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Objetivo General 
 
¡Muy bien! Llevas recorrido hasta ahora dos módulos de formación 
profesional en los que seguramente aprendiste muchas cosas. 
Ahora estás por comenzar una nueva etapa de tu aprendizaje 
profesional, realizarás el procesamiento de derivados de la carne 
con sus respectivos análisis de calidad. 

Es lo referente a los análisis microbiológicos lo que trata esta guía de aprendizaje, 
pero en esta ocasión en productos elaborados a base de carne. 

Aprenderás, apoyado por tu profesor, las 
prácticas necesarias y precisas para el análisis 
microbiológico de embutidos crudos y cocidos, 
carnes curadas, productos cárnicos enlatados y 
carnes ahumadas entre otros. 

No olvides que lo importante es que tus 
habilidades y destrezas se desarrollen cada vez 
mejor, y lo lograrás con los ejemplos, ejercicios y 
prácticas que te proporcionaré más adelante. Al 
final de todo el seguimiento de esta guía de 
aprendizaje, debido a lo importante del submódulo en lo que se refiere a la toma 
de decisiones y a las responsabilidades que implica, tendrás un nivel de 
competencia de categoría 2. 
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Mapa Curricular 
 
 

Competencia II: Realizar análisis 
microbiológicos a derivados 

cárnicos  

Submódulo III: Efectuar análisis microbiológicos a carne y product os cárnicos  

Competencia I: Realizar análisis 
microbiológicos a la carne 

Habilidades y destrezas para: 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, 
Staphylococcus aureus, Mesófilos 
aerobios, Escherichia colli y toxina 
botulínica. 

2. Interpretar  los resultados de  
análisis microbiológicos realizados a 
la carne comparando con los rangos 
permitidos bajo las normas oficiales.  

Conocimientos sobre: 

·  NOM-120-SSA1-1994 
·  NOM-110-SSA1-1994  
·  NOM-111-SSA1-1994 
·  NOM-155-SSA1-2003 
·  Microbiología general. 
·  Microbiología de alimentos 
·  Procesos de calidad 
·  Toxicología de los alimentos 

 

Habilidades y destrezas para: 
 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio 
empleado en  análisis aplicando  medidas de 
seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus 

aureus, Mesófilos aerobios, Escherichia colli, 
Coliformes fecales, Hongos y levaduras, Trichinella 
spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis 
microbiológicos realizados a los derivados de la 
carne comparando con los rangos permitidos bajo 
las normas oficiales. 

Conocimientos sobre: 

·  NOM-120-SSA1-1994 
·  NOM-110-SSA1-1994  
·  NOM-111-SSA1-1994 
·  NOM-155-SSA1-2003 
·  Microbiología general. 
·  Microbiología de alimentos 
·  Procesos de calidad 
·  Toxicología de los alimentos 

Actitudes: 

·  Orden 
·  Limpieza 
·  Responsabilidad 

 ANALÍSIS Y TECNOLOGÍA DE LOS ALIMENTOS  

Módulo III: Procesar alimentos a base de carnes  



Página 6 de 103 

 

Un mensaje para ti 
 

¡¡¡Hola!!!, soy tu amigo Puerquirio y al igual 
que microscopio, tu amigo del módulo 
anterior, te acompañaré durante el 
seguimiento de esta guía de aprendizaje. 

El módulo que estás comenzando es el 
tercero de tu carrera y comprende todo lo 
relacionado al procesamiento de carne. Es en 
el tercer submódulo del módulo tres en el que 
aprenderás a efectuar análisis microbiológicos 

a leche y productos lácteos. Es importante que recuperes lo aprendido en los 
módulos anteriores para que aprendas mejor los nuevos conceptos. 

En éste submódulo obtendrás conocimientos 
sobre los patógenos contenidos en la carne cruda 
y los principales derivados de ésta; continuarás 
aprendiendo sobre las diferentes técnicas para la 
identificación de tales patógenos; vas a adquirir 
conocimientos de toxicología, análisis de 
alimentos, microbiología de alimentos y procesos 
de calidad. 

Para que logres los conocimientos tendrás que realizar actividades prácticas y 
deberás seguir las indicaciones de tu profesor al pie de la letra, así como trabajar 
con orden, limpieza y responsabilidad. Todo lo que aprendas te dará las 
habilidades y destrezas necesarias para que puedas laborar en el campo del 
control de calidad microbiológica de la carne y sus derivados. 
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Simbología  
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Competencias, habilidades y destrezas 
�

Módulo II Procesar alimentos a base de carne 

Submódulo III 
Efectuar análisis microbiológicos a carne y product os 
cárnicos 

Competencias 
a Desarrollar 

I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 
II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

 

COMPETENCIA I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 
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Introducción  
�
Al igual que en los métodos de procesamiento de lácteos, de frutas y 
de hortalizas, en el procesamiento de carnes es importante el control 
de calidad por lo que debes aprender la realización de análisis 
fisicoquímicos y microbiológicos; como sabes, éstos últimos son útiles 
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.  

Esta guía te ayudará para que de una manera práctica 
desarrolles habilidades y destrezas con la finalidad de 
que logres desempeñarte en el área de control de 
calidad microbiológica en las empresas procesadoras 
de lácteos. 

Para apoyarte en tu aprendizaje visitarás empresas 
procesadoras de carnes donde acudirás al laboratorio 
de análisis microbiológicos, además realizarás los 
análisis correspondientes en el laboratorio de tu 
escuela a los alimentos que tu mismo hayas 
procesado; después deberás comparar los resultados 
que obtengas con los estándares de calidad que dictan 
las normas oficiales, para que realices tu reporte 
señalando tus conclusiones, de tal manera que puedas 
demostrar desempeño durante la ejecución de los 
análisis y tengas evidencia a través de tus reportes. 

 

HABILIDADES 

1 Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus 
aureus, Mesofílicos aerobios, Escherichia colli y Toxina 
botulínica. 

2 Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos 
permitidos bajo las normas oficiales.  

RESULTADO DE 
APRENDIZAJE 

Al terminar el submódulo el alumno será capaz de realizar 
los análisis microbiológicos a base de carne 
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Desarrollo  
�
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El microscopio es el instrumento más necesario para un 
microbiólogo, ya que permite la observación de 
organismos que no pueden ser apreciados en detalle a 
simple vista, es decir de los microorganismos . Existe 
una gran variedad de microscopios que, según la fuente 
de iluminación utilizada, se agrupan en: 

• Microscopios ópticos: La fuente de iluminación es la 
luz. 

a). De campo claro. Permiten la observación de preparaciones, en su color 
natural o contrastado mediante tinciones, resaltadas sobre un fondo más brillante. 

b). De campo oscuro. Permiten la observación de formas celulares que destacan 
brillantes sobre un fondo oscuro. Este efecto se consigue utilizando diafragmas 
especiales. 

c). De contraste de fases. Gracias a la utilización de diafragmas y objetivos 
especiales, que consiguen aumentar las diferencias en el índice de refracción de 
las células y el medio que las rodea, permiten la observación de células vivas, ya 
que no es necesario realizar ninguna tinción de las mismas. 

d). De interferencia. Permiten observar células vivas sin teñir, obteniéndose una 
imagen en relieve de las mismas. 

e). De fluorescencia. La fuente de iluminación proporciona luz ultravioleta que 
excita ciertas moléculas presentes en las células (bien de forma natural o 
añadidas a la preparación) que emiten fluorescencia en el espectro visible. 

• Microscopios electrónicos: La fuente de iluminación es un chorro de electrones 
y las lentes son electroimanes. 

a). De transmisión. Permiten la observación de muestras teñidas con sustancias 
que son resistentes al paso de electrones y cortadas dando lugar a láminas finas, 
denominadas cortes finos. Los electrones no son visibles directamente por lo que 
éstos se envían a una pantalla que emite fluorescencia más o menos intensa 
según el número de electrones que inciden en ella. Las estructuras celulares que 

 
 
 
 
 

 
EJEMPLO No 1 

USO Y MANEJO DEL MICROSCOPIO 
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se tiñan más intensamente impedirán el paso de electrones y por lo tanto no 
permitirán la emisión de fluorescencia, por lo que estas estructuras aparecerán 
oscuras en un fondo más brillante. Se consiguen entre 10.000 y 100.000 
aumentos. 

b). De barrido. Permiten la observación de células enteras, sin necesidad de 
cortes finos, de modo que aparecen los relieves originales y las superficies 
externas. Alcanzan entre 1.000 y 10.000 aumentos. Durante las prácticas se 
empleará el microscopio óptico de campo claro, cuyos componentes 
fundamentales (mecánicos, de iluminación y ópticos) se muestran en la  siguiente 
figura. 

 
La capacidad de un microscopio para observar diferentes estructuras se refleja en 
el número de aumentos y en el límite de resolución (LR). 
El número de aumentos de un microscopio resulta de multiplicar los aumentos 
que proporciona cada una de las lentes presentes entre la fuente de iluminación y 
el ojo. 
Por lo tanto si queremos mejorar la capacidad de observación de un microscopio 
dado debemos incrementar el número de aumentos y disminuir el límite de 
resolución (LR) . Para conseguir lo primero, casi todos los microscopios disponen 
de varias lentes que se pueden cambiar según el tamaño de la muestra a 
observar. Para disminuir el LR podemos utilizar una fuente con menor longitud de 
onda (el caso extremo es el de los microscopios electrónicos) o bien aumentar n, 
para lo que podemos intercalar entre la preparación y el objetivo un medio más 
denso que el aire. Normalmente se utiliza aceite de inmersión . Es importante 
recordar que no todos los objetivos son impermeables al aceite, sólo si lo son 
puede utilizarse este producto. En los microscopios que se utilizarán en las 
prácticas, ¡¡sólo puede utilizarse el aceite de inmersión con e l objetivo de 100 
aumentos!! 
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OBSERVACIÓN MICROSCÓPICA 

Para observar una muestra al microscopio óptico podemos recurrirá a: 

a). Preparación húmeda. Se realiza colocando una gota de la suspensión de 
microorganismos entre un porta y un cubreobjetos. Se observa directamente. 

b). Preparación fijada. Se coloca una suspensión homogénea de 
microorganismos en una gota de agua sobre el portaobjetos y se fija (mediante 
calor o agentes químicos) y después se tiñen mediante diferentes técnicas. Estas 
preparaciones se observan sin cubreobjetos y, habitualmente, con objetivos de 
inmersión. 

TINCIONES 

Son técnicas que permiten observar microorganismos en función de 
la capacidad de los mismos para retener (o no) determinadas 
sustancias colorantes, lo que depende de la carga de la célula y del 
colorante. Estos colorantes pueden ser de distintos tipos: 

a). Catiónicos. Son sustancias que tienen carga positiva. Penetran en el interior 
de las células y las tiñen. Ejemplos: Azul de metileno, Cristal violeta, Safranina. 

b). Aniónicos. Con carga negativa. No penetran en el interior celular, de modo 
que no tiñen las células, sino el entorno. En este caso se habla de tinción 
negativa. Ejemplos: Eosina, Nigrosina. 

c). Liposolubles. Se mezclan con los lípidos celulares y los tiñen. Ejemplo: Negro 
sudán. Por otro lado las tinciones pueden realizarse siguiendo distintos métodos. 

• Simples. Utilizan un solo colorante. Se basan en el hecho de que las 
células tienen una composición química diferente a la de su entorno, 
de modo que ambos se comportan de forma diferente frente a un 
colorante. El colorante tiñe las células (Azul de metileno, Safranina) o 
no (Nigrosina). 

• Diferenciales. Se basan en el hecho de que distintos tipos de 
células tienen distinta composición química, y por lo tanto 
reaccionan de forma diferente frente a una tinción, lo que permite 
clasificar los microorganismos en diferentes grupos, según su 
capacidad de tinción. En este apartado están dos tinciones de 

importancia taxonómica y médica: la tinción de Gram y la de ácido-alcohol 
resistencia (de Ziehl-Neelsen). Estas tinciones utilizan más de un colorante. 

• Selectivas. Se basan en el hecho de que distintas estructuras celulares tienen 
distinta composición química, de modo que se tiñen selectivamente con ciertos 
colorantes. Ejemplo: tinción de esporas, de flagelos, de paredes celulares, de 
corpúsculos metacromáticos. Pueden utilizarse uno o más colorantes. 
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EJERCICIO No. 1 
MANEJO DEL MICROSCOPIO ÓPTICO Y TINCIONES DE 

MICROORGANISMOS 

 
En este ejercicio vas a proceder al aislamiento de 
microorganismos mediante estría en medio sólido y a la 
resiembra de diversos microorganismos en tubos de agar 
inclinado. Por otro lado aprenderás a manejar el microscopio 

óptico de campo claro y realizarás preparaciones húmedas de suspensiones 
de microorganismos y tinciones que te permitirán observar la forma y tamaño de 
distintos microorganismos, así como algunas estructuras especiales (por ejemplo 
esporas en Bacillus y corpúsculos metacromáticos en Lactobacillus). También 
realizarás tinciones diferenciales que te permitirán clasificar microorganismos en 
distintos grupos (tinción de Gram y de ácido-alcohol resistencia ). 

MATERIALES 

Asa de siembra, placas de medio sólido y tubos de agar inclinado (Agar Común: 
0,8% Peptona, 0,3% Extracto de carne, 2% Agar, pH 7,2), mechero de alcohol. 
Microscopio óptico, portaobjetos, cubreobjetos, colorantes. Suspensiones de 
microorganismos. Resiembras de microorganismos: Bacillus megaterium, Bacillus 
subtilis, Escherichia coli, Micrococcus luteus, Serratia marcescens. Suspensión de 
yogourt con Lactobacillus. Resiembra de Mycobacterium phlei. 

1. AISLAMIENTO. 

A partir de una suspensión de microorganismos se realizarán estrías sucesivas en 
placas de medio sólido. Las placas se incuban luego a 30ºC durante 24 horas. 

2. RESIEMBRA. 

Mediante el asa de siembra se transfieren 
microorganismos desde unos tubos de agar inclinados con 
la muestra a otros estériles. Luego se incuban a 30ºC 
durante 24 horas. 

3. PREPARACIÓN HÚMEDA. 

Con una pipeta Pasteur se coloca una gota de la suspensión de microorganismos 
en un portaobjetos. Se coloca un cubreobjetos encima y se observa con el objetivo 
40 aumentos. 

4. TINCIONES 

Tinciones simples 

• Azul de metileno (Tinción positiva). Permite teñir el interior celular. Tiñe 
microorganismos procarióticos (vivos o muertos). Los eucarióticos sólo se tiñen si 
están muertos. Algunas estructuras, como los corpúsculos metacromáticos, se 
tiñen más intensamente con este colorante que el resto de la célula. 
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Procedimiento 

1. Extensión : poner una gota de agua en el portaobjetos y 
extender en ella la muestra (Escherichia y Bacillus ) utilizando el 
asa de siembra. 
2. Fijación : pasar el portaobjetos varias veces por encima de la 

llama del mechero de alcohol, sin permitir que llegue a hervir, hasta que se seque. 
3. Añadir Azul de metileno y esperar 2 minutos. 
4. Lavar con agua 
5. Secar. 
6. Observar primero con el objetivo x40; luego se añade aceite de inmersión y se 
observa con el objetivo x100. 

Dibuja tus observaciones: 

• Nigrosina (Tinción negativa). Se trata de un colorante aniónico, que no penetra 
en el interior celular. Proporciona una visión de la forma y el tamaño celulares al 
observarse los microorganismos brillantes sobre un fondo oscuro. 

Procedimiento 

1. Colocar una gota de Nigrosina sobre uno de los extremos del 
portaobjetos. 
2. Extender la muestra (Escherichia y Bacillus) en la gota con el 
asa de siembra. 
3. Realizar un frotis: con un segundo portaobjetos se extiende la 
muestra de modo que cubra toda la superficie del primero. 

4. Secar al aire. 
5. Observar (primero x40 y luego x100 con aceite de inmersión). 

Dibuja tus observaciones: 
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Tinciones selectivas 

• Tinción de corpúsculos metacromáticos. Vamos a observar los corpúsculos 
metacromáticos en células de Lactobacillus, para lo que se toma una muestra de 
un yogourt con el asa de siembra y se coloca en un portaobjetos (no es necesario 
poner agua) y se realiza una tinción con azul de metileno como se ha descrito 
anteriormente. En esta preparación se observan dos microorganismos: 
Lactobacillus, con los corpúsculos metacromáticos en su interior, y Streptococcus, 
cuyas células forman cadenas en forma de rosario. 

• Tinción de endosporas. Las bacterias de los géneros Bacillus y Clostridium se 
caracterizan porque forman endosporas. Las endosporas son formas de 
resistencia que garantizan la supervivencia de la especie ante situaciones 
adversas (agotamiento de nutrientes, cambios de temperatura, acumulación de 
metabolitos tóxicos...). Estas estructuras, que contienen una copia completa del 
genoma, se desarrollan en el interior de la célula bacteriana, pudiendo alcanzar un 
diámetro considerablemente mayor que el de la célula. La célula acaba por lisarse 
y morir dejando libre a la espora. Las endosporas germinarán cuando las 
condiciones ambientales vuelvan a ser favorables. Algunas enfermedades muy 
conocidas son producidas por especies de los géneros Clostridium: y Bacillus: C. 
tetani (tétanos), C. perfringens (gangrena gaseosa), C. botulinum (botulismo), B. 
anthracis (antrax). 

