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RESUMEN

Ramfrez Negrete Marco Antonio. Manual! de Précticas de Labora-
torio para la Inspeccidn Sanitaria dec la Carne (bajo la direc=-

cidén de: MVZ., Gustavo Abascal Torres).

En este manual se presentan las técnicas de laboratorio Fisico
quimicas, Parasitol8gicas, Inmunolégicas y Microbiolbgicas més

importantes en la inspeccidn sanitaria de la carnc que se ex-—

pende a granel.
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I NTRODUCCION

Fucron desde luego los sacerdotes de muchas civilizaciones los

que iniciaran el trabajo de inspeccionar las carnes dedicadas

al consumo humano.

En el libro HindG, las leyes de ManG, se citan repetidas

veces la carne como alimento, asf como se dan normas para
los Alimentos, se refie-

su

consumo. Galeno en La Naturaleza de

re someramente a los riésgos de ingerir carne, ya que se crefa

que la carne de waca producfa Tumores, Lepra y Melancolia.
lLos Hebreos'resumen en la biblia cuanto sabfan sobre hi~

Los libros Levitico y Deuteronomic ccn

iene de los alimentos,
que se debfa y no

versiculos pelacionados con la carne

tt

P
4]

nen
se debfa comer, asf en el Levftico se puede
inmunda no se comer8 y ser& quemada al

feer "Y la carne -

gue tocase alguna cosa
fuego”™ (14).
La carne es uno de los alimentos fundamentales en la ali-

mentacibédn humana. Las protefnas que contiene son de primera

calidad para la nutricibn, pero tiene la particularidad de &ue
con mucha facilidad se contamina, se descompone y puede ser -
peligrosa para la alimentacifn de aqui la importancia de la -

higiene que se tiene que observar en la preparacibén de la car

ne, desde su origen en el campo hasta su consumo. La higiene

de la carne es muy amplia y se debe tener especial cakidado en

todas las etapas de su produccidn (3).
Los factores que afectan la carne pueden ser de raturale-

za ffsica,qufmica o microbiolégica y'parasitolﬁgica y estar -

presentes en el animal vivo, contaminacibén ”INTRA-Vitaa”, o

bien puede afectar !a carne una vez que los animales han sido

sacrificados y comstituir una, contaminacibn “Extra-Vitam”. Es
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importante sefalar que puede existir contaminacibn de ambos ti
pos en una misma carne. AGn cuando la contaminacién Intra y
Extra-Vitam son igualmente importantes, estd Gltima es més fre
cuente (6).

La carne se halla expuestaa lacontaminacién microbiana, -
desde el momento en que se desangra al animal hasta que es con
sumido. De hecho durante la faena existen numerosas fuentes
potenciales de contaminaci&ﬁ, tales como: Tejidos infectados,
ta piel de los animales, el contenido gastrointestinal, el ai
re, el agua usada para lavar la canal, los utenciliés, los di
versos.recipientes usados y finalmente el personal. '

] £quipos eépeciales; mol inos, mezc|adoras, cortadoras, y -
embutiddra%;“dfbemiﬁan microorganismos perjudiciales en ntime-
ros considerables. Tambfén el nGmero de microorganismos aumepn
ta al cdntacto de la carne con superficies en las que se han
desarrol lado microorganismos, o con otras:carnes (1,8,9,10).

A las personas que producen, transportan, almacenan y pre
paran alimentos se les |lama mane jadores de alimentos.

El manejador de alimentos que ha sido entrenado adecuada-
mente servird alimentos higiénicos sanos, que serdn nutritivos
y placenteros para quienes los consuman; pero el trabajador -
que nunca ha sido entrenado, preparard y servird alimentos -
contamihados que producirdn enfermedad y muerte.

CQnsidérando que en nuestro pafs, la falta de higiene en
la preparacién de alimentos es una verdadeba tragedia nacio-
nal. Es fundamental que las persconas que se ocupan de esto,

sepan como hacerlo correctamente. Y es la educacibén la que

en un futuro mejorard§ esta situacién (3).

Son muy pocos los rastros de nuestro pafs que reunan las
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condicianes necesarias para que tengan una funcibn adecuada.

Generalmente la carne sec maneja en el pisos. Los matanceros,

el piso, las paredes y todo el local estln siempre muy sucios

y como consecuencia siempre sale de nuestros rastros carne

contaminada (3).
En la inspeccibn sanitaria veterinaria que se efectua den

tro de la carne se reconocen tres niveles de control.
El primero de ellos se refiere a las enfermedades y condé

ciones ffsicas que guardan los animales de abasto antes del -

sacrificio.
E! segundo se refiere a los hallazgos postmortem y a las

contaminaciones de ia carne en canal y vfceras.

Cinalmente el tercero se iniciara a partir de los cambios

bioquimicos necesarios, que ocurren en el mlsculo para que se

convierta en carne, y su preparacidn para e! consumo {14).

En el primer nivel fa rutina de inspecci®n se basa enprue

bas clfnicas y propedeuticas; en el segundo la inspeccién se

basa en pruebas objetivas.macrooscopicas en la canal, apoya-

das por pruebas de laboratorio. Respecto al tercer nivel par

‘ra determinar si existe alguna contaminacibn o adulteracibn -

v sus productos, se utilizan ltas pruebas de laboratorio como

mi crobinl 6gicas, parasitol8picas, inmunolbgicas y fisicoqufimi-~
cas, de las cuales <e desprende el objetivo de este trabajo.
La necesidad de pruebas de laboratorio se fundamenta en
’la_diFicu[tad que presenta {a carné, en la que no se cuenta -
" con una serie de clementos existentes en la canal, sus frag-
mentos o las vfceras {pulmones, corazén, hrgado, bazo, rifio-
nes, intestinos, etc.) mésmos que denotan muchas . veces cam— -

bios como inflamaciones, hemorragias, congestiones, etc. que
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conllevan a un diagnfstico m&s o menos seguro.

