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““LLeeaavvee  oonnllyy  ffoooottpprriinnttss..    TTaakkee  oonnllyy  mmeemmoorriieess..””11  

  

  

  

““TTiimmee..    SSuucchh  aann  iinnvviinncciibbllee  eenneemmyy,,    

ssuucchh  aann  iinnddiissppeennssaabbllee  aallllyy..””22  

  

  

  

AA  mmiiss  ppaappiirriinnggooss  yy  aavviiss.. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

                                                 
1 Newcomb, Robert (2002).  The Fifth Sorceress (Volume I, Of the Chronicles of Blood and Stone).   Estados 
Unidos:  Ballantine books. 
2 Newcomb, Robert (2002).  The Fifth Sorceress (Volume I, Of the Chronicles of Blood and Stone).   Estados 
Unidos:  Ballantine books. 
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RReessuummeenn  

El objetivo principal de este proyecto es el de evaluar la factibilidad para 

la utilización de métodos microbiológicos rápidos para la detección de 

microorganismos patógenos en la industria de las botanas. 

En conjunto a la disminución de tiempos de respuesta obtenida se 

espera una reducción de costos en la elaboración de la prueba y una 

mayor facilidad en la interpretación de resultados. 

Se compararon las metodologías oficiales o tradicionales para la 

identificación de Salmonella y la determinación de Coliformes Totales y 

E. coli por Número más Probable y Vaciado en Placa, contra los métodos 

alternativos de Filtración de Membrana con Retícula Hidrofóbica y la 

utilización de Agares Cromogénicos, además se evaluó el desempeño de 

los métodos en producto terminado y en materia prima obteniéndose los 

siguientes resultados: 

� No se encontró una diferencia estadísticamente significativa entre los 

métodos alternativos propuestos y el método oficial para la 

identificación de Salmonella tanto en materia prima como en 

producto terminado, por lo que el método oficial puede ser  sustituido 

por alguna de las alternativas propuestas.  

� Se considera que la mejor alternativa para implementarse, es la que 

consiste en la utilización de Agar Cromogénico, ya que además de 

obtenerse una reducción de tiempos y costos de prueba, sino que no 
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requiere la compra de equipos e implica menor trabajo para los 

analistas. 

� En el caso de la determinación de Coliformes Totales y E. coli se 

observó que no existe diferencia estadísticamente significativa entre 

la utilización de los diversos métodos, por lo que se considera que la 

mejor alternativa para sustituir a los métodos tradicionales son 

aquéllos en los que se utiliza Agar Cromogénico. 
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IInnttrroodduucccciióónn  

Una de las principales desventajas de la realización de las pruebas 

microbiológicas en el sector de los alimentos, es que éstas requieren 

demasiado tiempo, ya sea en las operaciones de preparación y proceso 

de la muestra o durante su incubación, por lo que la obtención de 

resultados se prolonga.  Además, este tipo de pruebas son demasiado 

costosas.   

Por esta situación surgió la necesidad de encontrar otras alternativas 

que puedan facilitar el trabajo y al mismo tiempo que agilizar la 

obtención de los resultados confiables, los cuales tienen impacto no sólo 

en el ámbito económico, sino también en la toma de decisiones. 

Partiendo de esta premisa se decidió enfocarse en la evaluación de 

algunas metodologías rápidas para la identificación y en algunos casos 

la cuantificación de microorganismos patógenos que tienen gran 

importancia para la industria de los alimentos, Salmonella spp.,  

Coliformes y E. coli los cuales están dentro del grupo de los 

microorganismos indicadores (aunque en el caso de E. coli algunas de 

sus cepas son consideradas como patógenos para el hombre).  Con la 

finalidad de poder incrementar la capacidad de análisis del laboratorio 

con lo que se podrán procesar de manera confiable un mayor número de 

muestras, y se logrará así una mayor productividad en el mismo.  El 
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sector específico en el que se centró este trabajo es el de la Industria de 

las Botanas. 
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AAnntteecceeddeenntteess  

Para facilitar el entendimiento del lector sobre los aspectos de los que se 

trata este trabajo, se ha decidido dividir la información en diversas 

secciones las cuales presentan generalidades sobre los temas principales 

a tratar: 

¿Qué es una Validación? 

Una validación es un proceso con el cual se demuestra con evidencia 

documentada que una metodología o procedimiento genera resultados 

confiables.1 

Existen tres tipos o tres estrategias que comúnmente son utilizadas para 

el proceso de una validación que son:  Validación Retrospectiva, 

Validación Concurrente y Validación Prospectiva.2 

Validación Retrospectiva: Este tipo de validaciones se usan 

principalmente cuando el producto ya ha sido distribuido y se desea 

analizar para saber en qué punto del proceso se pudo generar una 

desviación, la cual generó una falla en la calidad del producto.  La 

información que se utiliza es acumulado de producción, pruebas y datos 

de control.   

Validación Concurrente: Este tipo de validación corresponde al 

proceso de la recolección y evaluación de la información recolectada 

                                                 
1 NOM-059-SSA1-1993 
2 Keener, 2006 
 



 16 

sobre algún proceso y la aplicación de éste.  Este tipo de validaciones se 

aplica cuando se realiza una variación en un procedimiento o método ya 

validado con anterioridad. 

Validación Prospectiva:  Este tipo de validaciones, a diferencia de las 

dos anteriores, requieren un plan para el muestreo, recolección y 

evaluación de los datos. Este tipo de validaciones se utilizan para 

aprobar nuevos métodos o nuevos procedimientos.  Su principal 

aplicación es para determinar qué tan confiable puede ser un 

procedimiento o método y garantizar que el producto que se va a liberar 

es seguro.   

El problema que se plantea en este trabajo requiere de este tipo de 

validación. 

El proceso de una validación se divide en dos grandes etapas, una etapa 

precolaborativa y otra etapa colaborativa.  La parte precolaborativa es la 

etapa en la que se realiza la prueba de la matriz en un solo laboratorio, 

mientras que la etapa colaborativa se realiza antes de la implementación 

para poder correlacionar los resultados entre distintos laboratorios.  

Para los objetivos de este trabajo únicamente se realizó la validación en 

la etapa precolaborativa. 

Validación de los Métodos Microbiológicos de Ensayo3 

                                                 
3 Guía Para la Acredicación de Laboratorios que Realizan Análisis Microbiológicos, 2002 
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Lo que uno espera de una validación es que ésta refleje en sus 

resultados condiciones reales del ensayo que se esté realizando.  Es por 

eso que se requiere utilizar producto contaminado, ya sea naturalmente 

o por inoculación.   

¿Qué se valida?  En el caso de los métodos de carácter microbiológico, 

la validación dependerá del método en si; es decir, si se está utilizando 

un método nuevo, se validará para ver si funciona.  Y en el caso de que 

sea un método existente y si va a utilizar en alguna matriz alimentaria 

con la que no se ha probado el método, lo que se valida es la matriz y la 

aplicación de éste. Para el caso de este trabajo, lo que se realizará es 

una validación de una matriz. 

En el siguiente esquema se presentan las semejanzas y diferencias 

entre los requerimientos para validar un método cualitativo y uno 

cuantitativo. 

Exactitud Relativa,

Limite de detección

Sensibilidad,

Exactitud

Especificidad,

Desviación 

Positiva,

Desviación 

Negativa,

Reproducibilidad,

Repetibilidad,

Efecto Matricial
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No se debe olvidar que los resultados deben ser evaluados con métodos 

estadísticos apropiados, los cuales permitan determinar si existe o no 

una diferencia en los resultados atribuída a la  matriz que se está 

utilizando.  

Si se observa con atención el diagrama anterior, algunos de los criterios 

que se busca evaluar en estas pruebas son la reproducibilidad y la 

repetibilidad, lo que impide utilizar las muestras que poseen una 

contaminación natural, debido a que disminuyen estos dos factores.  

Esta disminución se debe a que en la muestra no habría una distribución 

homogénea de microorganismos, además de que se pueden encontrar 

factores de variabilidad bioquímica y/o fenotípica del mismo 

microorganismo, el tipo de matriz o alimento; y la flora acompañante 

que puede ser competitiva o contaminante. 4 

Tampoco es recomendable utilizar las cepas de cultivos puros que 

fueron aisladas en el laboratorio ya que, como se mencionó, puede 

haber una variación debida a que el microorganismo puede tener un 

origen variable o  desconocido.  Aunado a ésto, se debe hacer una gran 

inversión en preparación de material y de tiempo los cuales se utilizan 

para  verificar frecuentemente el fenotipo y las características 

bioquímicas.  Por lo tanto, se recomienda la utilización de cepas de 

referencia o de colección. 

                                                 
4 Food Safety Magazine.  Food Safety Insider 2006 
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El beneficio que ofrecen estas cepas es que, no sólo son material de 

referencia, sino que también se encuentran estandarizadas y se 

presentan por lo general en forma de pellets que son fáciles de usar.  

Esto permite efectuar rastreabilidad de la cepa no sólo a un nivel local, 

sino que se podría tener a un nivel global. Por último, se puede detectar 

si existió una contaminación ya sea de la muestra o una contaminación 

cruzada en el laboratorio. 

Además existen otras operaciones a realizar como: 

Mantenimiento:  Corresponde a ejercicios de evaluación del 

procedimiento con terceros.  Lo que se evalúa o compara son los datos 

provenientes de ejercicios ínter comparativos o de validaciones 

realizadas por el proveedor, también puede incluirse aquí la recopilación 

de datos de la validación de kits utilizados. 

Demostración:  En esta etapa se demuestra que el método alternativo 

puede cumplir las mismas especificaciones que el método original.  Esto 

mediante la comparación utilizando un diseño de experimentos y un 

análisis de resultados con métodos estadísticamente validos. 

Verificación:  Periódicamente se evalúa que el método siga 

cumpliendo el parámetro determinado.  Esta evaluación se hace 

utilizando muestras inoculadas y material de referencia como puede ser 

la utilización de cepas microbiológicas de colección o la utilización de 

matrices representativas. 
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Cabe mencionar que para los objetivos de este trabajo no se encuentran 

contempladas las operaciones de Mantenimiento y Verificación.  Esto se 

debe al periodo de tiempo en que se encuentra acotado este trabajo.  

Técnicas para Análisis Microbiológico 

Siembra en Profundidad o Vaciado en Placa5 

La Siembra en Profundidad (SP) o Vaciado en Placa (VP)  es una técnica 

que tiene dos principales usos:  el poder enumerar microorganismos 

viables y hacer separación física de  los mismos. 

Esta técnica es de las más usadas en la cuantificación de 

microorganismos comparada contra de microscopía, debido a que el 

tamaño de la muestra es mayor y a que la mayoría de las técnicas de 

cuantificación microscópicas únicamente cuantifican microorganismos 

totales, mas no indican cuál es el número de microorganismos viables.  

Además el VP es un método más sensible debido a que en el caso de la 

detección de bacterias, se permite que una bacteria se amplifique a ella 

misma al generar una colonia.  Es por eso  que se parte del supuesto de 

que una bacteria viable es equivalente a una unidad formadora de 

colonias. 

En esta técnica lo que se hace es preparar una suspensión microbiana y 

posteriormente se hacen diluciones decimales. De cada suspensión, ya 

sea la inicial o una dilución, se toma una alícuota que por lo general, 

corresponde a un mililitro que se coloca en una placa de Petri. 
                                                 
5 Prescott, 2003 
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Posteriormente se le adiciona agar fundido a una temperatura entre los 

45 y 50ºC, con la finalidad de evitar generar un shock térmico a las 

bacterias que las podría dejar en un estado no viable (como sucede en 

el caso de los psicrótrofos); ya mezclados el agar y el inóculo se agita la 

placa suavemente para así garantizar una distribución homogénea del 

inóculo y una separación física entre las bacterias.   

Es importante no olvidar que el tiempo de incubación posterior a que el 

agar solidifique con el inóculo, la temperatura de incubación y el tipo de 

agar que se utilice para esta técnica dependerán del grupo microbiano 

que se desee buscar. 

De los resultados que se obtengan de esta prueba, habrá que considerar 

que cada colonia que se genere corresponderá a un microorganismo, 

aunque no se debe de olvidar considerar los factores de dilución en la 

interpretación de los resultados. 

Número Más Probable6 

La técnica del Número Más Probable (NMP) es otro método para la 

enumeración de microorganismos viables, que se encuentren en bajas 

concentraciones. 

Esta técnica consiste en la inoculación de una serie de tubos por dilución 

que, no sólo son de tipo decimal, sino que deben de ser tres diluciones 

consecutivas, por ejemplo: 10-1, 10-2 y 10-3. 

                                                 
6 Adams, 2005 
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Ya inoculados los tubos, éstos se incuban y, al igual que en el caso 

anterior, el tiempo y temperatura de incubación y el tipo de medio 

selectivo dependerán directamente del grupo microbiano que se desee 

aislar. 

La prueba consiste en realizar un conteo de los tubos que se consideren 

positivos.  Por lo general el criterio para la definición de un tubo positivo 

es que se observe crecimiento o en casos específicos se observe 

formación de gas por la utilización de algún sustrato en una campana de 

Durham.  Posteriormente, con el número de tubos positivos por dilución 

debe recurrirse a una serie de tablas o programas estadísticos que 

proporcionen un número aproximado de microorganismos presentes a 

un nivel de confianza definido. 

Filtración de Membrana con Retícula Hidrofóbica7 

La Filtración de Membrana con Retícula Hidrofóbica (FMRH) es una 

técnica que corresponde a una variación del NMP.  La diferencia principal 

estriba en que en vez de inocular series de tubos de diversas diluciones, 

la suspensión o dilución de la muestra se filtra a través de un filtro de 

membrana reticulado.  A diferencia de los filtros de membrana comunes, 

la retícula es hidrofóbica con lo que se forman pequeños 

compartimientos para que sean aislados los microorganismos. 

                                                 
7 Adams, 2005 
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Ya filtrada la muestra, el filtro de membrana se coloca sobre una placa 

con agar selectivo y se incuba, para después contar la cantidad de 

recuadros en los que se observe crecimiento y se recurre a tablas 

estadísticas para poder determinar un número aproximado de 

microorganismos viables en la muestra. 

La principal diferencia entre el NMP y la FMRH radica en que en la FMRH 

se tiene un mayor número de compartimientos de prueba.  Dependiendo 

del número de recuadros que haya en la retícula corresponderá al 

equivalente de números probados.  Por ejemplo: los dos tipos más 

comunes de filtros de membranas pueden contener 1600 o 36 cuadros, 

con lo que se puede decir que el resultado obtenido representará el 

haber inoculado 1600 tubos de la misma dilución. 

Agar Cromogénico8 

Este tipo de método rápido fue el primero utilizado por la industria de 

los alimentos debido a que se requería satisfacer una demanda para 

obtener resultados más rápidos así como facilitar la identificación 

certera y precisa de algún microorganismo específico. 

La manera en que funcionan este tipo de medios es muy semejante a 

los medios selectivos clásicos, en donde se genera un ambiente que 

inhibe a la mayoría de la flora acompañante al adicionar agentes 

selectivos, los cuales pueden ser un sustrato o un compuesto específico.  

                                                 
8 Food Safety Magazine.  Food Safety Insider, 2003 
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Además de seleccionar qué tipo de microorganismos crecerán en el 

medio los agares cromogénicos ponen en evidencia alguna o algunas 

vías, rutas o reacciones metabólicas específicas de un microorganismo.  

En este caso, lo que se pone en evidencia es la utilización o no del 

sustrato o compuesto específico mediante una señalización.  Esta 

señalización se lleva a cabo mediante una reacción enzimática la cual 

genera una coloración en la colonia, si ésta lleva a cabo la vía 

metabólica y otro diferente si el microorganismo no la realiza.   

No sólo proporcionan como ventaja la disminución en tiempo de 

respuesta y liberación de producto, sino que permite identificar al 

microorganismo de manera más rápida y sencilla.  Con esta forma de 

selección se reducen los costos debido a que se disminuye la necesidad 

de identificar colonias para así determinar dicha colonia sea o no el 

microorganismo. 

Microorganismos 

Microorganismos Indicadores9 

Los microorganismos indicadores son un grupo de microorganismos que 

al ser identificados, reflejan de manera indirecta el estado de un 

producto desde el punto de vista de su calidad (vida de anaquel del 

producto) y al estado sanitario (relacionándose con la presencia de 

microorganismos patógenos). 

                                                 
9 Adams, 2005 
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Para los fines de este trabajo nos enfocaremos al criterio de inocuidad o 

de seguridad alimentaria.  Algunos de los requisitos que debe de cumplir 

el grupo de microorganismos son:   

� Ser fácil y rápidamente detectables. 

� Fácil distinción del resto de la flora. 

� Encontrarse estrechamente relacionados o asociados con la 

presencia del patógeno que se desea indicar. 

� Encontrarse siempre cuando el patógeno esté presente. 

� Poseer requerimientos nutricionales y una cinética de crecimiento 

semejante. 

� La concentración del indicador debe ser mayor en proporción a la 

concentración del patógeno. 

� Si microorganismo indicador  no se encuentra, tampoco debe 

encontrarse el microorganismo patógeno. 

Tiempo �

N
ú
m
e
ro
 �

Patógeno

Indicador

Tiempo �

N
ú
m
e
ro
 �

Patógeno

Indicador

 

Un muy buen ejemplo de este tipo de microorganismos es el grupo de 

los Coliformes. 
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Coliformes y Escherichia coli 

Para los fines de este trabajo se tomará como definición de Coliformes la 

presentada en la NOM-113-SSA1-1994:  “Coliformes, bacilos Gram 

negativos, no esporulados, aerobios o anaerobios facultativos que a 35 

ºC fermentan la lactosa con formación de ácido, ocasionando en las 

colonias desarrolladas el vire del indicador rojo neutro presente en el 

medio y la precipitación de las sales biliares”. 

El grupo de microorganismos coliformes se encuentra representado por 

5 géneros de la familia Enterobacteriaceae.  Se presentan en el 

siguiente esquema: 

 

Dentro del grupo de los Coliformes, el microorganismo más conocido y 

estudiado ha sido Escherichia coli, debido a que es un microorganismo 

que se puede encontrar dentro de la flora bacteriana intestinal del ser 

humano y se ha encontrado una alta correlación entre una 

contaminación fecal y la presencia de E. coli, además de cumplir en su 
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mayoría los criterios que deben de cumplir los microorganismos 

indicadores. 

Aunque E. coli es el microorganismo más buscado de entre los 

coliformes, la detección de Coliformes o de E. coli tiene ciertas 

limitaciones, debido a que no todos los microorganismos patógenos 

presentan una correlación tan estrecha con estos microorganismos 

debido a que algunos de los patógenos no fermentan lactosa como es el 

caso de Salmonella, Shigella y algunas cepas de E. coli principalmente 

las enteroinvasivas, como es el caso de E. coli O124. 

Otra aplicación que presenta la detección de E. coli es para definir si 

existe contaminación fecal, en esta determinación algunos de los 

coliformes crecen a temperaturas mayores, alrededor de los 44-45ºC 

con lo que gran cantidad de los microorganismos de la flora 

acompañante se ven inhibidos.  Aunque también presenta limitaciones 

como que algunas cepas de E. coli no se encuentran en el grupo de los 

coliformes fecales como es el caso de E. coli O157:H7. 

Salmonella10 

El género Salmonellae se caracteriza por que todos sus miembros son 

bacterias entéricas Gram negativas consideradas como patógenos para 

el ser humano.  Es importante notar que todos los microorganismos que 

forman parte de este género se han agrupado en dos especies, de las 

                                                 
10 Food Safety Magazine.  Food Safety Insider 2006;  Adams, 2005; Stier,  2007 
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cuales todos los miembros que afecten al hombre se encuentran en la 

especie Salmonella enterica.  En la especie de Salmonella enterica se 

pueden encontrar alrededor de 2400 serotipos y la manera en que se 

listan se explicará con el siguiente ejemplo:  Salmonella entérica 

serotipo Newport o Salmonella Newport.  De entre esos 2400 serotipos, 

alrededor de 230 serotipos pueden ser aislados de los alimentos.   

