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INTRODUCCIÓN

Presentamos la tercera edición de la obra Microbiología alimentaria. Metodología 
analítica para alimentos y bebidas de Rosario Pascual Anderson(). Este libro ha 
sido un referente para todos los profesionales que se han adentrado en el estu-
dio de la microbiología de alimentos en una época en la que prácticamente no 
existían este tipo de recursos.

El paso del tiempo y el crecimiento del conocimiento han hecho surgir nue-
vos avances tecnológicos, lo que hace necesaria la actualización de esta biblia de 
la microbiología de los alimentos. Encaramos esta tarea como un homenaje y 
reconocimiento a la labor de doña Rosario Pascual, con nuestro agradecimiento 
personal por su liderazgo sostenido durante décadas en este campo imprescin-
dible de la microbiología de alimentos.

Entre las diferencias fundamentales con las anteriores ediciones se encuen-
tran los cambios legislativos relativos a los alimentos suprimidos por un desa-
rrollo normativo creciente. Por ello la situación legislativa actual se concentra 
en un capítulo actualizado.

Se ha mantenido la primera parte referida a los métodos de cultivo clásicos 
en los alimentos, actualizada y completada con la introducción del cultivo de 
microorganismos emergentes.

Actualmente, la bacteriología de alimentos también se ha beneficiado de la 
aparición de nuevos medios de cultivo, los denominados medios fluorogénicos 
y cromogénicos. 

La introducción de estos medios ha supuesto un impacto significativo en la 
reducción del número de pruebas necesarias en la confirmación de las colonias 
sospechosas, lo que ha traído consigo una aminoración considerable de costes 
que incluye el material necesario y tiempos de trabajo. A pesar del amplio uso 
de sustratos fluorogénicos y cromogénicos en Bioquímica, no fue hasta la déca-
da de los años ochenta del pasado siglo cuando comienza su uso en Microbio-
logía con el desarrollo de un método de cribado para detectar E. coli fecal en las 
aguas. Actualmente están comercializados un gran número de estos medios. Su 
aplicación, así como el estudio de nuevos patógenos, como Campylobacter, Cro-
nobacter spp (Enterobacter sakazakii), E. coli verotoxigénicos etc., serán objeto de 
especial dedicación en el presente libro. 
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La aplicación de las técnicas de biología molecular ha supuesto un salto 
cualitativo en el análisis de alimentos. El carácter estable de las características 
genotípicas de los organismos diana de los alimentos (bacterias, virus, mohos, 
levaduras y parásitos) ha facilitado el desarrollo de un número elevado de pro-
cedimientos sencillos, rápidos y específicos para su detección. El método más 
utilizado es la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus siglas en 
inglés), capaz de amplificar las secuencias de ADN de los microorganismos. 
Tal es así que muchos laboratorios ya utilizan este sistema para la detección 
de patógenos en los alimentos. Otros métodos moleculares recurren al empleo 
de sondas (oligonucleótidos) que hibridan con secuencias específicas del ADN 
o ARN de los microorganismos. El marcaje de estas sondas permite observar 
el desarrollo de la reacción (detección en tiempo real) e incluso cuantificar la 
cantidad de ácidos nucleicos presentes inicialmente en la muestra. Aunque ac-
tualmente no está al alcance de todos los laboratorios, en un futuro la tecnología 
de los microarrays, biochips o chips de ADN permitirá la detección e identifi-
cación de un número elevado de microorganismos en una sola hibridación.

Ha de tenerse presente que los controles microbiológicos llevan su tiempo, 
lo que puede suponer que con frecuencia los resultados se obtengan cuando el 
alimento ya ha sido consumido. En estos procesos el uso de biosensores es de 
gran utilidad. Un campo de aplicación de los mismos es la detección de toxinas 
de origen bacteriano, patógenos como E. Coli O157:H7, Salmonella, Listeria 
monocytogenes, etc., para lo cual es preciso incorporar enzimas (catalasa y otras), 
anticuerpos o moléculas de ADN agrupadas. De la misma forma, también pue-
de analizarse la actividad microbiana a través de la detección de ATP, el oxí-
geno, el hidrógeno u otros metabolitos. Esto incluye también los cambios en 
el pH, la conductancia, la impedancia o la microcalorimetría. Asimismo, cabe 
mencionar que el futuro de los biosensores estará principalmente en las líneas 
de procesado de los alimentos, ejerciendo su función dentro de los programas 
de Análisis de Puntos Críticos de Control (APCC). Se han convertido, por 
tanto, en una opción analítica que presenta una gran variedad de características 
entre las que cabe mencionar su sensibilidad, especificidad, amplio espectro, 
mínimo pretratamiento, necesidad de muestras pequeñas, fácil manejo, portátil 
y automatizables, por citar algunas de ellas.

En los últimos años las autoridades han acometido una profunda renovación 
de las disposiciones normativas. Así, la Norma Europea EN ISO/IEC 17025 
recoge los requisitos que han de cumplir los laboratorios de ensayo y calibra-
ción, entre los cuales se incluyen los agroalimentarios. Dicha disposición esta-
blece que los laboratorios han de disponer de un sistema de gestión, sean técni-
camente competentes y capaces de generar resultados técnicamente válidos. En 
España, la acreditación de laboratorios es competencia de la Entidad Nacional 
de Acreditación (ENAC), proceso que en algunos casos se hace ineludible, tan-
to para los laboratorios de control como para los industriales.
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ENAC establece los distintos tipos de métodos que pueden ser utilizados 
en Microbiología y cómo los mismos han de estar validados y sometidos a un 
control periódico de calidad, tanto interno como externo. Las normas inter-
nacionales ISO ayudan en el proceso de acreditación, tal como se verá en el 
presente libro.

El Reglamento (CE) 2073/2005 de la Comisión, de 15 de noviembre de 
2005, relativo a los criterios microbiológicos aplicables a los productos alimen-
ticios, establece los criterios microbiológicos para determinados microorganis-
mos y las normas de aplicación que deben cumplir los explotadores de empresas 
alimentarias. Este Reglamento supone la armonización de los criterios micro-
biológicos a nivel de la Unión Europea. Mediante el Real Decreto 135/2010 
de 12 de febrero se derogan disposiciones existentes relativas a los criterios 
microbiológicos de los productos alimenticios, por lo cual, la segunda parte de 
este libro en su tercera edición se sustituye por el capítulo de “Criterios micro-
biológicos y legislación”, adaptado a las nuevas disposiciones del Reglamento 
Comunitario.

Por último, se añade un capítulo relativo a los límites y criterios microbioló-
gicos de los “nuevos alimentos”. Estos alimentos corresponden a productos muy 
variados procedentes de nuevas fuentes o tecnologías: insectos, microalgas, ex-
tractos, aceites, etc. La Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) 
es la encargada de realizar las evaluaciones de riesgo para garantizar que estos 
productos sean seguros.

El libro Microbiología alimentaria, de Rosario Pascual Anderson, va dirigido 
a aquellos profesionales que quieran disponer de los métodos de la microbiolo-
gía clásica de alimentos, para poder realizar los cultivos de microorganismos, y 
a los profesores de Microbiología, que podrán utilizarlos en sus prácticas. Los 
capítulos dedicados a técnicas rápidas y biología molecular proporcionan una 
visión general de los fundamentos de estas técnicas. Ha de tenerse presente que 
sus métodos están en continuo cambio y las casas comerciales que las suminis-
tran son las indicadas para dar información a los profesionales que las requieran. 
El último capítulo incluye información actualizada sobre la legislación.

