia

II.Realizar analisis microbiologicos a la leche procesada

Pagina 75 de 91



Habilidad aureus, mesofilicos aerobios y Listeria monocytogenes.

1. Realizar analisis de conteo de hongos y levaduras, coliformes
totales, coliformes fecales, salmonella typhi, Staphylococcus

2. Interpretar mediante un reporte los resultados de los analisis
realizados a la leche procesada.

Instrucciones | indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y
para el responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus
alumno resultados. Recuerda que deberas cumplir con todos los puntos

Realiza el seguimiento de esta practica atendiendo las

sefalados en los instrumentos de evaluacion.

Instrucciones | Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para
para el registrar el logro de las competencias, asi como las habilidades
docente gue requieren reforzamiento o correccion. Proporcionar al

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos
necesarios para el desarrollo de la practica en el laboratorio.

alumno los reactivos que utilizara y guiarlo con autoridad, buen
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia.

Los pasos que debes realizar para durante esta practica son:

1.

w N

ok

Utiliza los implementos de seguridad e higiene:
bata
cubre boca
cubre pelo
guantes
Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el andlisis a realizar.
Verifica la temperatura y/o presion de la autoclave durante el proceso de
esterilizacion.
Limpia y desinfecta el area de trabajo.
Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estandares de
calidad requeridos y el andlisis a realizar.

Reactivos

Acido acético 5 N, Acido clorhidrico 1 M, Acido sulfanilico (cristales), Alfa-
naftilamina, Alfa-naftol 5% en etanol absoluto, Etanol absoluto, Granalla de
zinc, Hidroxido de sodio 1 M, Lactamato de glicil-glicina (anhidrido de glicina),
Regulador de fosfatos glicerinado con pH 9,0 £ 0,2, Sangre de carnero
desfibrinada, Soluciéon al 3% de peroxido de hidrogeno, Solucién salina
fisiologica 0,85% estéril, Sueros comerciales para tipificacion de Listeria spp,
Sulfato de cadmio al 20%, Zinc pulverizado, Reactivos para Tincion de Gram,
Alcohol-acetona, Cristal violeta, Oxalato de amonio, Solucién de Yodo,
Solucion de Safranina.

Reactivos para la determinacién de nitritos

Reactivo A: Alfa-naftilamina 0,5 g, Acido acético 5N 100,0 ml
Reactivo B: Acido sulfanilico 1,0 g, Acido acético 5N 125,0 ml
Reactivo C: Alfa-naftol 1,0 g, Acido acético 5N 200,0 ml
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Solucién de sulfato de cadmio al 20%
Medios de cultivo

Caldo soya tripticaseina con 0,6 % de extracto de levadura (CSTEL)

Caldo de enriquecimiento (EB) pH 7,3

Agregar en condiciones aseépticas los suplementos al medio CSTEL
previamente esterilizado, justo antes de su uso.

Para la preparacion de un litro del medio CSTEL se deben agregar las
siguientes soluciones: acriflavina, acido nalidixico y solucion de cicloheximida.
Precaucion: jLa cicloheximida es una sustancia quimica altamente toxica,
durante su manejo deben emplearse guantes, lentes de proteccion y lavarse
las manos inmediatamente después de usarla!

Medio de cloruro de litio feniletanol -moxolactam (LMP)

Medio Oxford

Agar soya tripticaseina con 0,6% de extracto de levadura (ASTEL)

Agar sangre de carnero

Caldo nitratos

Medios para la prueba de movilidad: Medio de SIM, Medio MTM.

Caldo purpura para fermentacion de carbohidratos

6. Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada.

7. Prepara la muestra a analizar.

8. Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada

9. Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita

10. Etiqueta y rotula las cajas petri y/o tubos de cultivo de acuerdo al medio y
dilucion con los datos correctos.

11. Realiza la incubacion de la muestra a analizar.

12. Verifica la temperatura de incubacion.

13. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos.

14. Compara tus resultados con los estdndares permitidos.

15. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado.

