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Manual de Microbiologia de los Alimentos. Universidad Cristébal Colon

INTRODUCCION:

La microbiologia de alimentos es una ciencia eminentemente practica. La comprensién de los
conceptos tedricos sobre el crecimiento microbiano, la contaminacién y la inocuidad solo se
consolida a través de la experiencia directa en el laboratorio. Es en este espacio donde el
conocimiento se transforma en habilidad, y la teoria se materializa en resultados observables.

Este manual es la guia fundamental para el componente préctico de la asignatura. Ha sido disefiado
para ser una herramienta de aprendizaje activo, donde cada procedimiento, desde la preparacion
de un medio de cultivo hasta la identificacién de un microorganismo, tiene un propdsito claro:
construir las competencias necesarias para que el futuro profesional de la nutricién y la ciencia de
los alimentos pueda tomar decisiones informadas para proteger la salud del consumidor.

Las diez practicas aqui contenidas han sido cuidadosamente seleccionadas y adaptadas a los
recursos disponibles, buscando maximizar el aprendizaje significativo. Se ha seguido un enfoque
progresivo, comenzando con las normas de seguridad y las técnicas mas bdsicas, y avanzando hacia
procedimientos de andlisis y proyectos aplicados que integran la totalidad de los conocimientos del
curso.

OBIJETIVO GENERAL

Desarrollar en el estudiante las competencias procedimentales y analiticas fundamentales para la
ejecucién de analisis microbiolégicos en alimentos, aplicando técnicas estandarizadas de muestreo,
cultivo, aislamiento, identificacién y cuantificacion de microorganismos, con el fin de que pueda
integrar el conocimiento tedrico con la evidencia experimental para evaluar la calidad sanitaria y la
inocuidad de los productos alimenticios.

SUTENTO TEORICO

La formacion de un profesional en Nutricidn y Ciencia de los Alimentos exige una sélida comprension
de los principios que rigen la inocuidad alimentaria. La microbiologia, como ciencia, proporciona el
fundamento tedrico para entender a los agentes invisibles que pueden alterar un alimento o causar
enfermedades; sin embargo, es en el laboratorio donde este conocimiento abstracto adquiere una
dimension tangible y aplicable. El presente manual se sustenta en un enfoque de aprendizaje por
competencias, donde el "saber hacer" es tan importante como el "saber".

El disefo de este manual se alinea con el modelo de la Piramide de Miller, un esquema ampliamente
aceptado para la evaluacién de competencias en ciencias de la salud. A través de las practicas, el
estudiante transitard por los distintos niveles de la piramide:

1. Saber: Reforzando en el laboratorio los conceptos tedricos aprendidos en el aula.

2. Saber como: Aplicando el conocimiento para resolver problemas practicos, como calcular
diluciones o interpretar el resultado de una tincion.
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3. Demostrar: Ejecutando las técnicas y procedimientos en el entorno controlado del
laboratorio (evaluacion in vitro), demostrando destreza y precision.

4. Hacer: Integrando todas las competencias en un proyecto aplicado final, donde actia como
un profesional que disefia, ejecuta, analiza y comunica los resultados de una investigacién
relevante para la inocuidad.

La secuencia de las practicas estd disefiada de manera progresiva y constructivista. Se inicia con la
competencia mas bdasica y transversal: la bioseguridad (Practica 1). A partir de ahi, se construyen las
habilidades de manera escalonada: preparacién de insumos estériles (Practica 2), manejo de
muestras (Practica 3), evaluacidn de fuentes de contaminacion (Practicas 4 y 5), analisis de factores
de crecimiento (Practica 6), y finalmente, las técnicas nucleares de aislamiento, observacién y
cuantificacion (Practicas 7, 8 y 9). Este recorrido culmina en un proyecto integrador (Practica 10)
que exige al estudiante movilizar todos los saberes adquiridos.

En definitiva, este manual no es un simple recetario de técnicas, sino una herramienta pedagdgica
disefiada para que el estudiante construya su propio aprendizaje, desarrolle el pensamiento critico
y adquiera las habilidades practicas que le permitiran, en su futuro profesional, ser un garante de la
inocuidad y la calidad alimentaria.

INTRODUCCION Y NORMAS DE TRABAJO

El laboratorio de microbiologia es un entorno con riesgos potenciales que requieren un manejo
responsable y disciplinado. El cumplimiento estricto de las siguientes normas es obligatorio para
garantizar la seguridad de todos los participantes y la validez de los resultados experimentales.

Reglamento de Bioseguridad:

1. Vestimenta: Es obligatorio el uso de bata de laboratorio de algoddn, manga larga, limpiay
abotonada en todo momento. Se requiere calzado cerrado y, en caso de tener cabello largo,
este debera estar recogido.

2. Areade Trabajo: Antesy después de cada practica, la mesa de trabajo debe ser desinfectada
con una solucidn apropiada (etanol al 70% o solucidn de hipoclorito).

3. Material: No se debe introducir material ajeno a la practica (mochilas, libros, alimentos,
bebidas). Todo el material necesario para la practica debe estar contenido en el area de
trabajo.

4. Asepsia: El principio de esterilidad es la base del trabajo microbioldgico. Se debe trabajar
siempre cerca de la flama de un mechero Bunsen para crear un ambiente estéril. Nunca
dejar placas o tubos abiertos innecesariamente.
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5. Manejo de Cultivos: Todos los cultivos microbianos deben ser tratados como
potencialmente patégenos. Evitar cualquier contacto directo con la piel o mucosas. No oler
ni pipetear cultivos con la boca.