Al final de cada capítulo se incluyen las normas internacionales de utilidad 
para los laboratorios que pretendan iniciar su proceso de acreditación. Asimis-
mo, se dedicará un capítulo al Control de Calidad en los Laboratorios de Mi-
crobiología de los alimentos. En el mismo se detallarán los requisitos impres-
cindibles para conseguirlo.

Finalmente, diremos que el objetivo central de este texto es proporcionar 
las herramientas necesarias para que todos los profesionales puedan disponer 
de los fundamentos teóricos y prácticos que les permita afrontar su tarea con 
plenas garantías de éxito.
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MEDIOS DE CULTIVO

Acetato agar (Trabulsi y Edwards) (Cap. 10)
Agar con capa de sangre de caballo (Cap. 17)
Ampicilina de Ryan agar (AAR) (Cap. 11)
Ampicilina dextrina agar (AD) (Cap. 11)
Bacara agar cromogénico (Cap. 14)
Bacillus cereus movilidad agar (Cap. 14)
Baird Parker agar (BP) (cap 15)
Barnes agar (Cap. 19)
Bilis-esculina agar (Cap. 20)
Bolton caldo (Bolton Broth. BP) (Cap. 16)
Brucella caldo (Brucella Broth) (Cap. 16)
Campylobacter medio de congelación (MCGP) (Cap. 16)
Carbón cefoperazona deoxicolato modificado agar, (Modified Charcoal Cefopera-

zone Deoxycholate Agar, mCCDA) (Cap.16)
Cefsulodina-irgasan-novobiocina agar (CIN) (Cap. 20)
Celobiosa-polimixina B-colistina agar (CPC) (Cap. 18)
Celobiosa-polimixina B-colistina agar modificado (mCPC) (BAM-FDA) (Cap. 

18)
Cerebro corazón caldo (Brain Heart Infusión. BHI) (Cap. 15)
Cianuro potásico caldo (KCN) (Cap. 8)
Citrato de Simmons agar (Cap. 7)
Citrato-movilidad agar (Cap. 13)
Columbia CNA agar (Cap. 17)
Cronobacter agar cromogénico (Cap. 9)
Cronobacter caldo de enriquecimiento (Cronobacter Screening Broth. CBS) 

(Cap. 9)
Desoxirribonucleasa (DNasa) agar (Cap. 15)
DNasa azul de toluidina agar (Cap. 15)
EE de Mossel caldo doble fuerza (Cap. 11)
EE de Mossel caldo simple (Cap. 5)
Esculina-bilis agar (Cap. 19)
Fenilalanina deaminasa agar (Cap. 20)
Fermentación de carbohidratos caldo base (Cap. 17)
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FRASER caldo concentración normal (Cap. 17)
FRASER caldo media concentración (Cap. 17)
Giolitti Cantoni caldo enriquecimiento (Cap. 15)
Glucosa sal con Teepol caldo doble fuerza (Glucosa Salt Teepol Broth, GSTB) 

(Cap. 18)
Glucosa sal con Teepol caldo simple (Glucosa Salt Teepol Broth, GSTB) (Cap. 18)
Glucosado agar (Cap. 14)
GN medio (Cap. 11)
Gramnegativo caldo (GN) (Cap. 10)
GSP agar (selectivo para Pseudomonas y Aeromonas) (Cap. 4)
Hektoen agar (Hektoen Enteric, HE) (Cap. 8)
Hierro-triple azúcar agar (Triple Sugar Iron Agar, TSI) (Cap. 8)
Inositol-bilis-verde brillante agar (Inositol Bile Brilliant Green, IBB) (Cap. 11)
IrgasanTM-ticarcilina-clorato potásico caldo (ITC) (Cap. 20)
Kanamicina-aesculina-azida agar (KAA) (Cap. 19)
Kanamicina-aesculina-azida caldo (KAA) (Cap. 19)
King FG agar (Cap. 4)
Kligler Iron agar (KIA) (Cap. 5)
Lactosa bilis verde brillante caldo (Brilliant Green Bile Lactose, BGBL) (Cap. 6)
Lactosa gelatina caldo (Cap. 13)
Lactosa sulfito caldo (LS) (Cap. 13)
Lactosa-leche-yema de huevo (LYL) (Cap. 13)
Lauril sulfato caldo (MUG) (Cap. 7)
Lauril sulfato triptona modificado con vancomicina caldo (mLST) (Cap. 9)
Levine agar (Cap. 7)
Lisina decarboxilasa con 3% de cloruro sódico caldo (Cap. 18)
Lisina hierro agar (Lysine Iron Agar, LIA) (Cap. 8)
Lisina-decarboxilasa caldo (Cap. 8)
Listeria caldo base de enriquecimiento selectivo (formulación UVM: University 

of Vermont) (Listeria Enrichment Broth, LEB) (Cap. 17)
Listeria caldo de enriquecimiento selectivo (Enrichment Broth, EB) (Cap. 17)
Listeria caldo de enriquecimiento selectivo (Enrichment Broth, LEB1/ UVM1) 

(Cap. 17)
Listeria caldo de enriquecimiento selectivo (Enrichment Broth, LEB2/ UVM2) 

(Cap. 17)
Litsky caldo (Cap. 19)
LPM agar (Cap. 17)
MacBride agar selectivo modificado (MMA) (Cap. 17)
MacConkey agar (Cap. 10)
Manitol lisina cristal violeta verde brillante agar (Manitol Lysine Crystal Violet 

Brilliant Green, MLCB) (Cap. 8)
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Manitol yema de huevo agar (Mannitol-Egg Yolk Agar, MYA) (Cap. 14)
Manitol yema de huevo polimixina agar (Mannitol-Egg Yolk-Polymixin Agar, 

MYPA) (Cap. 14)
Medio para comprobar la tolerancia a la sal (Cap. 18)
Möeller caldo para decarboxilasas (Cap. 20)
Movilidad (Cap. 10)
Mucato caldo (Cap. 10)
Mueller Hinton sangre agar (Mueller Hinton Blood Agar) (Cap. 16)
Mueller-Hinton agar (Cap. 18)
Müller-Kauffmann caldo de enriquecimiento selectivo (tetrationato-bilis-verde 

brillante) (Cap. 8)
Nitrato caldo (Cap. 14)
Nitratos reducción caldo base (Cap. 17)
Nutritivo agar con cloruro sódico (Cap. 18)
Nutritivo agar de recuento (Plate Count Agar, PCA) (Cap. 3)
Ottaviani y Agosti agar cromogénico (Cap. 17)
OXFORD agar base (Cap. 17)
PALCAM agar Van Netten (Polymyxin-Acriflavin-Lithium Chloride Ceftazidi-

meAesculin-Manitol-Egg Yolk) (Cap. 17)
PALCAMY caldo enriquecimiento doble fuerza (Polymyxin-Acriflavin-Lithium 