Los limites maximos permisibles los puedes consultar en los anexos 7 y 8,
comparalos con los resultados que obtuviste.

jRecuerda que
esta practica la
aplicaras en
quesos de todo
tipo!
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Olvidar la indumentaria requerida para el proceso

No limpiar el area de trabajo

No comprobar las condiciones del equipo

No verificar que las llaves de gas y agua estén bien cerradas
No lavar el instrumental

No esterilizar el material sucio y contaminado

No separar el medio de cultivo para su desecho

No checar el pH del medio

No apagar los equipos que no estén usandose

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilizacion
Olvidar verificar la temperatura de incubacion

Olvidar el tiempo de incubacion

Pesar de manera equivocada los reactivos

Olvidar rotular

En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la
izquierda estan escritas las posibles contingencias y en la
columna derecha escribiras las posibles soluciones de acuerdo a
tus criterios.

Contingencias Alternativas de solucion

No hay agua destilada

No hay agua esterilizada

El equipo esta sucio

No hay energia eléctrica

La indumentaria no es la
correcta

Utilizar zapatos resbalosos y/o
con tacon

Desconoces el equipo a usar

Falta algun reactivo

Se descompuso un equipo

El laboratorio no esta disponible

El medio esta contaminado con
agentes extrafios

No rotulaste tus cultivos

Ahora que terminaste la practica puedes decirle al docente que te evalle para que
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizara los
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instrumentos de evaluacion (guias de observacion y las listas de cotejo). Recuerda
gue tienes que elaborar los reportes de los analisis realizados.

Conclusiones de la competencia

Para que seas capaz de realizar analisis microbioldgicos a derivados de la leche
es necesario que:

Procedas con orden, limpieza y responsabilidad durante tu desempefio.
Portes con todos los implementos de seguridad para que no salgas dafiado
en caso de un accidente.

Verifiques el correcto funcionamiento de los equipos.

Soluciones las contingencias que se te presenten.

Selecciones el equipo requerido para realizar los analisis.

Prepares los medios de cultivo de acuerdo a cada analisis.

Limpies tu area de trabajo antes, durante y después del proceso.

Laves y esterilices el material que utilizaste.

Esterilices los medios de cultivo utilizados antes de abrir las cajas o los
tubos para lavarlos.

Identifiques correctamente tus cultivos.

Para poder evaluarte la competencia “realizar analisis microbiolégicos a derivados
de la leche” el docente utilizara los instrumentos de evaluacion y al cubrir todas
estas actividades vas a ser capaz de: Efectuar analisis microbioldgicos a leche y
productos lacteos.
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Glosario

iAmigo! Estamos a punto de terminar nuestra guia de aprendizaje, por lo que te
proporciono este glosario con los conceptos que no pudieras conocer y que mas
vas a utilizar al desarrollar tus habilidades y destrezas en estas competencias.

ACIDEZ. Son los mililitros de Hidroxido de sodio, necesarios para neutralizar el
acido que se encuentra en los alimentos.

ACONDICIONAMIENTO. Paso intermedio en la preparacion de los alimentos que
precede a una determinada fase a su proceso de produccion.

AGAR ESTANDAR: Medio de cultivo que se usa para la determinacién de
mesofilos.

AGAR PAPA DEXTROSA: Medio de cultivo que se usa para la determinacion de
hongos y levaduras.

AGAR ROJO BILIS VIOLETA: Medio de cultivo que se usa para determinar
bacterias coliformes, los cuales son indicadores de la calidad sanitaria de
alimentos, superficies y ambientes. .

AGAR SAL MANITOL: Medio de cultivo que se usa para determinar la presencia
de estafilococos.

AGAR: Sustancia obtenida de algunas algas, que se utiliza en los medios de
cultivo gelificados en placas.

AGUA. Liquido incoloro, inodoro e insipido. Cuando se encuentra en grandes
masas, adquiere una tonalidad azulada; se descompone a altas temperaturas
(1500 °C) en hidrégeno y en oxigeno.