Procedimiento 

1. Extensión (Bacillus). 
2. Fijación. 
3. Colocar un papel de filtro sobre la muestra y sujetarlo con una pinza. Empapar 
el papel con verde malaquita y pasarlo por encima de la llama del mechero para 
que haya emisión de vapores. Cuando dejen de salir vapores volver a pasar la 
muestra por encima de la llama, volviendo a empapar el papel con colorante si es 
necesario. Repetir hasta 5 minutos. 
4. Retirar el papel y lavar con agua. 
5. Safranina 1 minuto. 
6. Lavar con agua. 
7. Secar. 
8. Observar (x40, x100). 

Dibuja tus observaciones: 
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Tinciones diferenciales 

 
• Tinción de Gram. De gran importancia en Microbiología porque permite hacer 
diferenciaciones taxonómicas, separando dos grandes grupos de bacterias 
(Gram+ y Gram-), según se comporten ante esta tinción. 

El fundamento radica en la diferente estructura de la pared celular de ambos 
grupos: las bacterias Gram+ tienen una gruesa capa de peptidoglicano en su 
pared, mientras que las bacterias Gram- tienen una capa de peptidoglicano más 
fina y una capa lipopolisacarídica externa. Tras la tinción con el primer colorante 
(Cristal violeta ) se efectúa un lavado con etanol que arrastrará al colorante sólo 
en las Gram (-) , mientras que en las Gram (+) el colorante queda retenido y las 
células permanecerán azules. Las células Gram (-) se teñirán después con un 
colorante de contraste (safranina ) para que puedan observarse. 

Procedimiento 

1. Extensión de la muestra (Escherichia y Bacillus). 
2. Fijación. 
3. Cristal violeta 1-2 minutos. 
4. Tirar el exceso de colorante (¡No lavar con agua! ). 
5. Añadir lugol , esperar 1 minuto. 
6. Decolorar con etanol (20 segundos ) 
7. Lavar con agua. 
8. Añadir Safranina (colorante de contraste), esperar 1 minuto. 
9. Lavar con agua. 
10. Secar . 
11. Observar (x40, x100). 

Dibuja tus observaciones: 
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Tinción de ácido-alcohol resistencia (Ziehl-Neelsen ). Se basa en que ciertos 
microorganismos no son desteñidos por una mezcla de ácido y alcohol si han sido 
previamente teñidos con fucsina fenicada. Se dice que son microorganismos 
ácido-alcohol resistentes. Una vez realizada la decoloración con esta mezcla se 
utiliza un colorante de contraste (el Azul de metileno) para poder observar las 
células sensibles a la decoloración por ácido-alcohol. Son microorganismos ácido-
alcohol resistentes las micobacterias , por la específica composición de su pared 
celular, y algunos actinomicetos , como Nocardia. Algunos microorganismos 
patógenos son ácido-alcohol resistentes: Mycobacterimum tuberculosis 
(tuberculosis), M. leprae (lepra). 

Procedimiento 

1. Extensión (Mycobacterium phlei y Micrococcus luteus). 
2. Fijación. 
3. Fucsina fenicada (con emisión de vapores durante 5 minutos). 
4. Quitar el papel de filtro y lavar abundantemente con agua. 
5. Añadir ácido-alcohol y esperar 30 segundos . 
6. Lavar con agua. 
7. Añadir Azul de metileno (colorante de contraste) y esperar 1-2 minutos. 
8. Lavar con agua. 
9. Secar. 
10. Observar (x40, x100). 
Dibuja tus observaciones: 

 

 
Los microorganismos que infectan la carne pueden tener acceso a la misma 
cuando el animal está vivo, a ésto se le llama infección endógena, o también de 
manera postmortem, conocida como infección exógena. 

Los microorganismos tipo bacteria no deseables pueden ser alterantes del 
alimento, tales cómo bacterias lácticas, levaduras y mohos, enterobacterias o 
pseudomonas; o bien patógenos, cómo Salmonella, Escherichia coli, 

    

 
 
 
 
 

 
EJEMPLO No 2 

MICROORGANISMOS DE LA CARNE 
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Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes, Clostridium botulinum y bacillus 
cereus. Existen otro tipo de parásitos que también pueden llegar al ser humano y 
provocarle enfermedades, tales como Taenia solum y Trichinella spiralis. 

Una enfermedad transmitida por los alimentos es un conjunto de síntomas 
originados por la ingestión de agua y/o alimento que contengan agentes biológicos 
o no biológicos en cantidades tales que afectan la salud del consumidor en forma 
aguda o crónica a nivel individual o de grupos de personas. 

Las enfermedades transmitidas por alimentos pueden causar dos tipos de daños: 

Infecciones alimentarias : Son las provocadas por la ingesta de alimento y agua 
contaminados con agentes infecciosos como virus, bacterias, hongos y parásitos, 
que en el intestino pueden multiplicarse y producir toxinas. 

Intoxicaciones alimentarias : Son ocasionadas por la ingestión de toxinas 
producidas en los tejidos de plantas y animales o productos metabólicos de 
organismos en los alimentos o sustancias químicas incorporadas a éstos. 

Las enfermedades transmitidas por alimentos provocan dolor de cabeza, nauseas, 
vómitos, diarrea, dolor abdominal, incluso pueden causar daños en órganos vitales 
como hígado, riñón, corazón y sistema nervioso. Los brotes de las enfermedades 
pueden ser de origen bacteriano, vírico y parasitario. 

PRINCIPALES MICROORGANISMOS Y PARÁSITOS QUE INFECTA N CARNE 

Salmonella 

Es un bacilo pequeño, gran negativo, asporógeno (no esporula), con flagelos que 
lo rodean; es un microorganismo anaerobio facultativo con reacción negativa a la 
oxidasa y positiva a la catalasa; se transmite por contacto directo, cruzado y vía 
sexual. 

Las serovariedades que infectan personas son Salmonella typhi y Salmonella 
parathyphi A, S y C. Es muy difundida en la naturaleza, su hábitat es el tracto 
intestinal desde la boca hasta el ano. Contamina carne, huevos, lácteos, jugos, 
etc. 

Es causante de la salmonelosis, tiene un periodo de incubación de 12 horas a 5 
días. Los síntomas pueden durar de 2 a 3 días y causa una mortalidad del 4%. 

Salmonella tiene parámetros óptimos de crecimiento de pH entre 6.6 a 8.2 y de 
temperatura entre 35 y 37 °C. 

Listeria monocytogenes 

Causa listeriosis. Es un bacilo corto, gran positivo, no esporulado, móvil por 
presencia de flagelos, inmóvil a 35 °C. Crece con poco o xígeno. Resiste el 
congelado pero se destruye con el pasteurizado (71 °C d rante 15 minutos). 

La contaminación  puede ser a partir de piel, pelos, heces, salas de matanza, 
salas de refrigeración, transporte, carne cruda contaminada y carne cocida. 
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Puede causar septicemia, meningitis, abortos, malformaciones, baja fiebre y 
gastroenteritis. Su periodo de incubación es desde unos pocos días a tres meses. 
Crece de manera óptima en condiciones de pH de 7.0 y de temperatura de 37 °C. 

Staphylococcus aureus 

Causa intoxicación por tóxina estafilocócica. Es un coco que crece en grupos, es 
gran positivo, aerobio y anaerobio facultativo, inmóvil y sin cápsula. Tiene un 
periodo de incubación de 1 a 7 horas; causa los síntomas comunes cómo diarrea, 
fiebre, dolor abdominal y vómito. 

Contamina carne, huevo, leche, ensaladas y alimentos con manipulación en su 
preparación. Puede estar en el aire, aguas residuales, animales y humanos. 

Clostridium botulinum 

Causa la enfermedad llamada botulismo. El agente causal es un bacilo gram 
positivo, anaerobio y esporulado. Se desarrolla en un amplio rango de 
temperaturas, de 28 a 40 °C y a pH superior a 4.5. 

Produce una neurotoxina potente y termolábil. Aunque su incidencia es baja (5%) 
causa síntomas con consecuencias fatales, tales cómo, visión doble, somnolencia, 
cefalea, dificultad para tragar y hablar, vómitos, diarrea, parálisis y muerte por paro 
respiratorio. 

La infección puede ocurrir a partir de productos cárnicos procesados y mal 
conservados y sin cocción. La toxiinfección se debe a la supervivencia de esporas 
en la carne cocida y un crecimiento suficiente durante una refrigeración 
insuficiente de productos cocinados (15 a 50 °C). 

Mesófilos aerobios 

Conjunto de microorganismos aptos para multiplicarse en presencia de aire a 
temperaturas medias (25 a 40º C). Son capaces de dar lugar a la formación de 
colonias visibles después de 72 horas a 3Oº C sobre un agar de recuento, se 
incuba en condiciones de aerobiosis. 

Coliformes 

Grupo de microorganismos pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae que 
fermentan la lactosa con producción de ácido y gas en 24-48 horas a 37°C y en 
presencia de sales biliares. Pertenecen a este grupo los géneros Escherichia, 
Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter. 

Su origen puede ser tanto fecal, tracto intestinal de hombre y animales, suelo, 
polvo, agua y plantas. Resiste en agua, suelo y alimentos durante largos periodos 
de tiempo, no resisten pasteurización ni la congelación, aunque si la desecación. 

Coliformes fecales 

Grupo de coliformes totales que además fermentan la lactosa con producción de 
ácido y gas en 24-48 horas a temperaturas comprendidas entre 44 y 45°C en 
presencia de sales biliares. Los coliformes fecales comprenden principalmente E. 
coli y algunas cepas de Enterobacter y Klebsiella. 
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Escherichia colli 

Es un bacilo gran negativo, habitante normal del intestino humano y animal. Sus 
condiciones óptimas de crecimiento son de pH entre 6 y 7 y de temperatura entre 
35 y 40 °C; resiste temperaturas de hasta -20 °C. 

E. Colli tiene un periodo de incubación de 3 a 8 días; causa diarrea acuosa, dolor 
abdominal, ocasionalmente vómitos y poca fiebre. La cepa 0157:H7, entre otras, 
es enterohemorrágica causando falla renal. 

Cisticerco ( Taenia solum ) 

El adulto de Taenia solium es un parásito estricto que vive en el intestino delgado 
de los seres humanos y de algunos mamíferos. Es un gusano plano y 
segmentado que en estado adulto puede alcanzar hasta 7 metros de longitud. 
Está compuesto por una cabeza o escólex, un cuello angosto y varios cientos de 
proglótidos hermafroditas. 

En el intestino del hombre puede haber uno o más individuos adheridos a la 
pared; éstos crecen y se reproducen asexualmente o por fecundación 
entrecruzada. Debido a la falta de higiene y a la ingesta de heces, el humano o el 
cerdo pueden ingerir huevos expulsados por la tenia adulta. 

Trichinella spirallis 

Es un nematodo que se reproduce sexualmente en la mucosa intestinal, 
produciendo larvas que forman quistes en músculos esqueléticos. La especie 
Trichinella spiralis causa la enfermedad triquinosis, también llamada triquinellosis 
o triquiniasis. La infección por Trichinella ha sido confirmada en 104 especies de 
mamíferos. 

Los huéspedes principales de la Trichinella spiralis son la rata, el cerdo, y el 
hombre. Las larvas de Trichinella spiralis entran un humano por ingestión de carne 
cruda o cocinada a media que abrigan larvas infecciosas. Las enzimas digestivas 
en el estomago digieren la carne y las larvas quedan en libertad. Las larvas 
entonces escogen un sitio de infección en el intestino. Cerca de seis días después 
de la ingestión, los gusanos hembra penetran la mucosa del intestino delgado y 
liberan muchas larvas recién nacidas. Cada hembra produce aproximadamente 
ente 500 y 1,500 gusanos vivos sobre un periodo de 2 a 5 semanas. Las larvas 
recién nacidas fluyen por la sangre y pueden penetrar en cualquier célula pero 
sólo pueden sobrevivir en células esqueléticas del músculo. Las larvas parecen 
preferir los músculos activos tales como el diafragma y la lengua. 

 

 

EJERCICIO No. 2 
ESQUEMATIZANDO LOS AGENTES CAUSALES 
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Con el apoyo de tu profesor realiza esquemas de los agentes 
causales de las enfermedades descritas en el ejercicio tres. Indica las 
estructuras anatómicas que lo integran e ilumínalas con colores 

contrastantes. Puedes usar fuentes de información diversas como libros, revistas, 
folletos e internet. Es importante que los dibujes e ilumines tú mismo. 

Salmonella Listeria monocytogenes 

Staphylococcus aureus Clostridium botulinum 
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Enterobacter (Coliformes fecales) E. colli 

Taenia solum Trichinella spiralis 

 

 

PRÁCTICA No. 1 
DETECCIÓN DE Salmonella  spp  

 
¡Muy bien! Ahora si a realizar análisis microbiológicos a carne y productos 
cárnicos. 

Fueron muy importantes los ejercicios realizados anteriormente pues te dieron la 
oportunidad de entrenarte en conocimientos básicos para tener un desempeño 
excelente durante la realización de tus prácticas, las cuales a continuación 
realizarás 
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No. Práctica: 1 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 

Habilidad 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 
Mesófilos aerobios, Escherichia colli y Toxina botulínica. 

2. Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos permitidos 
bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo 
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estándares de 

calidad requeridos y el análisis a realizar. 
�  En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se deben 

seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su 
preparación. 

Medios de preenriquecimiento 

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

Agar de tres azúcares 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 rápido, Caldo infusión cerebro corazón 

Soluciones 

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

Antisueros 

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

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

Preparación de los alimentos para el aislamiento de  Salmonella 

�  Los siguientes métodos se basan en el análisis de 25 g de la muestra 
analítica en una proporción de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede 
variarse siempre que se mantenga la misma proporción. Se recomienda 
una muestra de 25 g o más. 

Procedimiento general para la preparación de muestr as 

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

�  Transfiere asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril 
de boca ancha con tapón 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 potenciómetro. Ajusta, si es necesario, a un pH 6,8 ± 0,2 
con hidróxido de sodio 1N o ácido clorhídrico 1N estériles. Mezcla y cubre 
el recipiente enroscando suavemente la tapa. Incuba durante 24 ± 2 h a 
35ºC.  
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Procedimiento específico para la preparación de mue stra según el 
producto 

Carnes, sustitutos de carnes, derivados cárnicos, s ustancias de origen 
animal, productos glandulares y harinas (pescado, c arne y hueso). 
�  Productos procesados térmicamente y productos secos . Se sigue el 

procedimiento señalado anteriormente hasta la homogeneización. Si la 
muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse. Después de 
reposar, mezclar bien y ajustar el pH como se indica en el procedimiento 
general. Para emulsionar las grasas, agregar los detergentes en las mismas 
proporciones y con las mismas recomendaciones que para el coco. La 
cantidad de los mismos dependerá en gran medida de la composición del 
alimento. Los detergentes no serán necesarios en los productos glandulares 
en polvo. Incubar las muestras 24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Productos crudos o altamente contaminados . Pesar porciones de 25 g 
de producto en dos vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o 
molida, el licuado puede omitirse y el producto puede pesarse directamente 
en matraces Erlenmeyer estériles de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo 
selenito cistina o 225 ml de caldo tetrationato (sin verde brillante) a cada 
muestra analítica. Licuar por dos min y pasar asépticamente a matraces 
Erlenmeyer de 500 ml. Dejar reposar y ajustar el pH a 6,8 ± 0,2 

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

Aislamiento de Salmonella 

�  Cierra firmemente el tapón 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 sustitución del caldo 
tetrationato puedes emplear el medio Vassiliadis-Rappaport. 

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

�  Mezcla el tubo con caldo selenito cistina y estríalo 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 35ºC. 

�  Examina las placas para investigar la presencia de colonias típicas de 
Salmonella, de acuerdo con las siguientes características: 
·  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. 
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·  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 típicas de Salmonella pueden ser 
cafés, grises o negras; con o sin brillo metálico. Generalmente el medio 
circundante (halo) es café, tornándose posteriormente negro. 

�  Algunas cepas producen colonias verdes sin la formación del halo oscuro. 
Si las placas no muestran colonias típicas o no se observa crecimiento, 
incubar 24 h adicionales. 

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

Identificación bioquímica 

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

�  Toca levemente el centro de cada colonia e inocula dos tubos, uno con agar 
triple azúcar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estría en la 
superficie inclinada y por punción en el fondo. Incubar por 24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Almacena en refrigeración de 5 a 8ºC las placas con medios selectivos por 
si es necesario retomar más 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 
fermentación de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color 
rojo más intenso que el medio original debido a la no fermentación de la 
lactosa ni de la sacarosa. En la mayoría de los casos se observa 
coloración negra a lo largo de la punción debido a la producción de ácido 
sulfhídrico. 

·  Agar LIA , se observa intensificación del color púrpura en todo el tubo por 
la descarboxilación de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que 
produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoría de 
las cepas de Salmonella producen ácido sulfhídrico en este medio con 
ennegrecimiento a lo largo de la punción. 

�  Debes retener todos los cultivos que muestren las reacciones 
características de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas 
adicionales, indicadas a continuación: 

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

�  Continúa el análisis a partir de los tubos de TSI con reacciones típicas. Si 
el cultivo presenta reacciones atípicas en este medio, toma colonias 
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adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atípico anterior y 
siembra las pruebas bioquímicas nuevamente. 

�  Continúa la identificación bioquímica y serológica a partir de los cultivos 
recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g 
de unidad analítica 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 
púrpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 
24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Prueba de ureasa (rápida).  Toma dos asadas de crecimiento del cultivo 
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula tubos de 
caldo urea (rápida). Incuba 2 h a 37 ± 0,5ºC en baño de agua. 