Chloride CeftazidimeAesculin-Manitol-Egg Yolk) (Cap. 17)
Peptona sorbitol bilis caldo (Peptone Sorbitol Bile Broth, PSBB) BAM (Cap. 20)
Peptona tamponada (Buffer Peptone Water, BPW) (Cap. 8)
Peptona tamponada salina (ASPW) (Cap. 18)
Pirazinamidasa agar (Cap. 20)
Polimixina-acriflavina-cloruro de litio-ceftacidina-esculina-manitol agar (Po-

limyxin Acriflavin Litium Chloridre Ceftazidime Aesculin Manitol. PALCAM), 
según van Netten (Cap. 17)

Preston caldo (Preston Broth. PB) (Cap. 16)
Ramnosa agar (Cap. 17)
Rappaport-Vassiliadis medio semisólido modificado (MRVS) (Cap. 8)
Rappaport-Vassiliadis-peptona de soja caldo (RVS) (Cap. 8)
Rojo fenol dulcitol caldo (Cap. 8)
Rojo fenol lactosa caldo (Cap. 8)
Rojo fenol sacarosa caldo (Cap. 8)
Rojo neutro-cristal violeta biliado agar (Violet Red Bile Agar, VRBA) (Cap. 6)
Rojo violeta glucosa biliado agar (Violet Red Bile Glucose, VRBG) (Cap. 5)
Rothe caldo simple (Cap. 19)
Sal colistina caldo doble fuerza (Salt Colistine Broth, SCB) (Cap. 18)
Sal colistina caldo simple (Salt Colistine Broth, SCB) (Cap. 18)
Sal-polimixina caldo doble fuerza de enriquecimiento selectivo (CSP) (Cap. 18)
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Sal-polimixina caldo simple de enriquecimiento selectivo (CSP) (Cap. 18)
Salicina agar (Cap. 11)
Sangre de cordero agar (Cap. 13)
Sangre de cordero agar para prueba CAMP (Cap. 17)
SDS agar (Cap. 18)
Selenito cistina caldo de enriquecimiento selectivo (Cap. 8)
Shigella caldo (Cap. 10)
SIM agar movilidad (Cap.17)
SIM agar sulfuro-indol-movilidad (Cap. 11)
Solución de Ringer ¼ (Cap. 2)
Sulfito bismuto agar (Cap. 8)
Sulfito-polimixina-sulfadiazina agar (SPS) (Cap.12)
Sven gard agar (Cap. 8)
Tioglicolato caldo (Cap. 13)
Tiosulfato citrato sales biliares sacarosa agar (Thiosulphate Citrate Bile Salt Sucrose, 

TCBS) (Cap. 18)
Trifenil tetrazolio agar (Cap.19)
Triple azúcar-hierro agar (Triple Sugar Iron. TSI) con 3 por 100 de cloruro só-

dico (Cap. 18)
Tripticasa-soja-polimixina caldo de concentración doble (Cap. 14)
Tripticasa-soja-polimixina caldo de concentración simple (Cap. 14)
Triptona agua (Tryptone Water, TW) (Cap. 2)
Triptona cloruro sódico agua (Tryptone Water, TW) (Cap. 18)
Triptona soja agar (Triptic Soy Agar. TSA) (Cap. 9)
Triptona soja caldo (Tryptic Soy Broth, TSB) (Cap. 2)
Triptona soja tetrazolio agar (TSAT) (Cap. 18)
Triptona soja-extracto de levadura (TSAYE) (Cap.17)
Triptona soja-extracto de levadura caldo (TSBYE) (Cap. 17)
Triptona sulfito neomicina agar (Tryptone Sulphite Neomicin, TSN) (Cap.13)
Triptosa-sulfito-cicloserina agar (TSC) (Cap.13)
Urea caldo (Cap. 8)
Urea de Christensen agar inclinado (Cap.17)
Verde brillante-rojo fenol agar (Brilliant Green Agar, BGA) (Cap. 8)
Voges Proskauer agar semisólido (Cap. 18)
Voges Proskauer/Clark y Lubs caldo (MR-VP) (Cap. 7)
Wagatsuma agar (Cap. 18)
Xilosa agar (Cap.17)
Xilosa-lisina-desoxicolato agar (Xylose Lysine Desoxycholate, XLD) (Cap. 8)
Yema de Huevo agar base (Anaerobic Egg Yolk) (Cap. 20)
Yersinia medio de congelación (Cap. 20)
Yersinia movilidad agar (Cap. 20)
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1
MUESTREO

Rosario Parcual Anderson

El muestreo de alimentos destinados al análisis microbiológico es la operación 
que consiste en separar un número determinado de muestras de un lote, remesa, 
partida, etc., con el fin de obtener unos resultados analíticos fiables. Se pretende 
con ello obtener una muestra representativa del total.

La necesidad de un muestreo adecuado se hace patente cuando cabe la 
posibilidad de que existan gérmenes patógenos o sus toxinas, distribuidos de 
forma escasa  irregular en un alimento o conjunto de alimentos del mismo 
origen. Es igualmente necesario para saber si una remesa de productos ali-
mentarios cumple o no las normas microbiológicas legales establecidas para 
dichos productos.

	� NÚMERO DE MUESTRAS

Para que el muestreo tenga utilidad estadística, se debe realizar sobre un número 
apreciable de unidades de un lote o cualquier otra porción.

El número de muestras destinadas a un análisis microbiológico está en re-
lación con la precisión que se desee obtener en los resultados. Este número 
se suele fijar cuando se dispone de muchas unidades, sobre todo en forma de 
lote.

Se suele sugerir que el número de muestras se corresponda con la raíz cuadra-
da del número total de unidades constituyentes del lote. También que, teniendo 
en cuenta el volumen del lote, se tome el 1 por 100 del total cuando el lote es 
grande y el 10 por 100 cuando el lote es pequeño.

Estos sistemas citados son aplicables a lotes procedentes de industrias cuyo 
control se desconoce. Si se trata de productos sometidos a un control regular, es 
suficiente analizar 5-10 muestras de cada lote.

El número de muestras recogidas en el muestreo constituye la “muestra de 
campo o población”.
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	� MÉTODO DE MUESTREO ALEATORIO

Este método consiste en separar del lote un número de muestras calculado pre-
viamente, utilizando la tabla de números al azar. Dicha tabla está integrada por 
columnas y filas de dígitos obtenidas mediante cálculos estadísticos.