Se considera un microorganismo de gran importancia en la industria de 

los alimentos debido a que es el microorganismo del cual se reporta una 

mayor incidencia de casos de personas enfermas en Estados Unidos y 

ocupa un segundo lugar a nivel mundial, donde la incidencia de casos 

relacionados con Salmonella ha incrementado desde el año 1981. 

De manera general, la sintomatología que genera este microorganismo 

en el hombre podría determinarse por algunos de los siguientes signos y 

síntomas:  dolor y calambres abdominales, constipación, escalofríos, 

tos, lesiones cutáneas, fiebre, dolor de cabeza, nauseas, vómito, 

aparición de manchas rosadas en el abdomen, y diarrea, la cual en 

ocasiones puede presentar sangrado o mucosidad. 

Las principales fuentes reportadas para la transmisión de Salmonella a 

partir de los alimentos son las siguientes:  aderezos, agua potable, 

alimentos congelados, alimentos deshidratados, carne cruda, carne de 

ave cruda, coco, productos de confitería, crustáceos crudos, huevo, 
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leche bronca, leche en polvo, mayonesas, moluscos crudos, nueces y 

semillas, pescado crudo, pescado cocido y Sushi. 

En la literatura no se encontró nada relacionado directamente con 

riesgos microbiológicos en la industria de las botanas.  Dado que la 

mayoría de las botanas se realizan mediante la fritura, se podría 

catalogar a este tipo de productos como productos fritos11.  Dentro de 

este grupo de alimentos, tampoco se ha informado sobre casos de 

brotes de enfermedades por el tipo de proceso.  Lo que si se ha 

reportado es que existe un riesgo potencial de supervivencia de 

patógenos como Salmonella en alimentos fritos si el aceite de fritura se 

encuentra deteriorado. Otro factor de riesgo para este tipo de productos 

podría ser la utilización de los condimentos ya que estos pueden 

contener derivados lácteos y/o de hortalizas deshidratadas (como los 

chiles). 

 

 

 

 

 

                                                 
11 Stier, 2007 
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OObbjjeettiivvooss  
  

 

� Evaluar la viabilidad de la implementación de nuevas alternativas para la 

detección de patógenos en productos tipo botana y sus materias primas. 

 

� Determinar la correlación de los métodos propuestos contra las 

metodologías tradicionales u oficiales. 

 

� Proponer una alternativa que permita disminuir tiempos de respuesta y 

operaciones durante la manipulación de la muestra. 
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HHiippóótteessiiss  
 

Hipótesis General 

Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método de 

determinación propuesto y el método oficial para la determinación del 

microorganismo problema entonces este método puede sustituir al método 

oficial. 

Hipótesis Particulares 

� Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método 

de determinación de Coliformes Totales y E. coli por Número Más Probable 

y la determinación de Coliformes Totales y E. coli por NMP utilizando Agar 

Cromogénico Coli ID, entonces este método puede sustituir al método 

oficial. 

� Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método 

de determinación de Coliformes Totales y E. coli por Número Más Probable 

y la determinación de Coliformes Totales y E. coli por NMP utilizando el 

Sistema de Filtración de Membrana NEO-GRID entonces este método 

puede sustituir al método oficial. 

� Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método 

de determinación de Coliformes Totales y E. coli por Vaciado en Placa y la 

determinación de Coliformes Totales y E. coli por VP utilizando Agar 
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Cromogénico Coli ID; entonces este método puede sustituir al método 

oficial. 

� Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método 

de determinación de Salmonella y la determinación de Salmonella 

utilizando Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella; entonces este 

método puede sustituir al método oficial. 

� Si no existe una diferencia estadísticamente significativa entre el método 

de determinación Salmonella y la determinación de Salmonella utilizando 

el Sistema de Filtración de Membrana NEO-GEN en 24 horas; entonces 

este método puede sustituir al método oficial. 
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MMeettooddoollooggííaa  

Todas las operaciones se clasifican en cuatro grupos:  reactivación de la 

cepa, cuantificación del inóculo, métodos cuantitativos y métodos 

cualitativos.  Los dos primeros procesos se realizan para todas las cepas 

que se utilizan.  Los procesos para métodos cuantitativos, se realizan 

solamente para los métodos que se utilizan para la detección y 

cuantificación de Coliformes totales, mientras que en los Métodos 

cualitativos se incluyen todos los métodos para la detección de 

Salmonella. 

Reactivación de la Cepa1 

Debido a que la cepa se encuentra liofilizada, ésta debe de ser 

reactivada.  Para la reactivación, se seguirá la metodología del American 

Proficiency Institute.  

El vial que contiene los pellets liofilizados se saca de refrigeración y sin 

abrir se deja en la campana de flujo laminar para que se equilibre a 

temperatura ambiente.  Mientras tanto se precalienta la solución de 

diluyente durante 60 minutos en una incubadora a 37ºC. 

Se abre el vial en condición aséptica y se remueve la almohadilla 

desecante que se encuentra junto a los pellets liofilizados. Se vacían 

todos los pellets en la solución diluyente precalentada, se agita para que 

                                                 
1 American Proficiency Institute, Folder con Instrucciones Generales para el:  Food 

Microbiology Proficiency Testing Program 2007 1st Test Event. 
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todos los pellets se humedezcan. La suspensión se incuba por 30 

minutos a 37ºC para que el material se disuelva por completo.  

Cuantificación del Inóculo2 

Para poder realizar el estudio, se debe conocer la concentración celular 

que se inoculará.  El método mediante el cual se realizará la 

cuantificación del inóculo es el de Densidad Óptica utilizando un 

turbidímetro HATCH serie N2100, en unidades de nefelometría (NEPH).  

Por eso previo a la activación o durante a la activación, se debe realizar 

una curva de calibración, que para esta ocasión es una curva de 

McFarland.  Esta curva se realizará con una suspensión de cloruro de 

bario en ácido sulfúrico.  La preparación de la curva se realiza bajo las 

condiciones que se indican en la siguiente tabla:   

Número de tubo BaCl2 1.0% 
ml 

H2SO4 1.0% 
ml 

Número 
aproximado de 

bacterias 
representadas por 

106/ml 
1 0.1 9.9 300 
2 0.2 9.8 600 
3 0.3 9.7 900 
4 0.4 9.6 1200 
5 0.5 9.5 1500 
6 0.6 9.4 1800 
7 0.7 9.3 2100 
8 0.8 9.2 2400 
9 0.9 9.1 2700 
10 1.0 9.0 3000 

Blanco de calibración 
0 10 ml de H2O 0 

                                                 
2 Ramírez Gama, R.M.; Luna M., B.; y Tsuzuki R., G..  Cuantificación de microorganismos, 

Métodos Directos, Turbidimetría.  En Manual de Prácticas de Microbiología General, Ramírez 

Gama, R.M.. Editor. UNAM, México, D.F., pág. , 146-147. 1998. 
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La manera, en la que se realizará la cuantificación del inóculo se 

presenta en forma de listado para fines didácticos: 

1. Tomar 25 mililitros de la suspensión previamente preparada (en el 

proceso de reactivación de la cepa), e inocularlo en 225 mililitros 

de caldo nutritivo. 

2. De la misma manera, tomar 3 mililitros de la suspensión e inocular 

una celda del turbidímetro con 27 mililitros de caldo nutritivo. 

3. Realizar la lectura turbidimétrica de la celda inoculada, la cual 

corresponderá a la lectura en tiempo cero. 

4. El frasco inoculado y la celda se incuban a 35ºC durante 2 horas 

en las cuales se suspenderá temporalmente la incubación para 

determinar de nuevo la densidad óptica. Terminado la operación 

se continuará la incubación del frasco y la celda. 

5. La operación del paso anterior se repetirá de manera constante 

hasta obtener al menos 4 lecturas en ese día.  Luego se 

interrumpirá el registro de la densidad óptica hasta el día 

siguiente, para iniciar de nuevo la determinación de la densidad 

óptica periódicamente. 

6. Si no se observa buen desarrollo, se suele repetir la operación a 

las 48 horas de incubación. 
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7. Concluida la incubación el frasco y la celda se deben almacenar en 

refrigeración. 

Previo a la inoculación de las muestras, se debe recordar atemperar el 

frasco y la celda.  Registrar antes de inocular las muestras la densidad 

óptica para tener registro si hay cambio en la concentración microbiana. 

Métodos Cuantitativos 

Debido a que este tipo de pruebas son de tipo cuantitativo, se requiere 

trabajar con 4 niveles de inóculo, y para cada uno se requieren tener 5 

muestras.  Los cuatro niveles con los que se trabajó fueron: 

Nivel de 
inóculo 

Descripción 

Sin inóculo ---------- 
Bajo En el límite de detección 
Medio Un ciclo logarítmico mayor 

Alto Dos ciclos logarítmicos 
mayores 

 

Se hace notar que para cada método se requiere procesar 20 muestras, 

las cuales deben ser sembradas en cada uno de los métodos con los que 

se trabajo. 

Dentro de este tipo de métodos de prueba, se encuentran los métodos 

para la Cuantificaciòn de Coliformes.   

  

Métodos Cualitativos 

Debido a que este tipo de pruebas son cualitativas y sólo se espera una 

respuesta de presente o ausente, se requiere trabajar con 3 niveles de 
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inóculo, y se deben procesar 25 muestras, las cuales se dividen de la 

siguiente manera:   

Nivel de 
inóculo 

Número de muestras 
requeridas 

Sin inóculo 5 muestras 
Bajo 20 muestras 
Alto 20 muestras 

 

Los métodos de prueba que se encuentran dentro de este tipo de son los 

de Identificación de Salmonella.  

Debido a que la Identificación de E. coli se realiza a partir de la marcha 

de cuantificación de coliformes, se hará una excepción y se realizará el 

análisis con 20 muestras las cuales corresponderán a la inoculación de 

los métodos cuantitativos.  

Métodos Analíticos 

Cuantificación de Coliformes Totales e Identificación de E. coli por 

Número Más Probable 

Método de Referencia:  El Procedimiento Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como 

método de referencia consiste de los siguientes pasos principales: 

(a) enriquecimiento selectivo en Caldo Lauril Triptosa (CLT; 

Becton Dickinson and Company) por 48±2 horas a 35±2ºC 

(Incubadora Lab-line Instruments, Inc.  Model 310 Imperial III); 

(b) subcultivo a Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB; Becton, 

Dickinson and Company) por 48±2 horas a 35±2ºC y a caldo EC 
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(Becton, Dickinson and Company) por 24±2 horas a 45.5ºC; (c) 

subcultivo en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB; Becton, 

Dickinson and Company) por 18-24 horas a 35±2ºC; (d) 

subcultivo en medio en Agar Cuenta Estándar (Becton, Dickinson 

and Company) de 18 a 24 horas a 35°C; (e) subcultivo y 

confirmación bioquímica de colonias presuntivamente positivas 

provenientes del agar.  [Ver apéndice E] 

Metodo de Prueba 1:  Se partió del Procedimiento Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como 

método de referencia, realizando un cambio a partir del 

aislamiento en placa para la identificación con agar cromogénico.  

Los pasos principales de este método son: (a) enriquecimiento 

selectivo en Caldo Lauril Triptosa (CLT) por 48±2 horas a 35±2ºC; 

(b) subcultivo a Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB) por 48±2 

horas a 35±2ºC y a caldo EC por 24±2 horas a 45.5ºC; (c) 

subcultivo en Agar Cromogénico COLI ID (Biomérieux) por 18-24 

horas a 35±2ºC.  [Ver apéndice F] 

Método de Prueba 2:  Como segundo método de prueba se utilizó 

el método de Total Coliform / E. coli del Manual de Métodos de 

ISO-Grid.  El método consiste en los siguientes pasos: (a) 

filtración de una porción de 1ml a partir de la dilución inicial a 

través de unidad de Filtración NEO-GRID(Neogen) e incubado en 
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Agar LMG (Acumedia Manufacturers, Inc.) por 24±2 horas de 35 a 

37°C; (b) examinación del filtro para identificación de colonias 

positivas de coniformes y conteo; (c) Transferencia de la 

membrana a Agar BMA (Acumedia Manufacturers, Inc.) e incubar 

por 2 horas de 35 a 37°C; (d) Identificación de colonias de E. coli 

con luz UV (Lámpara UV UL Listed 977C).  [Ver apéndice G] 

Cuantificación de Coliformes Totales e Identificación de E. coli por 

Vaciado en Placa 

Método de Referencia:  El Procedimiento Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como 

método de referencia consiste de los siguientes pasos principales: 

(a) enriquecimiento selectivo en Agar Bilis Rojo Violeta (RVBA, 

Becton, Dickinson and Company) de 18 a 24 horas a 35°C; (b) 

conteo de colonias representativas de coniformes y subcultivo a 

Caldo Bilis Verde Brillante al 2% (CBVB) de colonias sospechosas 

por 48±2 horas a 35±2 ºC; (c) subcultivo y confirmación 

bioquímica de colonias presuntamente positivas provenientes del 

agar probadas en CBVB.  [Ver apéndice H] 

Método de Prueba 1:  Se partió del Procedimiento Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-010) utilizado en este estudio como 

método de referencia, se modificó el método al sustituir el agar 

RVBA por agar Cromogénico, con lo que se elimina etapa de 
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confirmación.  Los pasos principales de este método son: (a) 

enriquecimiento selectivo en Agar COLI ID de 18 a 24 horas a 

35°C; (b) conteo de colonias de coliformes (coloración azul) y 

colonias características de E. coli (coloración magenta – morado).  

[Ver apéndice I] 

Identificación de Salmonella 

Método de Referencia:  Los Procedimientos Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-012 y MO-PEM-013) utilizado en este 

estudio como método de referencia consiste de los siguientes 

etapas: (a) pre-enriquecimiento Caldo Lactosado (Becton, 

Dickinson and Company) por 24±2 horas a 35°C; (b) subcultivo 

del pre-enriquecimiento a Tetrationato (Becton, Dickinson and 

Company) y Caldo Rappaport-Vassiliadis (Becton, Dickinson and 

Company) por 24±2 horas a 35°C; (c) subcultivo del 

enriquecimiento selectivo a Agar Entérico Hektoen (Becton, 

Dickinson and Company), Agar Sulfito de Bismuto (Becton, 

Dickinson and Company) y Agar XLD (Becton, Dickinson and 

Company) por 24±2 horas a 35ºC incubación de 24h adicionales 

en el caso del Agar Sulfito de Bismuto si es necesario; (d) 

subcultivo y confirmación bioquímica de colonias presuntivamente 

positivas provenientes de medios selectivos.  [Ver apéndice J] 
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Metodo de Prueba 1:  Se partió de los Procedimientos Estándar de 

Microbiología (MO-PEM-012 y MO-PEM-013) utilizados como 

método de referencia, sustituyendo los medios selectivos y las 

pruebas bioquímicas por CHROMAgar Salmonella (Becton, 

Dickinson and Company); las principales operaciones de este 

proceso son: (a) pre-enriquecimiento Caldo Lactosado por 24±2 

horas a 35°C; (b) subcultivo del pre-enriquecimiento a 

Tetrationato y Caldo Rappaport-Vassiliadis por 24±2 horas a 

35°C; (c) subcultivo del enriquecimiento selectivo a Agar 

Cromogénico CROMAgar Salmonella por 18-24 horas a 35±2ºC.  

[Ver apéndice K] 

Método de Prueba 2:  Como segundo método de prueba se utilizó 

el método de Salmonella Detection del Manual de Métodos de ISO-

Grid en la modalidad de 24 horas.  El método consiste en los 

siguientes pasos: (a) enriquecimiento en Caldo SCCRAM 

(Acumedia Manufacturers, Inc.); (b)  filtración de una porción de 

1ml a partir de la dilución inicial a través de unidad de Filtración 

NEO-GRID e incubado en Agar EF-18 (Acumedia Manufacturers, 

Inc.) por 24±2 horas de 35 a 37°C; (c) examinación del filtro para 

identificación de colonias positivas de Salmonella.  [Ver apéndice 

M] 
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Método de Prueba 3:  Como segundo método de prueba se utilizó 

el método de Salmonella Detection del Manual de Métodos de ISO-

Grid.  El método consiste en los siguientes pasos: (a) pre-

enriquecimiento Caldo Lactosado por 24±2 horas a 35°C; (b) 

subcultivo del pre-enriquecimiento a Caldo Tetrationato por 6-8 

horas a 35°C; (c) filtración de una porción de 0.1ml a partir de la 

dilución inicial a través de unidad de Filtración NEO-GRID e 

incubado en Agar EF-18 por 18-24 horas a 42°C; (d) examinación 

del filtro para identificación de colonias positivas de Salmonella.  

[Ver apéndice L] 

Análisis Estadístico 

Métodos Cualitativos 

Los resultados generados por estos métodos se compararon para 

determinar si existía o no alguna diferencia entre los métodos de 

análisis mediante la prueba de la Q de Cochran3.  Esta prueba 

corresponde a una variable de χ2.  La cual utiliza el siguiente modelo: 

( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochran o

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑

∑ ∑
 

La existencia de una diferencia significativa fue medida con α=0.01.  

Métodos Cuantitativos 

                                                 
3 O’Mahony, Michael.  Sensory Evaluation of Food, Statistical Methods and Procedures. 
Marcel Dekker, Inc., Estados Unidos, pág. 105-106. 1986 
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Los resultados obtenidos con este tipo de métodos fueron comparados 

mediante un análisis de varianza (ANOVA o ANDEVA) para identificar 

diferencias entre los métodos de análisis.  La existencia de una 

diferencia significativa fue medida con α=0.01. 
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RReessuullttaaddooss  yy  DDiissccuussiióónn  

Se preparó la curva McFarland, la cual se utilizó como curva patrón 

para la cuantificación del inóculo.  Lo que se obtuvo fue lo siguiente: 

Gráfica 1:  Curva Patrón correspondiente a la Curva McFarland con regresión 

Curva Patrón (Escala de McFarland)
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En lo mostrado en la curva, las siglas D.O. corresponden a la densidad 

óptica de la muestra.  Esta fue elaborada con los datos que se muestran 

a continuación: 

Tabla 1:  Curva McFarland para la cuantificación de inóculo. 

Clave de tubo BaCl2 1% (ml) H2SO4 1% (ml) 
Número 

aproximado de 
bacterias / ml 

Densidad 
Óptica 

0 0 0 0 0.82 
1 0.3 29.7 300000000 584 
2 0.6 29.4 600000000 1287 
3 0.9 29.1 900000000 1876 
4 1.2 28.8 1200000000 2612 
5 1.5 28.5 1500000000 3568 

D.O.=(2.527706x10-6)C-201.83556 
Corr = 0.9976 
R2 = 0.995206 
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6 1.8 28.2 1800000000 4397 
7 2.1 27.9 2100000000 5290 
8 2.4 27.6 2400000000 5868 
9 2.7 27.3 2700000000 ----- 
10 3.0 27.0 3000000000 ----- 

 

Como se puede observar en los resultados no se registró la lectura de 

todos los puntos.  Esto se debe a que a partir las lecturas de las celdas 

identificadas como 9 y 10, la curva mantenía la linealidad hasta la 

lectura de la celda 8.  

Con esta curva patrón se trabajaron todos los datos obtenidos durante 

las diferentes lecturas de los inóculos. 

 

Salmonella 

Salmonella typhi 

1. Reactivación y caracterización de la cepa: 

Inicialmente en esta etapa se trabajó con Salmonella typhi (FMU 

095073 ATTC 25922), la cual fue reactivada de la forma en que se 

indicó en la metodología. Se realizó una caracterización de la cepa 

siguiendo el método oficial para el aislamiento de Salmonella, el cual 

terminó con una caracterización bioquímica.  Esta caracterización se 

realizó utilizando las Galerías API 20E de Biomérieux, obteniéndose el 

siguiente perfil:  0404540.  Este perfil se obtuvo al consultar la base de 

datos de Biomérieux para la interpretación de galerías API, y este perfil 
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se obtuvo con un nivel de confianza del 99.2%, por lo que se consideró 

como un perfil válido. 