Pagina 81 de 91




ANALISIS CUANTITATIVO . Procedimiento de trabajo utilizado en quimica para la
determinacién de las cantidades proporcionales de los elementos o de los
compuestos que intervienen en una reaccion. Segun el tipo de andlisis, pueden
ser gravimétricos, volumeétricos, microanalisis, espectrales, etc.

ANALISIS MICROBIOLOGICO: Determinacion cualitativa y/o cuantitativa de
microorganismos presentes en los alimentos, ya sea naturales o procesados.

ANALISIS. Descomposicion de una sustancia en sus componentes a fin de
conocer la clase o la cantidad de la sustancia fundamental presente o de los
compuestos.

BALANZA ANALITICA . Balanza especialmente sensible y exacta utilizada para
investigaciones fisicas, quimicas y tecnologicas. Estas balanzas pueden llegar a
tener una precisioén de hasta 1/100 mg.

BANO MARIA. Recipiente para calentar indirectamente compuestos liquidos o
sélidos utilizando agua como medio de suspension.

CALDO VERDE BRILLANTE: Medio de cultivo liquido, que se utiliza para la
determinacion de coniformes por el método del NUmero Mas Probable (NMP).

Clostridium botulinum : Bacteria anaerobia causante del botulismo,
principalmente por conservas y embutidos contaminados.

COLIFORMES: Grupo de bacterias mesofilicas fermentadoras de la lactosa y
formadoras de gases que se encuentran en leche cruda, leche pasteurizada y
derivados recontaminados. Su presencia revela falta de higiene. Se asocian a
microorganismos patégenos de origen fecal.

CONSERVACION: Accion de mantener un producto alimenticio en buen estado.

CONSERVADOR: Sustancias quimicas que al ser afiadidas intencionalmente al
alimento, tienden a prevenir o retardar el deterioro causado a los alimentos por
microorganismos.

CONSERVAS ALIMENTICIAS: Preservacion de sustancias alimenticias contra la
descomposicion por distintos procedimientos, para facilitar su transporte o permitir
que sea consumida al cabo de un tiempo que puede ser muy largo.

ESTAFILOCOCO DORADO: Bacteria causante de intoxicaciones por mal manejo
de los alimentos.

ESCHERICHIA COLLI: Bacteria causante de infecciones gastrointestinales.
Indicador de falta de higiene en el proceso.

LISTERIA. MONOCYTOGENES: Bacteria bacilar causante de infecciones.
Presente en leche y productos lacteos contaminados. Puede reproducirse en
temperaturas de refrigeracion.

MEDIO DE CULTIVO: Mezcla de nutrientes especificos, utilizado para el
desarrollo de microorganismos.
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MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS: Ciencia que estudia el niumero y tipo de
microorganismos presentes en los alimentos, naturales o procesados, ya sean
benéficos o perjudiciales para la salud y a la industria.

MICROBIOLOGIA: Ciencia que estudia los seres vivos microscépicos, tales como
bacterias, hongos, levaduras, virus y protozoos.

MICROORGANISMO: Ser vivo unicelular que puede ser observado Unicamente
con el microscopio. Dentro de esta categoria se encuentran las bacterias, hongos,
levaduras, protozoos y virus.

NUMERO MAS PROBABLE (NMP): Método estadistico para conocer la carga
microbiana presente en un alimento.

PASTEURIZACION: Método de conservacion que consiste en aplicar valor a la
leche para elevar su temperatura eliminando microorganismos patdgenos.

PH: Concentracion de iones hidroneo. Se establece una escala que va de 0 a 14.
Se considera que de 0 hasta antes de 7 es acido, el 7 es neutro y después de 7
hasta 14 es basico o alcalino.

QUESO: Producto resultante de la coagulacion de las proteinas de la leche
mediante la adicion de enzimas proteoliticas en presencia de acido lactico
producido por microorganismos agregados o propios de la leche, eliminando una
parte de la humedad.