De tal manera que el esquema de inspeccibn de la carne en
esfe tercer nivel requiere de la integracién de t&cnicas y mé
todos que auxilien al profesionista inspector a un diagnésti-
co correcto. De aquf que se proponga un modelo de pruebas -
aplicables especfficamente a la carne ya cortada que se expen
de a granel, en la que pudiéra pensarse que se ha descuidado
el manejo ulterior al rastro por parte de los sistemas de con
trol sanitario va que después de realizada la inspeccién en -
la Ifnea de matanza; en el andeﬁ»de embarque la carne no se -
mane ja con la higiene requerida, observ8ndose con frecuencia
faita de refrigeraciﬁn; contaminaci6n por deficiente manipula
cibén y transporte, y en otros casos venta de carne cuya espe-—
cie no es la ofrecida. )

En estas situaciones prdcticamente las pruebas organolep-
ticas son insuficientes para determinar la calidad sanitaria
de la carne, y es cuando el inspector sanitario a nivel de -
Frigorr?icos, expendios y transporte deben conocer la utifi-
dad de pruebas que en un momento dado pueden ser utilizadas,
mismas que le servirfn paras complementar y emitir satisfacto-
miamente un dictamen. '

AdenS§s del coneocimiento para realizar y'ytilizar las prue
bas de laboratorio, se plantea la toma de muestras, manejo vy
‘envio de las mismas al laboraterio.

Fn vista de los cruciales problemas de alimentacifn mun-~
dial que implica la necesidad de procurar suficiente alimento
a una poblacibn mundial en expansién se puede anticipar la ne

cesidad apremiante de obtener la mixima cantidad de productos
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alimenticios de origen animal reduciendo en lo posible las pér

didas ocasionadas Por microorganismos » otras causas (13).
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YOLUMEN DEL EXTRACTO DE LA CARNE (12)
Seleccibdn del método;
ta técnica es sencilta, répida de realizar y permite de-
terminar la cantidad de agua contenida por la carne.
Fundamento:
La carne se desmenuza, se agrega un reactivo extractor, se
diluye con agua posteriormente se filtra midiendo el volu~
men colectado en 15 minutos. o
Reactiveos: )
Fosfato &cido de potasic 0.2 M
Hidréxido de sodio 0.2 M
Reactivo axtractor
' 50 ml de fosfato &cido de potasio 0.2 M + 3.72 ml de hidr$
xido de sodio 0.2 ¥ con eguavdestilada cbp 200 ml
Procedimiento: :
: 1) A 15 g de carne agregar 60 ml de reactivo extractor y
diluir con 200 m! de agua destilada
2) Ajustar el pH a 5.8
3) Desmenuzar en una licuadora por 2 minutos
4) Fiitrar a través de pape! Waatman No 1 durante 15 minu-~
tos ' )
5) Medir el volumen de filtrado en 15 minutos desde el mo-~
mento én que se cae la primera gota
"Valor esténdar: L
2. 17 ml de fittrado.
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BASES VOLATILES TOTALES (12)

Scleccién del mé&todo:

La técnica es sencilla de realizar y nos permite determinar

el nitrbgeno volatil total medianpe un proceso de destila-=

cibn. ’
Fundamento:

La carae se desmenuza, se agregan reactivos y se procede a
la destilacibn por 25 minutos para determinar el nitrégeno
voldtil total.
Reactivos:
1) Oxido de magnesio 2 e
2) Alcohol octilico «5 ml
3) Perlas de ebullicién 4 perlas
Todo lo anterior en 450 m! de agua deétilada
4) Acido b&prico al 2% 50 ml

5) Indicador Wislow preparacién madre

Rojo de metilo’ .25
A <02 m! de rojo de metile se agrega alcohol al 96 cbp
10 mf.

zul de metilem

a =02 ml de azu! de metilowse agrega alcoho! 963 cbp
10 mf ~
Preparécisn de *trabajo »
Por dos pértes de rojo de metilo agregar una de azul
de metilenp.Conscrvar en frasco ambar.

8) Acido clorhfdrico ‘0.1 N

7) Acide sulflrico 0.1 N

Procedimiento:

1) Pesar 10 ¢ de cernc desmenuzada y adicionar 2 g de oxi<



2)
3)

4)
5)

©
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do de magnesio en un matraz Kjeldahl con 450 ml de agua
destilada , 4 perlas de ebullicifn y alcohol octilico
-5 mt.
En otro matraz Erlcnmeyer de 500 ml se ponen 50 ml de §
cido b8rico al 2% y 3 gotas de indicador de Wislow.
Conectar ¢! matraz Kjeldahl con el de Erlenmeyer qucz rs
cibe poniendo el tubo dentro del 4cido bérico.
Destilar 25 minutos .
Titular el destilado con 0.1 N de Scido sulfGrico o
clorhfdrico, . ;
Multiplicar el volumen de titulacién por 14 para obte-
rer ¢l total de nitrégeno vol&til como mg de N/100 g

de muestra.

valor est&ndar:
Aceptable no més ' de 16.5 mg N/100 g de muestré
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PRUEBA DE EBULLICION PARA DETECTAR OLORES ANORMALES EN LA CAR-

NE (17)

Seleccién del método:

Es rfpido y sencillo, demuestra las sustancias olorosas -
volS&tiles producidas por la putréfaccién de la carne’

Fundamento:

Un trozo de carne se mete a una olla de agua hirviendo en
la que posteriormente se determinan el olor de la carne.