Tablas de números al azar
Columnas

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

1 0 7 4 0 3 4 1 7 2 1 9 9 1 2 2 1 3 6 0 5 2 1 2 3 1 4 4 0 9 4

2 0 1 3 0 2 0 1 8 5 1 6 8 0 0 7 1 6 1 1 1 4 0 4 3 1 8 2 0 5 5

3 0 2 4 1 9 5 0 4 4 0 2 6 0 5 7 0 3 3 0 7 5 0 0 2 1 9 6 0 5 3

4 0 4 8 1 1 0 1 2 7 1 6 9 0 9 6 0 6 9 0 7 7 1 3 2 1 2 8 0 4 5

5 1 1 1 0 5 1 0 7 3 1 3 4 0 8 4 0 4 0 0 7 9 1 0 9 0 4 7 0 1 4

6 1 7 1 1 0 5 1 9 1 0 4 2 0 6 6 0 0 6 1 5 9 1 0 4 1 7 9 0 1 9

7 0 2 2 1 1 8 1 5 1 0 1 5 0 9 2 0 1 1 0 5 4 0 0 1 1 5 8 0 3 5

8 0 0 5 1 2 4 1 4 7 1 9 8 1 5 6 1 3 9 0 6 2 1 1 5 1 4 3 0 8 9

9 0 5 9 1 0 7 1 3 3 0 9 8 0 2 7 1 3 1 1 4 9 0 0 4 0 9 0 1 1 7

10 0 4 1 0 8 3 0 0 9 1 0 3 0 1 8 0 1 6 1 5 0 1 8 8 1 7 0 0 0 3

11 1 8 0 1 3 8 1 6 0 1 8 9 0 6 0 0 3 8 1 6 3 0 0 8 1 0 0 1 1 2

12 0 6 5 0 9 3 1 2 0 0 5 0 0 6 1 1 0 6 0 5 6 0 3 0 1 6 4 1 2 5

13 0 9 5 1 5 5 0 8 5 1 5 3 0 4 6 0 5 8 0 3 2 1 9 7 0 6 8 1 9 0

14 1 6 5 1 4 5 2 0 0 0 9 7 0 2 5 1 8 7 0 2 1 1 7 5 0 7 2 0 1 7

15 0 7 1 1 5 7 1 7 4 1 4 6 1 8 1 0 9 9 0 3 9 0 8 6 1 9 3 0 2 8

16 1 0 1 0 1 0 1 4 1 0 7 8 0 2 3 0 8 1 1 7 7 1 7 6 1 9 2 0 3 2

17 0 8 7 0 7 0 0 8 8 1 5 2 1 2 6 0 3 1 0 1 2 1 3 7 1 8 4 1 1 6

18 1 3 0 0 2 9 1 6 7 0 6 7 1 1 3 1 3 5 0 7 6 0 3 6 1 2 1 1 8 6

19 0 6 4 1 8 3 1 9 4 1 1 9 1 4 8 1 4 0 0 4 9 1 5 4 1 6 2 1 2 9

20 0 9 1 1 4 2 0 8 0 1 0 2 1 7 3 0 6 3 1 7 8 0 3 7 1 0 8 1 6 6

Una vez establecido el número de muestras que se deben tomar del lote 
(véase apartado anterior), se numeran ordenadamente cada uno de los paquetes, 
contenedores o unidades del producto por muestrear.

Si, por ejemplo, el lote está integrado por 200 unidades, su numeración se 
marcará del 1 al 200, correlativamente. Con un lápiz se señala un lugar cual-
quiera en la tabla de números al azar, coincidiendo con un dígito o su proxi-
midad. Este dígito sirve de punto de partida para la separación del número de 
muestras destinadas al análisis.

Supongamos que se ha punteado con el lápiz un lugar que corresponde a la 
fila 15 y a la columna 10. Este número es el 1 y los que le siguen en las colum-
nas 11 y 12 son el 4 y el 6. En este caso, la unidad que se tiene que separar del 
lote es la marcada con el número 146. A continuación, se pasa a la fila 16 y a las 
mismas columnas 10, 11 y 12, a las que corresponde el número 078, una nueva 
unidad que se separa del lote. Pasando a la fila 17, columnas 10, 11 y 12, figura el 
número 152, que será también separado del lote. Se procede de la misma forma 
hasta obtener el número de muestras señalado previamente.
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	� NORMAS GENERALES PARA EL MUESTREO

Como la finalidad del muestreo en Microbiología Alimentaria es, principalmen-
te, obtener una muestra representativa del alimento para su análisis inmediato 
y conseguir resultados fiables sobre su estado higiénico sanitario, es necesario 
que el producto, en el momento de su análisis, reúna las mismas condiciones 
microbiológicas que tenía al ser maestreado. Por esta razón, son necesarias unas 
pautas para conseguir la muestra idónea.

Material utilizado en el muestreo

Envases para la toma de muestras

Los envases estarán perfectamente limpios, secos y estériles. Su tamaño guar-
dará relación con la muestra que se vaya a tomar. Serán herméticos e inac-
cesibles a cualquier contaminación posterior a su esterilización. Se pueden 
utilizar:

•	 Envases de vidrio de boca ancha.
•	 Envases de plástico estériles.
•	 Bolsas de plástico estériles.
•	 Envases metálicos.

Instrumentos para la apertura de envases

•	 Tijeras estériles.
•	 Pinzas estériles.
•	 Cuchillos estériles.
•	 Sondas estériles.
•	 Taladros estériles.
•	 Cucharas estériles.
•	 Espátulas estériles.
•	 Sierras y otros.

Etiquetas y material para marcar

•	 Etiquetas de cartulina.
•	 Etiquetas adhesivas de papel.
•	 Lápiz graso.
•	 Rotuladores.
•	 Bolígrafos.

Equipo de esterilización

•	 Autoclave.
•	 Horno.
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•	 Mechero, quemador de gas o estufa eléctrica.

Refrigeración

•	 Neveras portátiles.
•	 Cajas de plástico aislantes para muestras refrigeradas y congeladas.
•	 Congelador portátil.

Líquido desinfectante

•	 Alcohol etílico al 70 por 100.
•	 Algodón hidrófilo.

Control de temperatura

•	 Termómetro que marque entre -20 °C y +100 °C.

Esterilización

El material de toma de muestras para el análisis microbiológico debe ser estéril; 
es necesario que se haya sometido previamente a los métodos habituales de 
esterilización por calor seco (horno) o calor húmedo (autoclave).

	� CONDICIONES PARA EL MUESTREO

Para obtener la muestra representativa que se va a analizar posteriormente en el 
laboratorio, se deben cumplir ciertas condiciones:

•	 La persona destinada a hacer el muestreo debe conocer perfectamente 
su finalidad e importancia, por lo que estará bien entrenada para actuar 
como corresponda en cada caso. Dicha persona deberá estar debidamen-
te autorizada para ejercer su labor.

•	 Una práctica de toma de muestras correcta influirá muy positivamente 
en la valoración objetiva de los resultados de los análisis.

•	 A ser posible, las unidades de muestra se tomarán en sus envases origi-
nales, en los que se enviarán al laboratorio.

•	 En ocasiones, las muestras que se deben recoger son únicas, circunstan-
cia frecuente cuando se trata de alimentos sospechosos de toxiinfección 
alimentaria.

•	 El muestreo sobre lotes, partidas, remesas, etc., se puede hacer siguiendo 
la técnica del muestreo aleatorio, aplicando la tabla de números al azar, 
sobre un número de muestras preestablecido.

•	 Si se trata de cajas grandes que contienen paquetes pequeños, se escogen 
al azar dichas cajas y, por el mismo procedimiento, se separan los paque-
tes pequeños.
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•	 Cuando los envases son muy grandes y difíciles de transportar, se toman, 
asépticamente, muestras representativas y se pasan a envases estériles 
más pequeños.

•	 Los alimentos a granel se muestrean tomando porciones de distintas zo-
nas con material estéril y pasándolas, asépticamente, a envases estériles.