6. Residuos: Todo el material contaminado (placas de Petri, tubos, hisopos, etc.) debe ser
desechado en los contenedores rojos para RPBI (Residuos Peligrosos Biolégico-Infecciosos)
para su posterior esterilizacion en autoclave antes de ser descartado.

7. Accidentes: En caso de cualquier derrame de cultivo o accidente, notificar inmediatamente
al profesor.

8. Higiene Personal: Es obligatorio lavarse las manos con agua y jabdn antes de salir del
laboratorio.
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PRACTICA 1

Bioseguridad y Fundamentos del Laboratorio Microbioldgico

Fundamento: El trabajo seguro y eficiente en un laboratorio de microbiologia se basa en dos pilares:
el conocimiento profundo de las normas de bioseguridad para proteger al personal y al ambiente, y
el dominio del equipo basico que permite la visualizacion y el cultivo de microorganismos. Esta
practica introductoria establece las bases para todo el trabajo subsecuente en el curso.

Competencia a desarrollar: Aplica los principios de bioseguridad y reconoce la infraestructura y
equipo necesarios para el trabajo en microbiologia, como base para el control de calidad.

Objetivos:

e Identificar los riesgos bioldgicos y quimicos presentes en un laboratorio de microbiologia y
aplicar las normas de bioseguridad para minimizarlos.

e Conocer el funcionamiento, componentes, cuidados y limpieza del equipo fundamental del
laboratorio (microscopio éptico, autoclave, estufa de incubacién, balanza).

Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:
o Microscopio éptico
o Autoclave
o Estufa de incubacion o bacterioldgica
o Balanza granataria y/o analitica
o Campana de flujo laminar (para demostracion)
e Material General:
o Reglamento interno del laboratorio (impreso o digital)
o Bitacora de laboratorio
Procedimiento:

1. Discusion de Bioseguridad: El profesor dirigira una sesion de discusidn sobre el reglamento
de bioseguridad, enfatizando los puntos clave y resolviendo dudas.

2. Recorrido Guiado: Se realizara un recorrido por las instalaciones, identificando las areas de
trabajo (preparacién de medios, siembra, incubacidn, esterilizacidn) y la ubicacidn de los
equipos de seguridad (extintor, regadera de emergencia, lavaojos).

I

Nombre del docente que lo elaboré



L b R d N UNIVERS|9AD
Manual dz ()l';a:g(:;()s di M|o CRIS.TO BAL
P *1Y) COLON

3.

Demostracion de Equipo: El profesor explicara y demostrara el funcionamiento de cada uno
de los equipos fundamentales listados.

Enfoque en el Microscopio: Se dedicara tiempo a que cada estudiante identifique las partes
del microscopio 6ptico (oculares, objetivos, platina, revélver, diafragma, tornillos
macromeétrico y micrométrico) y practique el enfoque correcto utilizando una laminilla
preparada.

Resultados esperados: El estudiante sera capaz de enunciar las principales normas de seguridad y
describir la funcién y el manejo basico del equipo de laboratorio.

Cuestionario:

1. ¢Cuales son los 3 principales riesgos a los que se enfrenta en este laboratorio?
2. Describa el procedimiento a seguir en caso de un derrame de un cultivo bacteriano.
3. ¢Cudles lafuncidn del autoclave y cudles son los parametros estandar de tiempo, presiony
temperatura para una esterilizacidn efectiva?
4. Dibuje un esquema de un microscopio dptico y sefale sus partes principales.
5. ¢éPor qué es crucial trabajar cerca de la flama de un mechero al manipular cultivos?
Bibliografia:

Tortora, G. J., Funke, B. R., & Case, C. L. (2017). Introduccion a la microbiologia (122 ed.).
Editorial Médica Panamericana. (Capitulo 3: Observacidon de microorganismos a través del
microscopio; Capitulo 7: Control del crecimiento microbiano).
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PRACTICA 2

Preparacion de Medios de Cultivo y Técnicas de Esterilizacion

Fundamento: Los microorganismos requieren nutrientes especificos para crecer. Los medios de
cultivo son mezclas equilibradas de nutrientes que simulan el ambiente ideal para su desarrollo in
vitro. La preparacién correcta y, sobre todo, la esterilizacién absoluta de estos medios son el
prerrequisito indispensable para cualquier andlisis microbioldgico, ya que la presencia de
contaminantes invalidaria cualquier resultado.

Competencia a desarrollar: Aplica procedimientos estandarizados para la preparacion de insumos
estériles (medios de cultivo), un requisito indispensable para el analisis microbioldgico.

Objetivos:

e Aprender a preparar un medio de cultivo sélido (Agar Nutritivo) a partir de un medio
deshidratado.

e Aplicar correctamente la técnica de esterilizacion por calor himedo utilizando el autoclave.

e Desarrollar la destreza para verter placas de agar en condiciones de asepsia.

Material, Equipo y Reactivos:

Equipo de Laboratorio:

Balanza granataria

Agitador magnético con parrilla de calentamiento
Autoclave

Mecheros Bunsen

O O O O

Material de Vidrio:

o Matraz Erlenmeyerde 1L
o Probeta de 500 Ml

Reactivos:

o Agar Nutritivo (polvo)
o Agua destilada

Material General:

o Papel estraza o aluminio
o Cinta testigo para autoclave
o Cajas de Petri estériles (plastico)
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Procedimiento:

1. Calculo y Pesaje: Calcular la cantidad de Agar Nutritivo necesaria para preparar 500 mL de
medio, segun las indicaciones del fabricante. Pesar la cantidad calculada en la balanza.