Material necesario:

Agua hirviendo y uma olla.

Procedimiento: i
Un trozo de carne aplanada de 500 g se mete a una ollavéon
agua hirviendo y se tapa inmediatamente hasta lalapariéi&n
de wvaporzss de agua. Se determina el olor de carnevcdcida
o putrefacta.

Interpretacién: '

Carne putrefagta?;olpr putrefacto

Carne normal: olor & carne cocida.
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AMONIACO EN CARNE: DETERMINACION CON EL REACTIVO DE NESSLER
(17)
Seleccién del mé&todo:
La t8cnica es sencilla y permite demostrar la presencia
de amonfaco en carne putrefacta. ‘

Fundamento:
E! amonfaco presente en un lixiviado® de carne reacciona
con el preactivo de Nesefer y produce un color amarillo.
Reactivos:
1) Cloruro de Mercurio (HgCIl) al 12%
Cloruro de Mercurio 12 g disuelto an agua
cbp 100 ml!

2) Yoduro de potasio (KI) al 14.8%

Yoduro de potasio 14.8 g disuelto en agua destilada
cbp 100 ml

3);Yodhro de potasio 5 g

4) Hidréxido de sodio (NaOH) al 30%

Hidr8xido de sodio 30 g disuelto en agua destilada cbp
100 m! ! '

A una s&iuci&n de 50 m3 de Cloruro de Mercurio al 12% se
le adicionan para precipifarlo 50 mi de Yoduro de potasio al
14.8% el precipitado producido debe laverse 3 veces con . aguae.

Al precipitado se le agregan 5 g de Yoduro de potasio y
este se disuelve mezcldndolo con 65 ml de Hidr6xido de sodio
al 30%, posteriormente se le agrega agua cbp 1000 ml.

" Al cabo de 24 horas la solucién se vierte en un frasco de

color ambar y se " guarda en lugar obscuro y frfo (4° C).

S ——
® Lixiviado: Parte solubre de la carne obtenida al mezclar es
ta con un solvente.
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Procedimiento:
1) 20 g de carne sin grasa ni fascias se pican y posterior
mente se agitan vigorosamente en un Erlenmeyer con 200
ml de agua destilada se deja Lixiviar la mez¢la de car-
ne en-el agua durante unos 5 ; 10 minutos y se pasan a
través de un papel filtro recogiendo el extraéto en un
matraz Erlenmeyer. "
2) Un m! de lixiviado se vierte en un tubo de ensaye y se
le agregan 10 gotas de reactivo de Nessler y se mezclan

I nteppretacién:
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La presencia de amoniaco ocasiona un lfquido de color ama-~

rillo.
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AMONIACO EN CARNE: DETERMINACION CON EL REACTIVO DE EBER (17)
Selfecciédn del método:
ta técnica es sencilla, rdpida y nos permite demostrar la
presencia de amonfaco en la carne.
Fundamento:
La carne con amonfaco colocada a un centfmetro de distan~
cia del reactivo de Eber produce un humo color blanco.
Reactivos:
1)’ Acido clorhfdrico de peso espeéifico 1:125
2) - Alcohol al 96% -
E! alcoho!l se pone en un alcohol fmetro y se agrega
agua hasta Gue warque $0%° Et
3) Eter etflico
4)  Reactivo de Eber
Se mezclan en un frasco de tapa esmerilada 1 volumen

de &cido clorhfdrico de peso especffico 1.125 con 3

volumenes de alcohol atl 96% y 1 volumen de &ter etfli-

COs.

Procedimiento:
1) Se pipetean sobre la pared de un tubo de ensayo de 2

a 3 ml de reactivo de Eber.

2) A una tapa de goma berforada, se le pasa una varilla
de cristal cuya puata tiene forma. de ganchoren‘el que se
_insertan 10 g de carne y con esta se cierra inmediata-—
mente el tubo con el peactivo de Eber. EJ éxtremo de ia

varilla con la carne se acerca a 1 cm de distancia por

encima del reactivoa.
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Interpretacibn:

Reaccidn negativa: No se produce humo de amonfaco

Reaccibn positiva débil: El humo de amonfaco se produce en
poca cantidad y desaparcce rdpidamente.

Reaccidn positiva moderéda: Al cébo de algunos segundos
de introducida la varilla en el tubo de ensayo el hu-
mo ocupa unos dos tercios del tubo.

Reaccidn positiva fuerte: lnmediatamente después de intro
ducida la varilfa el humo ocupa todo el tubo de ensa-

YOo
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PRESENCIA DE ACIDO SULFHIDRICO EN CARNE (17)

Seleccibn del método:

Es una técnica sencilla, ripida que nos permite demostrar

la presencia de &cido sulfhfdrico.
Fundamento:

El 8cido sulfhfdrico resacciona con e! acetato de plomo ¥y

forma una mancha obscura en un papel filtro.
Reactivos:

1) Acetato de plomo (P/V)

10 g de acetato de plomo se disuelve en agua destilada
cbp 100 ml '

2) Hidréxido de potasio o de sodio al 10 % (P/V)

10 g de hidréxido de potasio o sodio se disuelven en
agua destilada cbp 100 ml

3) Acetato alcalino de plomo
A 10 ml de una solucién de acetato derplomo al 104 se
afiade una solucién de hidrbxido de potasio al 10% go—.
ta a gota hasta la. formacifn de precipitado y después
hasta disolverlo.