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

Identificación serológica 

Ensayo de los antígenos somáticos de Salmonella (Antisuero polivalente 
O) 

�  Coloca con asa dos gotas separadas de solución salina estéril sobre un 
portaobjetos o en dos secciones de una placa para aglutinación. Suspende 
en cada una de las gotas, una porción del cultivo desarrollado en TSI. 

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

�  Agita inclinando la lámina hacia atrás y hacia adelante durante 
aproximadamente un minuto. 

�  Observa bajo buena iluminación sobre un fondo oscuro. 
�  Considera cualquier grado de aglutinación como positiva. 
�  La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinación en la gota con el 

cultivo y el antisuero y no aglutinación en la gota que contiene el cultivo y la 
solución salina. 

�  Si observas aglutinación en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se 
debe continuar con las pruebas bioquímicas complementarias. 

�  Cuando la aglutinación 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 más frecuentes). 

�  Si la aglutinación con el antisuero O es negativa, utiliza antisuero Vi y 
realiza la prueba. Si hay aglutinación con Vi calienta el cultivo a ebullición y 
repite la aglutinación con el antisuero polivalente O. 

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

�  Inocula el crecimiento del tubo de TSI en agar infusión de cerebro corazón e 
incubar de 4 a 6 h a 35ºC hasta que se observe crecimiento (para ensayo 
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en el mismo día), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 ± 2 h a 
35ºC (para ensayo al día siguiente). Adiciona 2,5 ml de solución salina 
formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazón 
(BHI). 

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

Pruebas bioquímicas complementarias 

�  Cuando las pruebas serológicas o bioquímicas iniciales, dan resultados 
atípicos o no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a 
continuación: 

�  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 estría el tubo. 
�  Incuba durante 96 ± 2 h a 35 ± 2ºC. 
�  Prueba positiva: crecimiento acompañado de un cambio de color de verde a 

azul. 
�  Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color. 

Medio SIM 

�  Inocula por punción. 
�  Incuba durante 24 h a 35 ± 2ºC. 

Movilidad. 

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

�  Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la punción exclusivamente. 
�  Producción de ácido sulfhídrico. 
�  Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la punción que 

puede extenderse a todo el medio. 
�  Prueba negativa: ausencia de color negro. 
�  Producción 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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Prueba negativa : sin cambio de color. 

Caldo RM-VP 

�  Inocula un tubo con el medio. Incuba durante 48 ± 2 h a 35 ± 2ºC 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 solución de alfa naftol. 
�  Adiciona 0,2 ml de solución de hidróxido de potasio 40%. 
�  Adiciona algunos cristales de creatinina (opcional). 
�  Interpreta los resultados después de incubar durante 2 h a 35 ± 2ºC o 4 h a 

temperatura ambiente. 

�  Prueba positiva:  desarrollo de color rojo ladrillo. 

�  Prueba negativa:  sin cambio de color. 

�  Reincuba el resto del medio RM-VP 48 h más a 35 ± 2ºC. 

Prueba de rojo de metilo (RM) 

�  Adiciona al medio de cultivo de 96 h de incubación de dos a tres gotas de 
solución 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 ± 2ºC. 

�  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 ± 2ºC. 

�  Prueba positiva:  desarrollo de color amarillo. 

�  Prueba negativa:  sin cambio de color. 

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

�  Nota: los sistemas bioquímicos comerciales validados pueden ser usados 
como alternativa para las pruebas bioquímicas convencionales. 

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

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

Para el cálculo, expresión e interpretación de reacciones bioquímicas y 
serológicas. Ver anexos 13 y 14. 
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Informar: presencia o ausencia de Salmonella en __________ g o 
____________ ml de muestra. 

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

 
Las especificaciones sanitarias las puedes consulta r en los anexos 1 y 2, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

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

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua destilada  

El equipo está sucio  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en carne cruda 
congelada, refrigerada, envasada 
al vacío o en atmósfera 
modificada, carne molida, carne 
molida congelada y moldeada! 
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Desconoces el equipo a usar  

Se descompuso un equipo  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

 

 

PRÁCTICA No. 2 
DETECCIÓN DE Staphylococcus  aureus  

 
No. Práctica: 2 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 

Habilidad 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 
Mesófilos aerobios, Escherichia colli y Toxina botulínica. 

2. Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos permitidos 
bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo 
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estándares de 

calidad requeridos y el análisis a realizar. 
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�  Prepara la cantidad de los diferentes medios de cultivo de acuerdo a las 
indicaciones del fabricante (Baird-Parker, solución de telurito, Emulsión de 
yema de huevo, Solución salina isotónica, caldo de infusión cerebro-
corazón, Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera, cloruro de 
calcio anhidro, solución de azul de toluidina, solución amortiguadora Tris pH 
9, plasma de conejo). 

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

�  Utilizando diferentes pipetas de 1 ml para cada dilución, 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 ángulo recto, utilizando una para cada dilución. 

�  Debes mantener las placas en su posición hasta que el inóculo sea absorbido 
por el agar. 

�  Voltea las placas y colócalas en incubación durante 45 a 48 h a 35ºC. 
�  Selecciona las placas que tengan entre 15 y 150 colonias típicas de 

Staphylococcus aureus; si no es posible, selecciona las placas de las 
diluciones más altas no obstante tengan más de 150 colonias. 

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

�  Las colonias típicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de 
diámetro de 1 a 2 mm y muestran una zona opaca y 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 número de colonias y siembralas cada una en tubos con 0.5 
ml de caldo de infusión cerebro-corazón. 

�  Incúbalas  a 35ºC 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 incubación 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 solución salina estéril. 

�  Incubalo en baño de agua de 35 a 37ºC y observar durante 6 h a intervalos 
de 1 h; si no hay formación de coágulo, observa a las 24 h. Considera 
positiva la prueba si hay formación de coágulo. 

�  Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo añade una gota de 
cloruro de calcio al 5% a 0.5 ml de plasma reconstituido empleado, 
formándose un coágulo en 10-15 seg. 
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Prueba de termonucleasa 

�  Calienta durante 15 minutos 0.3 ml de cultivo en caldo de infusión cerebro-
corazón en baño de agua hirviendo. 

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

�  Incuba a 35ºC en cámara húmeda durante 4 a 24 h. 
�  La aparición de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor 

de la perforación se califica como positiva. 

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

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

(Ver anexo 16) 
13. Compara tus resultados con los estándares permitidos 
14. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado 
Las especificaciones sanitarias las puedes consulta r en los anexos 1 y 2, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 

 

 

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

 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica 
la aplicarás en carne molida 
y carne molida moldeada! 
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Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua esterilizada  

No hay energía eléctrica  

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

Falta algún reactivo  

El laboratorio no esta disponible  

No rotulaste tus cultivos  

 

 

PRÁCTICA No. 3 
DETECCIÓN DE MESÓFILOS AEROBIOS 

 
No. Práctica: 3 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 

Habilidad 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 
Mesófilos aerobios, Escherichia colli y Toxina botulínica. 

2. Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos permitidos 
bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes   
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2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara los medios de cultivo de acuerdo con los estándares de calidad 

requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las 
instrucciones del fabricante. 

 
AGAR TRIPTONA- EXTRACTO DE LEVADURA. 

FÓRMULA 

INGREDIENTES CANTIDADES / LITRO 

Extracto de levadura 2.5 g. 
Tristona 5.0 g. 
Dextrosa 1.0 g. 

Agar 15.0 g. 
Agua destilada 1.0 l. 

 
PREPARACIÓN 
�  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 esterilización éste sea de 

6.9 +/- 0.2 a 25°C 
�  Esteriliza en autoclave por 15 minutos a 121 +/- 1.0°C 

6. Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita. 
7. Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada. 
8. Prepara la muestra a analizar. 
9. Realiza la inoculación de la muestra aplicando la técnica adecuada. 

�  Distribuye las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la 
inoculación, la adición del medio de cultivo y homogeneización lo hagas 
libre y cómodamente; marca las cajas en sus tapas con los datos 
pertinentes previamente a su inoculación 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 atrás para adelante, sobre 
una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa distribución del 
inóculo en el medio. Cuida que el medio no moje la cubierta de las cajas. 
Déjalas solidificar. 

�  Incluye una caja sin inóculo por cada lote de medio y diluyente como testigo 
de esterilidad. 

�  Incuba las cajas en posición invertida por el tiempo y temperatura que se 
requiera. 

�  Etiqueta y rotula las cajas de ensaye de acuerdo al medio y dilución con los 
datos correctos. 

�  Realiza la incubación de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 °C por 48 +/- 2 h.  
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10. Verifica la temperatura de incubación. 
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 dilución para obtener el numero de UFC por mililitro o 
gramo de la muestra. Redondea la cifra obtenida en la cuenta de manera 
que sólo aparezcan dos dígitos 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 estándar. Incubadas ________horas a ________°C. 

12. Compara tus resultados con los estándares permitidos. 
13. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado. 
 
Las especificaciones sanitarias las puedes consulta r en los anexos 1 y 2, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

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

 
Contingencias Alternativas de solución 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta 
práctica la aplicarás en 
carne molida y carne 
molida moldeada! 
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No hay agua destilada  

El equipo está sucio  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

Desconoces el equipo a usar  

Se descompuso un equipo  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

 

 

PRÁCTICA No. 4 
DETECCIÓN DE Escherichia colli  

 
No. Práctica: 4 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 

Habilidad 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 
Mesófilos aerobios, Escherichia colli y Toxina botulínica. 

2. Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos permitidos 
bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

 
Deberás realizar primero la detección de coliformes totales y fecales, cuando la 
cuenta de coliformes en placa sea �  10 confirma la presencia de E. colli siguiendo 
el método del número más probable (NMP). 
Los pasos que debes realizar durante esta práctica son: 
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene: 

·  bata 
·  cubre boca 
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·  cubre pelo  
·  guantes   

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara los medios de cultivo de acuerdo con los estándares de calidad 

requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las 
instrucciones del fabricante. 

Caldo EC ( E. coli .) 

Bacto triptosa 20,0 g 

Bacto lactosa 5,0 g 

Bacto sales biliares No. 3 1,5 g 

Fosfato dipotásico 4,0 g 

Fosfato monopotásico 1,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Agua destilada 1000,0 ml 

pH final: 6,9 a 25°C. 

Preparación : 
a. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar 

ligeramente para que se disuelva por completo. 
b. Ajustar el pH. 
c. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham. 
d. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo. 
e. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C. 
f. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para evitar 

que queden burbujas en las campanas de Durham. 

Agar McConkey 

Ingredientes:  

Proteasa peptona o polipeptona 3,0 g 

Peptona o gelizante 17,0 g 

Lactosa 10,0 g 

Sales biliares No. 3 1,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Rojo neutro 0,03 g 

Cristal violeta 0,001 g 
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Agar 13,5 g 

Agua destilada 1000,0 ml 

pH final: 7,1 a 25°C 

Preparación : 
a. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. 
b. Calentar hasta ebullición para disolver por completo. 
c. Ajustar el pH. 
d. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 
e. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas Petri. 

Agar eosina azul de metileno de Levin (EMB-L) 

Peptona 10,0 g 

Lactosa 10,0 g 

K2HPO4 2,0 g 

Eosina Y 0,4 g 

Azul de metileno 0,065 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 7,1 a 25 °C 

Preparación 
a) Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua.  
b) Calentar hasta ebullición para la disolución completa.  
c) Distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no más de 121°C por 

15 minutos.  
d) Fundir antes de su uso y adicionar a cada porción de 100 ml: 

5 ml de solución de lactosa al 20% 
2 ml de solución acuosa de eosina al 2%  
4,3 ml de solución acuosa de azul de metileno al 0,15%.  

Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Caldo triptona al 1% (triptofano) 

Triptona o tripticasa 10 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,9  

Preparación 
a. Disolver los ingredientes  
b. Distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 o 16 x 150 

mm. 
c. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. 
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Caldo MR-VP 
Medio 1 

Ingredientes:   

Peptona tamponada 7 g 

Glucosa 5 g 

K2HPO4 5 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,9 a 25 °C 

Procedimiento 
a) Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario.  
b) Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos de ensaye de 16x150 mm. 
c) Esterilizar a 121°C por 15 minutos. 

Caldo citrato de Koser 

NaNH4HPO4 •4H2O 1,5 g 

KH2PO4 (monobásico) 1,0 g 

MgSO4 •7H2O 0,2 g 

Citrato de sodio •2H2O 3,0 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,7 a 25 °C. 

Procedimiento 
a) Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca.  
b) Esterilizar a 121°C por 15 minutos.  

Esta formulación se recomienda en los Métodos de Análisis Oficial de AOAC y en 
los Métodos Estándares para el Análisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). 
Este difiere de la composición del medio deshidratado disponible comercialmente 
y es recomendable su uso. 

Reactivos 
Reactivo de Kovacs 

p-imetilaminobenzaldehído 5 g 

Alcohol amílico (normal) 75 ml 

HCI concentrado 25 ml 

 
Procedimiento 

a) Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehído en alcohol amílico normal.  
b) Adicionar lentamente el HCl. Almacenar a 4°C.  
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Para la prueba de indol 
a) Adicionar 0,2-0,3 ml del reactivo a 5 ml del cultivo de bacteria en caldo 

triptona.  
b) Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la 

superficie del tubo. 

Reactivo de Voges-Proskauer (VP) 
Solución 1 

alfa-naftol 5 g 

Alcohol absoluto 100 g 

 
Solución 2 

Hidróxido de potasio 40 g 

Agua destilada para llevar a 100 ml 

 
Prueba de Voges-Proskauer (VP).  

a) Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 horas de incubación a un tubo de 
ensaye. 

b) Adicionar 0,6 ml de la solución 1 y 0,2 ml de la solución 2.  
c) Agitar después de la adición de cada solución.  
d) Para intensificar y acelerar la reacción adicionar unos cuantos cristales de 

creatina y mezclar.  
e) Dejar a temperatura ambiente.  
f) Leer resultados después de 4 horas de adicionar los reactivos.  

El desarrollo de una coloración rosa es una prueba positiva. 

Reactivos para la coloración de Gram 
Cristal violeta  
Solución A 

Cristal violeta (colorante 90%) 2 g 

Etanol 95% 20 ml 

Solución B 

Oxalato de amonio 0,8 g 

Agua destilada 80 ml 

Indicador rojo de metilo (R44)  
a) Mezclar la solución A y B. Almacenar por 24 horas  
b) Filtrar a través de un papel filtro áspero. 

Lodo de Gram 

Lodo 1g 
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Ioduro de potasio (Kl) 2 g 

Agua destilada 300 ml 

 
a. Colocar el Kl en un mortero. 
b. Adicionar el yodo. 
c. Triturar con el pistilo por 5-10 segundos.  
d. Adicionar 1 ml de agua y triturar 
e. Adicionar 5 ml de agua y triturar 
f. Adicionar 10 ml de agua y triturar 
g. Vaciar esta solución en una botella de reactivo.  
h. Enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua necesaria para 

completar 300 ml. 

Colorante de contraste (solución concentrada)  

Safranina O 2,5 g 

Etanol al 95% 100 ml 

Solución de trabajo : Adicionar 10 ml de la solución concentrada a 90 ml de agua 
destilada.  

Procedimiento para la tinción de Gram 
a. Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a teñir.  
b. Adicionar la solución de cristal violeta al frotis.  
c. Dejar actuar por un minuto.  
d. Lavar con agua corriente y escurrir.  
e. Aplicar la solución de yodo por un minuto.  
f. Lavar con agua corriente y escurrir.  
g. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloración azul deje de fluir 

(aproximadamente 30 segundos). 
h. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente 
i. Escurrir. 
j. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 segundos.  
k. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio. 

Medio EC-MUG 

6. Preparar el caldo EC y adicionar 50 mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-
glucurónido (MUG) por litro antes de esterilizar (121°C por 15 minutos). El 
caldo EC-MUG está comercialmente disponible. 

Procedimiento 
Agua y hielo 
Prueba presuntiva 

a) Agitar la muestra y transferir volúmenes de 10 ml a cada uno de 5 tubos 
con 20 ml de caldo lauril sulfato triptosa de doble concentración, 5 tubos 
con 1 ml y 5 tubos con 0,1 ml de caldo lauril sulfato triptosa de 
concentración sencilla o las siguientes porciones: 10 tubos con 10 ml de 
muestra; 5 tubos con 20 ml de muestra o una porción de 100 ml, consultar 
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la tabla del inciso 2 en la preparación del "caldo lauril triptosa" para la 
concentración de caldo lauril triptosa requerido. Los tubos deben contener 
una campana de fermentación (Durham). 

b) Incubar los tubos a 35 �  0,5°C. Examinar los tubos a las 24 horas y 
observar si hay formación de gas; si la formación de gas no se observa, 
incubar 24 horas más. 

Prueba confirmativa 
a) De cada tubo que muestre formación de gas, tomar una asada y sembrar en 

un número igual de tubos con medio de confirmación, para la determinación 
de bacterias coliformes referirse a la NOM-112-SSA1-1994. Bienes y 
servicios. Determinación de bacterias coliformes. Técnica del Número más 
probable, para la determinación de bacterias coliformes fecales, sembrar en 
caldo EC. Inocular a dos tubos con caldo EC una cepa de E. coli como 
control positivo y una de Enterobacter aerogenes como control negativo e 
incubar con las muestras. 

b) Para la determinación de coliformes fecales incubar los tubos a 44,5 �  0,2°C 
en baño de agua con agitación durante 24 horas, observar si hay formación 
de gas; si la formación de gas no se observa, continuar la incubación 24 
horas más, hacer la lectura. Utilizar estos resultados para calcular el número 
más probable (NMP) de coliformes fecales. 