2. Disolucidn: En el matraz Erlenmeyer, afiadir el polvo a 500 mL de agua destilada. Colocar en
el agitador magnético con calentamiento hasta que el medio hierva suavemente y se
disuelva por completo (la solucion debe ser traslucida).

3. Preparacidn para Esterilizar: Tapar la boca del matraz con un tapén de algodén envuelto en
gasa y cubrirlo con papel estraza o aluminio. Colocar un trozo de cinta testigo en el matraz.

4. Autoclavado: Colocar el matraz en el autoclave y ejecutar un ciclo de esterilizacién estandar
(121°C, 15 psi, 15-20 minutos).

5. Enfriamiento y Vaciado: Una vez finalizado el ciclo, y con la presion en cero, retirar el matraz
con guantes de proteccion y dejarlo enfriar en un bafio de agua a 45-50°C.

6. Vaciado en Placas: Trabajar en un area aséptica cerca de un mechero encendido. Verter
aproximadamente 15-20 mL de agar en cada caja de Petri, lo suficiente para cubrir el fondo.
Dejar solidificar con la tapa semiabierta.

7. Almacenamiento: Una vez solidificadas, cerrar las placas, invertirlas (para evitar que el agua
de condensacién caiga sobre el agar) y etiquetarlas. Almacenar en refrigeracion hasta su
uso.

Resultados esperados: El equipo obtendra un conjunto de placas de agar nutritivo estériles, listas
para ser utilizadas en practicas posteriores.

Cuestionario:
1. ¢Por qué es necesario hervir el medio de cultivo antes de esterilizarlo?
2. ¢Cudl es el agente gelificante en el medio que preparamos y de donde se obtiene?
3. ¢éQuéindica la cinta testigo y por qué no es una garantia absoluta de esterilidad?
4. ¢Por qué se invierten las placas de Petri para su almacenamiento?

5. Sial dia siguiente observa colonias en sus placas, écuales podrian ser las posibles fuentes de
esa contaminacién?

Bibliografia:

e NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacidn y dilucién de muestras de alimentos
para su analisis microbioldgico.
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PRACTICA 3

Muestreo y Preparacion de Muestras para Analisis

Fundamento: Un andlisis microbioldgico, por mas preciso que sea, es inutil si la muestra analizada
no es representativa del lote de alimento original. El muestreo es un proceso critico que busca
obtener una porcidon manejable del alimento que refleje la condicién microbiolégica del todo.
Posteriormente, la preparacion de diluciones seriadas es esencial para reducir la concentracién de
microorganismos a un nivel que permita su cuantificacion en placa.

Competencia a desarrollar: Aplica los procedimientos y técnicas basicas para el muestreo y
preparacion de muestras, asegurando la representatividad y la correcta dilucién para el analisis
cuantitativo.

Objetivos:

e Aplicar los procedimientos basicos de la NOM-109-SSA1-1994 para la toma de una muestra
de un alimento sélido.

e Realizar una homogenizacion de la muestra y preparar diluciones decimales seriadas (10™
a 1073) de acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994.

Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:

o Balanza granataria
o Vortex (Agitador de tubos)
o Pipeta automatica de 1000 microlitros con puntas estériles

e Material de Vidrio:

o Mortero con pistilo estéril
o Tubos de ensaye con taparrosca (16x150)
o Pipetas graduadas estériles de 1 mLy 10 mL

¢ Reactivos:
o Solucién salina peptonada al 0.1% estéril (o agua peptonada)
e Muestras:

o Muestra de alimento sélido (ej. jamén, queso fresco, fruta picada)
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e Material General:

o Bisturi o cuchillo estéril
o Pinzas estériles
o Gradillas para tubos

Procedimiento:

1. Preparacion del Diluyente: Asegurarse de tener al menos 100 mL de solucién salina
peptonada estéril. Rotular 3 tubos de ensaye como 107, 1072y 1073,

2. Dispensacion del Diluyente: Utilizando una pipeta estéril, colocar 9 mL de la solucién salina
peptonada en cada uno de los 3 tubos rotulados.

3. Tomay Pesaje de la Muestra: En un drea aséptica, tomar con pinzas y bisturi estériles una
porcion del interior del alimento. Pesar asépticamente 10 gramos de la muestra.

4. Homogenizacién (Dilucién 107"): Colocar los 10 g de muestra en un mortero estéril. Aiadir
90 mL de la solucidn salina peptonada. Triturar y mezclar vigorosamente durante 1-2
minutos hasta obtener una suspensidon lo mas homogénea posible. Esta es la dilucién 107

5. Preparacién de Diluciones Seriadas:

o Tomar 1 mL de la dilucion 107" y transferirlo al tubo rotulado como 1072
Homogenizar en el vortex por 10 segundos.

o Tomando una nueva pipeta estéril, tomar 1 mL de la dilucién 1072 y transferirlo al
tubo rotulado como 1073. Homogenizar en el vértex.

6. Almacenamiento: Mantener las diluciones en refrigeracién si no se van a utilizar de
inmediato.

Resultados esperados: El equipo obtendra una serie de 3 tubos con diluciones decimales de la
muestra de alimento, listas para ser sembradas para el recuento microbiano.

Cuestionario:

1. ¢Por qué es importante tomar la muestra del interior del alimento y no de la superficie en
este caso?

2. ¢Cual es el propdsito de la solucidn salina peptonada como diluyente? é¢Por qué no se usa
solo agua destilada?