Procedimiento:

1) Se colocan 150 g de carne finamente picada en un matraz
Erlenmeyer con tapa esmerilada. ' ‘

2) Se introduce una tira de pape! filtro humedecido con a-
cetato alcalino de plomo hasta una distancia aproxima-
da d€ 1 cm por encima del nivel de la carne.

3) . Se tapa el Erlenmeyer y se mantiene por 15 minutos a
temperatura ambicnte.

4) 3¢ compara el papel utilizado en la §pueba con uno hu-

medecido con acetato alcalino de plomo.
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I nterpretacién: ‘
Reaccibn negativa: E! color del pape! de la prueba es simi
lar al papel humedccido con acetato alcaltino de plomo
Reaccibn positiva d&bil: Coloracibn parda en los extremos
de! papel. :
Reaccibn positivq moderada: Coloracidn parda obscura en
el borde del papel.

Reaccibn positiva fuerte: Papel de color negro.
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DETERMINACION COLORIMETRICA DEL pH (17)
Seleccién del método:
Esta técnica es sencilla y r&pida aunque no ofrece mucha
precisibn, pero es suficiente para comﬁletar los resulta-
dos obtenidos a travé€s del! examen organotéptico.
Fundamento:
A un extracto de carne se le agrega una solucién de nitro-
fenol (para o meta) y el color desarrollado se compara con
el color de las soluciones esténdar.

Reactivos:

1) Preparacién de la sotucifn madre de o-nitrcfono!

solucibn para-nitrofencel 1%
1 g de p-nitrofenol se disuelve en agua destilada cbp
100 ml '
Solucién de trabajo
A 0.3 ml de para-nitrofeno! al 1% se le agrega agua des
tilada cbp 100 ml '

2) Preparacién de la solucién madre de meta-nitrofenol
Solucién maeta-nitrofenolly
1. g de m<nitrofenol se disuelve en agua destilada cbp
100 ml!
Solucién de trabajo
A 0.3 ml de meta#*nitrofenol al 1 4 se le agrega agua
cbp 100 ml ' '

‘Procedimiento:

1) Veinte gramos de carne sin grasa ni fascias, se pican;

y se agitan vigérosamente en un Erlenmeyer con 200 ml

de agua destilada se deja lixiviar la mezcla de carne
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, en el agua durante unos S a 10 minutos y se Filtra a tra
vés de un papel! filtro Whatman recogiendo el extracto
en un matraz Erienmeyer.

2)Se pipetean 6 ml de extracto de carne en un tubo de en-
saye y se agregd 1 ml del indi;ador para o meta nitro-
fenol .

3)aA través de las perforaciones trasllcidas situadas en
el sector inferior del comparador de (Michaelis) se com
para el color del Ifquido a medir con el color esténdar

{nterpretaci6bn:
Et pH en carne fresca: 6.2 a 6.5 y puede descender hasta

5.4
Inicio de putrefaccién: pH de 6.6
Carne putrefacta: pH de 7
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MUESTREO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS PARASYTO
LOGICO ' ]
Para el diagnbstico de Triquinosis se emplean trozos de mﬁsqg
lo fresco sin agentes fijadores.

Se escogen para el diagn8stico los miisculos como: diafrag
ma, intercostales maseteros y lengua. Las muestras deben pesar
entre 0.5-1.0 gramos;

Las muestras se envian en frascos de vidrio limpios o en .

bolsas de poilietilenc selladas e identificadas refrigerando

las muestras para evitar =o dascompocicign. (19)
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$AETODO DE TRIQUINOSCOPIA COMPRESION EN PLACA
Seleccibn de! método: ’
EstS tfcnica es muy rdpida v sencilla para diagnosticar

e,
Trichinella spiralis cen carnc. '

Fundamento:
La carne se comprime entre dos placas de vidrio y poste-
riormente sc observa al microscdpio esteroscépico para
observar los quistes (19).
Material necesario:
Muestra de carne de los siguientes mé@aculos. Diafragma,
mascteros, Intercostales y lengua.
Triquinbscopio.
Procedimiento:
1) Se cortan 12 muestras de 0.5-1 g de mfisculo sin grasa
"ni tejido cenjuntivo.
2) Se colocan las muestras entre dos placas de vidric de
0.75 cm de gfbsqr y aplastan fuertemente.
3) Se observan en e! microscopio astereoscépico.
I nterpretacibn. *
Ei hallazgo dea un quiste de Triquina indica una muestra
positiva.
Cada quiste contiene generalmente s6lo una larva qﬁe al
completar su crecimiento, estf enrollada en espiral. Los
quistes miden dz 0.4 a 0.6 mm por 0.25 mm. En cgrniVOhosb

son redondos generalmente,y ovales en hombre v cerdo.(11),
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, METODO DE DIGESTION ARTIFICIAL
Selecciédn del m&todo:
Es una prueba sencilla, rdpida y su eficiencia es alta.
Fundamento:
Se digiere misculo por medio de jugo gistrico artificial

que libera las larvas de Jrichinella gpiralis enquistadas

Las cuales se observan en el microscopio (5)
Reactivos:
1) Ac. clorhfdrico 36 a 38%
~ 2) Pepsina 0.1 g

3) Jugo ofstrico artificial
Se mezclan 19 ml de 3cido clorhfdrico al 36.5 a 38%
con 0.1 g de pepsina. E

Procedimiento:
' 1) De 5 a 10 g'de carne se pican finamente y se ponen en
una gasa, sobre el embudo del aparato de Baermann.