SABORIZANTE: Aditivo usado para incrementar o resaltar los sabores basicos:
dulce, salado, acido y amargo.

SALMONELLA: Género de enterobacterias causante de intoxicaciones
alimenticias, causante de la salmonelosis y fiebre tifoidea.

SEGURIDAD: Eliminacion de peligros, o bien, su control a niveles de tolerancia
aceptable segun lo determina la ley, reglamentos de instituciones, la ética,
requisitos personales, recursos cientificos y tecnoldgicos, conocimiento empirico,
economia y las interpretaciones de la practica cultural y popular.

YOGURT: Leche fermentada por los microorganismos Streptococus thermophillus
y Lactobacillus bulgaricus.

Anexos

Anexo 1. Especificaciones sanitarias para leche pas teurizada y leches
procesadas
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Anexo 2. Especificaciones sanitarias para mantequil la

Anexo 3. Especificaciones sanitarias para crema

Anexo 4. Especificaciones sanitarias para leche con  densada azucarada

Anexo 5. Especificaciones sanitarias para productos lacteos fermentados y
acidificados
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Anexo 6. Especificaciones sanitarias para dulces de leche

Anexo 7. Especificaciones sanitarias para quesos de suero

Anexo 8. Especificaciones sanitarias para quesos fr  escos, maduros y
procesados
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Anexo 9. Clasificacion de los quesos
Los productos objeto de esta norma por su proceso se clasifican en:
Frescos

Frescales: Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, Fresco, Blanco, Enchilado,
Adobado.

De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del Morral, Adobera.
Acidificados: Cottage, Crema, Doble crema, Petit Suisse, Nuefchatel.
Madurados

Madurados prensados de pasta dura: Afiejo, Parmesano, Cotija, Reggianito.

Madurados prensados: Cheddar, Chester, Chihuahua, Manchego, Brick, Edam,
Gouda, Gruyere, Emmental, Cheshire, Holandés, Amsterdam, Butterkase,
Coulomiers, Dambo, Erom, Friese, Fynbo, Havarti, Harzer-Kase, Herrgardsost,
Huskallsost, Leidse, Maribo, Norvergia, Provolone, Port Salut, Romadur, Saint
Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Bola, Jack.

De maduraciéon con mohos: Azul, Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu,
Limburgo, Brie.

Procesados
Fundidos y Fundidos para untar.

Quesos de suero. Productos obtenidos a partir del suero de quesos de leche
entera, semidescremada o descremada pasteurizada de vaca, cabra u oveja; el
cual es coagulado por calentamiento en medio acido para favorecer la obtencion
de la cuajada la que es salada, drenada, moldeada, empacada y etiquetada, y
posteriormente refrigerada para su conservacion.

Pagina 86 de 91



Otros quesos: frescos, madurados y procesados no considerados e los
anteriores.

Anexo 10. Especificaciones sanitarias para helados de crema, de leche,
grasa vegetal y sorbetes

Anexo 11. Especificaciones sanitarias para las base s 0 mezclas para
elaborar helados de crema, de leche, grasa vegetal vy sorbetes

Anexo 12. Célculo del método para mesofilicos aerob  ios

Después de la incubacion contar las placas que se encuentren en el intervalo de
25 a 250 colonias utilizando el contador de colonias y el registrador. Las placas de
al menos una de tres diluciones deben estar en ese intervalo.

Cuando dos diluciones estdn en el intervalo apropiado, determinar la cuenta
promedio dada por cada dilucion antes de promediar la cuenta de la dos diluciones
para obtener la cuenta en placa por gramo o mililitro.