3. ¢Por qué se debe cambiar de punta de pipeta entre cada diluciéon?
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4. Si contaras 50 colonias en una placa sembrada con 1 mL de la dilucién 1073, ¢cudl seria la
concentracién de microorganismos en la muestra original (expresada en UFC/g)?

5. Mencione 3 errores comunes durante este procedimiento que podrian alterar
drasticamente el resultado final.

Bibliografia:

e NOM-109-SSA1-1994, Bienes y servicios. Procedimiento para la toma, manejo y transporte
de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico.

e NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios. Preparacion y dilucién de muestras de alimentos
para su analisis microbioldgico.
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PRACTICA 4
Evaluacion de la Contaminacion por Manipuladores

(Higiene de Manos)

Fundamento: El ser humano es uno de los principales reservorios de microorganismos, incluyendo
patégenos como Staphylococcus aureus. Las manos del manipulador de alimentos son un vehiculo
de contaminacidn cruzada de alta eficiencia. Esta practica visual y de alto impacto demuestra la
importancia critica de una de las barreras sanitarias mas simples y efectivas: el correcto lavado de
manos.

Competencia a desarrollar: Evalla los riesgos asociados a la contaminacién microbiana,
reconociendo el mecanismo de contaminacién humana y la importancia de las buenas practicas de
higiene.

Objetivos:
e Evidenciar de forma visual el impacto de la higiene de manos en la reduccidn de la carga
microbiana.
e Comprender el rol del manipulador de alimentos como una fuente principal de
contaminacion.
Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:
o Estufa de incubacién (35-37°C)
e Material Biolégico:
o Placas de Agar Nutritivo o Agar Soya Tripticaseina (preparadas en Practica 2)

e Material General:

o Marcador indeleble
o Jabdn para manos y toallas de papel
Procedimiento:

1. Rotulacion: Tomar una placa de agar y, con un marcador, dividir la base en dos mitades,
etiquetando una como "Antes" y la otra como "Después".

2. Muestreo "Antes": Presionar suavemente las yemas de los cuatro dedos (indice a mefique)
sobre la superficie del agar en la mitad correspondiente a "Antes". Asegurarse de que el
contacto sea firme pero breve.
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3. Lavado de Manos: Proceder a lavarse las manos siguiendo la técnica recomendada por la
OMS (humedecer, enjabonar, frotar palmas, dorsos, entre los dedos, pulgares, uias y
mufiecas por al menos 20 segundos). Secar con toallas de papel.

4. Muestreo "Después": Repetir el paso 2, presionando las yemas de los mismos dedos, ahora
limpios, sobre la mitad de la placa marcada como "Después".

5. Incubacion: Incubar la placa en posicidn invertida a 37°C durante 24 a 48 horas.

6. Observacion: Pasado el tiempo de incubacidn, observar y comparar la cantidad y diversidad
de colonias que crecieron en ambas mitades de la placa.

Resultados esperados: Se espera observar un crecimiento abundante y diverso en la mitad "Antes"
y un crecimiento nulo o significativamente reducido en la mitad "Después", demostrando la eficacia
del lavado de manos.

Cuestionario:
1. ¢Qué tipos de microorganismos forman parte de la microbiota normal de la piel?

2. ¢éQué patdgeno de transmisidn alimentaria se asocia comunmente con los manipuladores
de alimentos?

3. Ademadsdel lavado de manos, ¢qué otras 3 buenas practicas de higiene personal debe seguir
un manipulador de alimentos?

4. ¢Por qué el resultado en la seccidén "Después" podria no ser de cero colonias?

5. Describa una situacién en una cocina donde una mala higiene de manos podria provocar
una contaminacion cruzada.

Bibliografia:

e Organizacion Mundial de la Salud (OMS). (2009). Guia de la OMS sobre Higiene de Manos
en la Atencion de la Salud.
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PRACTICA 5

Evaluacion de la Carga Microbiana Ambiental y de Superficies

Fundamento: Los microorganismos son ubicuos; se encuentran en el aire, en el agua y en todas las
superficies que nos rodean. En un entorno de procesamiento de alimentos, estas fuentes
ambientales pueden convertirse en puntos criticos de contaminacién. Evaluar la carga microbiana
de superficies y del aire permite monitorear la eficacia de los programas de limpieza y desinfeccién
y detectar focos de contaminacién potencial.

Competencia a desarrollar: Evalla los riesgos asociados a la contaminacidn microbiana
reconociendo fuentes ambientales y superficies como vehiculos de transmision.

Objetivos:

e Evidenciar la presencia de microorganismos en el ambiente (aire) y en superficies de uso
comun (féomites).

e Comprender la importancia de la limpieza y desinfeccién en la prevencidon de la
contaminacion cruzada.

Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:
o Estufa deincubacidn (35-37°C)
e Material Biolégico:
o Placas de Agar Nutritivo o Agar Soya Tripticaseina (2 por estudiante/equipo)
e Material General:

o Hisopos de algoddn estériles
o Marcador indeleble

Procedimiento:
1. Muestreo Ambiental (Aire):

o Tomar una placa de agar y rotularla como "Ambiente" y el lugar especifico (ej.
"Laboratorio", "Pasillo").

o Colocar la placa en el lugar elegido y retirar la tapa completamente, dejando la
superficie del agar expuesta al aire durante 15 minutos.

o Pasado el tiempo, volver a tapar la placa.