2) Se tlena el embudo con Jugo ghstrico artificial hasta
cubrir totalmente las muestras.

3) Se celoca el parato de“Baermannmnlé incubadora a 37°C
bor 24 horas.

4) Se extrac el sedimento del embudeo del! aparato de Baer-
ﬁénn y se centrifuga a 1500 pevoluciones por minuto/10
‘minutos.

5).Se pone eisedimento en un vidrio de reloj y se observa
al microscopio (20). '

lnterpréfaciGn:
El hallazgo de una sola larva de Triquina indica una mues-

tra positiva (11).
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{DENTIFICACION DE LA CARNE POR LA PRUEBA DE INMUNODIFUSION O

PRUEBA DE OUCHTERLONY.

Seleccibn del mé&todo:
Estd t€cnica sencilla permite determinar 2specfficamente

la especie animal de la que proJiene la carnea
Fundamento:
El antfgeno y el anticuerpo migran el uno hacfa el otro
en el gel, formdndose unas lfneas de precipitaci6n'de iden

tidad, identidad parical y no identidad (4, 7).

Reactivos:
1) Gel Agar
(hongard oxaid)
2) Amortiguados de veronal p/v
_Acetato de sodio 6.5 g
Barbital sédico 8.87 g
Acido barbitfrico 1.13 o
Agua destilada cbp 1000 mi
3) Solucién salina al 0.85% p/v S
Cloruro .de sodio 0.85 y se agrega agua destilada cbp
100 @t o
Pﬁeparaci6h del gel de agar. En 70 ml de agua destilada se
disuelven 1.0 g de longard Oxoid y se calienta en-baﬁo de Marfa
También se disuelven 0.82 g de amortiguados de venonal an
25 mi de agus destifada iiéeramente caliente. Ambos,p;eparados
se ponen en un matraz volumé&trico de 100 mlrdonde se completa
el volumen hasta la maréa con agua destilada, estS solucibn se
esteriliza en autoclave a 121°C/15 libras de presién durante

10 minutos, hasta fundir el agar completamente. Se adicionan 4
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cristales de feno! como conservador y se reparten 15 ml en tu-

bos de ensaye. Estos tuvos se tapan con tapén de hule y se re-

frigeran entre 4 y 6°C hasta el momento de su utilizacibn (2).

Procedimiento:

1)

2)

'3)

4)

Trozos finos de carne 50 g.se licuan con un volumen -
igual de solucidn salina isot&nfca, se filtran y se -
guarda el filtrado en congelacién hasta su utilizacién.
Se preparan una placa con porta objetos, limpios y de-

sengrasados y se colocan en una superficie perfectamen-

‘te plana ¥y nivelada y sobre de ella se derraman con una

pipeta 5 a 6 ml de agar fundido. El agar se deja soli-
dificar poniéndolo en refrigeracibn durante 30 minutos.
Se hacen cortes en el gel de 5 mm de diamétro aproxima-

damente con una separacién entre uno y otro de 6 mm. Se

‘hace una horadacién central y cuatro alrededor, para. -

ello se utiliza una plantilla dibujada en un papel mil
métrico, donde se situan los lugares exactos.

Mediante un tubo capilar se coloca en el fondo de los
orificios un poce de agar fTundido para sellarios y'evi—
tar que los reactivos se difundan entre el gel y el vi-
drio dgl_portaobjetos, asfl comortembién para facilitar
la difusibn en el seno del! gel.

La muestra de carne se prueba con sueros inmunes: anti-—
carnero, anticerdo, anticabra, antiperro y anticaballo.
En el orificio central de la placa se colocan, el suero’
inmune vy en los orificios de alrededor se colocan las’
muestras de carne. El llenado de las horadaciones sc

hace utilizando tubos capilares.
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5) Las placas se incuban durante 48 a 72 horas a 37°C en
una cajda humedecida con un papel! filtro con solucién -
de Merthiolate para evitar la desecacibn y el desarro-
tlo de contaminacibn en el gel.

|nterpretaciéns ’

a) La fusibn de 1fneas de precipitado indica que los antf-
genos son idénticos, a eata preaccibn se |lama reaccibn
‘identidad. ST o o

b) sSf las Ifneas se cruzan entre sf, indica que los dos an
tfgenos no poseen ningln determinante antfgene en comﬁnq

'c) Cuando fas ifineas de precipitado se¢ tocdn und a otira .
sin interceptarse, estoe indica que los dos énﬁfgenos -

coinciden en algunos determinantes antigénicos, pero di

fieren en otros.
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‘MUESTREO Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA PARA EL ANALISIS MICROBIQ

LOGICO

La técnica de coleccibn de una muestra para su andlisis micrg

biol8gico establece una serie de precausiones y condiciones

que deben ser observadas a fin de obtener resultados signifis

cativos en el trabajo.