 

Prueba confirmativa para Escherichia coli  (por identificación bioquímica) 
a) Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos y sembrar por estría 

cruzada en agar EMB-L para su aislamiento. 
b) Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24 horas.  
c) Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente morfología colonial: 

Colonias con centro negro, planas con o sin brillo metálico y sembrarlas en 
agar cuenta estándar para realizar las pruebas de morfología microscópica y 
pruebas bioquímicas. Incubar las placas a 35°C por 18-24 horas. 

d) Si no hay colonias con morfología típica, probar una o más colonias lo más 
parecido E. coli de cada placa. 

e) Hacer un frotis y teñirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de 
bacilos cortos o cocobacilos Gram-negativos. 

f) Pruebas bioquímicas Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer, Citrato 
(IMViC). 

g) Producción de indol 
h) Inocular un tubo en caldo triptona e incubarlo a 35°C por 24 �  2 horas. 

Adicionar 0,2-0,3 ml de reactivo de Kovacs. La presencia de una coloración 
en la superficie del tubo se considera una prueba positiva. 

Voges-Proskauer (VP) 
Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 horas. Transferir 
1 ml a un tubo de 13X100 mm. Adicionar 0,6 ml de solución de alfa naftol y 
0,2 ml de hidróxido de potasio al 40% y agitar. Se considera una prueba 
positiva cuando se desarrolla un color rosa. 
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Rojo de metilo 
Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 horas. 
Adicionar 5 gotas de solución de rojo de metilo. Se considera una prueba 
positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color amarillo es una prueba 
negativa. 

Citrato 
Inocular un tubo con caldo citrato de Koser un inóculo ligero para evitar 
turbiedad en el tubo. Incubar a 35°C por 96 horas. El  desarrollo del cultivo 
que se observa con la turbiedad del medio, se considera una prueba 
positiva. 

Interpretación de resultados 
Todos los cultivos que: 1. Fermenten la lactosa con producción de gas dentro de 
las 48 horas a 35°C; 2. Sean bacilos o cocobacilos Gram neg ativos no 
esporulados y 3. Se obtenga las siguientes combinaciones para el IMVIC: 
Biotipo 1++--, o Biotipo 2-+--, son consideradas como E. coli. Calcular el NMP de 
E. coli basada en la proporción de los tubos positivos de caldo EC. 

Los límites permisibles los puedes consultar en el anexo 1, compáralos con 
los resultados que obtuviste. 

 
 
 
 
 

 

 

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

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en carne congelada, 
refrigerada, envasada al vacío 
o en atmósfera modificada y 
carne molida refrigerada! 
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Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua esterilizada  

No hay energía eléctrica  

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

Falta algún reactivo  

El laboratorio no está disponible  

No rotulaste tus cultivos  

 

 

PRÁCTICA No. 5 
DETECCIÓN DE TOXINA BOTULÍNICA 

 
No. Práctica: 5 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia I. Realizar análisis microbiológicos a la carne 

Habilidad 

1. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 
Mesófilos aerobios, Escherichia colli y Toxina botulínica. 

2. Interpretar los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a la carne comparando con los rangos permitidos 
bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

 
Fundamento 

Ratones inyectados intraperitonealmente (IP) con extracto de alimentos, 
conteniendo > 1 de la dosis letal mínima de toxina botulínica inactiva, presentan 
después de 72 h los síntomas característicos de la intoxicación por botulismo. 
Antitoxinas homólogas pueden proteger al ratón de los síntomas, mientras que 
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otras no, así se determina el tipo serológico. Esporas viables en alimentos pueden 
crecer en medios de cultivo adecuado y producir toxinas, la cual es detectada y 
tipificada. 

Aparatos 
Abridor de latas 
Jarra de anaerobiosis 
Cajas de petri de 10 mm de diámetro 
Centrífuga de alta velocidad, refrigerada 
Jeringas de 1 a 3,0 ml 
Microscopio 

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes   

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara los medios de cultivo de acuerdo con los estándares de calidad 

requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las 
instrucciones del fabricante. 

Detección de Clostridium botulinum 
Medios de cultivo y reactivos 
Caldo de carne cocida 
Caldo de carne cocida con hígado de res 

a) Agrega 500 g de hígado fresco de res molido a 800 ml de agua. Calentar a 
ebullición y cocer durante 1 h. 

b) Enfria y ajusta el pH a 7,0 y hervir 10 min. Filtra a través de una estopilla, 
presionando el exceso de líquido. 

c) Añade al caldo 10 g de peptona, 1g de K2HPO4 y 1 g de solución de 
almidón. Ajusta el pH a 7,0 y diluye a 1 litro con agua. Filtra a través de 
papel grueso. (Si se desea puedes almacenar el caldo en congelación para 
uso futuro). Para tubos de prueba de 18 o 20 X 150 mm añade hígado a 
una altura de 1 a 2 cm y de 10 a 12 ml de líquido. 

d) Esterilizalo en autoclave 20 min. a 121º C. 

Medio de carne cocida con corazón 

a) Usa el medio comercial con la siguiente fórmula: 
Corazón de res 454 g 
Proteasa peptona 20 g 
Dextrosa 2 g 
NaCl 5 g 
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b) Suspende 12,5 g del medio en 100 ml de agua fría, mezclalos muy bien y 
dejalos reposar hasta que las partículas estén bien humedecidas 
(aproximadamente 15 min.) (Alternativamente añade 1,25 g de medio sólido 
dentro de los tubos de prueba, añade 10 ml de agua fría y mezcla bien para 
humedecer todas las partículas.). Esterilizalo en autoclave 15 min. a 121 
ºC. pH final: 7,2 ± 0,1. 

Caldo de tripticasa-peptona-glucosa-extracto de lev adura con tripsina 
(TPGYT). 

a) Disuelve 50 g de tripticasa, 5 g de peptona, 20 g de extracto de levadura, 4 
g de dextrosa y 1 g de tioglicolato de sodio en 1 l de agua, distribuye 
porciones de 15 ml en tubos de 20 X 150 mm o porciones de 100 ml en 
botellas de 6 onzas fluidas. Esteriliza en autoclave 10 min. los tubos, o 15 
min. las botellas a 121ºC. Ajusta el pH final a 7,0 ± 0,1. 

b) Refrigéralo, pero descártalo si no lo usas en dos semanas. Inmediatamente 
antes de usarlo, caliéntalo o hiérvelo de 10 a 15 minutos para remover el 
oxígeno, enfrialo rápidamente y asépticamente añade 1,0 ml de solución de 
tripsina/ 15 ml de caldo. 

c) Prepara la solución de tripsina disolviendo 1,5 g de tripsina en 100 ml de 
agua. Esteriliza a través de filtro millipore de 0,45 � m o en un filtro 
equivalente y refrigéralo. 

 

Agar hígado de ternera-yema de huevo 

a) Lavar 2 o 3 huevos con cepillo y estilar. Remojar los huevos en solución 
0,1% de cloruro de plata durante 1 h. 

b) Drena la solución de cloruro de plata y reemplazar con alcohol al 70%, 
remojalo durante 30 min. 

c) Saca los huevos, rompe el cascarón asépticamente y descarta la clara. 
Remueve la yema con jeringa, colocalos en un contenedor estéril y añade 
un volumen igual de solución estéril de cloruro de sodio al 0,85%. 

d) Mézclalo muy bien. A cada 500 ml del preparado estéril comercial de agar 
de hígado de ternera deshidratado a 50ºC, añade 40 ml de suspensión de 
yema de huevo-NaCl. Mezcla muy bien y vierte en placa. Seca las placas 2 
días a temperatura ambiente o durante 24 h a 35ºC. Descarta las placas 
contaminadas y almacena las placas estériles en refrigeración. 

Agar anaeróbico de huevo 

a) Disuelve 5 g de extracto de levadura, 5 g de triptona, 20 g de proteasa 
peptona, 5 g de NaCl y 20 g de agar en1 litro de agua. Ajusta el pH a 7,0 y 
distribuye 500 ml dentro de un frasco de 1 litro para luego esterilizar en 
autoclave 20 min. a121°C. 

b) A 500 ml de agar fundido a 45 - 50ºC, añade 40 ml de suspensión de yema 
de huevo-NaCl, prepáralo como el medio anterior, mezcla y vacia 
inmediatamente en placas. Seca y almacena las placas estériles 2 días a 
temperatura ambiente o durante 24 horas a 35 °C. 
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Buffer gel-fosfato. pH 6,2. 

a) Disuelve 2 g de gelatina y 4 g de Na2HPO4 en 1 l de agua con 
calentamiento suave. Distribuye dentro de una botella de 100 ml de leche 
diluida. Esteriliza en autoclave 20 min. a 121ºC. 

Preparaciones de antitoxinas Clostridium botulinum . 
Tipos desde A hasta F o polivalente A-F. 
Area de trabajo 

Debes trabajar preferentemente en un gabinete de flujo laminar que proporcione 
un ambiente ultra-limpio, clase 100. (El equipo debe proveer un ambiente libre de 
partículas de 0,3 micras con una eficiencia del 99,99% en un flujo de 100 
pies/minuto. 
La desinfección de la superficie de trabajo se puede hacer con alcohol o sales 
cuaternarias de amonio a la concentración recomendada por el fabricante. 
Posteriormente se debe poner a trabajar el flujo, 30 min. Antes de efectuar el 
trabajo. 
Para controlar la eficacia del flujo, debes poner como testigos cajas con medio de 
cultivo abiertas, a los lados y al centro del área de trabajo, durante todo el tiempo 
que dure la operación. Si no se tiene el equipo necesario, se puede utilizar un 
cuarto o cubículo perfectamente limpio, lavado con agua y jabón, desinfectándolo 
con un agente bactericida apropiado. En este caso se trabajará entre dos 
mecheros Bunsen. 

Preparación de la muestra 

Examen preliminar 

Tener las muestras refrigeradas. Los alimentos enlatados cerrados no necesitan 
refrigeración, a menos que la lata esté abombada o haya sido abierta. Llevar 
anotaciones de las condiciones del contenedor. Limpiar e identificar el contenedor. 

Alimentos sólidos 

Transfiere asépticamente una porción con poca cantidad de líquido o libre de éste 
a un mortero estéril. Añade una cantidad igual del buffer gel-fosfato estéril y muele 
con el pistilo estéril. Alternativamente inocula pequeñas piezas de muestras con 
pinzas estériles dentro del caldo de enriquecimiento. 

Alimentos líquidos. 

Inocular con pipetas estériles directamente al caldo de enriquecimiento. 

Alimentos enlatados 

Lava el envase con un cepillo, usando agua caliente y jabón; enjuaga y deja secar. 
Remoja con un sanitizante durante 10 a 15 min la tapa contraria a donde está 
grabado el lote. Escurre el líquido y sécalo con la flama de un mechero. Destapa 
con un abridor de latas sanitario estéril. En las latas de cierre de anillo o 
dispositivos abre fácil, abrelas por la cara opuesta. 
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Frascos de vidrio 

Lava la tapa del frasco y sumérgelo durante 15 min en una solución sanitizante, de 
manera que quede cubierta la tapa; esta solución puede ser cloro 100 mg/kg. 
Coloca un algodón estéril en torno a la tapa y con un punzón estéril haz un orificio 
en el centro, a fin de que se pierda el vacío y pueda abrirse con facilidad. Abre el 
frasco sin contaminar los bordes del mismo. 

Preparación de latas alteradas 

Lava el envase con un cepillo, con agua caliente y jabón; enjuaga y secalo. Si la 
lata está muy inflada, guárdala en refrigeración antes de abrirla. Limpia y 
desinfecta la tapa con una solución de cloro 10 mg/kg o yodo al 2% en alcohol al 
70% limpialo con gasa estéril. En latas muy infladas de pH muy ácido, es 
necesario hacer una prueba para hidrógeno, con objeto de conocer si el gas se 
debe a la acción del ácido sobre el metal. Para ello, practica una pequeña puntura 
en el centro de la tapa y recibe el gas en un tubo de ensaye invertido; 
inmediatamente ponlo sobre la flama. Una pequeña explosión indica la presencia 
de hidrógeno. No debes flamear directamente el orificio de la lata. Para abrir latas 
infladas, coloca un embudo invertido sobre la tapa y pica con un picahielo estéril, 
hasta desalojar el gas antes de abrir la lata. 

Examen visual 

Nota la apariencia, olor y si hay evidencia de descomposición. NO PRUEBES EL 
PRODUCTO bajo ninguna circunstancia. 

Muestra reserva 

Después de cultivar, remueve asépticamente una porción de la muestra a una 
jarra estéril para pruebas posteriores para cualquier aclaración. 

Detección de C. botulinum  viables. 

Enriquecimiento 

Elimina el oxígeno disuelto del medio antes de la inoculación, aplicando vapor de 
10 a 15 min. y enfriando rápidamente sin agitación. Inocula dos tubos de caldo de 
carne cocida con 1-2 g o 1-2 ml del alimento o extracto/15 ml de caldo, 
introduciendo el inóculo lentamente por debajo de la superficie del caldo. 
Incubalos a 35ºC. De forma similar inocula 2 tubos de caldo TPGYT e incubalos a 
26ºC. 

Examen 

Después de 5 días, revisa los cultivos determinando si existe turbidez, producción 
de gas, digestión de partículas de carne y olor. También examina con el 
microscopio de contraste de fases, los "montículos" húmedos que se forman en el 
medio o bien, haz la observación de un frotis teñido con Gramm, cristal violeta o 
azul de metileno con el microscopio de campo brillante. Observa la morfología de 
los organismos y anote la existencia de célula "clostridiales" típicas, la presencia y 
extensión relativa de la esporulación, así como la localización de las esporas 
dentro de las células. 
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Tratamiento posterior 

Por lo general, a los 5 días de la incubación se produce el crecimiento más activo 
y la mayor cantidad de toxinas y células esporuladas. Manten el cultivo en el 
refrigerador para hacer el aislamiento en cultivo puro. Si no hay crecimiento 
después de 5 días, incuba adicionalmente 10 días para detectar una posible 
germinación tardía de las esporas de C. botulinum antes de descartar el cultivo 
como estéril. 

Aislamiento de cultivos puros 

Si existe buena esporulación de C. botulinum, éste puede aislarse de la flora mixta 
en el medio de enriquecimiento o a partir de la muestra original. 

Pretratamiento 

Adiciona un volumen igual de alcohol absoluto esterilizado por filtración en un tubo 
con tapón de rosca. Mezcla bien e incuba durante 1 hora, a temperatura ambiente. 
Alternativamente, calienta de 1 a 2 ml de medio de enriquecimiento a 80ºC 
durante 10-15 min para destruir células vegetativas. (No uses el tratamiento 
térmico para el C. botulinum tipo C no proteolítico). 

Siembra 

Con una asa de inoculación, haz 1 o 2 siembras de cultivos tratados con alcohol o 
térmicamente, si es necesario diluidos en agar hígado/yema de huevo o agar 
yema de huevo anaerobio desecados con la finalidad de obtener colonias 
aisladas. Incuba los medios 48 h a 35ºC en condiciones anaerobias en sistemas 
Gas-Pak, jarra anaerobia o equivalente. 

Selección de las colonias 

Las colonias típicas son ramificadas o planas, lisas o rugosas, presentando 
generalmente bordes extensos e irregulares. En el medio yema de huevo, las 
colonias usualmente presentan superficies iridicentes cuando es examinada con 
luz oblicua. La zona realzada es llamada también "capa perlada". La zona 
generalmente se extiende mas allá y el contorno de la colonia es irregular además 
de la zona perlada, las colonias de los tipos C, D, E, están rodeadas comúnmente 
de un amplio halo amarillo (2-4) mm). Esta zona es generalmente pequeña para 
los tipos A, B. No todas las colonias típicas producirán toxinas. Algunos miembros 
del género Clostridium tienen las características morfológicas típicas, pero no 
producen toxinas. 

Cultivos 

Con asa estéril, inocula cada una de 10 colonias seleccionadas en un tubo con 
medio estéril: 

Caldo TPGYT para C. botulinum tipo E, incubando 5 d ías a 26ºC. 

Caldo carne cocida para otros tipos de toxinas, incubando durante 5 días a 35ºC. 
Usa cultivos para confirmar como en el siguiente punto y para detección e 
identificación de la toxina como se indica posteriormente. 
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Confirmación 

Haz una siembra por duplicado de los cultivos indicados con anterioridad en 
medios agar yema de huevo, incubando un medio anaeróbicamente y otro 
aeróbicamente, ambos a 35ºC. Si encuentras colonias típicas de C. botulinum en 
el medio anaerobio, pero no en el aerobio, el cultivo puede ser puro. Si no se logra 
el aislamiento de C. botulinum a partir de >1 de las colonias seleccionadas puede 
indicar que la presencia de C. botulinum dentro de la flora mixta es baja. Repite las 
transferencias seriadas aumentando pasos de enriquecimiento, lo que puede dar 
como resultado el incremento en el número de colonias lo suficiente para permitir 
el aislamiento. Almacena el cultivo puro ya sea refrigerándolo o liofilizándolo. 

Detección de la toxina 

Preparación de la muestra 

Extiende los alimentos sólidos con una cantidad igual de buffer de gel - fosfato, 
macerándolo en un mortero enfriado y estéril. Centrifuga el producto macerado y 
los alimentos líquidos que contengan sólidos suspendidos bajo refrigeración. 
Enjuaga los envases sospechosos de haber contenido alimentos con toxinas, con 
unos cuantos ml de buffer de gel-fosfato. Utiliza el mínimo volumen posible, a fin 
de evitar la dilución de la toxina. 