Durante la realización de la caracterización de Salmonella typhi, se 

requirieron tiempos más largos de incubación para poder tener 

desarrollo característico, este incremento en los tiempos se atribuyó a 

que el microorganismo presentaba una velocidad de crecimiento lenta.   

Materia Prima 

2. Preparación de las muestras e inoculación: 

Para la siembra de las muestras correspondientes a materia prima, se 

utilizó como matriz alimentaria condimento, manteniéndose para el 

proceso de las muestras una proporción 1:9 (alimento: caldo de pre-

enriquecimiento). 

Se determinó la concentración del inóculo por D.O. siendo éste de 

145.48 neph, al despejar de la ecuación de la recta de la curva patrón 

se determinó que la concentración aproximada era de 

137.40x106bact/mL.  Con esa información se prepararon dos diluciones 

para inocular las muestras: 

Dilución 1: 

Para su preparación se partió de tomar 20µl del caldo base, la dilución 

se realizó con solución reguladora de fosfatos. 

( )( ) ( )
( ) ( )

( )

137398660 0.02 100

137398660 0.02
27479.7

100

bacterias
ml

bacterias
ml bacterias

ml

ml ml

ml

ml

= Χ

Χ = =
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Esta disolución fue la que se utilizó para la preparación de la dilución 2 

y para la inoculación de las muestras con un nivel de inoculación alto. 

Dilución 2: 

Se tomó 1ml de la dilución 1 para la preparación de esta dilución, la 

cual fue la que se utilizó para la inoculación de las muestras con un 

nivel bajo. 

( ) ( ) ( )
( )( )

( )

27479.7 1 100

27479.7 1
274.80

100

bacterias
ml

bacterias
ml bacterias

ml

ml ml

ml

ml

= Χ

Χ = =
 

Para la preparación y siembra de las muestras, se siguieron las 

marchas o metodologías según la técnica a utilizar.  En esta etapa se 

trabajaron las siguientes metodologías:  Determinación de Salmonella 

por Metodología Tradicional, Determinación de Salmonella Utilizando 

Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella, y Determinación de 

Salmonella en 24 horas utilizando el sistema de Prueba de Filtración de 

Membrana NEO-GRID. 

3. Datos: 

Los resultados obtenidos para las muestras de materias primas 

(condimentos) en un estudio preliminar, se muestran a continuación en 

la siguiente tabla: 

Tabla 2:  Resultados de Materia Prima para la identificación de Salmonella. 

Resultados Inóculo 

ID
 

Método 
Tradicional Agar NEO- Nivel de 

inoculación 
Concentración 
aproximada 
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Cromogénico Grid bacterias/g 

001 Negativo Negativo Negativo Sin 0 
002 Negativo Negativo Negativo Sin 0 
003 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

004 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

005 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

006 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

007 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 
008 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

009 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

010 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

011 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

012 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 
013 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

014 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

015 Negativo Negativo Negativo Bajo 6 

016 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

017 Negativo Negativo Negativo Alto 604 
018 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

019 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

020 Negativo Negativo Negativo Alto 604 
021 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

022 Negativo Negativo Negativo Alto 604 
023 Negativo Negativo Negativo Alto 604 
024 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

025 Negativo Negativo Negativo Alto 604 

4. Análisis:  

Los resultados que se obtuvieron de estas muestras fueron inválidos 

debido a que todas las pruebas realizadas dieron un resultado negativo, 

lo cual indicaría que no hubo una detección con ninguno de los métodos 

probados; pero se tenía una expectativa de tener algunos resultados 

positivos, por los niveles de inoculación que se utilizaron.  Se decidió 

evaluar la causa a la que se atribuyó que se obtuvieran dichos 

resultados: velocidad de crecimiento lenta.  Bajo esta premisa se 
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determinó la cinética de crecimiento de Salmonella, mediante el 

monitoreo de la densidad óptica obteniéndose lo siguiente:  

Gráfica 2:  Gráfico de Crecimiento de Salmonella typhi en Caldo lactosado incubado a 
35ºC; Densidad Óptica en función del tiempo. 
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Gráfica 3:  Gráfico de Crecimiento de Salmonella typhi en Caldo lactosado incubado a 
35ºC; Logaritmo Natural de la Densidad Óptica en función del tiempo. 
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Con la información obtenida de la gráfica 3, se conoce la velocidad de 

crecimiento específico de la cepa que se está utilizando, µ=0.1389h-1.  

A partir de la velocidad de crecimiento específico se calculó el tiempo de 

duplicación el cual fue de 4.99h. 

( )
1

2

ln 2 0.693147
4.99

0.1389
t h

µ
= = =  

Lo que se puede observar es que se tiene un tiempo de duplicación 

lento con respecto al tiempo esperado de forma genérica para una 

bacteria. Motivo por el cual no  se observó crecimiento en las muestras 

inoculadas, durante el tiempo que fueron incubadas.  A partir de esto se 

consideró la posibilidad de que la cepa se encontrara atenuada, por lo 

cual se requirió un tiempo mayor de incubación para observar 

desarrollo. 

Producto Terminado 

2. Preparación de las muestras e inoculación: 

Para las muestras correspondientes a producto terminado, con lo 

observado en el caso de materia prima, se decidió inocular las muestras 

con la suspensión base de Salmonella typhi. A las muestras con un nivel 

de inoculación alto se les adicionó 1ml de la suspensión base, mientras 

que para las muestras con un nivel de inoculación bajo se inocularon 

con 0.1ml de la suspensión base. 

Las concentraciones de Salmonella typhi que se obtuvieron en las 

muestras inoculadas fueron las siguientes: 
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� Muestras con nivel bajo de inoculación: 

D.O. suspensión base:  745 neph 

La forma en que se determinó la concentración del número de bacterias 

por mililitro fue sustituyendo el valor de la densidad óptica en la curva 

McFarland. 

62.5227707 10 201.823556Y x X−= −  

6745 2.5227707 10 201.823556x X−= −  

6745 201.823556 2.5227707 10x X−+ =  

6

745 201.823556
374673787.5

2.5227707 10
bacterias

mlX
x −

+ = =  

( )374673787.5 0.1 37467378.75
bacterias

ml bacterias
ml

  = 
 

 

37467378.75
1498695.15

25
bacterias

g

bacterias

g
=  

� Muestras con nivel alto de inoculación:  

D.O. suspensión base:  745 neph 

6745 2.5227707 10 201.823556x X−= −  

6745 201.823556 2.5227707 10x X−+ =  

6

745 201.823556
374673787.5

2.5227707 10
bacterias

mlX
x −

+ = =  

( )374673787.5 1 374673787.5
bacterias

ml bacterias
ml

  = 
 

 

374673787.5
14986951.5

25
bacterias

g

bacterias

g
=  
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3. Datos: 

Los resultados obtenidos para producto terminado fueron:   

Tabla 3:  Resultados de Producto Terminado para la Identificación de Salmonella. 

# de 
muestra 

Nivel de 
inoculación 

Volumen 
inoculado 

(mL) 

Concentración 
aproximada 
(bacterias/g) 

Método 
Tradicional 

Filtración 
por 

Membrana 
24 horas 

(NEO-GRID) 

Utilizando 
CHROMagar 
Salmonella 

1 S/ inóculo --- --- Negativo Negativo Negativo 
2 S/ inóculo --- --- Negativo Negativo Negativo 
3 S/ inóculo --- --- Negativo Negativo Negativo 
4 S/ inóculo --- --- Negativo Negativo Negativo 
5 S/ inóculo --- --- Negativo Negativo Negativo 
6 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo 
7 Bajo 0.1 1498695.15 Negativo Negativo Negativo 
8 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo 
9 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo 

10 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Negativo 
11 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo 
12 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Positivo Positivo 

13 Bajo 0.1 1498695.15 Negativo Negativo Negativo 
14 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo 

15 Bajo 0.1 1498695.15 Positivo Negativo Positivo 
16 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo 
17 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo 
18 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo 
19 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo 
20 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo 
21 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo 
22 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo 
23 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo 
24 Alto 1 14986951.5 Negativo Negativo Negativo 
25 Alto 1 14986951.5 Negativo Positivo Negativo 

 

4. Análisis: 

Como se puede observar a pesar de que se procesaron las muestras 

con niveles de inoculación mayores, se obtuvo un número bajo de 

respuestas.  Los resultados obtenidos de estas pruebas se ven 

agrupados en dos tipos, los cuales se encuentran determinados por el 

medio de enriquecimiento con el cual se procesaron.  El primer grupo 
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de muestras que se identifica se encuentra formado por las muestras 

en las que se usó Caldo Lactosado como medio de enriquecimiento y un 

segundo bloque el cual corresponde a las muestras en las que se utilizó 

el Caldo SCCRAM como medio de enriquecimiento.  Pero se obtuvo un 

número semejante de respuestas por lo que se procedió a analizar si 

existía o no alguna diferencia estadísticamente significativa entre los 

métodos de prueba. 

Para la evaluación de una diferencia estadísticamente significativa entre   

los métodos de análisis.  Las hipótesis que se plantearon para esta 

prueba fueron las siguientes:   

0 1 2 3

1 1 2 3

:

:

H m m m

H m m m

= =
≠ ≠

 

Lo que se presenta como la hipótesis nula (H0) corresponde a que no 

existe una diferencia estadísticamente significativa entre los métodos 

de análisis; mientras que en la hipótesis alterna (H1) se expresa la 

existencia de una diferencia estadísticamente significativa entre los 

métodos de análisis. 

Para la comprobar el cumplimiento de alguna de las hipótesis 

planteadas, se evaluó esta diferencia utilizando la Q de Cochran.  De 

este análisis se generó la siguiente tabla para el análisis: 

 

Tabla 4:  Análisis de datos mediante la Q de Cochran entre el Método Tradicional y el 
Método Utilizando el Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella y el Método de 
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Filtración de Membrana con la Unidad de Filtración NEO-GRID para la Identificación de 
Salmonella en 24 horas. 

Tratamientos 
Repeticiones 

Método Tradicional Agar Cromogénico NEO-Grid 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
3 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
4 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
5 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
6 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1 
7 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
8 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1 
9 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
10 Positivo 1 Negativo 0 Negativo 0 1 1 
11 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
13 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
15 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
16 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
17 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
18 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
19 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
20 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
21 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
22 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
23 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
24 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
25 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 

Total de 
columna (C) 8 5 6 

C2 64 25 36 
19 33 

A partir de los datos generados en esta tabla se determinó el valor de la 

Q de Cochran: 

( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochrano

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑
∑ ∑
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( ) ( ) ( )( )
( )

2

2
3 1 3 64 25 36 8 5 6

1.667
3 19 33

Q deCochran óχ
− + + − + +

= =
−

 

Posteriormente el valor de la Q de Cochran se comparó con el valor de 

la 2
0.01, . . 2 7.82g lαχ = = = , y para un criterio de aceptación de la hipótesis nula el 

valor de la χ2 calculada debe ser menor o igual al determinado en 

tablas.   Como el valor calculado es menor al valor de tablas, se puede 

afirmar que no existe una diferencia estadísticamente significativa entre 

la utilización de los métodos evaluados para la identificación de 

Salmonella. 

Lo que se puede concluir con todos los resultados obtenidos sobre la 

cepa de Salmonella typhi evaluada es que no son definitivos para 

afirmar que no existe una diferencia entre los métodos.   

Para lograr mejorar los resultados, se procedió a realizar resiembra de 

Salmonella con la finalidad de obtener una mejoría en la velocidad de 

crecimiento.  Sin embargo, no se obtuvieron mejores tiempos de 

crecimiento además de que, se observó que en vez de lograr identificar 

a Salmonella typhi se obtuvieron perfiles inaceptables para las 

identificaciones.  De todas las pruebas que se realizaron durante esta 

marcha, se obtuvieron dos perfiles diferentes (6316000 y 6316002).  

Con estos perfiles no se logró identificar a ningún microorganismo, 

porque no se observa una fermentación de carbohidratos. Al no existir 
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respuesta en el caso de oxidación de Glucosa, con lo que se invalida la 

identificación. Se decidió dejar de utilizar esta cepa, además de que 

este cambio observado en el microorganismo puede explicar la 

inconsistencia obtenida en los resultados. 

Salmonella enteritidis 

Debido a los resultados inconsistentes de las pruebas anteriores se optó 

por la utilización de otra cepa que fue:  Salmonella enteritidis ATCC 

13076 (MicroBioLogics). Aunado al cambio de cepa, se decidió realizar 

un cambio en una de las metodologías. En el caso del método de 

Filtración por Membrana, para estas pruebas se utilizó el método de 

Identificación para Salmonella utilizando el sistema de Filtración por 

Membrana Neo-Grid.  La diferencia entre las técnicas, radica 

principalmente que para la prueba de identificación de 24 horas, se 

utiliza solo un caldo de enriquecimiento, mientras que en el caso de la 

otra técnica de filtración por membrana, se utilizan un caldo de 

enriquecimiento y un caldo de enriquecimiento selectivo, los cuales se 

utilizan en la marcha de identificación de Salmonella por el método 

oficial.  El motivo por el cual se tomó la decisión de un cambio en la 

metodología fue para disminuir la variación entre las muestras.  Ya que 

al partir todos los métodos de la misma muestra la única diferencia que 

se expresará en los resultados corresponderá a la diferencia del método 

de análisis. 
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1. Reactivación y caracterización de la cepa: 

De manera semejante al caso de Salmonella typhi, previo a la 

utilización de las muestras se reactivó la cepa y se realizó una marcha 

para la identificación (caracterización) de Salmonella enteritidis.  Para la 

realización de esta marcha se obtuvieron no solo las morfologías 

representativas sino que también hubo desarrollo dentro de los tiempos 

indicados por la metodología.  Al realizar las pruebas bioquímicas, se 

obtuvo el siguiente perfil: 6704552, el cual corresponde a Salmonella 

spp con un porcentaje de certeza del 89.4%.  Como se puede observar, 

este perfil no indica de manera directa lo cual se debe a que esta 

especie de Salmonella no se encuentra dentro de la base de datos de 

los microorganismos caracterizados por Biomérieux para las galerias Api 

20E; por lo que el perfil obtenido se consideró como la referencia del 

perfil de identificación para S. enteritidis. 

2. Preparación de la muestra e inoculación: 

Para la preparación de las muestras se prepararon diluciones a partir de 

la suspensión base la cual tenía una D.O. de 630, que corresponde a 

una concentración de 329.17x106bacterias/ml.  Las diluciones que se 

prepararon son las siguientes: 

� Dilución 1: 

( )( )
1

329166931 0.1
3259078

10.1

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  
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� Dilución 2: 

( )( )
2

3259078 0.1
32268

10.1

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

� Dilución 3: 

( )( )
3

32268 0.1
319

10.1

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

 

Con estas diluciones, se inocularon las muestras, a un nivel de 

inoculación más alto por un incremento del inóculo, pero manteniendo 

consistencia en el intervalo de las 100-500 bacterias, la cual se 

encuentra un ciclo logarítmico por encima de las muestras de nivel 

bajo.  Los volúmenes con los que se inocularon las muestras  fueron los 

siguientes: 

Para obtener las concentraciones de inóculo de las muestras se 

determinaron los volúmenes que debían de ser adicionados de las 

suspensiones, los cuales se muestran a continuación: 

� Nivel de inoculación bajo 

10bacterias/g 

( ) ( )
3

3 3

3

250 1
10 0.784 750

319

D
bacterias

g D D
D

bacterias ml
ml l

bacterias
µ= = ≈  

� Nivel de inoculación alto 
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100bacterias/g 

( ) ( )
2

2 2

2

2500 1
100 0.077 80

32268
D

bacterias
g D D

D

bacterias ml
ml l

bacterias
µ= = ≈  

150bacterias/g 

( ) ( )
2

2 2

2

3750 1
150 0.116 120

32268
D

bacterias
g D D

D

bacterias ml
ml l

bacterias
µ= = ≈

 

Es importante hacer notar que se utilizaron las mismas diluciones para 

inocular las muestras correspondientes a materia prima y producto 

terminado, esto se debe a que fueron procesadas juntas. 

Materia Prima 

3. Preparación de la muestra e inoculación: 

Los resultados obtenidos en la prueba de materia prima, fueron los 

siguientes: 

Tabla 5:  Resultados de Materia Prima para la Identificación de Salmonella. 

Resultados Inóculo 

Concentración 
aproximada ID

 

Método 
Tradicional 

Agar 
Cromogénico 

NEO-
Grid 

Nivel de 
inoculación bacterias/g 

051 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

052 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

053 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

054 Positivo Positivo Positivo Alto 150 

055 Positivo Positivo Positivo Alto 150 

056 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

057 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

058 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

059 Positivo Positivo Positivo Alto 150 

060 Positivo Positivo Positivo Alto 150 
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061 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

062 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

063 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

064 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

065 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

066 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

067 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

068 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

069 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

070 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

071 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

072 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

073 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

074 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

075 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

 

4. Análisis: 

Lo que se puede observar con estos resultados es que no existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre los métodos analizados 

para la identificación de Salmonella.  Esto se puede explicar sin la 

realización de un análisis estadístico matemático debido a que si se 

realizará la matriz para obtener los datos que se sustituyen en la 

fórmula de la Q de Cochran para el valor de χ2 calculada este sería igual 

a 0.  Y al comparar el valor calculado con el de tablas el valor resultante 

sería menor que el de tablas por lo tanto se cumpliría el criterio de 

acierto de la prueba con lo que se demostraría que no existe una 

diferencia estadísticamente significativa entre los métodos evaluados 

para la identificación de Salmonella. 

Producto Terminado 
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3. Preparación de la muestra e inoculación: 

Los resultados obtenidos se presentan a continuación: 

Tabla 6:  Resultados de Producto Terminado para la Identificación de Salmonella. 

Resultados Inóculo 

Concentración 
aproximada ID

 

Método 
Tradicional 

Agar 
Cromogénico 

NEO-Grid Nivel de 
inoculación 

bacterias/g 

076 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

077 Positivo Negativo Positivo Bajo 10 

078 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

079 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

080 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

081 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

082 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

083 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

084 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

085 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

086 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

087 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

088 Negativo Negativo Positivo Bajo 10 

089 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

090 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

091 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

092 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

093 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

094 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

095 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

096 Negativo Negativo Negativo Sin 0 

097 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

098 Positivo Positivo Positivo Bajo 10 

099 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

100 Positivo Positivo Positivo Alto 100 

De manera semejante a las pruebas anteriores de producto terminado, 

se evaluó si existía alguna diferencia estadísticamente significativa 

entre los métodos utilizados, mediante la Prueba de la Q de Cochran.  

Las hipótesis planteadas poseen los mismos criterios de éxito para la 
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prueba estadística, por lo que a continuación solo se presentan las 

expresiones matemáticas de estas:   

0 1 2 3

1 1 2 3

:

:

H m m m

H m m m

= =
≠ ≠

 

El cuadro de análisis de datos se presenta a continuación: 

Tabla 7:  Análisis de datos mediante la Q de Cochran entre el Método Tradicional y el 

Método Utilizando el Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella y el Método de 

Filtración de Membrana con la Unidad de Filtración NEO-GRID para la Identificación de 

Salmonella. 