•	 Si el producto por muestrear tiene salida por un conducto, se desechan 
las primeras porciones antes de tomar la muestra.

Si son productos líquidos, se agitarán en su envase y se pasarán, aséptica-
mente, a recipientes estériles.

Si la toma es de agua de un grifo, se desinfecta este con alcohol. Luego se 
abre y se desecha el agua que sale en las primeras porciones. Se cierra de nuevo 
el grifo y se flamea la gota que queda pendiente hasta que emita vapores. A 
continuación, se vuelve a abrir el grifo, dejando fluir el agua durante 1-2 minu-
tos antes de recogerla en el recipiente estéril de la toma de muestras. Este será 
cerrado convenientemente en condiciones asépticas.

•	 Para productos sólidos (queso, jamón cocido, productos congelados y 
similares) se tomarán las muestras en varias zonas con sacabocados, tala-
dros, sierras, etc., estériles. Las muestras se introducirán, asépticamente, 
en recipientes estériles.

•	 Es conveniente anotar la temperatura de almacenamiento del producto 
e incluso su propia temperatura. Estos datos serán remitidos al labora-
torio.

	� PREPARACIÓN DE LA MUESTRA PARA SU 
ENVÍO AL LABORATORIO

Una vez tomadas las muestras, se empaquetan de forma adecuada, según su 
naturaleza, para evitar su rotura o deterioro. Los paquetes se etiquetarán y mar-
carán correctamente, cuidando de que la etiqueta quede bien fijada para evitar 
que se pierda. La etiqueta irá numerada y adecuadamente identificada para que 
concuerde con el informe del muestreo que debe acompañar siempre a la mues-
tra representativa. Este informe se identificará con los datos del envase y reco-
pilará todos los datos que puedan ser interesantes para el microbiólogo:

•	 Nombre y dirección de la persona que ha tomado las muestras.
•	 Nombre y dirección de la persona, empresa, etc., donde se han tomado 

las muestras.
•	 Fecha, lugar y hora en que se han tomado las muestras.
•	 Clase de alimentos que integran las muestras.
•	 Nombre del fabricante, importador, vendedor, comprador, etc.
•	 Razón por la cual se ha procedido al muestreo.
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•	 Número, tamaño y marca de las unidades que forman el lote.
•	 Forma de transporte. Punto de origen y lugar de destino.
•	 Fecha de embarque y llegada del lote.
•	 Método de muestreo utilizado.
•	 Temperatura del producto en el momento del muestreo.
•	 Temperatura ambiental de almacenamiento.
•	 Forma de transporte y condiciones del envío de las muestras al labora-

torio.

Todos estos datos son una ayuda extraordinaria para el microbiólogo, que 
contribuirán a obtener unos resultados analíticos correctos y coherentes en el 
menor tiempo posible.

Cuando las muestras sean restos de alimentos sospechosos de toxiinfección 
alimentaria, es imprescindible remitir, junto con ellas, un protocolo debidamen-
te cumplimentado donde se incluyan los datos más precisos sobre la sintoma-
tología de la enfermedad y otros detalles, así como el estudio epidemiológico 
del caso.

Las muestras, debidamente preparadas, etiquetadas e informadas, se precin-
tarán, de tal forma que, para abrirlas, sea preciso romper el precinto.

	� TRANSPORTE Y CONSERVACIÓN 
DE LAS MUESTRAS

El espacio de tiempo transcurrido entre la toma de muestras y el comienzo del 
análisis en el laboratorio debe ser lo más corto posible, para que en los resultados 
de los análisis quede reflejada, con la mayor fidelidad, la flora que, cualitativa y 
cuantitativamente, estaba presente en el alimento en el momento del muestreo.

Respecto al transporte, además de rápido, deberá mantener temperaturas de 
refrigeración o congelación para los productos que lo requieran.
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2
PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

PARA SU ANÁLISIS
Rosario Pascual Anderson

Llegadas las muestras al laboratorio, es necesario seguir unos pasos, dentro de 
la sistemática analítica, que serán establecidos por el microbiólogo teniendo en 
cuenta la clase de alimento, procedencia y fines del análisis. Estos pasos con-
ducirán a unos resultados que deberán ser interpretados adecuadamente por el 
microbiólogo experto.

La operación de preparación de muestras para el análisis microbiológico exige 
unas reglas de manipulación aséptica muy estrictas, así como la utilización de 
material y diluyentes estériles, para evitar la contaminación exterior del alimento.

Actualmente se utilizan cámaras de flujo laminar adecuadas para la toma de 
muestras, que suponen una gran ayuda para evitar el riesgo de cualquier conta-
minación exterior.

	� TRITURACIÓN Y HOMOGENEIZACIÓN 
DE ALIMENTOS

Cuando se trata de alimentos sólidos, es necesario someterlos previamente a 
una suspensión, utilizando un diluyente estéril.

Toma de muestras para el análisis

La fracción de alimento destinada al análisis microbiológico debe ser represen-
tativa de la totalidad de la muestra. En general, la muestra analítica debe estar 
constituida, aproximadamente, por 200 g de la misma. Para la puesta en marcha 
de las distintas determinaciones se utilizan 100 g; el resto sirve de reserva, por 
si es necesario repetir el análisis.

Siempre que sea posible, y para lograr una mayor representatividad, el ta-
maño de la muestra que se prepara para el análisis será todo lo voluminosa que 
permita una buena trituración y homogeneización.
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Si el alimento está integrado por distintos componentes, se tomarán fraccio-
nes representativas de cada uno de ellos en superficie y profundidad.

La toma de la muestra se hará en condiciones asépticas muy estrictas y con 
material estéril, utilizando, a ser posible, cámaras de flujo laminar y, siempre, en 
las proximidades de la llama de un mechero o instrumento similar.

El material utilizado en la apertura de envases y en la toma de muestras 
estará de acuerdo con la naturaleza del producto: abridores, pinzas, bisturíes, 
tijeras, espátulas, etc.

Pesada de la muestra

Como no resulta fácil pesar la muestra con exactitud sin que se pueda evitar una 
excesiva manipulación, la técnica más sencilla consiste en:

•	 Tarar el recipiente estéril que se vaya a utilizar para la trituración.
•	 Introducir, asépticamente, una porción de un volumen adecuado en di-

cho recipiente.
•	 Pesar de nuevo para determinar el peso neto del alimento.
•	 Con probeta graduada estéril, se añadirá la cantidad de diluyente estéril 

para obtener la dilución deseada.

Por ejemplo, si la suspensión madre debe tener un título de 1:10, la cifra de 
pesada obtenido del alimento se multiplica por 9 y el resultado de la multipli-
cación será el número de mililitros de diluyente que hay que incorporar a la 
muestra para obtener dicha dilución.

Si la suspensión madre debe tener un título de 1:5, la cifra de pesada del alimen-
to se multiplica por 4 y el resultado de la multiplicación será el número de mili-
litros de diluyente que hay que añadir a la muestra para obtener dicha dilución.

Actualmente existen equipos en el mercado (deltadiluidores) para realizar 
estas funciones de manera simple y eficaz.

Diluyentes

La característica principal de un buen diluyente es que no produzca modifica-
ciones cualitativas ni cuantitativas en la flora de los alimentos que van a ser ana-
lizados, es decir, que mantenga lo más fielmente posible la flora de la muestra, 
sin suprimirla ni favorecer su desarrollo.