L

Nombre del docente que lo elaboré



Laboratorio de UNIVERSIDAD

ato N4l CRISTOBAL
Manual de practicas de °[vJ COLON

2. Muestreo de Superficie (FOmite):

o Tomar la segunda placa y rotularla como "Superficie" y el objeto a muestrear (ej.
“Celular", "Mesa", "Manija").

o Humedecer ligeramente la punta de un hisopo estéril con agua peptonada estéril
(si estd disponible) o simplemente usarlo seco.

o Frotar el hisopo firmemente sobre un area definida de la superficie elegida.

o Inmediatamente, frotar el hisopo sobre toda la superficie de la placa de agar,
girdndolo para asegurar que toda la punta entre en contacto con el medio.

o Desechar el hisopo en el contenedor de RPBI.

3. Incubacion: Incubar ambas placas en posicién invertida a 37°C durante 24-48 horas, o a
temperatura ambiente por mds tiempo para favorecer el crecimiento de hongos
ambientales.

4. Observacion: Observar y comparar la cantidad y, sobre todo, la diversidad de morfologias
coloniales (diferentes colores, formas, texturas) en ambas placas.

Resultados esperados: Se espera observar crecimiento en ambas placas. La placa de ambiente
probablemente mostrard colonias de hongos (aspecto algodonoso) y bacterias. La placa de
superficie reflejara la microbiota especifica del fomite muestreado.

Cuestionario:
1. ¢Qué es un fomite y por qué es importante en la microbiologia de alimentos?

2. ¢Qué diferencias morfoldgicas principales observé entre las colonias de la placa de
ambiente y la de superficie?

3. ¢Qué tipo de microorganismos (bacterias, hongos, levaduras) espera encontrar
predominantemente en el aire?

4. Siesta practica se realizara en un en una zona de preparacion de alimentos, équé resultados
esperaria obtener? ¢Por qué?

5. Proponga un plan de muestreo simple (3 puntos criticos) para monitorear la higiene de una
pequefia cafeteria.

Bibliografia:

e Doyle, M. P., Diez-Gonzalez, F., & Hill, C. (Eds.). (2019). Food Microbiology: Fundamentals
and Frontiers (5th ed.). ASM Press. (Chapter 25: Food Processing Plant Sanitation).
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PRACTICA 6

Efecto de Factores Intrinsecos (pH) sobre el Crecimiento
Microbiano

Fundamento: El crecimiento microbiano en los alimentos no es aleatorio; esta gobernado por una
serie de factores inherentes al propio alimento (intrinsecos) y a su entorno (extrinsecos). El pH es
uno de los factores intrinsecos mas importantes, ya que la mayoria de los microorganismos solo
pueden crecer en un rango de pH estrecho. La industria alimentaria manipula el pH (acidificacién)
como uno de los métodos de conservacidon mas antiguos y efectivos.

Competencia a desarrollar: Analiza como los factores intrinsecos modulan el crecimiento
microbiano para predecir el impacto de diferentes procesos de conservacion.

Objetivos:

e Observar cualitativamente cémo el pH del medio afecta la capacidad de crecimiento de una
bacteria.
e Relacionar el concepto de pH con su aplicacién como método de conservacion en alimentos.

Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:

o Potenciémetro (pH-metro)
o Estufa de incubacién (35-37°C)
o Vortex

e Material de Vidrio:

o Tubos de ensaye con taparrosca (16x150)
o Pipetas graduadas estériles de 5 mL
o Vasos de precipitado

e Reactivos:

o Caldo Nutritivo (o Agar Nutritivo sin el agar)
o Soluciones de HCI 0.1N y NaOH 0.1N
o Soluciones buffer de calibracién para pH-metro (pH 4, 7, 10)
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e Material Biolégico:
o Cultivo de E. coli en caldo o una colonia aislada.
e Material General:

o Asade siembra bacterioldgica
o Mechero Bunsen
o Gradillas

Procedimiento:

1. Preparacion de Medios: Preparar 100 mL de Caldo Nutritivo. Dividirlo en 3 alicuotas de 30
mL en vasos de precipitado.

2. Ajuste de pH: Calibrar el potencidmetro.

o Dejar un vaso como control (pH cercano a 7).
o Enotrovaso, afadir gota a gota HCl 0.1N hasta alcanzar un pH de 4.0.
o Eneltercer vaso, aiiadir gota a gota NaOH 0.1N hasta alcanzar un pH de 9.0.

3. Dispensacion y Esterilizacion: Dispensar 5 mL de cada caldo (pH 4, 7 y 9) en tubos de ensaye
rotulados. Esterilizar los tubos en el autoclave.

4. Inoculacién: Una vez que los tubos estén a temperatura ambiente, y trabajando en
condiciones de asepsia, inocular cada tubo con una asada del cultivo de E. coli. Dejar un
tubo de cada pH sin inocular como control negativo (blanco).

5. Incubacidn: Incubar todos los tubos a 37°C durante 24-48 horas.

6. Observacion: Observar la turbidez en los tubos. La turbidez es un indicador visual del
crecimiento bacteriano. Comparar la turbidez de los tubos inoculados a diferentes pH contra
sus respectivos blancos.

Resultados esperados: Se espera una turbidez maxima en el tubo con pH 7 (6ptimo para E. coli), y
una turbidez muy reducida o nula en los tubos con pH 4 y pH 9, demostrando el efecto inhibitorio
de los pH extremos.

Cuestionario:

1. ¢Qué es un alimento de baja acidez y por qué es de mayor riesgo microbiolégico que un
alimento acido?

2. Mencione 3 alimentos que basen su conservacidon en un pH bajo.
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3. éQué es la "actividad de agua" (Aw) y como se relaciona con el pH en la conservacion de
alimentos (tecnologia de barreras)?