Tratamientos 

Repeticiones Método 
Tradicional 

Agar Cromogénico NEO-Grid 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

2 Positivo 1 Negativo 0 Positivo 1 2 4 
3 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
4 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
5 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
6 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
7 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
8 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
9 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
10 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
11 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
13 Negativo 0 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
14 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
15 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
16 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
17 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
18 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
19 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
20 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
21 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
22 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
23 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
24 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
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25 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

Total de 
columna (C) 19 18 20 

C2 361 324 400 
57 167 

( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochrano

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑
∑ ∑

 

( ) ( ) ( )( )
( )

2

2
3 1 3 361 324 400 19 18 20

3
3 57 167

Q deCochran óχ
− + + − + +

= =
−

 

El valor de la Q de Cochran se comparó con el valor de la 

2
0.01, . . 2 7.82g lαχ = = = , y para un criterio de aceptación de la hipótesis nula el 

valor de la χ2 calculada debe ser menor o igual al determinado en 

tablas.   Como el valor calculado es menor al valor de tablas, con esto 

se observa que no existe una diferencia estadísticamente significativa 

entre la utilización de los métodos evaluados para la identificación de 

Salmonella. 

Análisis de Costos y Evaluación de los Métodos para la Identificación de 

Salmonella 

Con los resultados obtenidos a lo largo de estas pruebas, se puede 

concluir que no existe evidencia que demuestre que haya alguna 

diferencia estadísticamente significativa entre los métodos.  Por lo tanto 

basándose en el desempeño mostrado por los métodos para la 

obtención de los resultados se puede decir que de manera indistinta se 
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podría utilizar cualquiera de estos métodos para la identificación de 

Salmonella ya sea en materia prima o producto terminado. 

Previo a la realización de las pruebas, se realizó una búsqueda para 

después evaluar las opciones encontradas.  A todas las alternativas que 

se encontraron se les realizó una evaluación de costos aproximados por 

realización de prueba.  Esto con la finalidad de encontrar alternativas 

que permitan disminuir los costos de realización de pruebas, lo que se 

utilizó como un primer filtro de selección de métodos.  

El análisis de costos fue un aproximado debido a que los precios de los 

insumos no se mantienen constantes y no se está considerando el costo 

de la mano de obra en los cálculos.  Los costos se encuentran divididos 

en tres grupos que son:  Costos de Prueba, Costos Operativos y Costos 

de Mantenimiento. 

Los Costos de Prueba corresponden al costo de los medios de cultivo ya 

preparados por porción utilizada para la realización de una prueba.  Los 

Costos Operativos  corresponden a todo el material de laboratorio 

adicional necesario para la realización de la prueba.  Y los Costos de 

Mantenimiento  corresponden al costo para el mantenimiento de los 

equipos durante su utilización. La forma en que se presenta a 

continuación toda esta información se encuentra contenida en la Tabla 

8.  Además se presenta un condensado de esta información en forma 

de gráfica, lo que permite con mayor facilidad el comparar los costos no 
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sólo totales de los métodos, sino que permite poder comparar las 

diferencias entre estos en función de cada uno de los tres grupos antes 

mencionados. 

Junto con este análisis se realizó una prueba con los proveedores de 

cada uno de los métodos con lo que se consideraron a grosso modo 

dificultades para poder interpretar los resultados que se obtenían de las 

pruebas.  Con esta información se tomó la decisión de trabajar con dos 

metodologías las cuales fueron:  utilización de medios cromogénicos y 

la filtración de membrana con retículo hidrofóbico. 

Al realizar un análisis de costos, lo que se pudo observar es que la 

implementación de métodos rápidos para el análisis microbiológico, 

puede reducir el costo de realización de prueba.  La disminución de los 

costos por la realización de prueba produce un ahorro, el cual depende 

del método rápido que se utilice, encontrándose éste en un intervalo 

que va desde 30 hasta un 60% de ahorro con respecto al tradicional. 

A partir de toda la información generada experimentalmente, durante la 

elaboración de las muestras se pidieron evaluar y observar las ventajas 

y desventajas que presenta la utilización de alguna metodología; por lo 

que para poder esquematizar esta evaluación a continuación se 

presentan a modo de diagramas de Venn cuales fueron las ventajas y 

desventajas que se presentaron en cada una de las metodologías 

evaluadas: 
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Tabla 8:  Análisis de Costos de pruebas para la identificación de Salmonella  
 

Determinación de 
Salmonella por Método 

Tradicional 

Determinación de 
Salmonella usando 

Agar Cromogénico SM 
ID2 

Determinación de 
Salmonella usando 
Agar CHROMagar 

Salmonella 

Determinación de 
Salmonella utilizando el 

método del 1-2 Test   Material / Reactivo / Equipo / 
Medio / Prueba 

Precio 
Unitario 

Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06 1 $8.06 1 $8.06 1 $8.06 

Tubo Caldo Tetrationato $2.13 1 $2.13 1 $2.13 1 $2.13   $0.00 
Tubo Caldo Rappaport - 

Vassiliadis 
$1.19 1 $1.19 1 $1.19 1 $1.19   $0.00 

Placa medios Salmonella $8.58 2 $17.16   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de TSI $1.28 6 $7.68   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de LIA $1.05 6 $6.30   $0.00   $0.00   $0.00 

Prueba con Galería API 20E $57.25 3 $171.75   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa Agar EF-18 $5.31   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Frasco con Caldo SCCRAM $80.78   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 
1-2 Test Pathogen Testing 

(Salmonella) 
$104.78   $0.00   $0.00   $0.00 1 $104.78 

UNIQUE SALMONELLA $106.50   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Reveal Salmonella 20 h $178.71   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa Agar Cromogénico SM ID2 $26.74   $0.00 2 $53.48   $0.00   $0.00 

Placa de CHROMagar Salmonella $15.30   $0.00   $0.00 2 $30.60   $0.00 

C
os

to
s 

d
e 

P
ru

eb
a 

Total Σ $214.27 $64.86 $41.98 $112.84 

           

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Membrana filtradora Iso-Grid $31.33   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Sistema de prueba Neo-Grid $55.44   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Esponja filtradora $7.06   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 

Bolsa Nasco 24oz c/ filtro $5.36   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 
Gradilla alambre rec para 72 

tubos 
$3.92 1 $3.92 1 $3.92 1 $3.92   $0.00 

Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92 

Pipeta graduada 2ml $1.48   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 5ml $1.84   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 10ml $1.92   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Porta asas c/ alambre de 
nicromel 1/100 

$0.25 8 $2.00 4 $1.00 4 $1.00   $0.00 

C
os

to
 o

p
er

at
iv

o 

Total Σ $20.33 $19.33 $19.33 $14.41 

           

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Unidad de Filtración Iso-Grid $29.81   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Tapón de silicón para Neo-Grid $0.23   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Cuenta colonias portatil $3.75   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Marcador para cuenta colonias $0.45   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Apiweb $0.10 2 $0.20   $0.00   $0.00   $0.00 

Autoclave $1.46   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 

Cronómetro 100hrs c/4 canales $0.58   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Succionador de pipetas (accujet) $0.07 2 $0.14 2 $0.14 2 $0.14 2 $0.14 

Incubadora $0.37 144 $53.28 72 $26.64 72 $26.64 48 $17.76 

Manual de Métodos Iso-Grid $0.31   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Soporte Manifold $3.17   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Bomba de Vacio $1.24   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Mechero para altas temperaturas $0.81 8 $6.48 6 $4.86 6 $4.86 1 $0.81 C
os

to
 d

e 
m

an
te

n
im

ie
n
to

 

Total Σ $60.42 $31.96 $31.96 $19.03 

           

   Costos por realización de prueba 
Costo de Prueba $214.27 $64.86 $41.98 $112.84 
Costo Operativo $20.33 $19.33 $19.33 $14.41 

Costo de Mantenimiento $60.42 $31.96 $31.96 $19.03 
Total Σ $295.02 $116.15 $93.27 $146.28 
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Tabla 8(Continuación):  Análisis de Costos de pruebas para la identificación de 
Salmonella  
 

Determinación de 
Salmonella usando 
UNIQUE Salmonella 

Determinación de 
Salmonella usando 
Reveal Salmonella 

Determinación de 
Salmonella por 
Filtración con 

Membrana (ISO-GRID) 
  Material / Reactivo / Equipo / 

Medio / Prueba 
Precio 

Unitario 

Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06   $0.00 1 $8.06 

Tubo Caldo Tetrationato $2.13   $0.00   $0.00 1 $2.13 
Tubo Caldo Rappaport - 

Vassiliadis 
$1.19   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa medios Salmonella $8.58   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de TSI $1.28   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de LIA $1.05   $0.00   $0.00   $0.00 

Prueba con Galería API 20E $57.25   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa Agar EF-18 $5.31   $0.00   $0.00 1 $5.31 

Frasco con Caldo SCCRAM $80.78   $0.00   $0.00   $0.00 
1-2 Test Pathogen Testing 

(Salmonella) 
$104.78   $0.00   $0.00   $0.00 

UNIQUE SALMONELLA $106.50 1 $106.50   $0.00   $0.00 

Reveal Salmonella 20 h $178.71   $0.00 1 $178.71   $0.00 

Placa Agar Cromogénico SM ID2 $26.74   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de CHROMagar Salmonella $15.30   $0.00   $0.00   $0.00 

C
os

to
s 

d
e 

P
ru

eb
a 

Total Σ $114.56 $178.71 $15.50 

         

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Membrana filtradora Iso-Grid $31.33   $0.00   $0.00 1 $31.33 

Sistema de prueba Neo-Grid $55.44   $0.00   $0.00   $0.00 

Esponja filtradora $7.06   $0.00   $0.00 1 $7.06 

Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 

Bolsa Nasco 24oz c/ filtro $5.36   $0.00   $0.00   $0.00 
Gradilla alambre rec para 72 

tubos 
$3.92   $0.00   $0.00 1 $3.92 

Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92 

Pipeta graduada 2ml $1.48   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 5ml $1.84   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 10ml $1.92   $0.00   $0.00   $0.00 

Porta asas c/ alambre de 
nicromel 1/100 

$0.25   $0.00   $0.00   $0.00 

C
os

to
 o

p
er

at
iv

o 

Total Σ $14.41 $14.41 $56.72 

         

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Unidad de Filtración Iso-Grid $29.81   $0.00   $0.00 1 $29.81 

Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49   $0.00   $0.00 1 $1.49 

Tapón de silicón para Neo-Grid $0.23   $0.00   $0.00 1 $0.23 

Cuenta colonias portatil $3.75   $0.00   $0.00   $0.00 

Marcador para cuenta colonias $0.45   $0.00   $0.00   $0.00 

Apiweb $0.10   $0.00   $0.00   $0.00 

Autoclave $1.46   $0.00   $0.00   $0.00 

Campana $0.32   $0.00   $0.00 1 $0.32 

Cronómetro 100hrs c/4 canales $0.58 5 $2.90 1 $0.58   $0.00 

Succionador de pipetas (accujet) $0.07   $0.00   $0.00 3 $0.21 

Incubadora $0.37 28 $10.36 24.25 $8.97 56 $20.72 

Manual de Métodos Iso-Grid $0.31   $0.00   $0.00 1 $0.31 

Soporte Manifold $3.17   $0.00   $0.00 1 $3.17 

Bomba de Vacio $1.24   $0.00   $0.00 1 $1.24 

Mechero para altas temperaturas $0.81   $0.00   $0.00   $0.00 C
os

to
 d

e 
m

an
te

n
im

ie
n
to

 

Total Σ $13.26 $9.55 $57.50 

         

Costos por realización de prueba 
Costo de Prueba $114.56 $178.71 $15.50 
Costo Operativo $14.41 $14.41 $56.72 

Costo de Mantenimiento $13.26 $9.55 $57.50 
Total Σ $142.23 $202.67 $129.72 
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Tabla 8(Continuación):  Análisis de Costos de pruebas para la identificación de 
Salmonella  
 

Determinación de 
Salmonella por 
Filtración con 

Membrana (NEO-GRID) 

Determinación de 
Salmonella por 
Filtración con 

Membrana (ISO-GRID) 
24h 

Determinación de 
Salmonella por 
Filtración con 

Membrana (NEO-GRID) 
24h 

  
Material / Reactivo / Equipo / 

Medio / Prueba 
Precio 

Unitario 

Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 
Caldo lactosado $8.06 1 $8.06   $0.00   $0.00 

Tubo Caldo Tetrationato $2.13 1 $2.13   $0.00   $0.00 
Tubo Caldo Rappaport - 

Vassiliadis 
$1.19   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa medios Salmonella $8.58   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de TSI $1.28   $0.00   $0.00   $0.00 

Tubo de LIA $1.05   $0.00   $0.00   $0.00 

Prueba con Galería API 20E $57.25   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa Agar EF-18 $5.31 1 $5.31 1 $5.31 1 $5.31 

Frasco con Caldo SCCRAM $80.78   $0.00 1 $80.78 1 $80.78 
1-2 Test Pathogen Testing 

(Salmonella) 
$104.78   $0.00   $0.00   $0.00 

UNIQUE SALMONELLA $106.50   $0.00   $0.00   $0.00 

Reveal Salmonella 20 h $178.71   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa Agar Cromogénico SM ID2 $26.74   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de CHROMagar Salmonella $15.30   $0.00   $0.00   $0.00 

C
os

to
s 

d
e 

P
ru

eb
a 

Total Σ $15.50 $86.09 $86.09 

         

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Membrana filtradora Iso-Grid $31.33   $0.00 1 $31.33   $0.00 

Sistema de prueba Neo-Grid $55.44 1 $55.44   $0.00 1 $55.44 

Esponja filtradora $7.06 1 $7.06 1 $7.06 1 $7.06 

Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 

Bolsa Nasco 24oz c/ filtro $5.36   $0.00   $0.00   $0.00 
Gradilla alambre rec para 72 

tubos 
$3.92 1 $3.92   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 1ml $1.46 2 $2.92 2 $2.92 2 $2.92 

Pipeta graduada 2ml $1.48   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 5ml $1.84   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 10ml $1.92   $0.00   $0.00   $0.00 

Porta asas c/ alambre de 
nicromel 1/100 

$0.25   $0.00   $0.00   $0.00 

C
os

to
 o

p
er

at
iv

o 

Total Σ $80.83 $52.80 $76.91 

         

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Unidad de Filtración Iso-Grid $29.81   $0.00 1 $29.81   $0.00 

Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49   $0.00 1 $1.49   $0.00 

Tapón de silicón para Neo-Grid $0.23 1 $0.23 1 $0.23 1 $0.23 

Cuenta colonias portatil $3.75   $0.00   $0.00   $0.00 

Marcador para cuenta colonias $0.45   $0.00   $0.00   $0.00 

Apiweb $0.10   $0.00   $0.00   $0.00 

Autoclave $1.46   $0.00   $0.00   $0.00 

Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 

Cronómetro 100hrs c/4 canales $0.58   $0.00   $0.00   $0.00 

Succionador de pipetas (accujet) $0.07 3 $0.21 2 $0.14 2 $0.14 

Incubadora $0.37 56 $20.72 31 $11.47 31 $11.47 

Manual de Métodos Iso-Grid $0.31 1 $0.31 1 $0.31 1 $0.31 

Soporte Manifold $3.17 1 $3.17 1 $3.17 1 $3.17 

Bomba de Vacio $1.24 1 $1.24 1 $1.24 1 $1.24 

Mechero para altas temperaturas $0.81   $0.00   $0.00   $0.00 C
os

to
 d

e 
m

an
te

n
im

ie
n
to

 

Total Σ $26.20 $48.18 $16.88 

         

Costos por realización de prueba 
Costo de Prueba $15.50 $86.09 $86.09 
Costo Operativo $80.83 $52.80 $76.91 

Costo de Mantenimiento $26.20 $48.18 $16.88 
Total Σ $122.53 $187.07 $179.88 
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Gráfica 4:  Análisis de Costos de pruebas para la identificación de Salmonella 
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Esquema 1:  Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método 
Tradicional para la Identificación de Salmonella 
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MMéétodo todo 

TradicionalTradicional

Desventajas Ventajas

•Es el método oficial o de 

referencia.

•Se puede utilizar para

cualquier tipo de matriz.

•No se requiere una capa-

citación especializada para

la utilización de equipos.

•Se requieren varias opera-

ciones para la identificación.

•Tiempos largos para la i-

dentificación.

•Se requiere conocimiento

de morfología microbiana.

 

Esquema 2:  Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método Utilizando 
Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella para la Identificación de Salmonella 

MMéétodo todo 

UtilizandoUtilizando

Agar Agar 

CromogCromogééniconico

Desventajas Ventajas

•La identificación se realiza

de manera directa.

•No se requiere conoci-

miento específico de

morfología.

•Fácil identificación por

coloración específica.

•Se requieren varias opera-

ciones para la identifica-

ción.

 

 

Esquema 3:  Diagrama de Venn con las ventajas y desventajas del Método de 
Filtración de Membrana con la Unidad de Filtración de NEO-GRID para la Identificación 
de Salmonella (para el caso de la identificación con caldos tradicionales y el método 
de 24 horas). 

MMéétodo detodo de

FiltraciFiltracióónn

de Membranade Membrana

con con 

UnidadUnidad

NEONEO--GridGrid

Desventajas Ventajas

•Tiempos cortos de respuesta

•No se requiere conoci-

miento de morfología.

•Fácil idenficación por 

coloración específica.

•Se requiere la compra de

equipo.

•Se requiere la compra de

material biológico adicional

(Enzimas, según el tipo de

matriz).

•El tipo de matriz puede

afectar el tiempo de proceso

de la muestra.
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Además de poder evaluar las diferencias entre los métodos, una buena 

forma de apreciar otro aspecto importante de las pruebas realizadas a 

través de métodos rápidos es la disminución de tiempos o duración de 

prueba para obtener un resultado positivo.  Esto conduce a que si se 

poseen tiempos de respuesta menores, se puede dar una respuesta 

rápida ante alguna situación en que se requiera la agilización en la 

liberación de un lote de producto, con lo que se obtendría una mayor 

tiempo en anaquel (punto de venta).  A continuación se presenta un 

gráfico de los tiempos máximos de prueba: 

Gráfica 5:  Comparación de tiempos de pruebas para la identificación de Salmonella 
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De manera semejante al caso del análisis de costos, se concluye que al 

evaluar las ventajas y las desventajas, las metodologías propuestas 

presentan no sólo una disminución en el tiempo de prueba sino una 

reducción en el número de operaciones requeridas.  Con lo que se 

puede incrementar la capacidad de análisis del laboratorio y mejorar 

tiempos de respuesta del mismo. 

Con toda la información recolectada durante la realización de las 

pruebas, el análisis de costos y la observación de las ventajas y 

desventajas de cada método, se podría decir que la mejor opción de 

método rápido para sustituir a la metodología oficial es en la que se 

utiliza el agar cromogénico debido a que no se requiere la compra de 

equipos especiales y genera un menor impacto en el cambio de las 

operaciones para el procesamiento de la muestra. 

Coliformes Totales y Escherichia coli 

1. Reactivación y caracterización de la cepa: 

De manera semejante al caso de las dos cepas antes mencionadas, 

para el caso de E. coli, también se reactivó la cepa y se caracterizó.  La 

cepa con la que se trabajo fue E. coli ATCC 25922 (BBLTM QualiSwab) la 

cual al ser caracterizada se obtuvo el siguiente perfil:  7144572.  Al 

introducirse el perfil obtenido en la base de datos de Biomérieux para la 

identificación se obtuvo que el perfil del microorganismo aislado 

corresponde a E. coli 1 con un porcentaje de certeza del 99.8%. Este 
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porcentaje de certeza tan elevado además de confirmar que se posee el 

microorganismo, permite determinar qué tipo de E. coli se utilizó ya que 

se presentan en la base de datos 2 perfiles para este microorganismo. 

Prueba Preliminar 

Debido a que el trabajo con E. coli se inició casi a la par con los de 

Salmonella (mientras se estaba utilizando Salmonella typhi), se decidió 

el correr una prueba de rastreo o preliminar para poder observar la 

viabilidad del microorganismo.   

2. Preparación de la muestra e inoculación: 

Para esta prueba se decidió trabajar con la técnica de vaciado en placa.  