Tratamiento con tripsina 

Las toxinas de tipo no proteolítico si están presentes, pueden necesitar activación 
con tripsina para ser detectadas. No uses este tratamiento con el cultivo en Caldo 
de tripticasa-peptona-glucosa-extracto de levadura con tripsina (TPGYT), ya que 
éste puede contener tripsina. El tratamiento posterior, puede degradar alguna 
toxina totalmente activada presente en el cultivo. Si es necesario, ajusta la porción 
del sobrenadante del alimento, alimento líquido o medio de carne a un pH 6,2 con 
NaOH 1N o HCl, si es necesario. 

Prepara una solución saturada de tripsina, por la dispersión de 1 g de tripsina en 
10 ml de agua en un tubo de cultivo puro. 

Mezcla 0,2 ml de solución de tripsina con 1,8 ml del líquido que vas a evaluar. 
Incuba a 37ºC por 1 h, agitando ocasionalmente de manera suave. 

Prueba de toxicidad 

Cada prueba se efectúa por duplicado, por ejemplo: diluye parte del sobrenadante 
de alimentos tratados y sin tratar con tripsina, alimento líquido, o cultivo a 
diluciones 1:2, 1:10 y 1:1000, respectivamente, con buffer de gel-fosfato. Inyecta 
las diluciones a pares separados de ratones de 15-20 g de peso por vía 
intraperitoneal. 
Calienta 1,5 ml de líquido original no tratado durante 10 min. a 100ºC para control. 
Enfría e inyecta 0,5 ml de este fluido a un par de ratones. Estos no deben morir, 
debido a que si hubo toxina, ésta ya se inactivó por calor. 
Observa periódicamente a los ratones durante 72 h, registrando síntomas y el 
momento de las muertes. Los síntomas del botulismo se iniciarán usualmente a 
las 24 h con erizamiento del pelo, respiración laboriosa, debilidad de las 
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extremidades, finalmente parálisis total con jadeo, y muerte por falla respiratoria. 
La muerte sin síntomas de botulismo, no es suficiente evidencia de que el material 
inyectado contenía la toxina. Puede haber muertes por contaminación del inóculo 
o por traumatismo. Si a las 72 h de haber recibido el inóculo tratado térmicamente 
mueren estos ratones, repite la prueba usando diluciones mayores. Es necesario 
saber con qué diluciones mueren los ratones para establecer la Dosis Letal 
Mínima para poder conocer la cantidad de toxina presente. Esta DLM corresponde 
a la máxima dilución que mata a los ratones inoculados. 

Cálculo = DLM/ml 

Tipificación de la toxina 

Diluye antitoxinas monovalentes contra los tipos A, B, E y F en una solución de 
NaCl al 0,85% hasta una concentración de 1 Unidad Internacional/0,5 ml. Prepara 
suficiente antitoxina diluida para inyectar 0,5 ml de todas las diluciones a ratones 
por cada dilución de la preparación a probar. 
Usa la preparación que haya alcanzado la máxima DLM, ya sea tratada o no. Si es 
no tratada, la misma preparación puede ser usada como se utilizó para la prueba 
de toxicidad; si la preparación más letal fue no tratada, prepara solución tratada 
con tripsina fresca, ya que la acción de la tripsina puede ir inactivando la toxina. 
Prepara diluciones suficientes que sean por lo menos 10, 100 y 1000 veces menos 
potentes que el valor DLM determinado previamente. 
Inyecta intraperitonealmente varios grupos de ratones, inoculándo 0,5 ml a cada 
ratón de antitoxina diluida 30 a 60 min antes de desafiarlos con la inyección 
intraperitoneal de las preparaciones tóxicas. 
Inyecta parejas de ratones protegidas con anticuerpos monovalentes con cada 
dilución de la toxina por vía intraperitoneal. Asimismo, inyecta parejas de ratones 
no protegidos con cada una de las diluciones tóxicas como control (este protocolo 
requiere de 30 ratones) 3 pares para cada una de las 4 antitoxinas monovalentes, 
cada par debe desafiarse con alguna de las 3 diluciones de la preparación tóxica 
(2X3X4 = 24), más 1 par de ratones no protegidos para cada dilución de material 
tóxico como control (2X3 = 6). Observa a los ratones durante 72 h para detectar 
síntomas de botulismo y registra el momento de las muertes. Si los resultados 
indican que la toxina no ha sido neutralizada, repita la prueba usando antitoxinas 
monovalentes para el C y D, además de un juego de antitoxinas polivalentes de 
los tipos A a la F. 

Interpretación 

La toxina en el alimento implica que si éste es consumido sin tratamiento térmico, 
podría causar botulismo. La presencia de la toxina en el alimento, es un requisito 
para que se presente el botulismo. La presencia de C. botulinum viable sin la 
toxina, no es una indicación de que el alimento en cuestión provoque botulismo. 
Los organismos ingeridos pueden encontrarse en el tracto alimentario pero se 
considera que son incapaces de multiplicarse y producir toxinas en vivo. 
La presencia de la toxina botulínica y/o los organismos en alimentos enlatados de 
baja acidez (pH > 4,6) significa que los productos fueron mal procesados o 
contaminados después. Es más probable que las latas hinchadas contengan la 
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toxina que las latas "planas", debido a que la bacteria produce gas durante su 
crecimiento. La presencia de la toxina en una lata plana o no abombada puede 
significar que las uniones estaban suficientemente flojas para que el gas escape. 
La toxina que se presenta en los alimentos generalmente es la de tipo A o la cepa 
proteolítica B, ya que las esporas de las cepas proteolíticas son de las esporas 
más termorresistentes. Las esporas de los tipos B, E y F no proteolíticas no son 
muy resistentes a las temperaturas altas y no sobreviven a tratamientos térmicos 
moderados. 
La protección de los ratones contra el botulismo y la muerte de uno protegido con 
antitoxina botulínica monovalente confirman la presencia de la toxina y determina 
el serotipo de la muestra en la prueba. 
Si los ratones no están protegidos por ninguna de las antitoxinas monovalentes, 
puede deberse a la presencia de una gran cantidad de toxina en la muestra, o más 
de un tipo de toxina en la muestra, o bien la muerte puede deberse a muchas 
otras causas. En cualquier caso, es necesario volver a desafiar con las mayores 
diluciones, debiendo usarse mezclas o combinaciones de antitoxinas en lugar del 
suero monovalente. Si los ratones siguen desprotegidos, algún otro material tóxico 
termoestable podría ser responsable, si tanto las preparaciones calentadas y no 
calentadas causan muertes. También es posible que alguna sustancia tóxica 
termoestable enmascare a la toxina botulínica. 

Los límites permisibles los puedes consultar en el anexo 1, compáralos con 
los resultados que obtuviste. 

 
 
 
 
 
 

 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en carne envasada al 
vacío o en atmósfera 
modificada! 
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la 
izquierda están escritas las posibles contingencias y en la 
columna derecha escribirás las posibles soluciones de acuerdo a 
tus criterios. 

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua destilada  

El equipo está sucio  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

Desconoces el equipo a usar  

Se descompuso un equipo  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

Ahora que terminaste la práctica puedes pedirle al docente que te evalúe para que 
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizará los 
instrumentos de evaluación (guías de observación y las listas de cotejo). Recuerda 
que tienes que elaborar los reportes de los análisis realizados. 

Conclusiones de la competencia 
 
Para que seas capaz de realizar análisis microbiológicos a la carne es necesario 
que: 

·  Procedas con orden, limpieza y responsabilidad durante tu desempeño. 
·  Portes con todos los implementos de seguridad para que no salgas dañado 

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 análisis. 
·  Prepares los medios de cultivo de acuerdo a cada análisis. 
·  Limpies tu área 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 análisis microbiológicos a la carne” 
el docente utilizará los instrumentos de evaluación diseñados con este propósito. 
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COMPETENCIA II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Introducción  
�

Bien amigo, ya tuviste la oportunidad de realizar análisis 
microbiológicos a carne, ahora deberás realizarlos en derivados 
cárnicos, como jamón, chorizo, tocino, salchicha, carne seca y demás 
productos. 
Utilizarás las técnicas implementadas para el análisis de carne cruda 

por lo que tu desempeño deberá ser aun mejor, seguirás contando conmigo y con 
tu profesor para guiar tu aprendizaje y el desarrollo de tus habilidades y destrezas, 
lo que permitirá desempeñarte en el área de control de calidad en las empresas 
procesadoras de productos cárnicos. 
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HABILIDADES 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado 
en  análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus 

aureus, Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes 
fecales, Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y 
cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con 
los rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

RESULTADO DE 

APRENDIZAJE 

Al terminar el submódulo el alumno será capaz de analizar  
alimentos a base de carne. 

 

Desarrollo  
 
Ahora continuaremos con el análisis microbiológico a derivados cárnicos, y como 
en la sección anterior te serán presentados algunos ejemplos y realizarás 
ejercicios para que mejores tu desempeño durante la realización de las prácticas. 

 
En todo laboratorio de análisis microbiológico es importante 
mantener en correcto orden la ubicación de los reactivos, 
utensilios y material utilizado para la realización de los análisis; 
todo debe estar en un lugar adecuado para su fácil 
identificación y que le ofrezca las mejores condiciones para su 
durabilidad y buen manejo. 

Tú y el profesor deben de seguir al pie de la letra las normas 
de seguridad e higiene, además de utilizar la indumentaria 
adecuada para su protección, ¿recuerdas cuál es dicha 
indumentaria? 

Recuerda las precauciones que debes tener para un buen 
desempeño durante la ejecución de tus prácticas. El 
laboratorio debe de contar con aditamentos adecuados 
para la prevención de accidentes o para su rápida 
atención en caso de que lleguen a ocurrir, tales como 
ubicación de los contactos eléctricos, llaves de agua, 
depósitos de basura, extintores, etcétera. Deberá 
asignarse un lugar específico para aquellos equipos que 

 
 
 
 
 

 
EJEMPLO No 3 

RECONOCIMIENTO DEL LABORATORIO Y 
NORMAS DE SEGURIDAD E HIGIENE 
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representen un riesgo además de señalarse con un letrero preventivo sobre la 
condición de riesgo que representan. 

La basura y desechos del laboratorio deberán de clasificarse, los 
vidrios no deberán tirarse con el resto de la basura, mientras que 
los residuos orgánicos también deberán asignarse a un depósito 
especial. Los medios de cultivo nunca deberán tirarse sin antes 
esterilizarlos, debes recordar que pueden estar contaminados con 
microorganismos peligrosos para la salud. 

Te presento a continuación las precauciones generales que deberás tener para un 
buen desempeño durante la ejecución de tus prácticas, cúmplelas con 
responsabilidad por tu seguridad y la de tus compañeros. 

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 químicos  sólidos y 
los trozos de vidrio  no deben abandonarse sobre la mesa de trabajo, ni echarse 
en los desagües, sino en los correspondientes cubos de basura. 

5.- Los ácidos  deben echarse en los fregaderos de desagüe, 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 líquido corrosivo. 

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

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

8.- Proteger cuidadosamente los ojos cuando se trabaje con sustancias peligrosas. 

9.- Cuando un tapón 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 más, comunicándolo 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 químicos con las manos , muchos son 
venenosos y, en algunos casos, pueden pasar a través de la piel a nuestro 
organismo con mucha rapidez. 

14.- Poner especial cuidado en no respirar vapores tóxicos.  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 agitándolo 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 
duración. 

18.- Nunca deben mezclarse productos desconocidos  y sin indicación expresa 
del guión de la práctica, ya que puede resultar seriamente peligroso. 

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

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

 

EJERCICIO No. 3 
VISITA AL LABORATORIO DE UNA EMPRESA 

 
Realiza una visita a una industria procesadora de productos cárnicos e identifica el 
equipo que se utiliza en laboratorio de análisis microbiológico. Observa como se 
encuentran distribuidos los materiales y equipos, y efectúa un diagrama de flujo 
sobre el proceder antes y durante un análisis. Si no identificas algún equipo que se 
utilice en el proceso, pregunta su nombre e investiga cual es su función. 

En base a tus observaciones contesta lo siguiente: 

1) ¿Identificaste los materiales y equipos utilizados durante el análisis? 

2) ¿Dónde ubican y como están organizados los reactivos, materiales y 
equipos? 

3) Menciona los nombres de los materiales y equipos que identificaste e indica 
cuál es su función 

4) ¿Qué señalamientos hay en el laboratorio? 

5) ¿Hay indicaciones sobre la seguridad y la higiene? 
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6) ¿Qué indumentaria porta el personal que se desempeña en el laboratorio? 

7) ¿Cuáles son los requisitos para ingresar al laboratorio? 

8) ¿Identificaste los colores característicos del área de laboratorio? 

9) ¿Qué indican dichos color? 

10) ¿Qué hacen con la basura y desechos producidos por el laboratorio? 

Junto con tu profesor organiza todo lo referente a la seguridad e higiene del 
laboratorio de tu escuela: 

Ubica y organiza los reactivos, los materiales y los equipos. 

Selecciona un área para el material por lavar y el material limpio e indícala con un 
señalamiento. 

Ubica los señalamientos necesarios en contactos, llaves de agua y equipos con 
algún tipo de riesgo, elabóralos y pégalos. 

Revisa los extintores, los contactos, llaves de agua, desagües y realiza un reporte 
sobre el estado de los mismos. 

Organiza y clasifica la basura y los desechos, solicita botes y bolsas adicionales 
de ser necesario. 
 

 

PRÁCTICA No. 6 
DETECCIÓN DE Salmonella  spp.  

 
No. Práctica: 6 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado en  
análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 
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Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo 
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estándares de 

calidad requeridos y el análisis a realizar. 
�  En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se deben 

seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su 
preparación. 

Medios de pre-enriquecimiento 

Agua de peptona tamponada, Caldo lactosado, Caldo de enriquecimiento, 
Caldo selenito-cistina, Caldo tetrationato, Vassiliadis-Rappaport, Solución A, 
Solución B, Solución 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 bioquímicas 

Agar de tres azúcares 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 rápido, Caldo infusión cerebro corazón 

Soluciones 

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

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

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

Preparación de los alimentos para el aislamiento de  Salmonella 

�  Los siguientes métodos se basan en el análisis de 25 g de la muestra 
analítica en una proporción de 1:9 de muestra/caldo. Esta cantidad puede 
variarse siempre que se mantenga la misma proporción. Se recomienda 
una muestra de 25 g o más. 

Procedimiento general para la preparación de muestr as 

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

�  Transfiere asépticamente la mezcla homogeneizada a un recipiente estéril 
de boca ancha con tapón 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 potenciómetro. Ajusta, si es necesario, a un pH 6,8 ± 0,2 
con hidróxido de sodio 1N o ácido clorhídrico 1N estériles. Mezcla y cubre 
el recipiente enroscando suavemente la tapa. Incuba durante 24 ± 2 h a 
35ºC.  

Procedimiento específico para la preparación de mue stra según el 
producto 

Carnes, sustitutos de carnes, derivados cárnicos, s ustancias de origen 
animal, productos glandulares y harinas (pescado, c arne y hueso). 

�  Productos procesados térmicamente y productos secos . Se sigue el 
procedimiento señalado anteriormente hasta la homogeneización. Si la 
muestra es en polvo o molida, el licuado puede omitirse. Después de 
reposar, mezclar bien y ajustar el pH como se indica en el procedimiento 
general. Para emulsionar las grasas, agregar los detergentes en las mismas 
proporciones y con las mismas recomendaciones que para el coco. La 
cantidad de los mismos dependerá en gran medida de la composición del 
alimento. Los detergentes no serán necesarios en los productos glandulares 
en polvo. Incubar las muestras 24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Productos crudos o altamente contaminados . Pesar porciones de 25 g 
de producto en dos vasos para licuadora. Si la muestra es en polvo o 
molida, el licuado puede omitirse y el producto puede pesarse directamente 
en matraces Erlenmeyer estériles de 500 ml. Adicionar 225 ml de caldo 
selenito cistina o 225 ml de caldo tetrationato (sin verde brillante) a cada 
muestra analítica. Licuar por dos min y pasar asépticamente a matraces 
Erlenmeyer de 500 ml. Dejar reposar y ajustar el pH a 6,8 ± 0,2 
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8. Realiza la siembra de la muestra aplicando la técnica adecuada 

Aislamiento de Salmonella 

�  Cierra firmemente el tapón 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 sustitución del caldo 
tetrationato puedes emplear el medio Vassiliadis-Rappaport. 

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

�  Mezcla el tubo con caldo selenito cistina y estríalo 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 35ºC. 

�  Examina las placas para investigar la presencia de colonias típicas de 
Salmonella, de acuerdo con las siguientes características: 

·  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 típicas de Salmonella pueden ser 
cafés, grises o negras; con o sin brillo metálico. Generalmente el medio 
circundante (halo) es café, tornándose posteriormente negro. 

�  Algunas cepas producen colonias verdes sin la formación del halo oscuro. 
Si las placas no muestran colonias típicas o no se observa crecimiento, 
incubar 24 h adicionales. 

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

Identificación bioquímica 

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

�  Toca levemente el centro de cada colonia e inocula dos tubos, uno con agar 
triple azúcar hierro (TSI) y otro con agar hierro lisina (LIA), por estría en la 
superficie inclinada y por punción en el fondo. Incubar por 24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Almacena en refrigeración de 5 a 8ºC las placas con medios selectivos por 
si es necesario retomar más colonias. 
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�  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 
fermentación de la glucosa; en la superficie del medio se observa un color 
rojo más intenso que el medio original debido a la no fermentación de la 
lactosa ni de la sacarosa. En la mayoría de los casos se observa 
coloración negra a lo largo de la punción debido a la producción de ácido 
sulfhídrico. 