4. ¢laslevadurasy los mohos son generalmente mas o menos tolerantes a los pH acidos que
las bacterias?

5. éCoémo podria modificarse esta practica para obtener resultados cuantitativos en lugar de
cualitativos?

Bibliografia:

e Hernandez Urzua, M. A. (2023). Microbiologia de los Alimentos: Fundamentos y aplicaciones
en Ciencias de la Salud (22 ed.). Editorial Médica Panamericana. (Capitulo 3: Factores que
afectan el desarrollo microbiano).
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PRACTICA 7: Técnicas de Siembra, Aislamiento y Morfologia Macroscépica

Fundamento: En la naturaleza y en los alimentos, los microorganismos raramente se encuentran
como especies Unicas; existen como poblaciones mixtas. La técnica de siembra por estria cruzada
es un procedimiento fundamental que permite diluir mecdnicamente una muestra sobre la
superficie de un agar para obtener colonias individuales. Cada colonia, idealmente, surge de una
sola célula, formando un cultivo puro. La observacion de las caracteristicas de estas colonias
(morfologia macroscdpica) es el primer paso en el proceso de identificacidn.

Competencia a desarrollar: Aplica técnicas de cultivo para el aislamiento de microorganismos y
analiza sus caracteristicas macroscdpicas como paso inicial para su identificacion.

Objetivos:
e Aplicar la técnica de siembra por estria cruzada para obtener colonias aisladas a partir de
un cultivo.
e Describir la morfologia de las colonias (forma, tamafio, color, borde, elevacion) de E. coliy
S. aureus.
Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:
o Estufa de incubacidn (35-37°C)
o Mechero Bunsen
e Material Biolégico:
o Cultivos puros de Escherichia coliy Staphylococcus aureus (en tubo o placa).
o Placas de Agar Nutritivo o Agar Soya Tripticaseina.
e Material General:
o Asade siembra bacterioldgica .
o Marcador indeleble.

Procedimiento:

1. Rotulacion: Rotular dos placas de agar, una para E. coli y otra para S. aureus.
2. Esterilizacion del Asa: Esterilizar el asa de siembra en la flama del mechero hasta que se
ponga al rojo vivo. Dejar enfriar cerca de la flama.
3. Toma del Inéculo: Con el asa ya fria, tomar una pequefia cantidad del cultivo bacteriano.
4. Siembra por Estria Cruzada:
o Abrir la placa de agar lo minimo indispensable, cerca de la flama.
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o Primer Estriado: Descargar el indculo en un area pequefia de la placa, realizando
estrias juntas.

o Segundo Estriado: Volver a esterilizar y enfriar el asa. Girar la placa 90°. Tocar una
sola vez el final del primer estriado y extenderlo sobre el segundo cuadrante.

o Tercer y Cuarto Estriado: Repetir el proceso, girando la placa y esterilizando el asa
cada vez, para los cuadrantes 3 y 4. La ultima estria debe ser una linea ondulada
hacia el centro de la placa.

5. Repeticion: Repetir todo el proceso en la segunda placa con la otra bacteria.

6. Incubacion: Incubar las placas en posicion invertida a 37°C durante 24 horas.

7. Observacion Macroscopica: Observar las placas, verificando la obtencién de colonias
aisladas en el tercer o cuarto cuadrante. Describir detalladamente la morfologia de las
colonias para cada bacteria (forma, tamafio en mm, color, tipo de borde, elevacion,
consistencia).

Resultados esperados: El estudiante obtendrd placas con crecimiento bacteriano donde se
observen colonias perfectamente aisladas. Serd capaz de diferenciar macroscdpicamente las
colonias de E. coli (generalmente blancas, cremosas, bordes regulares) de las de S. aureus (a menudo
de color amarillo-dorado, lisas y brillantes).

Cuestionario:

1. ¢Por qué es fundamental obtener colonias aisladas antes de realizar cualquier prueba de
identificacion?

2. Dibuje un esquema de su placa de S. aureus, sefialando los 4 cuadrantes del estriado y la
zona de aislamiento.

3. ¢éQué significa el término "cultivo puro"?

4. Sien su placa de E. coli observa dos tipos de colonias morfoldgicamente distintas, équé
podria haber ocurrido?

5. Investigue y describa la morfologia colonial de Salmonella en un agar selectivo como el Agar
XLD.

Bibliografia:

e Tortora, G. J.,, Funke, B. R., & Case, C. L. (2017). Introduccion a la microbiologia (122 ed.).
Editorial Médica Panamericana. (Capitulo 6: Crecimiento microbiano).
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PRACTICA 8

Morfologia Microscdpica: Tincion de Gram

Fundamento: La Tincién de Gram, desarrollada en 1884, sigue siendo la técnica de tincidn
diferencial mdas importante en bacteriologia. Permite dividir a las bacterias en dos grandes grupos
(Gram positivas y Gram negativas) basandose en las diferencias estructurales de su pared celular.
Esta informacidn, combinada con la morfologia celular (forma y agrupacién), es un paso critico y
rapido en la identificacién presuntiva de un aislado bacteriano.

Competencia a desarrollar: Analiza las caracteristicas morfoldogicas microscopicas de los
microorganismos, aplicando técnicas de tincidn diferencial para su clasificacién basica.