Las recomendaciones generales para obtener muestras son

las siguientes:

1)

2)

’7;4)

5)

-0

Todo el material que se use (bolsas, frascos, etc.)

" . deber&n esterilizapse en horno o en autoclave, segGn

! caso, para esto es necesario envolver el material
individualmente con papel resistente para protegeblo
de la contaminacibn.

Al colectar {a muestra, se debe evitar su contami na~-
cién ambiental con: polvo, tierra,saliva, descargas na

sofaringeas o de cualquier otra naturaleza. El recipien

te o bolsa se abrir&, lo suficiente para introducir la

muestra, hecho esto volverd a cerrarse y a cubrirse con .
e} papel que la proteja. No es reaquisito indispcadable

al empleo de mechéro de alcobol! durante la maniobra.

Es esencial que el rgbipieate y los dispositivos emplea

dos: para extraer la muestra se encuentren estériles y

“limpiosa

‘Es recomendable identificar claranente el recipiente

mediante rétulos o etiquetas (nndelebles),-antes de co
focar en &1 la muestra, a fin de evntar conFusnones.
En el informe o acta_anexa se cons:gnaré toda la infor

macién pertinente que puediera afectar la prueba o el



6)

7)

8)

9)
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significado del! resultado, a fin de que el

tome en consideracidn al desarrollar el anilisis ¢ in-
Por ejemplo la posibilidad de

laboratorio

terpretar el resultado.
la presencia de algln conscrvador en la carne, un olor
o color singulares, sus condiéiones de conservaci6n:
temperatura; protecciédn contra contaminantes, etc.

Si se trata de carne a granel, o de recipientes o pie-
zas grandes de las que hay que retirar una porcién; ob
tenorta de diferentes partes. Si se estima de interés
conveniecinte obtener muestras independientes que pudie-
ran poner de manifiesto problemas distintoes. Por ejem-
plo: no mezclar en el mismo recipienfe porciones que
muestran alguna alteracibn, atn pequeﬁa; con porciones
normales.

Transportar las muestras ds carne refrigeradas (2 a 8°
€ ). Utitlizar para el efecto hielo o hielo seco.

Se procurard,“que el agua de deshielo no alcance la ﬁé
pa de la carne o que de alguna manera contamine estf.
Es recomendable el empleoc da bolsas para evitar zstos
inconvenientes.

Transportar las muesstras lo m8s rapido posible al la-

boratorio (15, 18)m
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CUENTA DE BACTERIAS MESOFILICAS AEROBICAS
Fundamento;
Esta técnica permite contar {as unidades formadoras de co-~
fonias (UFC) mesofflicas que se desarrolfan en un medjo de
i ncuba-

cultivo, despufs de cierto tiempo y temperatupra de

cibne.
Reactivos y medios de cultivo:

1) Solucién madre amortiguadora de fosfatos p/v
Fosfato &cido de potasio 34 g
Agua destilada cbp 500 al
Esterilizar 20 minutos a 121°C
Praparacifin madre de la soluci8n amortiguadora de Fosﬁi
tos. » '
Disolver el fosfato en agua destilada y ajustrar el pH
7«2 con hidréxido de sodio 1 N; se utilizan aproximada-
mente 175 m! llevar a un litro de agua destilada esterj
lizar 20 minutos a 121°C v conservar =n refrigeracién.
Solucibn de trabajo: Tomar 1.25 dgAla soluci8n madre y

llevar a un ltitro de agua destilada y esterilizar 20 mi
nutos/121°C. . ’
'2) Agar triptona de levadupa¥®

Procedimiento: ‘
1) Distribuir las cajas de petri estfriles en la mesa de -

trabajo de manera que su inculacién, ia adicién de los

medios de cultivo y¥ su rotacibn, se pueden realizar.cé-

moda y libremente. Marcar las cajas en sus tapas con
los datos pertinentes previamente a su. inoculacién.

1) Treparacién do la mucsstra. Se pesan 10 g de carne obte=-

¥ Merck. S. A.
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5)

6)

7)
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nidas de diferentes partes de la nuestra auxili8ndose de
cuchara, cucharilla, abatelenguas, espdtula o cuchillo
estéril. Se transfieren a un vaso de licuadora estéril
- agregar 90 ml de solucién diluyvente calentado a 20°C.
Se licuan durante 1 a 2 minuto; hasta obtener una sus=-
pensién homog€nca. Se puede sustituir el tratamicnto
con licuadora, haciendo uso de mortero estéril y proce-
diendo de tal manera que se logre una suspensién comple
ta y homogfnea de la muestra. Posteriormente hacer di~
luciones decuples 1:9
Se transfiere 1 ml de la muestra de cada una de las di-
fuciones a cajas de petri estériles, con la punta de fa
pipeta al fondo de la caja mientras escurre el Ifquidoa.
Se agregan 12 a 15 m! de (agar - triptona) fundido y man=-
tenido a temperatura de 45° a 48°C en bafio de agua.
Se mezclan el medio con la muastra (6 movimientos de de
recha a izquié;da,'ﬁ en sentido de las manecillas del -
reloj, 6 en sentido contrario y 6 de atrds a adelante)
sobre una superficie lisa y horizantal y ciudande que
el medio nc moje fa cubierta de las cdjas. Se dejan ao
lidificar y se preparan testigos del medio sin inéculo.
El tiempo transcurrido desde el nowewto que la muesstra

se incorpora al diluvente, hasta que se adiciona el me-~

"dio de cultiveo a las cajas, no deber8 pasar de 20 minu=-

tos.
Se incuban las cajas en posicién invertida (las tapas a.
abajo) durante 72 horas y a 22°C.