·  Agar LIA , se observa intensificación del color púrpura en todo el tubo por 
la descarboxilación de la lisina. Considerar negativos aquellos cultivos que 
produzcan claramente color amarillo en el fondo del agar. La mayoría de 
las cepas de Salmonella producen ácido sulfhídrico en este medio con 
ennegrecimiento a lo largo de la punción. 

�  Debes retener todos los cultivos que muestren las reacciones 
características de Salmonella en los medios TSI y LIA para las pruebas 
adicionales, indicadas a continuación: 

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

�  Continúa el análisis a partir de los tubos de TSI con reacciones típicas. Si 
el cultivo presenta reacciones atípicas en este medio, toma colonias 
adicionales de las placas de donde se obtuvo el cultivo atípico anterior y 
siembra las pruebas bioquímicas nuevamente. 

�  Continúa la identificación bioquímica y serológica a partir de los cultivos 
recuperados de TSI. Se recomienda trabajar seis cultivos por cada 25 g 
de unidad analítica 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 
púrpura de las reacciones positivas con el color del medio original. Incubar 
24 ± 2 h a 35ºC. 

�  Prueba de ureasa (rápida).  Toma dos asadas de crecimiento del cultivo 
presumiblemente positivo de cada tubo de medio TSI e inocula tubos de 
caldo urea (rápida). Incuba 2 h a 37 ± 0,5ºC en baño de agua. 

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

Ensayo de los antígenos somáticos de Salmonella (Antisuero polivalente 
O) 

�  Coloca con asa dos gotas separadas de solución salina estéril sobre un 
portaobjetos o en dos secciones de una placa para aglutinación. Suspende 
en cada una de las gotas, una porción del cultivo desarrollado en TSI. 

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

�  Agita inclinando la lámina hacia atrás y hacia adelante durante 
aproximadamente un minuto. 

�  Observa bajo buena iluminación sobre un fondo oscuro. 
�  Considera cualquier grado de aglutinación como positiva. 
�  La prueba positiva resulta cuando se presenta aglutinación en la gota con el 

cultivo y el antisuero y no aglutinación en la gota que contiene el cultivo y la 
solución salina. 

�  Si observas aglutinación en ambas gotas, la prueba no es definitiva y se 
debe continuar con las pruebas bioquímicas complementarias. 

�  Cuando la aglutinación 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 más frecuentes). 

�  Si la aglutinación con el antisuero O es negativa, utiliza antisuero Vi y 
realiza la prueba. Si hay aglutinación con Vi calienta el cultivo a ebullición y 
repite la aglutinación con el antisuero polivalente O. 

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

�  Inocula el crecimiento del tubo de TSI en agar infusión de cerebro corazón e 
incubar de 4 a 6 h a 35ºC hasta que se observe crecimiento (para ensayo 
en el mismo día), o bien, en caldo soya tripticaseina e incubar por 24 ± 2 h a 
35ºC (para ensayo al día siguiente). Adiciona 2,5 ml de solución salina 
formalizada a 5 ml del cultivo en caldo o al cultivo en agar cerebro corazón 
(BHI). 

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

Pruebas bioquímicas complementarias 

�  Cuando las pruebas serológicas o bioquímicas iniciales, dan resultados 
atípicos o no concluyentes, realizar las pruebas que se describen a 
continuación: 
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�  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 estría el tubo. 
�  Incuba durante 96 ± 2 h a 35 ± 2ºC. 
�  Prueba positiva: crecimiento acompañado de un cambio de color de verde a 

azul. 

�  Prueba negativa: ausencia de crecimiento y sin cambio de color. 

Medio SIM 

�  Inocula por punción. 
�  Incuba durante 24 h a 35 ± 2ºC. 

Movilidad. 

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

�  Prueba negativa: crecimiento a lo largo de la punción exclusivamente. 
�  Producción de ácido sulfhídrico. 
�  Prueba positiva: desarrollo de un color negro a lo largo de la punción que 

puede extenderse a todo el medio. 
�  Prueba negativa: ausencia de color negro. 
�  Producción 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 ± 2ºC 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 solución de alfa naftol. 
�  Adiciona 0,2 ml de solución de hidróxido de potasio 40%. 
�  Adiciona algunos cristales de creatinina (opcional). 
�  Interpreta los resultados después de incubar durante 2 h a 35 ± 2ºC o 4 h a 

temperatura ambiente. 

�  Prueba positiva:  desarrollo de color rojo ladrillo. 

�  Prueba negativa:  sin cambio de color. 

�  Reincuba el resto del medio RM-VP 48 h más a 35 ± 2ºC. 
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Prueba de rojo de metilo (RM) 

�  Adiciona al medio de cultivo de 96 h de incubación de dos a tres gotas de 
solución 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 ± 2ºC. 

�  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 ± 2ºC. 

�  Prueba positiva:  desarrollo de color amarillo. 

�  Prueba negativa:  sin cambio de color. 

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

�  Nota: los sistemas bioquímicos comerciales validados pueden ser usados 
como alternativa para las pruebas bioquímicas convencionales. 

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

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

Para el Cálculo, expresión e interpretación de reacciones bioquímicas y 
serológicas. Ver anexos 13 y 14. 

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

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

 
Los límites permisibles los puedes consultar en los  anexos 3, 4 y 5, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en productos cárnicos 
cocidos, crudos, curados, marinados 
o en salmuera, curados madurados y 
emulsionados! 
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la 
izquierda están escritas las posibles contingencias y en la 
columna derecha escribirás las posibles soluciones de acuerdo a 
tus criterios. 

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua destilada  

No hay agua esterilizada  

El equipo esta sucio  

No hay energía eléctrica  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

 

 

PRÁCTICA No. 7 
DETECCIÓN DE Staphylococcus  aureus  

 
No. Práctica: 7 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 
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Habilidad 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado 
en  análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo 
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo de acuerdo con los estándares de 

calidad requeridos y el análisis a realizar. 
�  Prepara la cantidad de los diferentes medios de cultivo de acuerdo a las 

indicaciones del fabricante (Baird-Parker, solución de telurito, Emulsión de 
yema de huevo, Solución salina isotónica, caldo de infusión cerebro-
corazón, Acido desoxirribonucleico helicoidal de timo de ternera, cloruro de 
calcio anhidro, solución de azul de toluidina, solución amortiguadora Tris pH 
9, plasma de conejo). 

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

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



Página 69 de 103 

�  Distribuye el inoculo sobre la superficie del agar con varillas estériles de 
vidrio en ángulo recto, utilizando una para cada dilución. 

�  Debes mantener las placas en su posición hasta que el inóculo sea 
absorbido por el agar. 

�  Voltea las placas y colócalas en incubación durante 45 a 48 h a 35ºC. 
�  Selecciona las placas que tengan entre 15 y 150 colonias típicas de 

Staphylococcus aureus; si no es posible, selecciona las placas de las 
diluciones más altas no obstante tengan más de 150 colonias. 

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

�  Las colonias típicas son negras, circulares, brillantes, convexas, lisas, de 
diámetro de 1 a 2 mm y muestran una zona opaca y 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 número de colonias y siembralas cada una en tubos con 0.5 
ml de caldo de infusión cerebro-corazón. 

�  Incúbalas  a 35ºC 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 incubación 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 solución salina estéril. 

�  Incubalo en baño de agua de 35 a 37ºC y observar durante 6 h a intervalos 
de 1 h; si no hay formación de coágulo, observa a las 24 h. Considera 
positiva la prueba si hay formación de coágulo. 

�  Para comprobar la coagulabilidad del plasma de conejo añade una gota de 
cloruro de calcio al 5% a 0.5 ml de plasma reconstituido empleado, 
formándose un coágulo en 10-15 seg. 

Prueba de termonucleasa 

�  Calienta durante 15 minutos 0.3 ml de cultivo en caldo de infusión cerebro-
corazón en baño de agua hirviendo. 

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

�  Incuba a 35ºC en cámara húmeda durante 4 a 24 h. 
�  La aparición de un halo color rosa extendido de por lo menos 1 mm alrededor 

de la perforación se califica como positiva. 

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

10. Realiza la incubación de la muestra a analizar. 
11. Verifica la temperatura de incubación. 
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12. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos 
(Ver anexo 16) 

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

Ahora que terminaste la práctica puedes pedirle al docente que te evalúe para que 
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizará los 
instrumentos de evaluación (guías de observación y las listas de cotejo). Recuerda 
que tienes que elaborar los reportes de los análisis realizados. 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

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

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua esterilizada  

No hay energía eléctrica  

Utilizar zapatos resbalosos y/o con 
tacón 

 

Falta algún reactivo  

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en derivados 
cárnicos curados y cocidos, así 
como curados emulsionados y 
cocidos! 
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El laboratorio no está disponible  

No rotulaste tus cultivos  

 

 

PRÁCTICA No. 8 
DETECCIÓN DE MESOFÍLICOS AEROBIOS 

 
No. Práctica:  Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia III. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 

5. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado 
en  análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

6. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
7. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

8. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes   

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
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5. Prepara el siguiente medio de cultivo de acuerdo con los estándares de 
calidad requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las 
instrucciones del fabricante. 

 
AGAR TRIPTONA- EXTRACTO DE LEVADURA. 

FÓRMULA 

INGREDIENTES CANTIDADES / LITRO 

Extracto de levadura 2.5 g. 
Triptona 5.0 g. 
Dextrosa 1.0 g. 

Agar 15.0 g. 
Agua destilada 1.0 l. 

 
Preparación 
�  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 esterilización éste sea de 

6.9 +/- 0.2 a 25°C 
�  Esteriliza en autoclave por 15 minutos a 121 +/- 1.0°C 

6. Realiza el vertido en placa de cultivo de acuerdo a la técnica descrita. 
7. Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada. 
8. Prepara la muestra a analizar. 
9. Realiza la inoculación de la muestra aplicando la técnica adecuada. 

�  Distribuye las cajas estériles en la mesa de trabajo de manera que la 
inoculación, la adición del medio de cultivo y homogeneización lo hagas 
libre y cómodamente; marca las cajas en sus tapas con los datos 
pertinentes previamente a su inoculación 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 atrás para adelante, sobre 
una superficie lisa y horizontal hasta lograr una completa distribución del 
inóculo en el medio. Cuida que el medio no moje la cubierta de las cajas. 
Déjalas solidificar. 

�  Incluye una caja sin inóculo por cada lote de medio y diluyente como testigo 
de esterilidad. 

�  Incuba las cajas en posición invertida por el tiempo y temperatura que se 
requiera. 

�  Etiqueta y rotula las cajas de ensaye de acuerdo al medio y dilución con los 
datos correctos. 

�  Realiza la incubación de la muestra a analizar a 35 +/- 0.5 °C por 48 +/- 2 h.  

10. Verifica la temperatura de incubación. 
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 dilución para obtener el numero de UFC por mililitro o 
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gramo de la muestra. Redondea la cifra obtenida en la cuenta de manera 
que solo aparezcan dos dígitos 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 estándar. Incubadas ________horas a ________°C. 

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

Los límites máximos permisibles los puedes consulta r en los anexos 3, 4 y 5, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

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

 
Contingencias Alternativas de solución 

Desconoces el equipo a usar  

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en productos cárnicos 
procesados cocidos, curados y 
cocidos, curados, emulsionados 
y cocidos y en productos 
troceados, curados y cocidos! 



Página 74 de 103 

Falta algún reactivo  

Se descompuso un equipo  

El laboratorio no esta disponible  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

No rotulaste tus cultivos  

 

 

PRÁCTICA No. 9 
DETECCIÓN DE Escherichia colli  

 
No. Práctica: 9 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado en  
análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

 
Deberás realizar primero la detección de coliformes totales y fecales, cuando la 
cuenta de coliformes en placa sea �  10 confirma la presencia de E. colli siguiendo 
el método del número más probable (NMP). 
Los pasos que debes realizar durante esta práctica son: 
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene: 
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·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes   

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara los medios de cultivo de acuerdo con los estándares de calidad 

requeridos. En caso de contar con medios deshidratados sigue las 
instrucciones del fabricante. 

Caldo EC ( E. coli .) 

Bacto triptosa 20,0 g 

Bacto lactosa 5,0 g 

Bacto sales biliares No. 3 1,5 g 

Fosfato dipotásico 4,0 g 

Fosfato monopotásico 1,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Agua destilada 1000,0 ml 

pH final: 6,9 a 25°C. 

Preparación : 
a. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada y calentar ligeramente 

para que se disuelva por completo. 
b. Ajustar el pH. 
c. Distribuir en tubos de ensaye con campanas de Durham. 
d. Adicionar 10 ml de medio para cada tubo. 
e. Esterilizar en autoclave durante 15 minutos a 121°C. 
f. Antes de abrir el autoclave, dejar bajar la temperatura a 75°C para evitar que 

queden burbujas en las campanas de Durham. 

Agar McConkey 

Ingredientes:  

Proteasa peptona o polipeptona 3,0 g 

Peptona o gelizante 17,0 g 

Lactosa 10,0 g 

Sales biliares No. 3 1,5 g 

Cloruro de sodio 5,0 g 

Rojo neutro 0,03 g 
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Cristal violeta 0,001 g 

Agar 13,5 g 

Agua destilada 1000,0 ml 

pH final: 7,1 a 25°C 

Preparación : 
a. Disolver los ingredientes en un litro de agua destilada. 
b. Calentar hasta ebullición para disolver por completo. 
c. Ajustar el pH. 
d. Esterilizar a 121°C durante 15 minutos. 
e. Enfriar a 50-60°C y vaciar en cajas Petri. 

Agar eosina azul de metileno de Levin (EMB-L) 

Peptona 10,0 g 

Lactosa 10,0 g 

K2HPO4 2,0 g 

Eosina Y 0,4 g 

Azul de metileno 0,065 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 7,1 a 25 °C 

Preparación 
a) Disolver la peptona, el fosfato y el agar en un litro de agua.  
b) Calentar hasta ebullición para la disolución completa.  
c) Distribuir en porciones de 100 o 200 ml y esterilizar a no más de 121°C por 

15 minutos.  
d) Fundir antes de su uso y adicionar a cada porción de 100 ml: 

5 ml de solución de lactosa al 20% 
2 ml de solución acuosa de eosina al 2%  
4,3 ml de solución acuosa de azul de metileno al 0,15%.  

Cuando se use el producto deshidratado, disolver todos los ingredientes de 
acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Caldo triptona al 1% (triptofano) 

Triptona o tripticasa 10 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,9  

Preparación 
a. Disolver los ingredientes  
b. Distribuir en porciones de 5 ml en tubos de ensaye de 16 x 125 o 16 x 150 

mm. 
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c. Esterilizar a 121°C por 15 minutos. 

Caldo MR-VP 
Medio 1 

Ingredientes:   

Peptona tamponada 7 g 

Glucosa 5 g 

K2HPO4 5 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,9 a 25 °C 

Procedimiento 
a) Disolver los ingredientes con calentamiento suave si es necesario.  
b) Distribuir en volúmenes de 10 ml en tubos de ensaye de 16x150 mm. 
c) Esterilizar a 121°C por 15 minutos. 

Caldo citrato de Koser 

NaNH4HPO4 •4H2O 1,5 g 

KH2PO4 (monobásico) 1,0 g 

MgSO4 •7H2O 0,2 g 

Citrato de sodio •2H2O 3,0 g 

Agua destilada 1000 ml 

pH final: 6,7 a 25 °C. 

Procedimiento 
a) Distribuir preferentemente en tubos de ensaye con tapa de rosca.  
b) Esterilizar a 121°C por 15 minutos.  

Esta formulación se recomienda en los Métodos de Análisis Oficial de AOAC y en 
los Métodos Estándares para el Análisis de Agua y Aguas de Desecho (APHA). 
Este difiere de la composición del medio deshidratado disponible comercialmente 
y es recomendable su uso. 

Reactivos 
Reactivo de Kovacs 

p-imetilaminobenzaldehído 5 g 

Alcohol amílico (normal) 75 ml 

HCI concentrado 25 ml 

Procedimiento 
a) Disolver el p-Dimetilaminobenzaldehído en alcohol amílico normal.  
b) Adicionar lentamente el HCl. Almacenar a 4°C.  
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Para la prueba de indol 
a) Adicionar 0,2-0,3 ml del reactivo a 5 ml del cultivo de bacteria en caldo 

triptona.  
b) Se considera una prueba positiva cuando desarrolla un color rojo en la 

superficie del tubo. 

Reactivo de Voges-Proskauer (VP) 
Solución 1 

alfa-naftol 5 g 

Alcohol absoluto 100 g 

Solución 2 

Hidróxido de potasio 40 g 

Agua destilada para llevar a 100 ml 

Prueba de Voges-Proskauer (VP).  
a) Transferir 1 ml del cultivo a probar con 48 horas de incubación a un tubo de 

ensaye. 
b) Adicionar 0,6 ml de la solución 1 y 0,2 ml de la solución 2.  
c) Agitar después de la adición de cada solución.  
d) Para intensificar y acelerar la reacción adicionar unos cuantos cristales de 

creatina y mezclar.  
e) Dejar a temperatura ambiente.  
f) Leer resultados después de 4 horas de adicionar los reactivos.  

El desarrollo de una coloración rosa es una prueba positiva. 

Reactivos para la coloración de Gram 
Cristal violeta  
Solución A 

Cristal violeta (colorante 90%) 2 g 

Etanol 95% 20 ml 

Solución B 

Oxalato de amonio 0,8 g 

Agua destilada 80 ml 

Indicador rojo de metilo (R44)  
c) Mezclar la solución A y B. Almacenar por 24 horas  
d) Filtrar a través de un papel filtro áspero. 