En Microbiología Alimentaria se utilizan varios diluyentes, habitualmente 
los siguientes:

•	 Agua de triptona con sal (Tryptone Water, TW).
•	 Solución de Ringer ¼.
•	 Caldo de soja (Triptic Soy Broth, TSB).
•	 Agua de peptona tamponada.
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Este último diluyente se emplea normalmente en técnicas para la investiga-
ción de Salmonella.

El diluyente utilizado para la preparación de la suspensión madre se suele 
emplear, posteriormente, para efectuar las diluciones decimales.

Triturado de la muestra

Se trata de una operación importante dentro de la preparación de la muestra 
para su análisis. En el triturado hay que evitar la destrucción de los gérmenes 
por rotura de su membrana o por un calentamiento excesivo.

Además de una perfecta trituración de los alimentos, es necesario obtener 
una mezcla homogénea para lograr la distribución equilibrada de los gérmenes 
y sus toxinas.

Existen varios tipos de trituradores:
•	 Jarra, que consiste en un envase de vidrio o acero provisto de una hélice 

que funciona cuando se adapta a un motor.
•	 Vástago provisto de una hélice en su extremo, que se introduce en la mez-

cla que se va a triturar. Funciona eléctricamente y necesita un envase de 
vidrio o acero que se adapte especialmente al vástago.

•	 Triturador de paletas (Stomacher), que actúa golpeando rítmicamente la 
mezcla de alimento y diluyente que ha sido introducida previamente 
en una bolsa de plástico estéril. Los choques producidos por las paletas 
dislaceran el alimento y ponen a las bacterias en suspensión.

•	 Pulsifier, que crea ondas de choque que fuerzan a las bacterias a despren-
derse del alimento y pasar al diluyente.

Los dos últimos procedimientos son los más utilizados en los laboratorios de 
Microbiología Alimentaria por su sencillez de uso.

	� PREPARACIÓN DE DILUCIONES DECIMALES

La preparación de diluciones decimales a partir de una muestra tiene por objeto 
efectuar diluciones progresivas de dicha muestra, para poder realizar recuentos 
microbianos posteriores.

	� MATERIALES Y EQUIPOS

•	 Triturador homogeneizador.
•	 Matraces, tubos de ensayo y gradillas.
•	 Pipetas de vidrio o automáticas estériles.
•	 Agitador excéntrico.
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	� DILUYENTES

Agua de triptona. Tryptone Water (TW)

Composición:
Trptona 10 g

Cloruro sódico 5 g

Agua destilada 1.000 ml

Mezclar y disolver los ingredientes en el agua. Ajustar el pH a 7,2. Distribuir 
en tubos de ensayo de 16 x 160 mm, a razón de 9 ml. Esterilizar en autoclave a 
121 °C durante 15 minutos.

Solución de Ringer ¼

Composición:
Cloruro sódico 9 g

Cloruro cálcico anhidro 0,42 g

Hidrógeno carbonato sódico 0,20 g

Agua destilada 1.000 ml

Disolver los ingredientes en el agua y, para su uso, diluir una parte de esta 
solución con tres partes de agua destilada, para obtener la solución de Ringer 
1/4. Distribuir en tubos a razón de 9 ml. Esterilizar en autoclave a 121 °C du-
rante 15 minutos.

Caldo triptona-soja (Tryptone Soy Broth, TSB)

Composición:

Triptona 17 g

Soja 3 g

Dextrosa 2,5 g

Cloruro sódico 5 g

Fosfato dipotásico 2,5 g

Agua destilada 1.000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7,3. Distribuir en matraces de 
100 ml a razón de 9 ml. Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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	� TÉCNICA

Pesar, asépticamente, una porción representativa de la muestra analítica. La ci-
fra de pesada obtenida se multiplica por 9 y el resultado dará el volumen en 
mililitros de diluyente adecuado para el microorganismo que se desea cultivar 
(véase apartado anterior) que es necesario añadir para obtener la dilución 1:10.

Esta mezcla, ya homogeneizada y/o triturada, constituye la suspensión madre 
y primera dilución de la serie (1:10).

A un tubo que contenga 9 ml de agua de la dilución adecuada se transfiere 
1 ml de la suspensión madre. Mezclar 30 segundos en agitador excéntrico. Así se 
obtiene la dilución 1:100. Desechar la pipeta usada. De la mezcla anterior, y con 
nueva pipeta estéril, se incorpora 1 ml a otro tubo que contenga 9 ml de agua 
del mismo diluyente que el utilizado en la dilución madre. Mezclar 30 segundos 
en agitador excéntrico. Así se obtiene la dilución 1:1.000. Desechar la pipeta 
usada y repetir la operación en varios tubos, hasta lograr las diluciones deseadas.

De esta forma se obtiene la “serie de diluciones decimales” (10-1; 10-2; 10-3; 
10-4; etc.), que servirá para iniciar las determinaciones en las que sea necesario 
obtener recuentos.

Los tubos de la serie se mantendrán en frigorífico hasta el comienzo del aná-
lisis, el cual, aún en condiciones de refrigeración, no deberá demorarse más de 
dos horas a partir del momento en que se haya preparado la “serie de diluciones 
decimales”.
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3
DETECCIÓN Y RECUENTO DE 

MICROORGANISMOS AEROBIOS 
MESÓFILOS

Rosario Pascual Anderson

En el recuento de microorganismos aerobios mesófilos se estima la flora total, pero 
sin especificar tipos de gérmenes.

Esta determinación refleja la calidad sanitaria de los productos analizados 
indicando, además de las condiciones higiénicas de la materia prima, la forma 
como fueron manipulados durante su elaboración.

Tiene un valor limitado como indicador de la presencia de patógenos o sus 
toxinas. Un recuento total de aerobios mesófilos bajo no asegura que un ali-
mento esté exento de patógenos o sus toxinas; tampoco un recuento total alto 
significa, inevitablemente, presencia de flora patógena.

Excepto en productos que se elaboran por fermentación, altos recuentos mi-
crobianos se consideran poco aconsejables para la mayor parte de los alimentos. 
Su significado es diverso:

•	 Materia prima excesivamente contaminada.
•	 Deficientes métodos de manipulación durante la elaboración de los pro-

ductos.
•	 La posibilidad, por tratarse de microorganismos mesófilos, de que entre 

ellos pueda haber patógenos, dado que esta flora suele ser mesófila.
•	 Altos recuentos suelen ser signo de inmediata alteración del producto. 

Tasas superiores a 106-107 microorganismos por gramo suelen ser ya 
inicio de descomposición.

En general, el recuento de la flora aerobia mesófila es una prueba para cono-
cer las condiciones de salubridad de algunos alimentos.
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	� MATERIALES Y EQUIPOS

•	 Matraces, tubos de ensayo y gradillas.
•	 Placas Petri desechables, de 90 a 100 mm de diámetro. 
•	 Asas de siembra desechables o de platino-iridio o de níquel-cromo.
•	 Asas de Drigalski. 
•	 Pipetas de vidrio o automáticas.
•	 Bolsas stomacher (opcional).
•	 Deltadiluidor con precisión 0,01 g (opcional).
•	 Autoclave capaz de esterilizar a 121 °C ± 3 °C y una atmósfera de pre-

sión.
•	 Balanza de precisión 0,01 g.
•	 pH-metro preciso a ± 0,1 unidad de pH a 25 °C. 
•	 Baño de agua capaz de operar de 44 °C a 47 °C.
•	 Estufas de cultivo o baño capaces de operar a las temperaturas indicadas 

en este capítulo.
•	 Contador de colonias (opcional).