Se cuentan todas las colonias desarrolladas en las pla-
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cas incluyendo las colonias puntiformes que se observan
con el lente de aumento y de la cuadrfcula de un conta-
dor.,-

8) Multiplicar la dilucidn por el nmero de UFC para olte-—
ner el nGmero de colonias por gramo de muestra (15, 16,
18).

Interpretacién: .

La cuenta de UFC en carne fresca no debe serp»2 X 106 urc/g

Las cucntas de coloniasp2 x 106/9 de caﬁne indican faltlas

en el almacenamiento o que las muestras de carne han sido

mane jadas en malas condiciones senitarias (15, 16).



30

Aislamiento de Staphylococcus aurcus en carne

Fundamento:
fas colonias de staphylococcus aureus que se desarrollan

en ¢l medio Baird-Parker son negras, circulares brillantes,
convexas, de 2 a 3 mm de diametro y!rodeadas por una zona
clara en el fondo del medio opaco.

Reactivos ¢y medios de cultivo:
=~ Medio de Baird-Parker

~ Agar azul de toludina DNA -

- Caldo infugién cerebro coéazén

1)Solucién éadre amortiguadora de fosfatos p/v
Fosfato &cido de potasio 34 9
Agua destilada cbp 500 ml
Esterilizar 20 minutos a 121°C
Preparacién madre de la solucibn amortiguadora de fosfa-
tos. )
Disolver el Fosfééo en agua destilada y ajustar el ¢H
7.2 con hidpéxido de sodio 1 N; se utilizan aproximada-~
mente 175 ml llevar a un litro de agua destilada esteri
tizar 20 minutos 3 121°C y conservar en eefrigeracidas
Solucién de trabajo: Tomar 1.25 de la solucién madre ¥
llevar a un litro de agua destilada y'esterilizar 20 mi-
nutos/121°C, » ’ '

_Procedimicﬁtq:

1) Tomar de varios pedazos de carne de diferentes partes '
de muestra, alrededor de 250 g. De allf tomar 10 g y
hombgenizar perfectamente, en un licuadora o mortero
con 90 ml de soluciébn amortiguadoha de fosfatos y li-

cuar durante 2 minutos €sto constitu,e una dilucién 1:10
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2) Fundir los medios a una temperatura de 121°C, en el au-~
toclave o la olla express, cesar el calentamiento inme-
diatamente después de que se alcance la temperatura.
Dejar que se enfrien a temperatura ambicnte hasta una ~
temperatura de 55 + 5°¢
Se mantiéne la temperatura sumergiendo los tubos en un
baXo de agua de 45 + 1°C para mantenerlos fundidos (no
se conserve por mis de 3" horas a est§ temperaturé)
Se distribuyan las cajas estériles en la mesa de traba-
Jjo sobre una superficie lisa y bien nivelada. Se marcan
las cajas con agar con loeg datcs nccesarioss

3) Se transfieren 0.2 ml de las diluciones 10-1, 10-2, 107

3
a las placas con agar Baird-Parker.
Distribuiye el inSculc sobre la superficie de! agar con
una varilla de vidrio doblada en &ngulo recto estériles
utilizando una para cada dilucién. )
Se dejanAlas cajas en esta posicidn hasta que el inécu-
lo sea absorbide, para lograr esto las placas se- pueden
colocar a 35°C en una incubadora por aproximadamente -~
una hora. DespuSs sc invierten fas blacas para fncubar
durante 45 a 48 horas a 35°C
interpretacién:
La presencia de colonias negras indican la presencia S.
aureus. Esto es usualmente producido por contaminacién hy
mana.
Para confirmar la presencia de S. aureus se seleccionan -
las placas que tengan entre 20 y 200 colonias y se hacen

las pruebas dc coagulasa y termonuclcasa.




Pruckas especiales:
Prueba de coagulasa.

Se siembran las colonias en tubos con 0.5 m! de caldo in
fusibn cerebro &oraz&n. Se incuban a 35°C durante 24 horas.
Al mismo tiempo se inoculan como testigo en la misma foras, ca
pas conocidas de S. aurzsus y S. epidermidis.

Se agragan al cultivo 0.2 ml-de plasma de conejo dilufdo
volumen a volumen con soluciédn salina fisioldgica (0.85%).

Se incuban en un bafo dz agua a 35-37°C y observar a intepr
valos de una hora durante seis horas.

I nteprpratacibn:
Prueba positiva: Formacién de codgulo total de la mezclia.
I nformar la cuenta de S. aurecus coagulasa positiva.
Prueba de termonucleasa: ,

La produccién de nucleosa termoestable es uns prioridad
caracterfstica de casi todas las cepas de S. aureus.

La prueba es r&pidg y_senc}lla y permite confirmar su pre
sencias«

En un portaobjetos Iimpio,lge agregan 3 mi de medio agar
azu! de toludina DNA Fundido. Se esparcen por'toda la super-
ficie ¥y se deja solidificar. Se hacen perForac:ones de 2 mm
de diametro, con una pvpeta pasteur.

Se calienta el cultivo de caldo infusi8n cerebro corazén
(BHI) en baflo de agua caliente a 100 °C durante 15 munutos.

Se transfiere una gota de cada tubo a un orificio de la
laminilla sin olvidar los testigose.