Objetivos:

e Realizar correctamente la técnica de tincion de Gram.
e Observar la morfologia celular (cocos, bacilos) y la reaccién a la tincién de Gram utilizando
el microscopio 6ptico con el objetivo de inmersidn.
Material, Equipo y Reactivos:

e Equipo de Laboratorio:

o Microscopio dptico con objetivo de inmersidn (100x)
o Mechero Bunsen

e Material de Vidrio:
o Portaobjetos
e Reactivos:

o Kit de Tincidn de Gram: Cristal violeta, Lugol (mordiente), Alcohol-acetona
(decolorante), Safranina (contratincidn).
Aceite de inmersion.
Agua destilada.

e Material Biolégico:
o Colonias aisladas de E. coliy S. aureus de la practica anterior.
¢ Material General:

o Asadesiembra
o Pinzas para portaobjetos
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Procedimiento:
1. Preparacion del Frotis:
o Colocar una pequeiia gota de agua en el centro de un portaobjetos limpio.

o Con un asa estéril, tomar una pequefia porciéon de una colonia de S. aureus y
emulsionarla en la gota de agua, extendiéndola para formar una capa fina.

o Dejar secar al aire completamente.

o Fijacidn por calor: Pasar el portaobjetos rapidamente (2-3 veces) por la flama del
mechero para fijar las bacterias al vidrio.

2. Tincidn:
o Cubrir el frotis con Cristal Violeta por 1 minuto. Lavar con agua.
o Cubrir con Lugol por 1 minuto. Lavar con agua.

o Decolorar con Alcohol-acetona, afiadiendo gota a gota hasta que el colorante
violeta deje de escurrir (aprox. 10-15 segundos). Lavar inmediatamente con agua.
Este es el paso critico.

o Cubrir con la contratincién, Safranina, por 30-45 segundos. Lavar con agua y secar
al aire.

3. Observaciéon Microscépica:
o Colocar una gota de aceite de inmersidn sobre el frotis tefiido.

o Observar al microscopio con el objetivo de 100x. Identificar el color (violeta para
Gram positivos, rosa/rojo para Gram negativos), la forma (cocos o bacilos) y la
agrupacion (cadenas, racimos, etc.).

4. Repeticion: Repetir todo el proceso con una muestra de E. coli.

Resultados esperados: El estudiante observara Staphylococcus aureus como cocos (esferas) de color
violeta, agrupados en racimos (Gram positivos). Observara Escherichia coli como bacilos (bastones)
cortos de color rosa/rojo (Gram negativos).

Cuestionario:

1. ¢Cualeselcomponente de la pared celular bacteriana responsable de la retencidn del cristal
violeta en las bacterias Gram positivas?

2. ¢éQué ocurriria si omite el paso del Lugol?

3. ¢éQué observaria si decolora por demasiado tiempo una muestra de S. aureus?
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4. Dibuje lo que observd al microscopio para ambas bacterias, indicando todas sus
caracteristicas.

5. Ademas de la morfologia y el Gram, iqué prueba bioquimica sencilla permite diferenciar a
los Staphylococcus de los Streptococcus?

Bibliografia:
e Kit de Tincidon de Gram (inserto del fabricante).

e Tortora, G. J.,, Funke, B. R., & Case, C. L. (2017). Introduccion a la microbiologia (122 ed.).
Editorial Médica Panamericana. (Capitulo 3: Observacidon de microorganismos a través del
microscopio).
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PRACTICA 9

Cuantificacion de Microorganismos (Recuento en Placa)

Fundamento: Determinar la cantidad de microorganismos en un alimento es fundamental para
evaluar su calidad sanitaria, su vida util y el cumplimiento de las normativas. El método de recuento
en placa es la técnica estdndar para cuantificar bacterias viables. Se basa en sembrar un volumen
conocido de una dilucién de la muestra en un medio de cultivo y asumir que cada célula viable dard
origen a una colonia visible (Unidad Formadora de Colonias o UFC).

Competencia a desarrollar: Aplica técnicas de enumeracidn para determinar la carga microbiana de
una muestra, interpretando los resultados cuantitativamente.

Objetivos:

e Aplicar la técnica de siembra por extensidn en placa para cuantificar microorganismos.
e Aprender a utilizar el contador de colonias para realizar el recuento de UFC.
e Calcular la concentracion de microorganismos en una muestra (UFC/g) a partir del recuento
en placay el factor de dilucién.
Material, Equipo y Reactivos:

e Equipo de Laboratorio:

o Estufa de incubacién (35-37°C)
o Contador de colonias
o Micropipetas automaticas (100-1000 pL) y/o pipetas de 1 mL

e Material de Vidrio:
o Varilla de vidrio en forma de L ("asa de Drigalsky")
e Material Biolégico:

o Diluciones de la muestra de alimento preparadas en la Practica 3.
o Placas de Agar Nutritivo o Agar Soya Tripticaseina.

e Material General:

o Puntas estériles para micropipeta
o Vaso de precipitado con etanol
o Mechero Bunsen
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Procedimiento:

1. Preparacion: Rotular las placas de agar con el nimero de la muestra y la dilucién a sembrar
(ej. 1072, 1073). Se recomienda sembrar por duplicado si hay suficientes placas.

2. Siembra por Extension:

o Tomar 0.1 mL (100 pL) de la dilucién 1072 y dispensarlo en el centro de la placa
correspondiente.

o Esterilizar la varilla de Drigalsky pasandola por etanol y flamedndola brevemente en
el mechero (icuidado!). Dejar enfriar.

o Utilizar la varilla fria para extender el indculo por toda la superficie del agar, girando
la placa para asegurar una distribucién uniforme.

o Repetir el proceso para la dilucién 1073,

3. Incubacion: Dejar que las placas se sequen por unos minutos e incubarlas en posicién
invertida a 37°C durante 24-48 horas.