	� MÉTODOS DE RECUENTO EN PLACAS

Se utilizan para determinar el número de gérmenes por gramo o mililitro del 
alimento en estudio, partiendo de la serie de diluciones decimales, mediante el 
empleo de técnicas en placas de agar.

	� RECUENTO POR SIEMBRA EN MASA

Medio de cultivo

Agar nutritivo de recuento (Plate Count Agar, PCA)

Composición:

Triptona 5 g

Extracto de levadura 2,5 g

Glucosa 1 g

Agar 9 a 18 g

Agua destilada 1.000 ml

Disolver los ingredientes en el agua por calentamiento. Ajustar el pH a 7. 
Distribuir en tubos o matraces y esterilizar en autoclave a 121 °C ± 3 °C durante 
15 minutos.
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	� TÉCNICA

A partir de la serie de diluciones decimales y por duplicado, depositar, con pi-
peta estéril, 1 ml de cada dilución en otras tantas placas de Petri estériles de 90 
mm de diámetro.

Añadir a cada placa unos 15 ml de PCA previamente licuado y atemperado 
a 44-47 °C.

El tiempo transcurrido entre el momento de depositar las distintas diluciones 
en las placas y verter sobre ellas el medio de cultivo no debe ser superior a 15 
minutos. Del mismo modo, no se superarán los 20 minutos desde que se prepara 
la primera dilución en la “serie de diluciones decimales” hasta que se vierte el agar 
en la última placa.

Mezclar perfectamente medio e inoculo sobre la mesa de trabajo, haciendo 
movimientos circulares con la placa, a favor y en contra del sentido de las agujas 
del reloj y en forma de cruz, evitando al mismo tiempo que el medio impregne 
la tapa. También se puede girar la placa varias veces haciendo la figura de un 
ocho. Dejar solidificar el agar de las placas sobre una superficie horizontal.

Cuando se ha solidificado perfectamente el agar, se invierten las placas y se 
introducen en la estufa, evitando que se apilen en exceso y que entren en con-
tacto con sus paredes. Incubar a 30 ± 1 °C durante un periodo de 72 ± 3 horas.

Transcurrido el tiempo de incubación, se cuentan las colonias en aquellas 
placas que muestren entre 30 y 300 colonias aisladas. Las colonias contadas se 
irán marcando para no contarlas de nuevo.

El número total de colonias contadas, multiplicado por el factor de dilución 
de la placa elegido, da como resultado el recuento total de gérmenes por gramo o 
mililitro de la muestra analizada.

	� RECUENTO POR SIEMBRA EN SUPERFICIE

En varias placas de Petri estériles se vierten unos 15 ml de agar nutritivo de 
recuento previamente licuado y enfriado a 44-47 °C, y se deja que solidifique en 
una superficie horizontal.

Para secar la superficie del agar, se introducen las placas abiertas en la estufa, 
colocando la parte que lleva el agar en posición invertida y apoyada en la tapa. 
Estarán dispuestas para el uso cuando se haya secado el agua de condensación 
de la superficie. Nunca se deben secar a temperatura superior a 45 °C.

Partiendo de la serie de diluciones decimales, y por duplicado, se transfiere 
0,1 ml de cada una de las diluciones a placas con agar nutritivo PCA. Desechar la 
pipeta utilizada. El inoculo se disemina por toda la superficie del agar, sin 
romperlo, con ayuda de un asa de vidrio estéril. Desechar el asa de vidrio 
utilizada.
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Dejar que el inoculo sea absorbido y colocar todas las placas en estufa regu-
lada a 30 ± 1 °C, evitando que estén apiladas en exceso y que entren en contacto 
con las paredes de la estufa. El periodo de incubación será de 72 ± 3 horas.

Transcurrida la incubación, se realiza el recuento de colonias en las placas 
donde estén perfectamente aisladas.

El número total de colonias contadas, multiplicado por el factor de dilución 
de la placa elegido, da como resultado el recuento total de gérmenes en 0,1 g del 
producto analizado. Esta cifra, multiplicada por 10, expresará el recuento total 
de gérmenes por gramo o mililitro.

	� NORMAS ISO

ISO 4833-1. Microbiology of the food chain. Horizontal method for the enu-
meration of microorganisms. Part 1: Colony count at 30 °C by the pour plate 
technique. Amendment 1: Clarification of scope.

ISO 4833-2. Microbiology of the food chain. Horizontal method for the enumer-
ation of microorganisms. Part 1: Colony count at 30 °C by the surface plating 
technique. Amendment 1: Clarification of scope.
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4
RECUENTO DE MICROORGANISMOS 

PSICROTRÓFICOS
Rosario Pascual Anderson

Microorganismos psicrotróficos son los que pueden formar colonias visibles (o 
enturbiamiento) a temperaturas de refrigeración. En términos generales, psi-
crotrofo significa desarrollo a bajas temperaturas, por lo que, en un sentido 
amplio, son psicrotróficos todos los microorganismos que pueden crecer y mul-
tiplicarse en frío.

De forma más concreta, se puede decir que son psicrotróficos los microorga-
nismos que exigen o toleran temperaturas bajas para su crecimiento, comprendi-
das entre 4 y 20 °C. Para ser más precisos, serían psicrotróficos los gérmenes que, 
aunque se multiplican a temperaturas propias de refrigeración (0 y + 6 °C), su 
temperatura óptima de crecimiento se estima entre + 10 y +20 °C; son psicrófilos 
los que exigen temperaturas bajas y tienen su óptimo crecimiento a 0 °C o sus 
proximidades.

Dentro del grupo de los psicrotróficos, hay especies de los géneros:
•	 Achromobacter.
•	 Pseudomonas, pigmentadas o no.
•	 Flavobacterium.
•	 Alcaligenes.
•	 Aeromonas.
•	 Klebsiella.
•	 Enterobacter.
•	 Escherichia.
•	 Proteus.
•	 Hafnia.
•	 Serratia.
•	 Acinetobacter.

Todas las especies tienen en común ser bacilos gramnegativos.
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Entre los gérmenes grampositivos, son psicrotróficos algunas especies de los 
géneros:

•	 Bacillus.
•	 Corynebacterium.
•	 Lactobacillus.
•	 Streptococcus.
•	 Staphylococcus.
•	 Micrococcus.

Hay que tener en cuenta que, entre las bacterias psicrotróficas, algunas es-
pecies son patógenas para el hombre, como Yersinia enterocolitica, Listeria mo-
nocytogenes y Clostridium botulinum tipo E. Su aislamiento necesita técnicas 
especiales.

Se entiende por recuento total de microorganismos psicrotróficos revivifica-
bles, según la técnica que se describe en este capítulo, el número de colonias 
no puntiformes que se desarrollan a partir de 1 g o 1 ml de alimento, sobre los 
medios agar King y/o agar GSP durante 5 días a temperatura de 17 °C.