Se trabajó con 20 muestras distribuidas en 4 niveles de inoculación, los 

cuales se generaron utilizando la suspensión base de forma directa.  

Los niveles de inoculación fueron asignados de la siguiente manera:  

Sin inóculo, bajo (10µl), medio (100µl), y alto (1ml).  La suspensión de 

E. coli que se utilizó para la inoculación tenía una densidad óptica de 

287.797, con lo que se determinó al sustituir en la ecuación de la recta 

de la curva patrón que la concentración aproximada de la suspensión 

era 19.37x106bacterias/ml.  

3. Resultados: 

Los resultados obtenidos para esta prueba fueron los siguientes: 

Tabla 9:  Resultados de Producto Terminado para la Determinación de Coliformes 
Totales por Vaciado en Placa. 

ID
 

Resultados Inóculo 
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Concentración 
aproximada VP 

Tradicional 
VP c/ A. 
COLI ID 

Nivel de 
inoculación bacterias/g 

001 <10 <10 Sin 0 
002 <10 <10 Sin 0 
003 <10 <10 Sin 0 
004 <10 <10 Sin 0 
005 <10 <10 Sin 0 
006 >15000 >15000 Bajo 19370 
007 >15000 >15000 Bajo 19370 
008 >15000 >15000 Bajo 19370 
009 >15000 >15000 Bajo 19370 
010 >15000 >15000 Bajo 19370 
011 >150000 >150000 Medio 193701 
012 >150000 >150000 Medio 193701 
013 >150000 >150000 Medio 193701 
014 >150000 >150000 Medio 193701 
015 >150000 >150000 Medio 193701 
016 >150000 >150000 Alto 1937013 
017 >150000 >150000 Alto 1937013 
018 >150000 >150000 Alto 1937013 
019 >150000 >150000 Alto 1937013 
020 >150000 >150000 Alto 1937013 

 
4. Análisis: 

Con los resultados obtenidos de esta prueba se logra observar que 

todos los valores se encuentran fuera de los rangos estadísticos para la 

interpretación de las placas.  Además si se realizara con estos valores 

un análisis de varianza (ANOVA) para determinar si existe alguna 

diferencia para la cuantificación de Coliformes y una Q de Cochran para 

ver si existe diferencia para la identificación de E. coli, en ambos casos 

se observaría que no existe una diferencia estadísticamente significativa 

entre los métodos ya que los resultados fueron los mismos.  Lo que si 

se logró con esta prueba fuel el observar que el microorganismo se 
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encontraba en buen estado como para poder utilizarlo en las pruebas 

posteriores. 

Materia Prima 

2.   Preparación de la muestra e inoculación: 

Con lo observado en la prueba anterior, se decidió iniciar la prueba con 

la materia prima.  Se procesaron las muestras en dos etapas, a 

continuación se presentan los cálculos para la realización de las 

disoluciones que se utilizaron para inocular las primeras 12 muestras. 

� Densidad Óptica:  521.06, la cual corresponde a una 

concentración de 285983919bacterias/ml. 

Disolución 1: 

( )( )
1

285983919 0.01
285698

10.01

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

Disolución 2: 

( )( )
2

285698 0.1
2828

10.1

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

Disolución 3:   

( )
3

2828 (1 )
282

10

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

A partir de estas tres disoluciones se inocularon las muestras con 

diferentes volúmenes. 

     Nivel de inoculación bajo (Volumen:  120µl de D3) 
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( )( )282 0.120
3

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

     Nivel de inoculación medio (Volumen:  110µl de D2) 

( ) ( )2828 0.110
31

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

     Nivel de inoculación alto (Volumen:  995µl de D2) 

( ) ( )2828 0.995
281

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

Para las otras ocho muestras se decidió realizar otra suspensión base, 

debido a que la anterior ya tenía una densidad óptica elevada.  Y para 

las siguientes muestras se trabajó con las nuevas disoluciones. 

� Densidad Óptica:  268.30, la cual corresponde a una 

concentración de 182562122bacterias/ml. 

Disolución 1: 

( ) ( )
1

182562122 0.01
182380

10.01

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

Disolución 2: 

( ) ( )
2

182380 0.1
1805

10.1

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  

Disolución 3:   

( )
3

182380 (0.01 )
182

10.01

bacterias
ml bacterias

ml

ml
D

ml
= =  
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A partir de estas tres disoluciones se inocularon las muestras con 

diferentes volúmenes de éstas. 

     Nivel de inoculación bajo (Volumen:  205µl de D3) 

( )( )182 0.205
3

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

     Nivel de inoculación medio (Volumen:  170µl de D2) 

( ) ( )1805 0.170
30

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

     Nivel de inoculación alto (Volumen:  20µl de D1) 

( )( )182380 0.020
364

10

bacterias
ml bacterias

g

ml

g
=  

3. Resultados: 

Los resultados obtenidos en esta prueba, fueron los siguientes: 

Tabla 12:  Resultados de Materia Prima para la Determinación de Coliformes Totales 
por Número Más Probable y Vaciado en Placa. 

Resultados Inóculo 

Concentración 
aproximada ID

 

NMP NMP c/ A. 
COLI ID 

NEO-Grid VP 
Tradicional 

VP c/ A. 
COLI ID 

Nivel de 
inoculación bacterias/g 

021 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0 

022 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Bajo 3 

023 23 23 20 <10 <10 Medio 31 

024 240 240 40 <10 <10 Alto 281 

025 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0 

026 3.6 3.6 <10 <10 <10 Bajo 3 

027 <3 <3 <10 <10 <10 Medio 31 

028 93 93 40 <10 <10 Alto 281 

029 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0 

030 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Bajo 3 

031 43 43 10 <10 <10 Medio 31 
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032 460 460 539 <10 <10 Alto 281 

033 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0 

034 23 23 <10 <10 <10 Bajo 3 

035 93 93 171 10 30 Medio 30 

036 460 460 800 <10 50 Alto 364 

037 <3.00 <3.00 <10 <10 <10 Sin 0 

038 43 43 20 <10 10 Bajo 3 

039 43 43 50 90 90 Medio 30 

040 1100 1100 895 830 690 Alto 364 

4. Análisis: 

Los resultados obtenidos, fueron evaluados por tipo de método debido a 

que no es adecuado comparar los 5 métodos ya que se obtienen los 

resultados en diferentes unidades. Por lo que primero se presenta en 

análisis correspondiente a los Métodos de Número Más Probable. 

Para el análisis de varianza, se tienen las siguientes hipótesis: 

H0:  µ1=µ2= µ3; H1:  µ1≠µ2≠µ3 

Tabla 13:  Análisis de Varianza para Comparar los Métodos para la Determinación de 
Coliformes Totales por Número Más Probables. 
Fuente 

de 
Variación 

(FV) 

Suma de 
Cuadrados 

(SC) 

Grados 
de 

Libertad 
(g.l) 

Cuadrado 
Medio 
(MC) 

Fcalculada 
Ftablas 

α=0.01 

Criterio 
de 

rechazo 
Decisión 

Factor 0.417626 2 0.208813 0.173045 7.08 F0≥Ft 
H0 se 
acepta 

Error 68.7818 57 1.2067 

Total 69.1994 59  

Conclusión:  Al no existir evidencia de 
alguna diferencia estadísticamente 

significativa, se puede utilizar cualquiera de 
los métodos para la determinación de 

coliformes. 

En la realización de la tabla, los cálculos fueron hechos utilizando el 

logaritmo base 10 de los resultados.   El valor de la F de tablas que se 

utilizó fue el más cercano ya que no se encontraba el valor buscado en 

ellas F0.01,2,60=7.08. 
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No existe diferencia estadísticamente significativa entre los métodos de 

Número Más Probable probados en esta prueba,  por lo que podría 

utilizarse de manera indistinta cualquiera de estos métodos para la 

cuantificación de Coliformes Totales. 

De manera semejante a la prueba presuntiva que se corrió con el 

producto terminado, se evaluó si existía o no diferencia 

estadísticamente significativa en la identificación de E. coli en materia 

prima utilizando las metodologías de número más probable.   

0 1 2 3

1 1 2 3

:

:

H m m m

H m m m

= =
≠ ≠

 

Tabla 14:  Resultados de Materia Prima para la Identificación de E. coli por Número 

Más Probable.  Análisis de datos mediante la Q de Cochran. 

Tratamientos 

Repeticiones 
NMP 

NMP c/A. COLI 
ID NEO-Grid 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

3 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

4 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

5 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

6 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 

7 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

8 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

9 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

10 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

11 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

13 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 

15 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

16 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
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17 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

18 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

19 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

20 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

Total de 
columna (C) 

12 12 10 

C2 144 144 100 
34 98 

( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochrano

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑
∑ ∑

 

( ) ( ) ( )( )
( )

2

2
3 1 3 144 144 100 12 12 10

4
3 34 98

Q deCochran óχ
− + + − + +

= =
−

 

Como el valor de la Q de Cochran calculado fue menor al valor de la χ2 

de tablas ( 2
0.01, . . 2 7.82g lαχ = = = ), se observa que no existe una diferencia 

estadísticamente significativa entre la utilización de los métodos de 

Número Más Probable evaluados para la identificación de E.coli. 

Para el caso de los Métodos de Vaciado en Placa, los datos también 

fueron analizados mediante el análisis de varianza y se obtuvo lo 

siguiente: 

H0:  µ1=µ2; H1:  µ1≠µ2 

Tabla 15:  Análisis de Varianza para Comparar los de Métodos para la Determinación 
de Coliformes Totales por Vaciado en Placa. 
Fuente 

de 
Variación 

(FV) 

Suma de 
Cuadrados 

(SC) 

Grados 
de 

Libertad 
(g.l) 

Cuadrado 
Medio (MC) Fcalculada 

Ftablas 

α=0.01 

Criterio 
de 

rechazo 
Decisión 

Factor 0.239609 1 0.239609 0.356512 7.35 F0≥Ft 
H0 se 
acepta 

Error 25.5395 38 0.672092 

Total 25.7791 39  

Conclusión:  Al no existir evidencia de 
alguna diferencia estadísticamente 

significativa, el método alternativo se 
puede utilizar para sustituir al método 
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oficial. 

Los cálculos realizados fueron hechos utilizando el logaritmo base 10 de 

los resultados. 

Al evaluar la existencia de diferencia estadísticamente significativa para 

la identificación de E. coli, se encontró lo siguiente: 

0 1 2

1 1 2

:

:

H m m

H m m

=
≠

 

Tabla 16:  Resultados de Materia Prima para la Identificación de E. coli por Vaciado 
en Placa.  Análisis de datos mediante la Q de Cochran. 

Tratamientos 

Repeticiones 
VP Tradicional VP c/ A. COLI ID 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

2 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

3 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

4 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

5 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

6 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

7 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

8 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

9 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

10 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

11 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

12 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

13 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

14 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

15 Positivo 1 Positivo 1 2 4 

16 Negativo 0 Positivo 1 1 1 

17 Negativo 0 Negativo 0 0 0 

18 Negativo 0 Positivo 1 1 1 

19 Positivo 1 Positivo 1 2 4 

20 Positivo 1 Positivo 1 2 4 

Total de 
columna (C) 

3 5 

C2 9 25 

8 14 
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( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochrano

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑
∑ ∑

 

( ) ( ) ( )( )
( )

2

2
2 1 2 9 25 3 5

2
2 8 14

Q deCochran óχ
− + − +

= =
−

 

Como se puede observar, el valor de la Q de Cochran fue menor al de la 

2
0.01, . . 1 5.41g lαχ = = = , por lo tanto, no existe una diferencia estadísticamente 

significativa entre la utilización de los métodos de Vaciado en Placa 

evaluados para la identificación de E. coli. 

Algo importante a notar en los resultados de materia prima para los dos 

tipos de metodologías (NMP y VP) es que se obtuvieron muy pocos 

resultados positivos.  Esto se puede considerar como algo normal 

debido a que por el tipo de materia prima (un condimento) al preparar 

las muestras se tenían suspensiones con pH ácidos lo cual es un factor 

que disminuye la velocidad de crecimiento y de inhibición microbiana.  

A diferencia del caso de las muestras de Salmonella en donde el medio 

inoculado es neutralizado para favorecer el desarrollo en el 

enriquecimiento. 

Producto Terminado 

2. Preparación de la muestra e inoculación: 

Las muestras fueron procesadas a la par que las muestras de materia 

prima, por lo que fueron procesadas también en dos etapas, la primera 
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que corresponde a las primeras 12 muestras y la segunda 

correspondiente a las 8 restantes.  Estas fueron inoculadas con las 

mismas suspensiones que las muestras de materia prima, por lo que no 

se presentan cálculos para estas muestras. 

3. Resultados: 

Al realizar las pruebas para producto terminado se obtuvieron los 

resultados que se muestran a continuación. 

Tabla 17:  Resultados de Producto Terminado para la Determinación de Coliformes 
Totales por Número Más Probable y Vaciado en Placa. 

Resultados Inóculo 

Concentración 
aproximada ID

 

NMP NMP c/ A. 
COLI ID 

NEO-Grid VP 
Tradicional 

VP c/ A. 
COLI ID 

Nivel de 
inoculación bacterias/g 

041 9.2 9.2 <10 <10 10 Sin 0 

042 3.6 3.6 <10 10 20 Bajo 3 

043 240 240 30 105 150 Medio 31 

044 1100 1100 282 595 545 Alto 281 

045 9.2 9.2 10 10 10 Sin 0 

046 23 23 10 30 20 Bajo 3 

047 23 23 <10 200 170 Medio 31 

048 240 240 70 745 410 Alto 281 

049 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0 

050 9.2 9.2 <10 <10 <10 Bajo 3 

051 23 23 30 30 <10 Medio 31 

052 460 460 70 430 470 Alto 281 

053 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0 

054 3.6 3.6 <10 <10 <10 Bajo 3 

055 9.2 9.2 50 20 <10 Medio 30 

056 1100 1100 70 335 305 Alto 364 

057 <3.0 <3.0 <10 <10 <10 Sin 0 

058 <3.0 <3.0 <10 10 10 Bajo 3 

059 9.2 9.2 20 40 10 Medio 30 

060 460 460 50 455 530 Alto 364 

4. Análisis: 
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De manera semejante al caso anterior, se evaluaron de manera 

separada los datos correspondientes a los métodos de Número Más 

Probable y los de Vaciado en Placa.  Se iniciará con los de Número Más 

Probable. 

Al realizar el análisis de Varianza, se obtuvo lo siguiente: 

H0:  µ1=µ2= µ3; H1:  µ1≠µ2≠µ3 

Tabla 18:  Análisis de Varianza para Comparar los Métodos para la Determinación de 
Coliformes Totales por Número Más Probable. 
Fuente 

de 
Variación 

(FV) 

Suma de 
Cuadrados 

(SC) 

Grados 
de 

Libertad 
(g.l) 

Cuadrado 
Medio 
(MC) 

Fcalculada 
Ftablas 

α=0.01 

Criterio 
de 

rechazo 
Decisión 

Factor 2.65771 2 1.32885 1.31927 4.98 F0≥Ft 
H0 se 
acepta 

Error 57.414 57 1.00726 

Total 60.0717 59  

Conclusión:  Al no existir evidencia de 
alguna diferencia estadísticamente 

significativa, se puede utilizar cualquiera de 
los métodos para la determinación de 

coliformes. 

En la realización de la tabla, los cálculos realizados fueron hechos 

utilizando el logaritmo base 10 de los resultados.   El valor de la F de 

tablas que se utilizó fue el más cercano ya que no se encontraba el 

valor buscado en ellas F0.01,2,60=4.98. 

En los resultados del análisis de varianza no se observa una diferencia 

estadísticamente significativa en la determinación de Coliformes Totales 

por las metodologías probadas.  Por lo tanto, cualquiera de estas 

metodologías puede ser utilizada para determinar Coliformes Totales en 

producto terminado. 
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Para la identificación de E. coli, se obtuvo lo que se muestra a 

continuación: 

0 1 2 3

1 1 2 3

:

:

H m m m

H m m m

= =
≠ ≠

 

Tabla 19:  Resultados de Materia Prima para la Identificación de E. coli por Número 

Más Probable.  Análisis de datos mediante la Q de Cochran. 

Tratamientos 
Repeticiones 

NMP 
NMP c/A. COLI 

ID NEO-Grid 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
2 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
3 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
4 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
5 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
6 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
7 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
8 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
9 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
10 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
11 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
12 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
13 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
14 Positivo 1 Positivo 1 Negativo 0 2 4 
15 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
16 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
17 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
18 Negativo 0 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
19 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 
20 Positivo 1 Positivo 1 Positivo 1 3 9 

Total de 
columna 

(C) 
12 12 10 

C2 144 144 100 

34 98 

( ) ( )( )22

2
2

1k k C C
Q deCochrano

k R R
χ

− −
=

−

∑ ∑
∑ ∑
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Como el valor de la Q de Cochran calculado fue menor al valor de la χ2 

de tablas ( 2
0.01, . . 2 7.82g lαχ = = = ), se observa que no existe una diferencia 

estadísticamente significativa entre la utilización de los métodos de 

Número Más Probable evaluados para la identificación de E.coli en 

producto terminado. 

En el caso de los métodos de vaciado en placa, se obtuvo lo siguiente: 

H0:  µ1=µ2;  

H1:  µ1≠µ2 

Tabla 20:  Análisis de Varianza para Comparar los de Métodos para la Determinación 
de Coliformes Totales por Vaciado en Placa. 
Fuente 

de 
Variación 

(FV) 

Suma de 
Cuadrados 

(SC) 

Grados 
de 

Libertad 
(g.l) 

Cuadrado 
Medio 
(MC) 

Fcalculada 
Ftablas 

α=0.01 

Criterio 
de 

rechazo 
Decisión 

Factor 0.144515 1 0.144516 0.123122 7.35 F0≥Ft 
H0 se 
acepta 

Error 44.603 38 1.17376 

Total 25.7791 39  

Conclusión:  Al no existir evidencia de 
alguna diferencia estadísticamente 

significativa, el método alternativo se puede 
utilizar para sustituir al método oficial. 

En la realización de la tabla, los cálculos realizados fueron hechos 

utilizando el logaritmo base 10 de los resultados. 

Con estos resultados se puede afirmar que entre los dos métodos 

probados para la determinación de Coliformes Totales por Vaciado en 

Placa no existe una diferencia estadísticamente significativa, por lo que 
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puede ser utilizado cualquiera de los dos métodos para la determinación 

de Coliformes Totales en producto terminado. 

De igual manera se evaluó la identificación de E. coli mediante los 

métodos de Vaciado en Placa. 

0 1 2

1 1 2

:

:

H m m

H m m

=
≠  

Tabla 21:  Resultados de Producto Terminado para la Identificación de E. coli por 
Vaciado en Placa.  Análisis de datos mediante la Q de Cochran. 

Tratamientos 
Repeticiones 

VP Tradicional 
VP c/ A. COLI 

ID 

Total de 
renglones 

(R) 
R2 

1 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
2 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
3 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
4 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
5 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
6 Negativo 0 Positivo 1 1 1 
7 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
8 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
9 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
10 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
11 Positivo 1 Negativo 0 1 1 
12 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
13 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
14 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
15 Positivo 1 Negativo 0 1 1 
16 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
17 Negativo 0 Negativo 0 0 0 
18 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
19 Positivo 1 Positivo 1 2 4 
20 Positivo 1 Positivo 1 2 4 

Total de 
columna 

(C) 
12 11 

C2 144 121 

23 43 
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Como se puede observar, el valor de la Q de Cochran fue menor al de la 

2
0.01, . . 1 5.41g lαχ = = = , por lo tanto, no existe una diferencia estadísticamente 

significativa entre la utilización de los métodos de Vaciado en Placa 

evaluados para la identificación de E. coli. 