4. Recuento de Colonias:

o Seleccionar las placas que tengan entre 25 y 250 colonias para el recuento. Placas
con mas de 250 se reportan como "Incontables" y con menos de 25 como "No
contables para reporte".

o Colocar la placa seleccionada en el contador de colonias y marcar cada colonia
contada. Registrar el nimero.

5. Calculo: Utilizar la siguiente formula para calcular la concentracidn en la muestra original:
UFC/g = (Namero de colonias contadas) / (Volumen sembrado en mL x Factor de dilucién)
Nota: El factor de dilucién es el valor numérico, no el exponente (ej. para 1072 el factor es
1/100 0 0.01).

Resultados esperados: El estudiante obtendrd un valor numérico que representa la carga
microbiana del alimento analizado, expresado en Unidades Formadoras de Colonias por gramo

(UFC/g).

Cuestionario:
1. ¢Por qué el rango ideal para el recuento es de 25 a 250 colonias?

2. Sisembrd 0.1 mL de la dilucién 1072 y conté 150 colonias, écudl es la concentracién en
UFC/g?
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3. ¢éQué tipo de microorganismos esta cuantificando con el Agar Nutritivo? ¢Es un recuento
total o selectivo?

4. Investigue la técnica de siembra por vertido en placa (pour plate) y mencione una ventajay
una desventaja respecto a la siembra por extension.

5. Segunla NOM-130-SSA1-1995 para jamodn cocido, el limite maximo para bacterias mesofilas
aerobias es de 100,000 UFC/g. éSu resultado (si analizd jamdn) cumple con la norma?

Bibliografia:

e NOM-210-SSA1-2014, Productos y servicios. Métodos de prueba microbioldgicos.
Determinacion de microorganismos indicadores. Determinacion de microorganismos
patdégenos.
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PRACTICA 10

Proyecto Aplicado - Evaluacion de un Método de Control
Microbiano

Fundamento: El objetivo final de la microbiologia de alimentos es el control. Basado en el
conocimiento de las fuentes de contaminacién y los factores que afectan el crecimiento, se disefian
intervenciones para reducir la carga microbiana y garantizar la inocuidad. Este proyecto integrador
permite al estudiante actuar como un profesional: identificar un problema, proponer una solucidn
(un método de control) y evaluar su eficacia de manera experimental.

Competencia a desarrollar: Fundamenta la seleccion de estrategias de control microbiano,
evaluando experimentalmente la efectividad de una intervencion de mejora e integrando las
competencias del curso en un proyecto aplicado.

Objetivos:

e Disefar y ejecutar un experimento sencillo para evaluar la efectividad de un método de
control.

e Integrar las técnicas de siembra, recuento e interpretacion de resultados para responder
una pregunta de investigacion.

Material, Equipo y Reactivos:
e Equipo de Laboratorio:
o Estufa de incubacién (35-37°C)
o (El necesario segun el disefio experimental del equipo y la disponibilidad)
e Material Biolégico:
o Placas de Agar Nutritivo
e Muestras y Reactivos:

o A definir por cada equipo segun su proyecto (ej. hortalizas, superficies, leche;
desinfectantes comerciales, vinagre, hipoclorito, etc.)

e Material General:

o El necesario para aplicar la intervencién (recipientes, cronémetro, etc.)
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Procedimiento:
1. Fase de Diseiio (Fuera de la sesion practica):

o En equipos, definir una pregunta de investigacion. Ej: "¢El desinfectante A es mas

efectivo que el B para lechuga?", "iLa pasteurizacidn casera reduce eficazmente la
carga bacteriana de la leche cruda?".

o Plantear una hipétesis.

o Diseflar una metodologia simple que incluya un control (sin tratamiento), el
tratamiento a evaluar y un método para medir el resultado (ej. siembra por
impronta o por hisopado antes y después del tratamiento).

o Presentar la propuesta al profesor para su aprobacion.
2. Fase Experimental (En el laboratorio):
o Cada equipo trae sus materiales especificos (verduras, desinfectantes, etc.).

o Ejecutar el experimento disefiado, aplicando las técnicas de asepsia y siembra
aprendidas en practicas anteriores.

o Incubar las placas en las condiciones adecuadas.
3. Fase de Andlisis y Comunicacion:

o Observar los resultados (comparar el crecimiento entre el control y el tratamiento).
Si es posible, cuantificar las colonias.

o Discutir los resultados en equipo: éSe comprobd la hipdtesis? ¢Por qué? éCudles
fueron las limitaciones?

o Elaborar un reporte final y/o una presentacion con los hallazgos.

Resultados esperados: Cada equipo obtendra evidencia experimental sobre la eficacia del método
de control que evalué. El resultado principal es la capacidad de integrar conocimientos y habilidades
para resolver un problema practico de inocuidad.

Evidencia de la Practica: Reporte final del proyecto con la estructura de un informe cientifico
(Introduccién, Hipdtesis, Metodologia, Resultados, Discusion, Conclusidn) y/o una presentacion oral
al grupo.
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Cuestionario:
1. ¢Cual fue la variable independiente y la variable dependiente en su experimento?

2. ¢éQué limitaciones tuvo su disefio experimental y como podrian mejorarse en un futuro
estudio?

3. ¢Cdémo se aplican los "factores extrinsecos" en el método de control que evalué?

4. Basado en sus resultados, ¢qué recomendacidn practica le daria a un consumidor o a un
pequeio servicio de alimentos?

5. ¢éCoémo este proyecto integra al menos 4 de las practicas anteriores de este manual?
Bibliografia:

e A definir por cada equipo segun el tema de su proyecto.
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