Con el fin de uniformar los criterios para el reporte de las cuentas en ensayos
donde las placas presenten situaciones no contempladas en los ejemplos
anteriores. Se presentan las siguientes guias:

Placas con menos de 25 colonias.- Cuando las placas corridas para la menor
dilucion muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el nUmero de colonias
presentes en dicha dilucion, promediar el nimero de colonias y multiplicar por el
factor de dilucion para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su
informe esta situacion agregando la leyenda “valor estimado”.
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Placas con mas de 250 colonias.- Cuando el numero de colonias por placa
exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean
representativas de la distribucion de colonias. Contar por ejemplo una cuarta parte
o la mitad del area de la caja y multiplicar el valor obtenido por 4 o 2,
respectivamente; si solamente pueden contarse algunos cuadros, considerar que
el fondo de la caja de petri de 100 mm de diametro contiene 65 cuadros de la
cuadricula del contado. Aclarar en el informe esta situacion agregando la leyenda
“valor estimado “

Colonias extendidas.- Las colonias extendidas pueden presentarse en las
siguientes Formas:

1. Cadenas de colonias no separadas entre si, que parecen ser causadas
por la desintegracion de un camulo de bacterias.

Colonias que se desarrollan en pelicula entre el agar y el fondo de la caja.

Colonias que se desarrollan en pelicula en la orilla de la caja sobre la
superficie del agar.

4. Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompafadas
de Inhibicion del crecimiento, que en conjunto exceden el 50% de la caja.

Placas sin colonias.- Cuando las placas de todas las diluciones no muestran
colonias, reportar la cuenta en placa como menor que un vez el valor de la dilucién
mas baja usada.

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas multiplicar por la
inversa de la dilucion para obtener el numero de UFC por mililitro o gramo de la
muestra. Redondear la cifra obtenida en la cuenta de manera que solo aparezcan
dos digitos significativos al inicio de esta cifra. Ejemplo: 128 redondear a 130;
2417 redondear a 2400.

Reportar como unidades formadoras de colonias. UFC/g o ml de bacterias
aerobias en placa en agar tristona extracto de levadura o en agar nutritivo para
cuenta estandar. Incubadas horas a T.

Anexo 13. Reacciones bioquimicas y seroldgicas de Salmonella (tipicay
atipica).

‘ Reacciones bioquimicas Feacciones serolégicas ‘ inter  pretacién ‘
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Anexo 14. Reacciones bioquimicas y seroldgicas de Salmonella (pruebas y
sustratos )
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a +, 90% o mas positivos en 1 o 2 dias; -, 90% o mas negativas en 1 o 2 dias; v, variable.
b La mayoria de los cultivos S. arizonae son negativos.
¢ La mayoria de los cultivos S. arizonae son positivos.

Anexo 15. Numero de colonias a sembrar para realizar las pruebas de
coagulasa y termonucleasa durante la deteccibn de
Staphyloccus aureus
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Anexo 16. Calculo y registro de resultados para la deteccion de
Staphyllococcus

Hacer el célculo del contenido de microorganismos en el producto tomando en

cuenta el numero de colonias totales, el numero de colonias confirmadas, la

dilucion y el volumen inoculado (0,1 ml).

Ejemplo 1:

Si la caja tiene 80 colonias en la dilucion 1:1000

Se toman 5 colonias para la prueba, de éstas dan 4 positivas, el calculo es:
(80 x 4)/5 =64 x 1000 x 10 = 640 000

Ejemplo 2:

Si la caja tiene 14 colonias en la dilucién 1:10

Se toman 3 colonias para la prueba, de éstas dan 2 positivas, el calculo es:
(14 x2)/3=9,3x 10 x 10 =930

Expresion de los resultados:

Segun ejemplo 1:

Informar como Staphylococcus aureus 640 000 UFC/g Segun ejemplo 2:
Informar como Staphylococcus aureus 930 UFC/g valor estimado

Si las pruebas confirmativas resultan negativas en todas las colonias probadas,
informar como:

0 UFC/g en muestras directas
-10 UFC/g en muestras de dilucién 1:10
-100 UFC/g en muestras de dilucién 1:100

En la practica los resultados pueden variar, esto dependera del técnico que trabaje
el método y el grado de confiabilidad del mismo, que en el 95% de los casos es de
1+ 16% a + 52%.
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