Análisis de Costos y Evaluación de los Métodos para la Cuantificación de 

Coliformes Totales y la Identificación de E. coli 

De forma semejante al caso de Salmonella, se realizó una evaluación de 

de costos de prueba previo a la selección de métodos y una prueba 

para buscar los métodos que presentaran mayor facilidad para la 

utilización.  A diferencia del caso de Salmonella otro factor, que en este 

caso fue determinante, para la selección de la metodología de la 

utilización entre tipos de agares cromogénicos fue la versatilidad que 

estos presentaran.  En el caso del Agar cromogénico COLI ID este 

medio presentó ser versátil debido a que al venir en frasco puede ser 

utilizado para los dos diferentes métodos de coliformes, ya sea que se 

coloque en placas para tener medio para aislamiento o como medio 

para un vaciado en placa.  
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Tabla 22:  Análisis de Costos de pruebas para la cuantificación de Coliformes Totales 
y la identificación de E.coli  

 
Coliformes por Métrodo 

del NMP 

Coliformes por Métrodo 

del VP 

Coliformes por Métrodo 

del NMP (Agar 
Cromogénico Coli ID) 

Coliformes por Métrodo 

del VP ( Agar 
Cromogénico Coli ID) 

 

Material / Reactivo / Equipo / 

Medio / Prueba 

Precio 

Unitario 

Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Frasco con Solución Diluyente $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86 

Tubo con Solución Diluyente $0.94 2 $1.88 2 $1.88 2 $1.88 2 $1.88 

Tubo con Caldo Lauril $1.19 9 $10.71   $0.00 9 $10.71   $0.00 

Tubo con Caldo BRILA al 2% $1.81 9 $16.29   $0.00 9 $16.29   $0.00 

Tubo con Caldo EC $1.42 9 $12.78   $0.00 9 $12.78   $0.00 

Placa con 30ml de Agar EMB $4.76 2 $9.52   $0.00   $0.00   $0.00 

Prueba con Galería API 20E $57.25 3 $171.75 3 $171.75   $0.00   $0.00 

Placa con 30ml de RVBA $3.93   $0.00 3 $11.79   $0.00   $0.00 

Placa de Agar Coli ID 30ml para VP $20.21   $0.00   $0.00   $0.00 3 $60.63 

Placas de Agar Coli ID 30ml para 

NMP 
$21.80   $0.00   $0.00 2 $43.60   $0.00 

Placa de CHROMagar Orientador $15.30   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de Agar LMG $4.79   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de Agar BMA $10.57   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa con ACE $4.60 1 $4.60   $0.00   $0.00   $0.00 

C
o
st
o
s 
d
e
 P
ru
e
b
a
 

Total Σ $225.79 $188.28 $88.12 $65.37 

             

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Membrana filtradora Iso-Grid $31.33   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Sistema de prueba Neo-Grid $55.44   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Esponja filtradora $7.06   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 

Bolsa Nasco 24oz c/ filtro $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36 

Gradilla alambre rec para 72 tubos $3.92 1 $3.92   $0.00 1 $3.92   $0.00 

Pipeta graduada 1ml $1.46   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 2ml $1.48 9 $13.32   $0.00 9 $13.32   $0.00 

Pipeta graduada 5ml $1.84 2 $3.68 2 $3.68 2 $3.68 2 $3.68 

Pipeta graduada 10ml $1.92 1 $1.92 1 $1.92 1 $1.92 1 $1.92 

Porta asas c/ alambre de nicromel 

1/100 
$0.25 12 $3.00 3 $0.75 3 $0.75   $0.00 C

o
st
o
 o
p
e
ra
ti
v
o
 

Total Σ $42.69 $23.20 $40.44 $22.45 

           

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Unidad de Filtración Iso-Grid $29.81   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Tapón de silicón para Neo-Grid $0.23   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Cuenta colonias portatil $3.75   $0.00 3 $11.25   $0.00 3 $11.25 

Marcador para cuenta colonias $0.45   $0.00 3 $1.35   $0.00 3 $1.35 

Apiweb $0.10 3 $0.30 3 $0.30   $0.00   $0.00 

Autoclave $1.46   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 

Cronómetro 100hrs c/4 canales $0.58   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Succionador de pipetas (accujet) $0.07   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Incubadora $0.37 168 $62.16 96 $35.52 120 $44.40 24 $8.88 

Manual de Métodos Iso-Grid $0.31   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Soporte Manifold $3.17   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Bomba de Vacio $1.24   $0.00   $0.00   $0.00   $0.00 

Mechero para altas temperaturas $0.81 12 $9.72 6 $4.86 2 $1.62   $0.00 

C
o
st
o
 d
e
 m
a
n
te
n
im
ie
n
to
 

Total Σ $72.50 $53.60 $46.34 $21.80 

           
   Costos por realización de prueba 

Costo de Prueba $225.79 $188.28 $88.12 $65.37 

Costo Operativo $42.69 $23.20 $40.44 $22.45 

Costo de Mantenimiento $72.50 $53.60 $46.34 $21.80 

Total Σ $340.98 $265.08 $174.90 $109.62 
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Tabla 22(Continuación):  Análisis de Costos de pruebas para la cuantificación de 
Coliformes Totales y la identificación de E.coli  

 

Coliformes por Métrodo 

del NMP (CHROMagar 
Orientador) 

Coliformes por Filtración 

con Membrana (ISO-
GRID) 

Coliformes por Filtración 

con Membrana (NEO-
GRID) 

 

Material / Reactivo / Equipo / 

Medio / Prueba 

Precio 

Unitario 

Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Frasco con Solución Diluyente $2.86 1 $2.86 1 $2.86 1 $2.86 

Tubo con Solución Diluyente $0.94 2 $1.88   $0.00   $0.00 

Tubo con Caldo Lauril $1.19 9 $10.71   $0.00   $0.00 

Tubo con Caldo BRILA al 2% $1.81 9 $16.29   $0.00   $0.00 

Tubo con Caldo EC $1.42 9 $12.78   $0.00   $0.00 

Placa con 30ml de Agar EMB $4.76   $0.00   $0.00   $0.00 

Prueba con Galería API 20E $57.25   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa con 30ml de RVBA $3.93   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de Agar Coli ID 30ml para VP $20.21   $0.00   $0.00   $0.00 

Placas de Agar Coli ID 30ml para 

NMP 
$21.80   $0.00   $0.00   $0.00 

Placa de CHROMagar Orientador $15.30 3 $45.90   $0.00   $0.00 

Placa de Agar LMG $4.79   $0.00 1 $4.79 1 $4.79 

Placa de Agar BMA $10.57   $0.00 1 $10.57 1 $10.57 

Placa con ACE $4.60   $0.00         

C
o
st
o
s 
d
e
 P
ru
e
b
a
 

Total Σ $90.42 $18.22 $18.22 

          

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Membrana filtradora Iso-Grid $31.33   $0.00 1 $31.33   $0.00 

Sistema de prueba Neo-Grid $55.44   $0.00   $0.00 1 $55.44 

Esponja filtradora $7.06   $0.00   $0.00 1 $7.06 

Cuchara muestreadora estéril $11.49 1 $11.49 1 $11.49 1 $11.49 

Bolsa Nasco 24oz c/ filtro $5.36 1 $5.36 1 $5.36 1 $5.36 

Gradilla alambre rec para 72 tubos $3.92 1 $3.92   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 1ml $1.46   $0.00 1 $1.46   $0.00 

Pipeta graduada 2ml $1.48 9 $13.32   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 5ml $1.84 2 $3.68   $0.00   $0.00 

Pipeta graduada 10ml $1.92 1 $1.92   $0.00   $0.00 

Porta asas c/ alambre de nicromel 

1/100 
$0.25 3 $0.75   $0.00   $0.00 C

o
st
o
 o
p
e
ra
ti
v
o
 

Total Σ $40.44 $49.64 $79.35 

         

   Cantidad Costo Cantidad Costo Cantidad Costo 

Unidad de Filtración Iso-Grid $29.81   $0.00 1 $29.81   $0.00 

Pinzas para unidad Iso-Grid $1.49   $0.00 1 $1.49   $0.00 

Tapón de silicón para Neo-Grid $0.23   $0.00 1 $0.23 1 $0.23 

Cuenta colonias portatil $3.75   $0.00   $0.00   $0.00 

Marcador para cuenta colonias $0.45   $0.00   $0.00   $0.00 

Apiweb $0.10   $0.00   $0.00   $0.00 

Autoclave $1.46   $0.00   $0.00   $0.00 

Campana $0.32 1 $0.32 1 $0.32 1 $0.32 

Cronómetro 100hrs c/4 canales $0.58   $0.00   $0.00   $0.00 

Succionador de pipetas (accujet) $0.07   $0.00   $0.00   $0.00 

Incubadora $0.37 120 $44.40 26 $9.62 26 $9.62 

Manual de Métodos Iso-Grid $0.31   $0.00 1 $0.31 1 $0.31 

Soporte Manifold $3.17   $0.00 1 $3.17 1 $3.17 

Bomba de Vacio $1.24   $0.00 1 $1.24 1 $1.24 

Mechero para altas temperaturas $0.81 3 $2.43   $0.00   $0.00 

C
o
st
o
 d
e
 m
a
n
te
n
im
ie
n
to
 

Total Σ $47.15 $46.19 $14.89 

         
     Costos por realización de prueba 

Costo de Prueba $90.42 $18.22 $18.22 

Costo Operativo $40.44 $49.64 $79.35 

Costo de Mantenimiento $47.15 $46.19 $14.89 

Total Σ $178.01 $114.05 $112.46 
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Gráfica 6:  Análisis de Costos de pruebas para la cuantificación de Coliformes Totales 
y la identificación de E.coli  
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Esquema 4:  Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método 
Tradicional para Determinación de Coliformes Totales por Vaciado en Placa. 

MMéétodo todo 

TradicionalTradicional

de VP parade VP para

CTCT

Desventajas Ventajas

•Tiempos cortos de respuesta

para cuantificar Coliformes.

•Interpretación sencilla de

la prueba.

•Es el método oficial.

•Se requiere preparar el me-

dio previo a la utilización.

•Se requiere conocimiento

de morfología.

•El medio presenta zonas

opacas con el desarrollo

con lo que se dificulta la 

lectura.

 

 

Esquema 5:  Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método de 
Vaciado en Placa Utilizando Agar Cromogénico Coli ID para Determinación de 
Coliformes Totales. 

MMéétodo todo 

UtilizandoUtilizando

AgarAgar

CromogCromogééniconico

de VP parade VP para

CTCT

Desventajas Ventajas

•Tiempos cortos de respuesta

para cuantificar Coliformes.

•Interpretación sencilla de

la prueba.

•Identificación directa de

Coliformes y E. coli.

•No presenta complicación

para conteo por la coloración

del medio de cultivo.    .

•Se requiere conocer la colo-

ración específica de las colo-

nias a considerar.

 

Esquema 6:  Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método 
Tradicional Número Más Probable para Determinación de Coliformes Totales. 
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MMéétodo todo 

TradicionalTradicional

de NMP de NMP 

para CTpara CT

Desventajas Ventajas

•Se aplica a cualquier matriz

•Es el método oficial.

•No requiere equipo espe-

cífico para las pruebas.

•Tiempos largos de prueba.

•Requiere la utilización y

preparación de mucho ma-

terial.

•Periodos largos de incu-

bación.

•Se requiere conocimiento

de morfología microbiana.

•Se requieren tablas para

la interpretación de los

resultados.

 

 

 

Esquema 7:  Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método Número 
Más Probable Utilizando Agar Cromogénico Coli ID para Determinación de Coliformes 
Totales. 

MMéétodo todo 

TradicionalTradicional

de NMP de NMP 

para CTpara CT

usandousando

AgarAgar

Coli IDColi ID

Desventajas Ventajas

•Identificación directa de pre-

senciade E. coli sin tantas

operaciones.

•No se requiere conoci-

miento de morfología mi-

crobiana.

•Requiere la utilización y

preparación de mucho ma-

terial.

•Periodos largos de incu-

bación.

•Se requieren tablas para

la interpretación de los

resultados.

 

Esquema 8:  Diagrama de Venn con las Ventajas y Desventajas del Método Número 
Más Probable por Filtración de Membrana Utilizando la Unidad de Filtración NEO-GRID 
para Determinación de Coliformes Totales. 
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MMéétodo todo 

TradicionalTradicional

de NMP de NMP 

por FMpor FM

para CTpara CT

Desventajas Ventajas

•No requiere conocimiento

de morfología microbiana.

•Operaciones sencillas .

•Tiempos cortos de prueba

•Se requieren tablas para

la interpretación de los

resultados.

•Dificultad para contar la

reticula.

•Se requiere la compra de

material específico.

•Se puede requerir mate-

rial biológico para fácilitar

el proceso de la muestra

(Enzimas).

 

Gráfica 7:  Comparación de tiempos de pruebas para cuantificación de Coliformes 
Totales e identificación de E.coli 
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De manera semejante al caso de Salmonella, para las pruebas de 

Coliformes Totales y E. coli se observan en los dos tipos de 

metodologías una disminución importante en el costo de la prueba y de 

tiempos de prueba, se reducen los tiempos de respuesta y se 

incrementa la capacidad de análisis del laboratorio. 
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Como se pudo observar con la información recolectada, para el caso de 

los métodos para la Cuantificación de Coliformes Totales por Vaciado en 

Placa, el método de Vaciado en Placa Utilizando Agar Cromogénico COLI 

ID puede sustituir el método oficial.  Los motivos por los cuales se 

puede utilizar este método para sustituir, no sólo se atribuyen al 

desempeño del método durante las pruebas, sino que se logra una 

optimización en tiempos de respuesta, se reducen los costos por la 

realización de la prueba y reduce las operaciones para la identificación 

de E. coli. 

En el caso de los métodos para el Número Más Probable, se considera 

que el método más indicado para sustituir al método oficial sería el que 

utiliza Agar Cromogénico, debido a que es un método que no muestra 

diferencia estadísticamente significativa en los resultados, disminuye 

costos de prueba, tiempos para la identificación de E. coli y no requiere 

de una inversión inicial elevada para la implementación del método.   

Con todo lo observado se puede sugerir que la mejor opción para 

sustituir a las metodologías oficiales son los métodos que utilizan agar 

cromogénico como método para sustitución, debido a que no tienen un 

gran impacto para los analistas ya que no implica demasiados cambios 

en la técnica.  Aunado a esto no se requiere realizar una inversión para 

comprar equipos. 



CCoonncclluussiioonneess  

� Al no encontrarse evidencia de una diferencia estadísticamente 

significativa, las metodologías oficiales pueden ser sustituidas por 

las metodologías alternativas. 

� La selección de un método rápido no solo se determina por el 

desempeño en las pruebas, sino que además se toman en cuenta 

el criterio económico y la versatilidad de éste para el trabajo de 

los analistas. 

� La mejor opción para sustituir a los métodos oficiales o 

tradicionales para la industria de las botanas son los métodos en 

los que se incorpora la utilización de Agares Cromogénicos. 

� Al poder sustituir las metodologías oficiales por metodologías 

alternativas, se facilita la respuesta en circunstancias de stress 

para la organización como reclamos de terceros o situaciones 

especiales (recall de producto). 

� Con estos cambios, se logra mejorar la ecuación de Costo – 

Beneficio. 
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Anexo 
  

A. Tabla para 3 tubos de cada una de las diluciones con un inóculo igual a 0.1, 
0.01 y 0.001g, NMP por gramo y con un intervalo de confianza de 95%. 

 

Tubos Positivos Lim. Conf. Tubos Positivos Lim. Conf 

0.10 0.01 0.001 

NMP
g  

Inf. Sup. 0.10 0.01 0.001 

NMP
g  

Inf. Sup. 

0 0 0 <3.0 -- 9.5 2 2 0 21 4.5 42 

0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94 

0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94 

0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94 

0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94 

0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 9.4 

1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110 

1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180 

1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180 

1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200 

1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420 

1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420 

1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420 

1 3 0 16 4.5 42 3 2 1 150 37 420 

2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430 

2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1000 

2 0 2 20 4.5 42 3 3 0 240 42 1000 

2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2000 

2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4100 

2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 420 -- 

 
 

 
B. Valores de NMP correspondientes a las cuentas del Sistema de Filtración por 

Membrana ISO-Grid, para membrana con retículo con 1600 cuadros 
 
 

Modelo matemático:  
( )

1600
1600*ln

1600
NMP

score

 
=   − 
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Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN 

1 1 51 52 101 104 151 159 201 215 251 273 301 333 351 396 
2 2 52 53 102 105 152 160 202 216 252 274 302 335 352 398 
3 3 53 54 103 106 153 161 203 217 253 275 303 336 353 399 
4 4 54 55 104 108 154 162 204 218 254 277 304 337 354 400 
5 5 55 56 105 109 155 163 205 219 255 278 305 338 355 401 
6 6 56 57 106 110 156 164 206 221 256 279 306 340 356 403 
7 7 57 58 107 111 157 165 207 222 257 280 307 341 357 404 
8 8 58 59 108 112 158 166 208 223 258 281 308 342 358 405 
9 9 59 60 109 113 159 167 209 224 259 283 309 343 359 407 
10 10 60 61 110 114 160 169 210 225 260 284 310 345 360 408 
11 11 61 62 111 115 161 170 211 226 261 285 311 346 361 409 
12 12 62 63 112 116 162 171 212 227 262 286 312 347 362 410 
13 13 63 64 113 117 163 172 213 229 263 287 313 348 363 412 
14 14 64 65 114 118 164 173 214 230 264 289 314 350 364 413 
15 15 65 66 115 119 165 174 215 231 265 290 315 351 365 414 
16 16 66 67 116 120 166 175 216 232 266 291 316 352 366 416 
17 17 67 68 117 121 167 176 217 233 267 292 317 353 367 417 
18 18 68 69 118 123 168 177 218 234 268 293 318 355 368 418 
19 19 69 71 119 124 169 179 219 236 269 295 319 356 369 419 
20 20 70 72 120 125 170 180 220 237 270 296 320 357 370 421 
21 21 71 73 121 126 171 181 221 238 271 297 321 358 371 422 
22 22 72 74 122 127 172 182 222 239 272 298 322 360 372 423 
23 23 73 75 123 128 173 183 223 240 273 299 323 361 373 425 
24 24 74 76 124 129 174 184 224 241 274 301 324 362 374 426 
25 25 75 77 125 130 175 185 225 242 275 302 325 363 375 427 
26 26 76 78 126 131 176 186 226 244 276 303 326 365 376 429 
27 27 77 79 127 132 177 188 227 245 277 304 327 366 377 430 
28 28 78 80 128 133 178 189 228 246 278 305 328 367 378 431 
29 29 79 81 129 134 179 190 229 247 279 307 329 368 379 433 
30 30 80 82 130 136 180 191 230 248 280 308 330 370 380 434 
31 31 81 83 131 137 181 192 231 249 281 309 331 371 381 435 
32 32 82 84 132 138 182 193 232 251 282 310 332 372 382 436 
33 33 83 85 133 139 183 194 233 252 283 311 333 373 383 438 
34 34 84 86 134 140 184 195 234 253 284 313 334 375 384 439 
35 35 85 87 135 141 185 197 235 254 285 314 335 376 385 440 
36 36 86 88 136 142 186 198 236 255 286 315 336 377 386 442 
37 37 87 89 137 143 187 199 237 257 287 316 337 378 387 443 
38 38 88 91 138 144 188 200 238 258 288 318 338 380 388 444 
39 39 89 92 139 145 189 201 239 259 289 319 339 381 389 446 
40 41 90 93 140 147 190 202 240 260 290 320 340 382 390 447 
41 42 91 94 141 148 191 203 241 261 291 321 341 383 391 448 
42 43 92 95 142 149 192 205 242 262 292 322 342 385 392 450 
43 44 93 96 143 150 193 206 243 264 293 324 343 386 393 451 
44 45 94 97 144 151 194 207 244 265 294 325 344 387 394 452 
45 46 95 98 145 152 195 208 245 266 295 326 345 389 395 454 
46 47 96 99 146 153 196 209 246 267 296 327 346 390 396 455 
47 48 97 100 147 154 197 210 247 268 297 329 347 391 397 456 
48 49 98 101 148 155 198 211 248 269 298 330 348 392 398 458 
49 50 99 102 149 156 199 213 249 271 299 331 349 394 399 459 