Lodo de Gram 

Lodo 1g 

Ioduro de potasio (Kl) 2 g 
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Agua destilada 300 ml 

 
a. Colocar el Kl en un mortero. 
b. Adicionar el yodo. 
c. Triturar con el pistilo por 5-10 segundos.  
d. Adicionar 1 ml de agua y triturar 
e. Adicionar 5 ml de agua y triturar 
f. Adicionar 10 ml de agua y triturar 
g. Vaciar esta solución en una botella de reactivo.  
h. Enjuagar el mortero y el pistilo con la cantidad de agua necesaria para 

completar 300 ml. 

Colorante de contraste (solución concentrada)  

Safranina O 2,5 g 

Etanol al 95% 100 ml 

Solución de trabajo : Adicionar 10 ml de la solución concentrada a 90 ml de agua 
destilada.  

Procedimiento para la tinción de Gram 
a. Fijar con calor moderado los frotis de la muestra a teñir.  
b. Adicionar la solución de cristal violeta al frotis.  
c. Dejar actuar por un minuto.  
d. Lavar con agua corriente y escurrir.  
e. Aplicar la solución de yodo por un minuto.  
f. Lavar con agua corriente y escurrir.  
g. Decolorar con etanol al 95% hasta que la coloración azul deje de fluir 

(aproximadamente 30 segundos). 
h. Inmediatamente después enjuagar con agua corriente 
i. Escurrir. 
j. Aplicar el colorante de contraste (safranina) por 30 segundos.  
k. Enjuagar, escurrir y secar al aire. Examinar al microscopio. 

Medio EC-MUG 

6. Preparar el caldo EC y adicionar 50 mg de 4-metilumbelliferyl-beta-D-
glucurónido (MUG) por litro antes de esterilizar (121°C por 15 minutos). El 
caldo EC-MUG está comercialmente disponible. 

Procedimiento 
Agua y hielo 
Prueba presuntiva 

a) Agitar la muestra y transferir volúmenes de 10 ml a cada uno de 5 tubos con 
20 ml de caldo lauril sulfato triptosa de doble concentración, 5 tubos con 1 ml 
y 5 tubos con 0,1 ml de caldo lauril sulfato triptosa de concentración sencilla 
o las siguientes porciones: 10 tubos con 10 ml de muestra; 5 tubos con 20 
ml de muestra o una porción de 100 ml, consultar la tabla del inciso 2 en la 
preparación del "caldo lauril triptosa" para la concentración de caldo lauril 
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triptosa requerido. Los tubos deben contener una campana de fermentación 
(Durham). 

b) Incubar los tubos a 35 �  0,5°C. Examinar los tubos a las 24 horas y observar 
si hay formación de gas; si la formación de gas no se observa, incubar 24 
horas más. 

Prueba confirmativa 
a) De cada tubo que muestre formación de gas, tomar una asada y sembrar en 

un número igual de tubos con medio de confirmación, para la determinación 
de bacterias coliformes referirse a la NOM-112-SSA1-1994. Bienes y 
servicios. Determinación de bacterias coliformes. Técnica del Número más 
probable, para la determinación de bacterias coliformes fecales, sembrar en 
caldo EC. Inocular a dos tubos con caldo EC una cepa de E. coli como 
control positivo y una de Enterobacter aerogenes como control negativo e 
incubar con las muestras. 

b) Para la determinación de coliformes fecales incubar los tubos a 44,5 �  0,2°C 
en baño de agua con agitación durante 24 horas, observar si hay formación 
de gas; si la formación de gas no se observa, continuar la incubación 24 
horas más, hacer la lectura. Utilizar estos resultados para calcular el número 
más probable (NMP) de coliformes fecales. 

Prueba confirmativa para Escherichia coli  (por identificación bioquímica) 
a) Tomar una asada de cada uno de los tubos positivos y sembrar por estría 

cruzada en agar EMB-L para su aislamiento. 
b) Incubar las placas invertidas a 35°C por 18-24 horas.  
c) Seleccionar dos colonias de cada placa con la siguiente morfología colonial: 

Colonias con centro negro, planas con o sin brillo metálico y sembrarlas en 
agar cuenta estándar para realizar las pruebas de morfología microscópica y 
pruebas bioquímicas. Incubar las placas a 35°C por 18-24 horas. 

d) Si no hay colonias con morfología típica, probar una o más colonias lo más 
parecido E. coli de cada placa. 

e) Hacer un frotis y teñirlo por Gram. Observar al microscopio la presencia de 
bacilos cortos o cocobacilos Gram-negativos. 

f) Pruebas bioquímicas Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer, Citrato 
(IMViC). 

g) Producción de indol 
h) Inocular un tubo en caldo triptona e incubarlo a 35°C por 24 �  2 horas. 

Adicionar 0,2-0,3 ml de reactivo de Kovacs. La presencia de una coloración 
en la superficie del tubo se considera una prueba positiva. 

Voges-Proskauer (VP) 
Inocular un tubo con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 horas. Transferir 
1 ml a un tubo de 13X100 mm. Adicionar 0,6 ml de solución de alfa naftol y 
0,2 ml de hidróxido de potasio al 40% y agitar. Se considera una prueba 
positiva cuando se desarrolla un color rosa. 

Rojo de metilo 
Inocular un tubo adicional con caldo MR-VP e incubar a 35°C por 48 horas. 
Adicionar 5 gotas de solución de rojo de metilo. Se considera una prueba 
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positiva cuando se desarrolla un color rojo. Un color amarillo es una prueba 
negativa. 

Citrato 
Inocular un tubo con caldo citrato de Koser un inóculo ligero para evitar 
turbiedad en el tubo. Incubar a 35°C por 96 horas. El  desarrollo del cultivo 
que se observa con la turbiedad del medio, se considera una prueba 
positiva. 

Interpretación de resultados 
Todos los cultivos que: 1. Fermenten la lactosa con producción de gas dentro de 
las 48 horas a 35°C; 2. Sean bacilos o cocobacilos Gram neg ativos no 
esporulados y 3. Se obtenga las siguientes combinaciones para el IMVIC: 
Biotipo 1++--, o Biotipo 2-+--, son consideradas como E. coli. Calcular el NMP de 
E. coli basada en la proporción de los tubos positivos de caldo EC. 

Los límites permisibles los puedes consultar en el anexo 4, compáralos con 
los resultados que obtuviste. 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

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

 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en productos 
cárnicos curados y cocidos y 
en curados emulsionados y 
cocidos! 
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Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua esterilizada  

No hay energía eléctrica  

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

Falta algún reactivo  

El laboratorio no está disponible  

No rotulaste tus cultivos  

 
 

 

PRÁCTICA No. 10 
CONTEO DE COLIFORMES TOTALES Y COLIFORMES 

FECALES 

 
No. Práctica: 10 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2  

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado en  
análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

Entregar a los alumnos todos los equipos e implementos 
necesarios para el desarrollo de la práctica en el laboratorio. 
Asegurarse que cuente con los instrumentos adecuados para 
registrar el logro de las competencias, así como las habilidades 
que requieren reforzamiento o corrección. Proporcionar al 
alumno los reactivos que utilizará y guiarlo con autoridad, buen 
trato y amabilidad para el buen logro de su competencia. 
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Los pasos que debes realizar para durante esta práctica son: 
1. Utiliza los implementos de seguridad e higiene: 

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes   

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar. 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara y esteriliza los siguientes medios de cultivo de acuerdo con los 

estándares de calidad requeridos y el análisis a realizar 
CALDO LACTOSADO (medio de enriquecimiento) 
CALDO LAURIL SULFATO TRIPTOSA (selectivo) 
CALDO LACTOSA BILIS VERDE BRILLANTE (medio de confirmación) 

 
PREPARACIÓN 

�  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 esterilización éste sea 
de 6.9 +/- 0.2 a 25°C 

�  Distribuye en volúmenes de 10 ml. en tubos con dimensiones de 16 x 160 
mm el medio de concentración sencilla y de 20 ml. en tubos de 20 x 200 
mm en el medio de concentración 1.5, cada tubo debe tener campana de 
fermentación. 

�  Esteriliza en autoclave por 15 min. a 121 +/- 1.0°C 
�  Enfría rápidamente para evitar una exposición excesiva al calor. El aspecto 

del caldo es claro y de color beige. 
�  Se puede utilizar una concentración doble del medio de cultivo, en cuyo 

caso se emplearán 10 ml. del caldo preparado, cuando se agreguen 10 ml. 
de la muestra. 

6. Realiza la toma de muestras aplicando la técnica adecuada 
7. Prepara la muestra a analizar 
8. Realiza el vertido en placa y/o tubos de cultivo de acuerdo a la técnica descrita 
9. Realiza la inoculación de la muestra aplicando la técnica adecuada. 

�  Toma tres tubos de medio de enriquecimiento de mayor concentración. 
�  Utilizar una pipeta estéril para transferir a cada tubo 10 ml de la muestra si 

es líquida, ó 10 ml de la dilución primaria inicial en el caso de otros 
productos. 

�  Toma tres tubos de concentración 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 líquida, ó 1 ml de la dilución primaria en el 
caso de otros productos. 

�  Mezcla suavemente el inóculo con el medio. 
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10. Etiqueta y rotula los tubos de ensaye de acuerdo al medio y dilución con los 
datos correctos 

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

12. Verifica la temperatura de incubación 
13. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos 

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

�  Cuando más de una dilución muestra tres tubos positivos y la última da 
menos de tres, elige esta última y las dos diluciones anteriores más 
bajas. 

�  Cuando en ninguna dilución hay tres tubos positivos y éstos se 
encuentran en más de tres diluciones, selecciona las dos diluciones 
mayores positivas y la siguiente. 

�  En cada caso se obtiene un número de tres cifras, que indica el número 
de tubos positivos donde debes buscar el índice de número más probable 
(NMP). 

�  La técnica de NMP puede admitir gran cantidad de variaciones, por 
ejemplo, para una muestra sólida donde un NMP de 70 coliformes por 
gramo, los límites de confianza en el 95 % de los casos variarán de 10 a 
230 coliformes por gramo y en un producto con 24 de NMP de coliformes 
por gramo, los límites de confianza son de 3.6 a 130 coliformes por 
gramo. 

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

 
Los límites máximos permisibles los puedes consultar en los anexos 3, 4 y 5, 
compáralos con los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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. 

¡Recuerda que esta práctica la 
aplicarás en productos cárnicos 
procesados cocidos, curados y 
cocidos, curados emulsionados y 
cocidos y en troceados y 
curados cocidos! 
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la 
izquierda están escritas las posibles contingencias y en la 
columna derecha escribirás las posibles soluciones de acuerdo a 
tus criterios. 

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay energía eléctrica  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

El laboratorio no está disponible  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

No rotulaste tus cultivos  

 

 

PRÁCTICA No. 11 
CONTEO DE HONGOS Y LEVADURAS 

 
No. Práctica: 11 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 

1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado 
en  análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 

No checar el pH del medio 
No apagar los equipos que no estén usándose 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización 
Olvidar verificar la temperatura de incubación 
Olvidar el tiempo de incubación 
Pesar de manera equivocada los reactivos 
Olvidar rotular 
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rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo. 
5. Prepara y esteriliza el medio de cultivo papa – dextrosa – agar de acuerdo con 

los estándares de calidad requeridos y el análisis a realizar. 
�  Prepara el ácido tartárico diluyendo 10 g de este reactivo en 50 ml de 

agua destilada y luego llévalo a aforo de 100 ml. Esterilízalo 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 esterilízalo, 
enfríalo en baño María a 45°C mas menos 1°C, acidifícal o a un pH de 3.5 
+/-0.1 con ácido tartárico estéril al 10% (aproximadamente 1.4 ml de ácido 
tartárico por 100 ml de medio). Después de adicionar la solución, mézclalo 
y mide el pH con el potenciómetro. Permite que solidifique. 

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 

�  Coloca por duplicado en cajas de petri 1 ml de la muestra líquida directa o 
de la dilución primaria, utilizando para tal propósito una pipeta estéril. 

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

9. 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 °C en baño de agua. El tiempo transcurrido  entre la preparación 
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de la dilución 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 atrás para adelante, sobre una superficie lisa. Permite 
que la mezcla se solidifique dejando las cajas de petri reposar sobre una 
superficie horizontal fría. 

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

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

11. Realiza la incubación de la muestra a analizar 
�  Voltea las cajas y colócalas en la incubadora a 25 +/- 1 °C.  

12. Verifica la temperatura de incubación 
13. Realiza la lectura y registro de los resultados obtenidos 

�  Cuenta las colonias de cada placa después de, 3, 4 y 5 días de incubación. 
�  Después de 5 días selecciona aquellas placas que contengan entre 10 y 

150 colonias. Si alguna parte de la caja muestra crecimiento extendido de 
mohos o si es difícil de contar colonias bien aisladas, considera los conteos 
de 4 días de incubación y aun de 3 días. En este caso, informa el periodo 
de incubación de 3 o 4 días en los resultados del análisis. 

�  Si es necesario cuando la morfología colonial no sea suficiente, examina 
microscópicamente para distinguir las colonias de levaduras y mohos de las 
bacterias. 

14. Compara tus resultados con los estándares permitidos 
15. Realiza el lavado y esterilizado del material utilizado 
 
Los límites permisibles los puedes consultar en el anexo 4, compáralos con 
los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

¡Recuerda que esta práctica 
la aplicarás en productos 
cárnicos curados y cocidos y 
en curados emulsionados y 
cocidos! 
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la 
izquierda están escritas las posibles contingencias y en la 
columna derecha escribirás las posibles soluciones de acuerdo a 
tus criterios. 

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay agua destilada  

No hay agua esterilizada  

El equipo está sucio  

Desconoces el equipo a usar  

Falta algún reactivo  

Se descompuso un equipo  

 

 

PRÁCTICA No. 12 
DETECCIÓN DE Trichinella spiralis  y Cyscicercus spp . 

 
No. Práctica: 12 Fecha de Aplicación:  
Nivel de Competencia: 2   

Competencia II. Realizar análisis microbiológicos a derivados cárnicos 

Habilidad 1. Acondicionar el equipo y material de laboratorio empleado 
en  análisis aplicando  medidas de seguridad e higiene. 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 
Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 
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2. Preparar  medios de cultivos a analizar. 
3. Realizar análisis de Salmonella spp, Staphylococcus aureus, 

Mesófilos aerobios, Escherichia colli, Coliformes fecales, 
Hongos y levaduras, Trichinella spiralis y Cysticercus spp. 

4. Interpretar  los resultados de  análisis microbiológicos 
realizados a los derivados de la carne comparando con los 
rangos permitidos bajo las normas oficiales. 

Instrucciones 
para el 
alumno 

Realiza el seguimiento de esta práctica atendiendo las 
indicaciones del docente. Sigue con orden limpieza y 
responsabilidad cada uno de los pasos para evitar fallas en tus 
resultados. Recuerda que deberás cumplir con todos los puntos 
señalados en los instrumentos de evaluación. 

Instrucciones 
para el 
docente 

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

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

·  bata 
·  cubre boca 
·  cubre pelo  
·  guantes 

2. Lava y esteriliza los materiales de acuerdo con el análisis a realizar 
3. Verifica la temperatura y/o presión de la autoclave durante el proceso de 

esterilización. 
4. Limpia y desinfecta el área de trabajo 
5. Prepara y esteriliza los reactivos necesarios de acuerdo con los estándares de 

calidad requeridos y el análisis a realizar. 
�  En caso de disponerse de fórmulas comerciales deshidratadas, se deben 

seguir las instrucciones impresas en la etiqueta respectiva para su 
preparación. 

Trichinella sp  
Para la detección de Trichinella debes aplicar el plan de muestreo que se señala a 
continuación: 

Plan de muestreo para la detección de Trichinella spiralis : 
1. Toma mensualmente, dos muestras por canal de equino o porcino, de un 

tamaño mínimo de 3 cm2, procedentes de ambos pilares del diafragma en su 
paso a la porción tendinosa y depositarlas en recipientes limpios y con 
tapadera, debidamente identificados conforme a la canal. 

2. Las muestras deben tomarse de canales provenientes de la misma granja, 
región o introductor. 
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3. La muestra debe constar de 20 submuestras provenientes de diferentes 
canales.  

4. La muestra, se enviará a un laboratorio de pruebas autorizado por la SSA 
para la determinación correspondiente. 

Método de prueba para el diagnóstico de Trichinella spiralis  en estado de 
larva desenquistada. 

Principio del método. 
Se basa en un proceso de digestión artificial con agitación magnética, en una 
solución de pepsina y solución de ácido clorhídrico concentrado en proporción de 
1:19 en la que el jugo gástrico digiere eficazmente el tejido muscular y la 
membrana del quiste, permitiendo la liberación de las larvas del parásito. 

Equipo. 
·  Parrilla eléctrica con agitación magnética.  
·  Microscopio estereoscópico con aumentos de 50 a 100X.  
·  Balanza granataria o analítica de 0,1 g de precisión.  
·  Picadora de carne o licuadora. 

Materiales. 
·  Pinzas de diente de ratón.  
·  Tijeras.  
·  Termómetro.  
·  Vaso de precipitados de 150 ml  
·  Matraz Erlenmeyer 250 ml.  
·  Tubos de centrífuga de 40 ml  
·  Caja Petri de 19 x 100 mm  
·  Pipetas Pasteur de cauda corta.  
·  Bulbos de goma de una onza o gotero.  
·  Mallas de 35, 2 mm de abertura. 

Reactivos. 
Los reactivos que a continuación se mencionan deben ser de grado analítico y por 
agua debe entenderse agua destilada. 