	� MATERIALES Y EQUIPOS

•	 Matraces, tubos de ensayo y gradillas.
•	 Placas Petri desechables, de 90 a 100 mm de diámetro. 
•	 Asas de siembra desechables o de platino-iridio o de níquel-cromo.
•	 Asas de Drigalski. 
•	 Pipetas de vidrio o automáticas.
•	 Bolsas stomacher (opcional).
•	 Deltadiluidor con precisión 0,01 g (opcional).
•	 Autoclave capaz de esterilizar a 121 °C ± 3 °C y una atmósfera de pre-

sión.
•	 Balanza de precisión 0,01 g.
•	 pH-metro preciso a ± 0,1 unidad de pH a 25 °C. 
•	 Baño de agua capaz de operar a 44 a 47 °C.
•	 Estufas de cultivo o baño capaces de operar a las temperaturas indicadas 

en este capítulo.
•	 Contador de colonias (opcional).
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	� MEDIOS DE CULTIVO

Solución de Ringer ¼ (véase Cap. 2)

Medio agar King FG 

Composición:
Peptona 20 g

Maltosa 10 g

Fosfato potásico 0,50 g

Sulfato magnésico 0,75 g

Cloruro sódico 5 g

Agar 15 g

Agua destilada 1.000 ml

Disolver por calentamiento y agitación. Ajustar el pH a 7,0 ± 0,2. Esterilizar 
en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. Enfriar a 50 °C y añadir, aséptica-
mente, 2 ml de una solución de cristal violeta al 0,05 por 100, esterilizada por 
filtración. Mezclar bien antes de su distribución en placas de Petri.

Agar GSP (selectivo para pseudomonas y aeromonas)

Composición:

Glutamato sódico 10 g

Almidón hidrosoluble 20 g

Dihidrógenofosfato potásico 2 g

Sulfato de magnesio 0,50 g

Rojo fenol 0,36 g

Agar 12 g

Agua destilada 1000 ml

Disolver por calentamiento y agitación. Ajustar el pH a 7,2 ± 0,2. Esterilizar 
en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Enfriar a 45 °C e incorporar, asép-
ticamente, 100.000 UI de penicilina G sódica/litro. Mezclar bien y preparar 
placas de Petri.

	� TÉCNICA

Para el recuento de los organismos psicrotróficos se utilizan los dos medios selec-
tivos indicados, teniendo en cuenta la flora predominante dentro de este grupo.
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A partir de la “serie de diluciones decimales”, utilizando como diluyente 
solución Ringer ¼, se siembra, por duplicado, 0,1 ml de cada dilución, sobre la 
superficie bien seca de placas de Petri con agar King FG y/o agar GSP. Disemi-
nar cuidadosamente con asa de vidrio estéril.

Incubar a 17 °C durante 5 días. Finalizada la incubación, se cuentan, en las 
placas de ambos medios, las colonias no puntiformes que hayan crecido. El nú-
mero se multiplica por el factor de dilución de la placa elegido para el recuento. 
Esta cifra corresponde a 0,1 ml que, al ser multiplicada por 10, da el recuento 
total de microorganismos psicrotróficos por gramo o mililitro del alimento en 
estudio.

Además de los dos medios descritos en este capítulo, se puede utilizar cual-
quier medio de los que se emplean para el recuento total de aerobios, siempre 
que la incubación se realice a 5 °C durante 7-10 días.

	� NORMAS ISO

ISO 14710. Microbiology of the food chain. Horizontal method for the enumera-
tion of psychrotrophic microorganisms.



https://www.editdiazdesantos.com/libros/9788490525340/Pascual-Anderson-Microbiologia-alimentaria.htmlhttps://www.editdiazdesantos.com/libros/9788490525340/Pascual-Anderson-Microbiologia-alimentaria.html

5
DETECCIÓN Y RECUENTO DE 
ENTEROBACTERIAS TOTALES

Rosario Pascual Anderson

Los miembros de la familia Enterobacteriaceae son microorganismos de for-
ma bacilar, gramnegativos, aerobios y anaerobios facultativos, no esporulados, 
móviles o inmóviles, que fermentan la glucosa, reducen nitratos a nitritos, son 
citocromo oxidasa negativos y crecen en medios que contienen sales biliares. De 
los integrantes de esta familia, unos fermentan la lactosa y otros no.

Las Enterobacteriaceae son indicadoras de contaminación fecal, y su uso 
como “índice” ha adquirido gran aceptación en Europa. Se utilizan, pre-
ferentemente, para señalar la calidad sanitaria de alimentos procesados. Su 
presencia a niveles altos en estos productos indica elaboración poco higié-
nica, contaminación posterior a su fabricación o ambas cosas.

En productos no procesados o con tratamiento insuficiente para eliminar 
la mayoría de las formas vegetativas, es preferible el uso como indicadores de 
contaminación fecal de coliformes fecales o E. coli.

	� DETECCIÓN Y RECUENTO DE 
ENTEROBACTERIACEAE TOTALES

MATERIALES Y EQUIPOS

•	 Matraces, tubos de ensayo y gradillas.
•	 Placas Petri desechables, de 90 a 100 mm de diámetro. 
•	 Asas de siembra desechables o de platino-iridio o de níquel-cromo.
•	 Asas de Drigalski (opcional).
•	 Pipetas de vidrio o automáticas.
•	 Bolsas stomacher (opcional).
•	 Deltadiluidor con precisión 0,01 g (opcional).
•	 Autoclave capaz de esterilizar a 121 °C ± 3 °C y una atmósfera de presión.
•	 Balanza de precisión 0,01 g.
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•	 pH-metro preciso a ± 0,1 unidad de pH a 25 °C. 
•	 Baño de agua capaz de operar de 44 °C a 47 °C.
•	 Estufas de cultivo o baño capaces de operar a las temperaturas indicadas 

en este capítulo.
•	 Contador de colonias (opcional).

	� DETECCIÓN Y RECUENTO DE 
ENTEROBACTERIACEAE EN MEDIO LÍQUIDO

MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS

Caldo triptona-soja (Tryptone Soy Broth, TSB) (véase Cap. 2)

Caldo EE de Mossel simple

Composición:

Peptona 10 g

Fosfato sódico 6,5 g

Dextrosa 5 g

Fosfato potásico 2 g

Bilis de buey 20 g

Verde brillante 0,125 g

Agua destilada 1.000 ml

Disolver por calentamiento. Ajustar el pH a 7,2. Distribuir en tubos de ensa-
yo de 16 x 160 mm a razón de 10 ml. Calentar en baño maría a 100° C durante 
20 minutos, exactamente. Enfriar inmediatamente en agua del grifo. NO ES-
TERILIZAR EN AUTOCLAVE.

Agar biliado rojo violeta glucosa 
(Violet Red Bile Glucose, VRBG)

Composición:

Extracto de levadura en polvo 3 g

Peptona 7 g

Cloruro sódico 5 g

Sales biliares 1,5 g

Glucosa 10 g

Rojo neutro 0,03 g

Cristal violeta 0,002 g 

Agar 12 g

Agua destilada 1.000 ml