50 51 100 103 150 158 200 214 250 272 300 332 350 395 400 460 
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Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN 

401 462 451 530 501 601 551 675 601 754 651 836 701 922 751 1014 
402 463 452 531 502 602 552 677 602 755 652 837 702 924 752 1016 
403 464 453 533 503 604 553 679 603 757 653 839 703 926 753 1018 
404 466 454 534 504 605 554 680 604 758 654 841 704 928 754 1020 
405 467 455 535 505 607 555 682 605 760 655 843 705 929 755 1021 
406 468 456 537 506 608 556 683 606 762 656 844 706 931 756 1023 
407 470 457 538 507 610 557 685 607 763 657 846 707 933 757 1025 
408 471 458 540 508 611 558 686 608 765 658 848 708 935 758 1027 
409 472 459 541 509 613 559 688 609 766 659 849 709 937 759 1029 
410 474 460 542 510 614 560 689 610 768 660 851 710 938 760 1031 
411 475 461 544 511 616 561 691 611 770 661 853 711 940 761 1033 
412 476 462 545 512 617 562 692 612 771 662 854 712 942 762 1035 
413 478 463 547 513 619 563 694 613 773 663 856 713 944 763 1037 
414 479 464 548 514 620 564 695 614 775 664 858 714 946 764 1039 
415 480 465 549 515 621 565 697 615 776 665 860 715 947 765 1041 
416 482 466 551 516 623 566 699 616 778 666 861 716 949 766 1042 
417 483 467 552 517 624 567 700 617 779 667 863 717 951 767 1044 
418 484 468 554 518 626 568 702 618 781 668 865 718 953 768 1046 
419 486 469 555 519 627 569 703 619 783 669 866 719 955 769 1048 
420 487 470 556 520 629 570 705 620 784 670 868 720 957 770 1050 
421 489 471 558 521 630 571 706 621 786 671 870 721 958 771 1052 
422 490 472 559 522 632 572 708 622 788 672 872 722 960 772 1054 
423 491 473 561 523 633 573 709 623 789 673 873 723 962 773 1056 
424 493 474 562 524 635 574 711 624 791 674 875 724 964 774 1058 
425 494 475 564 525 636 575 712 625 793 675 877 725 966 775 1060 
426 495 476 565 526 638 576 714 626 794 676 878 726 967 776 1062 
427 497 477 566 527 639 577 716 627 796 677 880 727 969 777 1064 
428 498 478 568 528 641 578 717 628 797 678 882 728 971 778 1066 
429 499 479 569 529 642 579 719 629 799 679 884 729 973 779 1068 
430 501 480 571 530 644 580 720 630 801 680 885 730 975 780 1070 
431 502 481 572 531 645 581 722 631 802 681 887 731 977 781 1071 
432 504 482 574 532 647 582 723 632 804 682 889 732 979 782 1073 
433 505 483 575 533 648 583 725 633 806 683 891 733 980 783 1075 
434 506 484 576 534 650 584 727 634 807 684 892 734 982 784 1077 
435 508 485 578 535 651 585 728 635 809 685 894 735 984 785 1079 
436 509 486 579 536 653 586 730 636 811 686 896 736 986 786 1081 
437 510 487 581 537 654 587 731 637 812 687 898 737 988 787 1083 
438 512 488 582 538 656 588 733 638 814 688 899 738 990 788 1085 
439 513 489 584 539 657 589 735 639 816 689 901 739 991 789 1087 
440 515 490 585 540 659 590 736 640 817 690 903 740 993 790 1089 
441 516 491 586 541 660 591 738 641 819 691 905 741 995 791 1091 
442 517 492 588 542 662 592 739 642 821 692 906 742 997 792 1093 
443 519 493 589 543 663 593 741 643 822 693 908 743 999 793 1095 
444 520 494 591 544 665 594 742 644 824 694 910 744 1001 794 1097 
445 521 495 592 545 666 595 744 645 826 695 912 745 1003 795 1099 
446 523 496 594 546 668 596 746 646 827 696 913 746 1005 796 1101 
447 524 497 595 547 669 597 747 647 829 697 915 747 1006 797 1103 
448 526 498 597 548 671 598 749 648 831 698 917 748 1008 798 1105 
449 527 499 598 549 672 599 750 649 832 699 919 749 1010 799 1107 

450 528 500 600 550 674 600 752 650 834 700 921 750 1012 800 1109 
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Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN 

801 1111 851 1214 901 1325 951 1444 1001 1572 1051 1711 1101 1864 1151 2033 
802 1113 852 1217 902 1327 952 1446 1002 1575 1052 1714 1102 1867 1152 2037 
803 1115 853 1219 903 1330 953 1449 1003 1577 1053 1717 1103 1871 1153 2040 
804 1117 854 1221 904 1332 954 1451 1004 1580 1054 1720 1104 1874 1154 2044 
805 1119 855 1223 905 1334 955 1454 1005 1583 1055 1723 1105 1877 1155 2047 
806 1121 856 1225 906 1336 956 1456 1006 1585 1056 1726 1106 1880 1156 2051 
807 1123 857 1227 907 1339 957 1459 1007 1588 1057 1729 1107 1884 1157 2055 
808 1125 858 1229 908 1341 958 1461 1008 1591 1058 1732 1108 1887 1158 2058 
809 1127 859 1232 909 1343 959 1464 1009 1594 1059 1735 1109 1890 1159 2062 
810 1129 860 1234 910 1346 960 1466 1010 1596 1060 1738 1110 1893 1160 2066 
811 1131 861 1236 911 1348 961 1469 1011 1599 1061 1741 1111 1897 1161 2069 
812 1133 862 1238 912 1350 962 1471 1012 1602 1062 1744 1112 1900 1162 2073 
813 1135 863 1240 913 1353 963 1474 1013 1604 1063 1747 1113 1903 1163 2077 
814 1137 864 1242 914 1355 964 1476 1014 1607 1064 1750 1114 1906 1164 2080 
815 1139 865 1245 915 1357 965 1479 1015 1610 1065 1753 1115 1910 1165 2084 
816 1141 866 1247 916 1360 966 1481 1016 1613 1066 1756 1116 1913 1166 2088 
817 1143 867 1249 917 1362 967 1484 1017 1615 1067 1759 1117 1916 1167 2091 
818 1145 868 1251 918 1364 968 1486 1018 1618 1068 1762 1118 1920 1168 2095 
819 1147 869 1253 919 1367 969 1489 1019 1621 1069 1765 1119 1923 1169 2099 
820 1150 870 1256 920 1369 970 1491 1020 1624 1070 1768 1120 1926 1170 2102 
821 1152 871 1258 921 1371 971 1494 1021 1626 1071 1771 1121 1930 1171 2106 
822 1154 872 1260 922 1374 972 1496 1022 1629 1072 1774 1122 1933 1172 2110 
823 1156 873 1262 923 1376 973 1499 1023 1632 1073 1777 1123 1936 1173 2114 
824 1158 874 1264 924 1379 974 1501 1024 1635 1074 1780 1124 1940 1174 2117 
825 1160 875 1267 925 1381 975 1504 1025 1637 1075 1783 1125 1943 1175 2121 
826 1162 876 1269 926 1383 976 1507 1026 1640 1076 1786 1126 1946 1176 2125 
827 1164 877 1271 927 1386 977 1509 1027 1643 1077 1789 1127 1950 1177 2129 
828 1166 878 1273 928 1388 978 1512 1028 1646 1078 1792 1128 1953 1178 2132 
829 1168 879 1275 929 1390 979 1514 1029 1649 1079 1795 1129 1957 1179 2136 
830 1170 880 1278 930 1393 980 1517 1030 1651 1080 1798 1130 1960 1180 2140 
831 1172 881 1280 931 1395 981 1519 1031 1654 1081 1801 1131 1963 1181 2144 
832 1174 882 1282 932 1398 982 1522 1032 1657 1082 1804 1132 1967 1182 2148 
833 1176 883 1284 933 1400 983 1525 1033 1660 1083 1808 1133 1970 1183 2151 
834 1179 884 1287 934 1402 984 1527 1034 1663 1084 1811 1134 1974 1184 2155 
835 1181 885 1289 935 1405 985 1530 1035 1665 1085 1814 1135 1977 1185 2159 
836 1183 886 1291 936 1407 986 1532 1036 1668 1086 1817 1136 1981 1186 2163 
837 1185 887 1293 937 1410 987 1535 1037 1671 1087 1820 1137 1984 1187 2167 
838 1187 888 1295 938 1412 988 1538 1038 1674 1088 1823 1138 1988 1188 2171 
839 1189 889 1298 939 1414 989 1540 1039 1677 1089 1826 1139 1991 1189 2175 
840 1191 890 1300 940 1417 990 1543 1040 1680 1090 1829 1140 1994 1190 2179 
841 1193 891 1302 941 1419 991 1546 1041 1683 1091 1832 1141 1998 1191 2182 
842 1195 892 1305 942 1422 992 1548 1042 1685 1092 1836 1142 2001 1192 2186 
843 1197 893 1307 943 1424 993 1551 1043 1688 1093 1839 1143 2005 1193 2190 
844 1200 894 1309 944 1427 994 1553 1044 1691 1094 1842 1144 2008 1194 2194 
845 1202 895 1311 945 1429 995 1556 1045 1694 1095 1845 1145 2012 1195 2198 
846 1204 896 1314 946 1431 996 1559 1046 1697 1096 1848 1146 2015 1196 2202 
847 1206 897 1316 947 1434 997 1561 1047 1700 1097 1851 1147 2019 1197 2206 
848 1208 898 1318 948 1436 998 1564 1048 1703 1098 1855 1148 2023 1198 2210 
849 1210 899 1320 949 1439 999 1567 1049 1706 1099 1858 1149 2026 1199 2214 

850 1212 900 1323 950 1441 1000 1569 1050 1709 1100 1861 1150 2030 1200 2218 
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Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN Score MPN 

1201 2222 1251 2436 1301 2684 1351 2976 1401 3335 1451 3798 1501 4452 1551 5578 
1202 2226 1252 2441 1302 2689 1352 2983 1402 3343 1452 3809 1502 4468 1552 5610 
1203 2230 1253 2445 1303 2694 1353 2989 1403 3351 1453 3820 1503 4485 1553 5644 
1204 2234 1254 2450 1304 2700 1354 2996 1404 3359 1454 3831 1504 4501 1554 5679 
1205 2238 1255 2455 1305 2705 1355 3002 1405 3368 1455 3842 1505 4518 1555 5714 
1206 2242 1256 2459 1306 2711 1356 3009 1406 3376 1456 3853 1506 4535 1556 5750 
1207 2246 1257 2464 1307 2716 1357 3016 1407 3384 1457 3864 1507 4552 1557 5786 
1208 2250 1258 2469 1308 2722 1358 3022 1408 3392 1458 3875 1508 4570 1558 5824 
1209 2254 1259 2473 1309 2727 1359 3029 1409 3401 1459 3886 1509 4587 1559 5863 
1210 2259 1260 2478 1310 2733 1360 3035 1410 3409 1460 3898 1510 4605 1560 5902 
1211 2263 1261 2483 1311 2738 1361 3042 1411 3418 1461 3909 1511 4623 1561 5943 
1212 2267 1262 2488 1312 2744 1362 3049 1412 3426 1462 3921 1512 4641 1562 5984 
1213 2271 1263 2492 1313 2749 1363 3056 1413 3435 1463 3932 1513 4659 1563 6027 
1214 2275 1264 2497 1314 2755 1364 3062 1414 3443 1464 3944 1514 4677 1564 6071 
1215 2279 1265 2502 1315 2760 1365 3069 1415 3452 1465 3956 1515 4696 1565 6116 
1216 2283 1266 2507 1316 2766 1366 3076 1416 3461 1466 3968 1516 4715 1566 6162 
1217 2288 1267 2511 1317 2772 1367 3083 1417 3469 1467 3980 1517 4734 1567 6210 
1218 2292 1268 2516 1318 2777 1368 3090 1418 3478 1468 3992 1518 4754 1568 6259 
1219 2296 1269 2521 1319 2783 1369 3097 1419 3487 1469 4004 1519 4773 1569 6310 
1220 2300 1270 2526 1320 2789 1370 3103 1420 3496 1470 4016 1520 4793 1570 6362 
1221 2304 1271 2531 1321 2794 1371 3110 1421 3505 1471 4029 1521 4813 1571 6417 
1222 2309 1272 2536 1322 2800 1372 3117 1422 3514 1472 4041 1522 4834 1572 6473 
1223 2313 1273 2540 1323 2806 1373 3124 1423 3523 1473 4054 1523 4854 1573 6531 
1224 2317 1274 2545 1324 2812 1374 3132 1424 3532 1474 4066 1524 4875 1574 6591 
1225 2321 1275 2550 1325 2818 1375 3139 1425 3541 1475 4079 1525 4896 1575 6654 
1226 2326 1276 2555 1326 2823 1376 3146 1426 3550 1476 4092 1526 4918 1576 6720 
1227 2330 1277 2560 1327 2829 1377 3153 1427 3559 1477 4105 1527 4940 1577 6788 
1228 2334 1278 2565 1328 2835 1378 3160 1428 3568 1478 4118 1528 4962 1578 6859 
1229 2338 1279 2570 1329 2841 1379 3167 1429 3578 1479 4131 1529 4984 1579 6933 
1230 2343 1280 2575 1330 2847 1380 3175 1430 3587 1480 4144 1530 5007 1580 7011 
1231 2347 1281 2580 1331 2853 1381 3182 1431 3597 1481 4158 1531 5030 1581 7093 
1232 2351 1282 2585 1332 2859 1382 3189 1432 3606 1482 4171 1532 5053 1582 7180 
1233 2356 1283 2590 1333 2865 1383 3197 1433 3616 1483 4185 1533 5077 1583 7271 
1234 2360 1284 2595 1334 2871 1384 3204 1434 3625 1484 4199 1534 5101 1584 7368 
1235 2365 1285 2600 1335 2877 1385 3211 1435 3635 1485 4213 1535 5125 1585 7472 
1236 2369 1286 2605 1336 2883 1386 3219 1436 3645 1486 4226 1536 5150 1586 7582 
1237 2373 1287 2610 1337 2889 1387 3226 1437 3654 1487 4241 1537 5175 1587 7700 
1238 2378 1288 2616 1338 2895 1388 3234 1438 3664 1488 4255 1538 5201 1588 7829 
1239 2382 1289 2621 1339 2901 1389 3241 1439 3674 1489 4269 1539 5227 1589 7968 
1240 2387 1290 2626 1340 2907 1390 3249 1440 3684 1490 4284 1540 5253 1590 8120 
1241 2391 1291 2631 1341 2913 1391 3257 1441 3694 1491 4298 1541 5280 1591 8289 
1242 2396 1292 2636 1342 2920 1392 3264 1442 3704 1492 4313 1542 5308 1592 8477 
1243 2400 1293 2641 1343 2926 1393 3272 1443 3714 1493 4328 1543 5336 1593 8691 
1244 2405 1294 2647 1344 2932 1394 3280 1444 3725 1494 4343 1544 5364 1594 8938 
1245 2409 1295 2652 1345 2938 1395 3288 1445 3735 1495 4358 1545 5393 1595 9229 
1246 2414 1296 2657 1346 2945 1396 3295 1446 3745 1496 4373 1546 5422 1596 9586 
1247 2418 1297 2662 1347 2951 1397 3303 1447 3756 1497 4389 1547 5452 1597 >10000 
1248 2423 1298 2668 1348 2957 1398 3311 1448 3766 1498 4404 1548 5482 1598 >10000 
1249 2427 1299 2673 1349 2964 1399 3319 1449 3777 1499 4420 1549 5513 1599 >10000 
1250 2432 1300 2678 1350 2970 1400 3327 1450 3787 1500 4436 1550 5545 1600 >10000 
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C. Valores Críticos de la χ2  
 

Nivel de Significancia para una prueba de una cola 
0.10 0.05 0.025 0.01 0.005 0.0005 

Nivel de Significancia para una prueba de dos colas 
g.L. 

0.20 0.10 0.05 0.02 0.01 0.001 
1 1.64 2.71 3.84 5.41 6.64 10.83 
2 3.22 4.60 5.99 7.82 9.21 13.82 
3 4.64 6.25 7.82 9.84 11.34 16.27 
4 5.99 7.78 9.49 11.67 13.28 18.46 
5 7.29 9.24 11.07 13.39 15.09 20.52 
6 8.56 10.64 12.59 15.03 16.81 22.46 
7 9.80 12.02 14.07 16.62 18.48 24.32 
8 11.03 13.36 15.51 18.17 20.09 26.12 
9 12.24 14.68 16.92 19.68 21.67 27.88 
10 13.44 15.99 18.31 21.16 23.21 29.59 
11 14.63 17.28 19.68 22.62 24.72 31.26 
12 15.81 18.55 21.03 24.05 26.22 32.91 
13 16.98 19.81 22.36 25.47 27.69 34.53 
14 18.15 21.06 23.68 26.87 29.14 36.12 
15 19.31 22.31 25.00 28.26 30.58 37.70 
16 20.46 23.54 26.30 29.63 32.00 39.29 
17 21.62 24.77 27.59 31.00 33.41 40.75 
18 22.76 25.99 28.87 32.35 34.80 42.31 
19 23.90 27.20 30.14 33.69 36.19 43.82 
20 20.04 28.41 31.41 35.02 37.57 45.32 
21 26.17 29.62 32.67 36.34 38.93 46.80 
22 27.30 30.81 33.92 37.66 40.29 48.27 
23 28.43 32.01 35.17 38.97 41.64 49.73 
24 29.55 33.20 36.42 40.27 42.98 51.18 
25 30.68 34.38 37.65 41.57 44.31 52.62 
26 31.80 35.56 38.88 42.86 45.64 54.05 
27 32.91 36.74 40.11 44.14 46.96 55.48 
28 34.03 37.92 41.34 45.42 48.28 56.89 
29 35.14 39.09 42.69 46.69 49.59 58.30 
30 36.25 40.26 43.77 47.96 50.89 59.70 
32 38.47 42.59 46.19 50.49 53.49 62.49 
34 40.68 44.90 48.60 53.00 56.06 65.25 
36 42.88 47.21 51.00 55.49 58.62 67.99 
38 45.08 49.51 53.38 57.97 61.16 70.70 
40 47.27 51.81 55.76 60.44 63.69 73.40 
44 51.64 56.37 60.48 65.34 68.71 78.75 
48 55.99 60.91 65.17 70.20 73.68 84.04 
52 60.33 65.42 69.83 75.02 78.62 89.27 
56 64.66 69.92 74.47 79.82 83.51 94.46 
60 68.97 74.40 79.08 84.58 88.38 99.61 
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D. Valores Críticos de la F  
(Los valores mostrados en color gris corresponden a un α de 0.05, mientras que los valores en color negro corresponden a un α de 0.01) 

 
 

  Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador) 

  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 ∞ 
161 200 216 225 230 234 237 239 241 242 243 244 245 246 248 249 250 251 254 

1 
4.052 4.999 5.403 5.625 5.764 5.859 5.928 5.981 6.022 6.056 6.082 6.106 6.142 6.169 6.208 6.234 6.261 6.286 6.366 
18.51 19.00 19.16 19.25 19.30 19.33 19.36 19.37 19.38 19.39 19.40 19.41 19.42 19.43 19.44 19.45 19.46 19.47 19.50 