·  Pepsina granulada de 1:10,000  
·  Acido clorhídrico (HCl) concentrado 

Procedimiento. 
1. Medir 100 ml de agua en un vaso de precipitados y calentar a una 

temperatura de 37°C con agitación constante. 
2. Agregar 1,0 g de pepsina y 0,8 ml de solución de ácido clorhídrico  al 25%. 
3. Adicionar la muestra bien picada. 
4. Tapar el vaso con papel aluminio. 
5. Dejar agitando vigorosamente durante 30 min, manteniendo a una 

temperatura de 37°C. 
6. Después de 30 min, verter la solución de la digestión a través de la malla de 

2 mm de abertura, recibiendo en un vaso de precipitados. 
7. Deje reposar la solución de digestión filtrada, durante 30 min. 
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8. Decantar el sobrenadante y colocar el sedimento en un tubo de centrífuga. 
Suspender el sedimento en varios volúmenes de agua. Repetir este 
procedimiento hasta que el sobrenadante sea claro. 

9. Verter el sedimento final en una caja petri y observar bajo un microscopio 
estereoscópico. Examinar la presencia o ausencia de larvas. 

Nota:  En caso de utilizar pepsina con mayor actividad se debe guardar la 
proporción. 

Expresión de resultados. 

Ausencia o presencia de Trichinella sp. 

Detección de  Cysticercus spp. 

Cysticercus bovis  
Se debe aplicar el siguiente método: 
Cabeza 

i) Antes de la inspección, la lengua debe ser desprendida de los huesos de la 
cabeza, con el objeto de practicar en ellas una inspección adecuada de los 
músculos masticadores. 

ii)  Los músculos deben inspeccionarse después de haberlos cortado de manera 
que formen planos paralelos al maxilar inferior. 

iii)  Los músculos maceteros deben ser cortados por planos; comprendiendo 
toda su masa entre la fascia exterior y media. 

Lengua 
Desprendida la lengua, debe cortarse de tal manera que pueda ser laminada para 
comprobar la existencia o no de quistes. 

Corazón 
La preparación e inspección del corazón se debe llevar a cabo conforme a lo 
siguiente: 

1.1. La superficie interna del corazón debe examinarse, para lo cual se 
debe realizar una incisión longitudinal de la base del vértice del 
ventrículo izquierdo a lo largo del septum-interventricular. 

1.2. Después de examinar la superficie externa del corazón, el órgano 
debe prepararse para futuras inspecciones como se señala a 
continuación. 

1.3. Deben realizarse cortes del septum-interventricular además de 
examinar la superficie interior y no más de cuatro incisiones 
longitudinales profundas en los músculos, en el septum y en la pared 
ventricular izquierda, a menos que se sospeche de la presencia de 
quistes, se debe evitar no cortar completamente las paredes del 
corazón; si es necesario, se debe mantener por medio de etiquetas la 
identificación del corazón y la canal respectiva. 

1.4. Deben ser rechazadas las canales y vísceras de bovinos que 
presenten uno o más quistes de Cysticercus bovis o si la carne como 
consecuencia está acuosa o decolorada. 

1.5. La inspección para la determinación de infestación por Cysticercus 
bovis, puede ser omitida sólo cuando se trate de becerros menores de 
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6 semanas, cuando ésta se realice, debe limitarse a un examen 
cuidadoso de la superficie del corazón y de aquellas otras superficies 
que sean visibles por este procedimiento en becerros mayores de esta 
edad. 

Cysticercus cellulosae 
Se debe aplicar el método conforme a lo señalado a continuación: 
La detección de parásitos deberá efectuarse en cada una de las canales, sus 
partes y sus órganos, conforme al siguiente procedimiento: 

Lengua 
Deben realizarse en la lengua varios cortes para comprobar la no existencia de 
quistes. 

Músculos 
Los músculos maseteros deben inspeccionarse después de haberlos cortado de 
manera que formen planos paralelos a la mandíbula y de tal forma que se 
comprenda toda su masa. 
En todas las canales debe efectuarse por lo menos un corte transversal en los 
músculos anconio y tríceps. 

Corazón 
Se debe practicar un corte longitudinal de la base hasta el vértice perpendicular al 
tabique interventricular, exponiendo de esta forma los dos ventrículos, sus paredes 
y las trabéculas carnosas del miocardio. 

Expresión de resultados 

Ausencia o presencia de Cysticercus spp. 

Los límites permisibles los puedes consultar en el anexo 3, compáralos con 
los resultados que obtuviste. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

Olvidar la indumentaria requerida para el proceso. 
No limpiar el área 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 usándose. 

¡Recuerda que esta 
práctica la aplicarás en 
productos cárnicos 
procesados crudos y 
fritos! 
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En la siguiente tabla se te presentan dos columnas, en la 
izquierda están escritas las posibles contingencias y en la 
columna derecha escribirás las posibles soluciones de acuerdo a 
tus criterios. 

 
Contingencias Alternativas de solución 

No hay energía eléctrica  

La indumentaria no es la 
correcta 

 

Utilizar zapatos resbalosos y/o 
con tacón 

 

El laboratorio no esta disponible  

El medio está contaminado con 
agentes extraños 

 

No rotulaste tus cultivos  

 
Ahora que terminaste la práctica puedes decirle al docente que te evalúe para que 
puedas ser competente con estas habilidades, para lo cual utilizará los 
instrumentos de evaluación (guías de observación y las listas de cotejo). Recuerda 
que tienes que elaborar los reportes de los análisis realizados. 
 

Conclusiones de la competencia 
 
Para que seas capaz de realizar análisis microbiológicos a derivados de la carne 
es necesario que: 
 

·  Procedas con orden, limpieza y responsabilidad durante tu desempeño. 
·  Portes con todos los implementos de seguridad para que no salgas dañado 

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 análisis. 
·  Prepares los medios de cultivo de acuerdo a cada análisis. 
·  Limpies tu área de trabajo antes, durante y después del proceso. 
·  Laves y esterilices el material que utilizaste. 

Olvidar verificar la temperatura y tiempo de esterilización. 
Olvidar verificar la temperatura de incubación. 
Olvidar el tiempo de incubación. 
Pesar de manera equivocada los reactivos. 
Olvidar rotular. 
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·  Esterilices los medios de cultivo utilizados antes de abrir las cajas o los 
tubos para lavarlos. 

·  Identifiques correctamente tus cultivos. 
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servicios. Productos cárnicos procesados. Especificaciones sanitarias. Métodos de 
prueba. 

Secretaría de Salud. Norma Oficial Mexicana de Emergencia NOM-EM-006-SSA1-
2002, Productos y servicios. Especificaciones microbiológicas para productos 
procesados en los establecimientos dedicados al sacrificio, faenado de animales 
para abasto, corte, deshuese, envasado, almacén y expendio. 

NORMA Oficial Mexicana NOM-130-SSA1-1995, Bienes y servicios. Alimentos 
envasados en recipientes de cierre hermético y sometido a tratamiento térmico. 
Disposiciones y especificaciones sanitarias. 

 

Glosario 
 
¡Amigo! Estamos a punto de terminar nuestra guía de aprendizaje, por lo que te 
proporciono este glosario con los conceptos que no pudieras conocer y que vas a 
utilizar al desarrollar tus habilidades y destrezas en estas competencias. 
 
ACIDEZ. Son los mililitros de Hidróxido de sodio, necesarios para neutralizar el 
ácido que se encuentra en los alimentos. 

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

AGAR ESTANDAR:  Medio de cultivo que se usa para la determinación de 
mesófilos.  

AGAR PAPA DEXTROSA:  Medio de cultivo que se usa para la determinación de 
hongos y levaduras. 
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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. Líquido incoloro, inodoro e insípido. Cuando se encuentra en grandes 
masas, adquiere una tonalidad azulada; se descompone a altas temperaturas 
(1500 ºC) en hidrógeno y en oxígeno. 

ANÁLISIS CUANTITATIVO . Procedimiento de trabajo utilizado en química para la 
determinación de las cantidades proporcionales de los elementos o de los 
compuestos que intervienen en una reacción. Según el tipo de análisis, pueden 
ser gravimétricos, volumétricos, microanálisis, espectrales, etc. 

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

ANÁLISIS . Descomposición 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 ANALÍTICA . Balanza especialmente sensible y exacta utilizada para 
investigaciones físicas, químicas y tecnológicas. Estas balanzas pueden llegar a 
tener una precisión de hasta 1/100 mg. 

BAÑO MARÍA .  Recipiente para calentar indirectamente compuestos líquidos o 
sólidos utilizando agua como medio de suspensión. 

CALDO VERDE BRILLANTE:  Medio de cultivo líquido, que se utiliza para la 
determinación de coniformes por el método del Número Más Probable (NMP). 

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

COLIFORMES:  Grupo de bacterias mesofílicas 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 patógenos de origen fecal. 

CONSERVACIÓN:  Acción de mantener un producto alimenticio en buen estado. 

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

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

MEDIO DE CULTIVO: Mezcla de nutrientes específicos, utilizado para el 
desarrollo de microorganismos. 

MICROBIOLOGIA DE LOS ALIMENTOS:  Ciencia que estudia el número 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 microscópicos, tales como 
bacterias, hongos, levaduras, virus y protozoos.  

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

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

PH: Concentración de iones hidróneo. Se establece una escala que va de 0 a 14. 
Se considera que de 0 hasta antes de 7 es ácido, el 7 es neutro y después de 7 
hasta 14 es básico o alcalino. 

PRODUCTOS CÁRNICOS CURADOS Y MADURADOS. Aquellos elaborados con 
cortes definidos de las especies animales consideradas aptas para consumo 
humano, sometidos a curación, parcialmente deshidratados, ahumados o no, 
madurados por cierto tiempo -por medio de cultivos microbianos o de la adición de 
azúcares- de manera que se asegure su calidad sanitaria. Los productos 
correspondientes a este grupo son: salami, jamón serrano, jamón tipo Westfalia, 
salchichón, lomo embuchado, entre otros. 

PRODUCTOS CÁRNICOS TROCEADOS Y CURADOS. Aquellos cuya carne 
curada, fue troceada o picada hasta lograr trozos no menores de 2 mm, pudiendo 
ser crudos, madurados -por medio de cultivos microbianos o de la adición de 
azúcares- cocidos o no y ahumados o no. Los productos correspondientes a este 
grupo son: chorizo, longaniza, queso de puerco, salami cocido, chistorra, entre 
otros. 

PRODUCTO CÁRNICO PROCESADO: Son los elaborados a partir de carne, 
víseras, estructuras anatómicas, sangre o sus mezclas, provenientes de 
mamíferos o aves, que pueden someterse a ahumado, cocción, curación, 
desecación, maduración, salado, freído, marinado o salmuera. 

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

SALMONELLA:  Género de enterobacterias causante de intoxicaciones 
alimenticias, causante de la salmonelosis y fiebre tifoidea. 
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SEGURIDAD:  Eliminación de peligros, o bien, su control a niveles de tolerancia 
aceptable según lo determina la ley, reglamentos de instituciones, la ética, 
requisitos personales, recursos científicos y tecnológicos, conocimiento empírico, 
economía y las interpretaciones de la práctica cultural y popular. 

Anexos 
Anexo 1. Especificaciones microbiológicas para prod uctos procesados en 

los establecimientos dedicados al sacrifico, faenad o de animales 
para abasto, corte, deshuese, envasado, almacén y e xpendio. 

Producto E coli 

(UFC/g*) 

Salmonella 
en 25 g límite 

máximo 

Enterotoxina 
estafilococcica  

Limite máximo 

Toxina 
botulínica 

Congelado No aplica Ausente Negativa No aplica 

Refrigerado 1000 Ausente Negativa No aplica 

Envasado al vacío 
o en atmósfera 
modificada 

No aplica Ausente Negativa Negativa1 

Carne molida 
refrigerada 

5000 Ausente Negativa No aplica 

1 = sólo en caso de que la secretaria de salud lo requiera 
*= Como microorganismo indicador 

Anexo 2. Especificaciones sanitarias para carne mol ida y carne molida 
moldeada. Límite máximo. 

Mesofílicos aerobios:  5,000,000 UFC/g 
Salmonella spp:   Ausente en 30g de muestra 
Staphylococcus aureus:  1,000 UFC/g 

Anexo 3. Limites máximos permisibles para microorga nismos y parásitos en 
productos cárnicos procesados. 

Producto Mesófilos 
aerobios 
(UFC/g) 

Coliformes 
fecales 
(NMP/g) 

Salmonella 
spp en 25 g 

Trichinella 
spiralis 

Cisticercos 

Cocidos 10,0001 

60,0002 

<3 Ausente N.A. N.A. 

Crudos N.A. N.A. Ausente Ausente3 N.A. 

Curados N.A. <3 Ausente N.A. N.A. 

Marinados o 
en salmuera 

N.A. <3 Ausente N.A. N.A. 

Fritos N.A. N.A. N.A. N.A. Ausente 

1 = En planta, 2 =En punto de venta, 3 = No aplica a maduros crudos, N. A. = No aplica 
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Anexo 4. Especificaciones sanitarias para productos  cárnicos curados y 
cocidos, y curados emulsionados y cocidos 

En planta o frontera: 

Mesofílicos aerobios:  100,000 UFC/g 
E. coli:    Negativo 
Hongos y levaduras:  <10 UFC/g 
Staphylococcus aureus:  100 UFC/g 
Salmonella spp:   Negativo en 25 g 

En punto de venta 

Mesofílicos aerobios:  600,000 UFC/g 
E. coli:    Negativo 
Hongos y levaduras:  <10 UFC/g 
Staphylococcus aureus:  1,000 UFC/g 
Salmonella spp:   Negativo en 25 g 

Anexo 5. Especificaciones sanitarias de productos c árnicos troceados y 
curados, productos cárnicos curados y maduros. 

En planta 

Productos cárnicos troceados y curados ESPECIFICACIONES: 

(Límite máximo) 

Curados 
madurados 

cocidos crudos madurados  

Mesofílicos aerobios UFC/g --- 100,000 --- ---  

Coliformes fecales NMP/g £ 3 £ 3 --- £ 3 

Salmonella spp en 25 g muestra ausente ausente ausente ausente 

Staphylococcus aureus UFC/g £ 100 £ 100 £ 100 £ 100 
 

En punto de venta:
Productos Cárnicos 

troceados y curados 
ESPECIFICACIONES: 
(Límite máximo) Curados 

madurados 
cocidos crudos madurados  

Mesofílicos aerobios UFC/g --- 600,000 --- --- 

Coliformes fecales NMP/g £ 3 £ 3 --- £ 3 

Salmonella spp en 25 g muestra ausente ausente ausente ausente 

Staphylococcus aureus UFC/g £ 1000 £ 1000 £ 1000 £ 1000 

 

Anexo 6. Cálculo del método para mesofílicos aerobi os 

Después de la incubación 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. 
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Cuando dos diluciones están en el intervalo apropiado, determinar la cuenta 
promedio dada por cada dilución 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 guías:  

Placas con menos de 25 colonias.-  Cuando las placas corridas para la menor 
dilución muestran cuentas de menos de 25 colonias, contar el número de colonias 
presentes en dicha dilución, promediar el número de colonias y multiplicar por el 
factor de dilución para obtener el valor estimado de cuenta en placa. Aclarar en su 
informe esta situación agregando la leyenda “valor estimado”. 

Placas con más de 250 colonias.-  Cuando el número de colonias por placa 
exceda de 250, contar las colonias en aquellas porciones de la placa que sean 
representativas de la distribución de colonias. Contar por ejemplo una cuarta parte 
o la mitad del área 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 diámetro contiene 65 cuadros  de la 
cuadricula del contado. Aclarar en el informe esta situación agregando la leyenda 
“valor estimado “  

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

1. Cadenas de colonias no separadas entre sí, que parecen ser causadas 
por la desintegración de un cúmulo de bacterias. 

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

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

4. Colonias de crecimiento extendido y en algunas ocasiones acompañadas 
de Inhibición 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 dilución 
mas baja usada. 

Después de contabilizar las colonias en las placas seleccionadas multiplicar por la 
inversa de la dilución 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 dígitos 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 estándar.  Incubadas ________horas a ________°C.  
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Anexo 7. Reacciones bioquímicas y serológicas de Salmonella  (típica y 
atípica). 

Reacciones bioquímicas Reacciones serológicas inter pretación 

 

 

Anexo 8. Reacciones bioquímicas y serológicas de Salmonella  (pruebas y 
sustratos ) 
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a +, 90% o más positivos en 1 o 2 días; -, 90% o más negativas en 1 o 2 días; v, variable. 

b La mayoría de los cultivos S. arizonae son negativos. 

c La mayoría de los cultivos S. arizonae son positivos. 

 

Anexo 9. Número de colonias a sembrar para realizar las pruebas de 
coagulasa y termonucleasa durante la detección de 
Staphyloccus aureus  

 
 

Anexo 10. Cálculo y registro de resultados para la detección de 
Staphyllococcus  

Hacer el cálculo del contenido de microorganismos en el producto tomando en 
cuenta el número de colonias totales, el número de colonias confirmadas, la 
dilución y el volumen inoculado (0,1 ml). 

Ejemplo 1: 

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

Se toman 5 colonias para la prueba, de éstas dan 4 positivas, el cálculo es: 

(80 x 4)/5 = 64 x 1000 x 10 = 640 000 

Ejemplo 2: 

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

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

Expresión de los resultados: 

Según ejemplo 1: 

Informar como Staphylococcus aureus 640 000 UFC/g Según 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 dilución 1:10 

-100 UFC/g en muestras de dilución 1:100 

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

 