Se incuba en c¢4dmara humeda durante 4 horas a 35°C
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| nterpretacibn:

La paricibn de un halo color de rose alrzdedor de la per-
foracibén sc¢ considera una prueba npositiva a termonuclcasa.

E! nidmero de UFC en 2l producto sz obtiene multiplicando

la difucibn seleccionada v =1 volumen inoculade (15, 16, 18).
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ATSLAMIENTO DE SALMONELLA EN CARNE
Fundamento:
Las Salmonzllas prescntes en un homegenizado de carne sem
"brado en madios de cultivo salectivos producen éolonias
caracterfsticas.
Medios de cultivo:
Agares: Verds brillante

Sulfito de bisimuto
XLD
.88

Caldos de enriquesimiento:
Caldo sclenito cistina
Caldo tetrationato
Caldo lactosado
Reactivos
1) Solucién verde brillante al 0.1% P/V
Yerde brillante 0.1 g
Agua destilada estSril epb 100 mi
Estarilizar 15 ninutos a 121 °C/ 15 tlibpas de presibn

2) Solucibn yodo-yoduro

- Cristales de yodo 6.0 g
Yoduro de potasco 5.0 g
Agua destilada 20 mi
Esterilizar 15 minutos a 121°C

TT73) ‘Selucibn madre amortiguadopa de fosfatos P/V /.
FosTato &cide de potasio 34 g
Agua destilada cbp 500 mlrl
Esteriltizar 20 minutos a 121°C
Freparacién de Medv@  de la solucién amortiguadora de
rosfFatos

Disolver el fosfato en agua destilada  ajustar 2! pH
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7-2 ‘con hidréxido de sodio 1 N; se utilizan aproxima-
damente 175 ml llevar a un litro de agua destilada es
terilizar 20 minutos a 121°C y conservar en refrigera
cibn. Tomar 1.25 ml v tlevar a 1 litro de agua desti-

lada v esterilizar 20 minutos/121°C - pava soun.ne T\'a\!ayh

Procedimiento: .

1) Cortar la envoltura que contiene la muestra con tijeras
estériles para no contanminar el intericr de la muestra.
Tomar varias partes de muestra de carne aproximadamen-
te 250 g ¥ dc cesto homogenizar 10 g con 90 m! de solu-
cibn amortiguadora. Esto da !z dilucisén ‘0_1 hacer di-

fuciones decuples 139

2) Se pasan 15 ml de la muestra homogenizada a un vaso de
licuadora y se agregan 125 ml de caldo de tetrationato
con solucibn verde brillante al 0.1% y solucién yodo= .
vodupro y se licuan durante 1 minqto: Posteriormente se
transfieren a un tubo y se incuban a 43°C por 24 horas.
Se repite la operaci8n agregando a lda otros 15 ml de
muestra 125 ml de caldo selenito custlna.

3) Se agitan los Frascos de cultivo anteriores con una -
asa se siembra por estrfas para obtener colonias aisla
das, sobre la superficic de cuando nienos 2 cajas de me
dios diferenciales selectivos por cada frasco. Los me-
dios utilizados pueden ser agar‘verde brillante,agar
sulfito de bisimuto, agar XLD o agar SS.

4) Las cajas inoculadas se incuban a 25°C durante 24 ho-
ras.

I nteppretacibn;

Las colonias sospechosas de Salmonella se observan como
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sigue;

Agar verde brillante: Colonias rojas o rosas rodeadas de

medio rojo.

Agar sulfito bisumuto: Colonias rojas o rosas rodecadas de

medio rojo.

Agar XLD: Colonias de color rojo generalmente con el cen

tro negro por la produccién de HZS

Agar 8S: Las colonias son traslGeidas, transparentes u

opacas, algunas veces con un centro negro.

La muestra es positiva con una sola colonia de Salmonella

Confirmacién bioqufmica:

= Reactivo de Kovac

P. dimeti | —aminobenzaldahido - 5 g
Alcohol amflico 75 ml

Ac clorhfdrico concentrado 25 ml

Se

disuelve el p-dimetil-~aminobenzaldehido en alcoho! aml

lico y después se agrega el Ac.cloriifdrico lentamente la solu

cibn se debe conservar en frasco ambar.

Procedimiento:

1)

3)

Se sclecciconan 2! menos 2 colonias sospechosas de cada
placa, bien aisladas de otras colonias.

Se transfieresn con una asa, a una scric de tubos de
avar, LIA, SIlM, caldo surraco y caldo manitol,'fSl .

Incubar a 35°C por 24 horas.

Interpretacibn:

Las celonfas de Salmonella. producen la siguiente rcaccidn

Agar TSi. En el fondo sc observa la fermentacidn de la

glucosa, puede haber burlbujas de gas y coloracién nc-



Ngar

Agar

a7
gra por la produccibén de st-
La superficie del medico no debe cambiar pevwhaber fer
mentaciébn de lactosa.
LiA: Coloracién pGrpura del medio por descarboxilacién
de lisina, a veces se observa produccién de st colo-~
recando de negro.
S1M: Se observa produccibdn de 1,s (coloracibn negra)
produccibén de indo! negativa (con reactivo de Kovac)

Sz observa movilidad por crecimiento nebuloso.

=3

Calde surraco: No cambia la coloracibn del medio por ne

fermentar la sacarosa ni hidrolizar la urea.

Caldo manitol: Fermentacidn positiva con vire del indica~

dor a amarillo (15, 16, 18),
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