2 
98.49 99.00 99.17 99.25 99.30 99.33 99.36 99.37 99.39 99.40 99.41 99.42 99.43 99.44 99.45 99.46 99.47 99.48 99.50 
10.13 9.55 9.28 9.12 3.01 8.94 8.88 8.84 8.81 8.78 8.76 8.74 8.71 8.69 8.66 8.64 8.62 8.60 8.53 

3 
34.12 30.82 29.46 28.71 28.24 27.91 27.67 27.49 27.34 27.23 27.13 27.05 26.92 26.83 26.69 26.60 26.50 26.41 26.12 
7.71 6.94 6.59 6.39 6.26 6.16 6.09 6.04 6.00 5.96 5.93 5.91 5.87 5.84 5.80 5.77 5.74 5.71 5.63 

4 
21.20 18.00 16.69 15.98 15.52 15.21 14.98 14.80 14.66 14.54 14.45 14.37 14.24 14.15 14.02 13.93 13.83 13.74 13.46 
6.61 5.79 5.41 5.19 5.05 4.95 4.88 4.82 4.78 4.74 4.70 4.68 4.64 4.60 4.56 4.53 4.50 4.46 4.36 

5 
16.26 13.27 12.06 11.39 10.97 10.67 10.45 10.29 10.15 10.05 9.96 9.89 9.77 9.68 9.55 9.47 9.38 9.29 9.02 
5.99 5.14 4.76 4.53 4.39 4.28 4.21 4.15 4.10 4.06 4.03 4.00 3.96 3.92 3.87 3.84 3.81 3.77 3.67 

6 
13.74 10.92 9.78 9.15 8.75 8.47 8.26 8.10 7.98 7.87 7.79 7.72 7.60 7.52 7.39 7.31 7.23 7.14 6.88 
5.59 4.74 4.35 4.12 3.97 3.87 3.79 3.73 3.68 3.63 3.60 3.57 3.52 3.49 3.44 3.41 3.38 3.34 3.23 

7 
12.25 9.55 8.45 7.85 7.46 7.19 7.00 6.84 6.71 6.62 6.54 6.47 6.35 6.27 6.15 6.07 5.98 5.90 5.65 
5.32 4.46 4.07 3.84 3.69 3.58 3.50 3.44 3.39 3.34 3.31 3.28 3.23 3.20 3.15 3.12 3.08 3.05 2.93 

8 
11.26 8.64 7.59 7.01 6.63 6.37 6.19 6.03 5.91 5.82 5.74 5.67 5.56 5.48 5.36 5.28 5.20 5.11 4.86 
5.12 4.26 3.86 3.63 3.48 3.37 3.29 3.23 3.18 3.13 3.10 3.07 3.02 2.98 2.93 2.90 2.86 2.82 2.71 

9 
10.56 8.02 6.99 6.42 6.06 5.80 5.62 5.47 5.35 5.26 5.18 5.11 5.00 4.92 4.80 4.73 4.64 4.56 4.31 
4.96 4.10 3.71 3.48 3.33 3.22 3.14 3.07 3.02 2.97 2.94 2.91 2.86 2.82 2.77 2.74 2.70 2.67 2.54 

10 
10.04 7.56 6.55 5.99 5.64 5.39 5.21 5.06 4.95 4.85 4.78 4.71 4.60 4.52 4.41 4.33 4.25 4.17 3.91 
4.84 3.98 3.59 3.36 3.20 3.09 3.01 2.95 2.90 2.86 2.82 2.79 2.74 2.70 2.65 2.61 2.57 2.53 2.40 

11 
9.65 7.20 6.22 5.67 5.32 5.07 4.88 4.74 4.63 4.54 4.46 4.40 4.29 4.21 4.10 4.02 3.94 3.86 3.60 
4.75 3.88 3.49 3.26 3.11 3.00 2.92 2.85 2.80 2.76 2.72 2.69 2.64 2.60 2.54 2.50 2.46 2.42 2.30 

12 
9.33 6.93 5.95 5.41 5.06 4.82 4.65 4.50 4.39 4.30 4.22 4.16 4.05 3.98 3.86 3.78 3.70 3.61 3.36 
4.67 3.80 3.41 3.18 3.02 2.92 2.84 2.77 2.72 2.67 2.63 2.60 2.55 2.51 2.46 2.42 2.38 2.34 2.21 

13 
9.07 6.70 5.74 5.20 4.86 4.62 4.44 4.30 4.19 4.10 4.02 3.96 3.85 3.78 3.67 3.59 3.51 3.42 3.16 
4.60 3.74 3.34 3.11 2.96 2.85 2.77 2.70 2.65 2.60 2.56 2.53 2.48 2.44 2.39 2.35 2.31 2.27 2.13 

14 
8.86 6.51 5.56 5.03 4.69 4.46 4.28 4.14 4.03 3.94 3.86 3.80 3.70 3.62 3.51 3.43 3.31 3.26 3.00 
4.54 3.68 3.29 3.06 2.90 2.79 2.70 2.64 2.59 2.55 2.51 2.48 2.43 2.39 2.33 2.29 2.25 2.21 2.07 

15 
8.68 6.36 5.42 4.89 4.56 4.32 4.14 4.00 3.89 3.80 3.73 3.67 3.56 3.48 3.36 3.29 3.20 3.12 2.87 
4.49 3.63 3.24 3.01 2.85 2.74 2.66 2.59 2.54 2.49 2.45 2.42 2.37 2.33 2.28 2.24 2.20 2.16 2.01 
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16 
8.53 6.23 5.29 4.77 4.44 4.20 4.03 3.89 3.78 3.69 3.61 3.55 3.45 3.37 3.25 3.18 3.10 3.01 2.75 
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  Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador) 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 ∞ 

4.45 3.59 3.20 2.96 2.81 2.70 2.62 2.55 2.50 2.45 2.41 2.38 2.33 2.29 2.23 2.19 2.15 2.11 1.96 
17 

8.40 6.11 5.18 4.67 4.34 4.10 3.93 3.79 3.68 3.59 3.52 3.45 3.35 3.27 3.16 3.08 3.00 2.92 2.65 
4.41 3.55 3.16 2.93 2.77 3.66 2.58 2.51 2.46 2.41 2.37 2.34 2.29 2.25 2.19 2.15 2.11 2.07 1.92 

18 
8.28 6.01 5.09 4.58 4.25 4.01 3.85 3.71 3.60 3.51 3.44 3.37 3.27 3.19 3.07 3.00 2.91 2.83 2.57 
4.38 3.52 3.13 2.90 2.74 2.63 2.55 2.48 2.43 2.38 2.34 2.31 2.26 2.21 2.15 2.11 2.07 2.02 1.88 

19 
8.18 5.93 5.01 4.50 4.17 3.94 3.77 3.63 3.52 3.43 3.36 3.30 3.19 3.12 3.00 2.92 2.84 2.76 2.49 
4.35 3.49 3.10 2.87 2.71 2.60 2.52 2.45 2.40 2.35 2.31 2.28 2.23 2.18 2.21 2.08 2.04 1.99 1.84 

20 
8.10 5.85 4.94 4.43 4.10 3.87 3.71 3.56 3.45 3.37 3.30 3.23 3.13 3.05 2.94 2.86 2.77 2.69 2.42 
4.32 3.47 3.07 2.84 2.68 2.57 2.49 2.42 2.37 2.32 2.28 2.25 2.20 2.15 2.09 2.05 2.00 1.96 1.81 

21 
8.02 5.78 4.87 4.37 4.04 3.81 3.65 3.51 3.40 3.31 3.24 3.17 3.07 2.99 2.88 2.80 2.72 2.63 2.36 
4.30 3.44 3.05 2.82 2.66 2.55 2.47 2.40 2.35 2.30 2.26 2.23 2.18 2.13 2.07 2.03 1.98 1.93 1.78 

22 
7.94 5.72 4.82 4.31 3.99 3.76 3.59 3.45 3.35 3.26 3.18 3.12 3.02 2.94 2.83 2.75 2.67 2.58 2.31 
4.28 3.42 3.03 2.80 2.64 2.53 2.45 2.38 2.32 2.28 2.24 2.20 2.14 2.10 2.04 2.00 1.96 1.91 1.76 

23 
7.88 5.66 4.76 4.26 3.94 3.71 3.54 3.41 3.30 3.21 3.14 3.07 2.97 2.89 2.78 2.70 2.62 2.53 2.26 
4.26 3.40 3.01 2.78 2.62 2.51 2.43 2.36 2.30 2.26 2.22 2.18 2.13 2.09 2.02 1.98 1.94 1.89 1.73 

24 
7.82 5.61 4.72 4.22 3.90 3.67 3.50 3.36 3.25 3.17 3.09 3.03 2.93 2.85 2.74 2.66 2.58 2.49 2.21 
4.24 3.38 2.99 2.76 2.60 2.49 2.41 2.34 2.28 2.24 2.20 2.16 2.11 2.06 2.00 1.96 1.92 1.87 1.71 

25 
7.77 5.57 4.68 4.18 3.86 3.63 3.46 3.32 3.21 3.13 3.05 2.99 2.89 2.81 2.70 2.62 2.54 2.45 2.17 
4.22 3.37 2.98 2.74 2.59 2.47 2.39 2.32 2.27 2.22 2.18 2.15 2.10 2.05 1.99 1.95 1.90 1.85 1.69 

26 
7.72 5.53 4.64 4.14 3.82 3.59 3.42 3.29 3.17 3.09 3.02 2.96 2.86 2.77 2.66 2.58 2.50 2.41 2.13 
4.21 3.35 2.96 2.73 2.57 2.46 2.37 2.30 2.25 2.20 2.16 2.13 2.08 2.03 1.97 1.93 1.88 1.84 1.67 

27 
7.68 5.49 4.60 4.11 3.79 3.56 3.39 3.26 3.14 3.06 2.98 2.93 2.83 2.74 2.63 2.55 2.47 2.38 2.10 
4.20 3.34 2.95 2.71 2.56 2.44 2.36 2.29 2.24 2.19 2.15 2.12 2.06 2.02 1.96 1.91 1.87 1.81 1.65 

28 
7.64 5.45 4.57 4.07 3.76 3.53 3.36 3.23 3.11 3.03 2.95 2.90 2.80 2.71 2.60 2.52 2.44 2.35 2.06 
4.18 3.33 2.93 2.70 2.54 2.43 2.35 2.28 2.22 2.18 2.14 2.10 2.05 2.00 1.94 1.90 1.85 1.80 1.64 

29 
7.60 5.42 4.54 4.04 3.73 3.50 3.33 3.20 3.08 3.00 2.92 2.87 2.77 2.68 2.57 2.49 2.41 2.32 2.03 
4.17 3.32 2.92 2.69 2.53 2.42 2.34 2.27 2.21 2.16 2.12 2.09 2.04 1.99 1.93 1.89 1.84 1.79 1.62 

30 
7.56 5.39 4.51 4.02 3.70 3.47 3.30 3.17 3.06 2.98 2.90 2.84 2.74 2.66 2.55 2.47 2.38 2.29 2.01 
4.15 3.30 2.90 2.67 2.51 2.40 2.32 2.25 2.19 2.14 2.10 2.07 2.02 1.97 1.91 1.86 1.82 1.76 1.59 

32 
7.50 5.34 4.46 3.97 3.66 3.42 3.25 3.12 3.01 2.94 2.86 2.80 2.70 2.62 2.51 2.42 2.34 2.25 1.96 
4.13 3.28 2.88 2.65 2.49 2.38 2.30 2.23 2.17 2.12 2.08 2.05 2.00 1.95 1.89 1.84 1.80 1.74 1.57 

34 
7.44 5.29 4.42 3.93 3.61 3.38 3.21 3.08 2.97 2.89 2.82 2.76 2.66 2.58 2.47 2.38 2.30 2.21 1.91 
4.11 3.26 2.86 2.63 2.48 2.36 2.28 2.21 2.15 2.10 2.06 2.03 1.98 1.93 1.87 1.82 1.78 1.72 1.55 

36 
7.39 5.25 4.38 3.89 3.58 3.35 3.18 3.04 2.94 2.86 2.78 2.72 2.62 2.54 2.43 2.35 2.26 2.17 1.87 
4.10 3.26 2.85 2.62 2.46 2.35 2.26 2.19 2.14 2.09 2.05 2.02 1.96 1.92 1.85 1.80 1.76 1.71 1.53 

38 
7.35 5.21 4.34 3.86 3.54 3.32 3.15 3.02 2.91 2.82 2.75 2.69 2.59 2.51 2.40 2.32 2.22 2.14 1.84 
4.08 3.23 2.84 2.61 2.45 2.34 2.25 2.18 2.12 2.07 2.04 2.00 1.95 1.90 1.84 1.79 1.74 1.69 1.51 
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40 
7.31 5.18 4.31 3.83 3.51 3.29 3.12 2.99 2.88 2.80 2.73 2.66 2.56 2.49 2.37 2.29 2.20 2.11 1.81 
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  Grados de Libertad para el cuadrado de la media mayor (numerador) 
  1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 14 16 20 24 30 40 ∞ 

4.07 3.22 2.83 2.59 2.44 2.32 2.24 2.17 2.11 2.06 2.02 1.99 1.94 1.89 1.82 1.78 1.73 1.68 1.49 
42 

7.27 5.15 4.29 3.80 3.49 3.26 3.10 2.96 2.86 2.77 2.70 2.64 2.54 2.46 2.35 2.26 2.17 2.08 1.78 
4.06 3.21 2.82 2.58 2.43 2.31 2.23 2.16 2.10 2.05 2.01 1.98 1.92 1.88 1.81 1.76 1.72 1.66 1.48 

44 
7.24 5.12 4.26 3.78 3.46 3.24 3.07 2.94 2.84 2.75 2.68 2.62 2.52 2.44 2.32 2.24 2.15 2.06 1.75 
4.05 3.20 2.81 2.57 2.42 2.30 2.22 2.14 2.09 2.04 2.00 1.97 1.91 1.87 1.80 1.75 1.71 1.65 1.46 

46 
7.21 5.10 4.24 3.76 3.44 3.22 3.05 2.92 2.82 2.73 2.66 2.60 2.50 2.42 2.30 2.22 2.13 2.04 1.72 
4.04 3.19 2.80 2.56 2.41 2.30 2.21 2.14 2.08 2.03 1.99 1.96 1.90 1.86 1.79 1.74 1.70 1.64 1.45 

48 
7.19 5.08 4.22 3.74 3.42 3.20 3.04 2.90 2.80 2.71 2.64 2.58 2.48 2.40 2.28 2.20 2.11 2.02 1.70 
4.03 3.18 2.79 2.56 2.40 2.29 2.20 2.13 2.07 2.02 1.98 1.95 1.90 1.85 1.78 1.74 1.69 1.63 1.44 

50 
7.17 5.05 4.20 3.72 3.41 3.18 3.02 2.88 2.78 2.70 2.62 2.56 2.46 2.39 2.26 2.18 2.10 2.00 1.68 
4.02 3.17 2.78 2.54 2.38 2.27 2.18 2.11 2.05 2.00 1.97 1.93 1.88 1.83 1.76 1.72 1.67 1.61 1.41 

55 
7.12 5.01 4.16 3.68 3.37 3.15 2.98 2.85 2.75 2.66 2.59 2.53 2.43 2.35 2.23 2.15 2.06 1.96 1.64 
4.00 3.15 2.76 2.52 2.37 2.25 2.17 2.10 2.04 1.99 1.95 1.92 1.86 1.81 1.75 1.70 1.65 1.59 1.39 

60 
7.08 4.98 4.13 3.65 3.34 3.12 2.95 2.82 2.72 2.63 2.56 2.50 2.40 2.32 2.20 2.12 2.03 1.93 1.60 
3.99 3.14 2.75 2.51 2.36 2.24 2.15 2.08 2.02 1.98 1.94 1.90 1.85 1.80 1.73 1.68 1.63 1.57 1.37 

65 
7.04 4.95 4.10 3.62 3.31 3.09 2.93 2.79 2.70 2.61 2.54 2.47 2.37 2.30 2.18 2.09 2.00 1.90 1.56 
3.98 3.13 2.74 2.50 2.35 2.23 2.14 2.07 2.01 1.97 1.93 1.89 1.84 1.79 1.72 1.67 1.62 1.56 1.35 

70 
7.01 4.92 4.08 3.60 3.29 3.07 2.91 2.77 2.67 2.59 2.51 2.45 2.35 2.28 2.15 2.07 1.98 1.88 1.53 
3.96 3.11 2.72 2.48 2.33 2.21 2.12 2.05 1.99 1.95 1.91 1.88 1.82 1.77 1.70 1.65 1.60 1.54 1.32 

80 
6.96 4.88 4.04 3.56 3.25 3.04 2.87 2.74 2.64 2.55 2.48 2.41 2.32 2.24 2.11 2.03 1.94 1.84 1.49 
3.94 3.09 2.70 2.46 2.30 2.19 2.10 2.03 1.97 1.92 1.88 1.85 1.79 1.75 1.68 1.63 1.57 1.51 1.28 

100 
6.90 4.82 3.98 3.51 3.20 2.99 2.82 2.69 2.59 2.51 2.43 2.36 2.26 2.19 2.06 1.98 1.89 1.79 1.43 
3.92 3.07 2.68 2.44 2.29 2.17 2.08 2.01 1.95 1.90 1.86 1.83 1.77 1.72 1.65 1.60 1.55 1.49 1.25 

125 
6.84 4.78 3.94 3.47 3.17 2.95 2.79 2.65 2.56 2.47 2.40 2.33 2.23 2.15 2.03 1.94 1.85 1.75 1.37 
3.91 3.06 2.67 2.43 2.27 2.16 2.07 2.00 1.94 1.89 1.85 1.82 1.76 1.71 1.64 1.59 1.54 1.47 1.22 

150 
6.81 4.75 3.91 3.44 3.14 2.92 2.76 2.62 2.53 2.44 2.37 2.30 2.20 2.12 2.00 1.91 1.83 1.72 1.33 
3.89 3.04 2.65 2.41 2.26 2.14 2.05 1.98 1.92 1.87 1.83 1.80 1.74 1.69 1.62 1.57 1.52 1.45 1.19 

200 
6.76 4.71 3.88 3.41 3.11 2.90 2.73 2.60 2.50 2.41 2.34 2.28 2.17 2.09 1.97 1.88 1.79 1.69 1.28 
3.86 3.02 2.62 2.39 2.23 2.12 2.03 1.96 1.90 1.85 1.81 1.78 1.72 1.67 1.60 1.54 1.49 1.42 1.13 

400 
6.70 4.66 3.83 3.36 3.06 2.85 2.69 2.55 2.46 2.37 2.29 2.23 2.12 2.04 1.92 1.84 1.74 1.64 1.19 
3.85 3.00 2.61 2.38 2.22 2.10 2.02 1.95 1.89 1.84 1.80 1.76 1.70 1.65 1.58 1.53 1.47 1.41 1.08 

1000 
6.66 4.62 3.80 3.34 3.04 2.82 2.66 2.53 2.43 2.34 2.26 2.20 2.09 2.01 1.89 1.81 1.71 1.61 1.11 
3.84 2.99 2.60 2.37 2.21 2.09 2.01 1.94 1.88 1.83 1.79 1.75 1.69 1.64 1.57 1.52 1.46 1.40 1.00 
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6.64 4.60 3.78 3.32 3.02 2.80 2.64 2.51 2.41 2.32 2.24 2.18 2.07 1.99 1.87 1.79 1.69 1.59 1.00 
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E. Determinación de Coliformes Totales y Escherichia coli por Número Más Probable1 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo Lauril Triptosa Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB) 

Caldo Bilis – Verde Brillante al 2% Disolución Reguladora de Fosfatos a pH 
7 

Caldo EC Agar Cuenta Estándar (ACE) 
Galerías de idenficación Api 20E Solución Salina 0.85% 
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Tubos sin labio de 16x150mm Pipetas Serológicas de 10ml 
Tapones de Acero Inoxidable Pipetas Serológicas de 5ml 

Campanas de fermentación de Vidrio Espátula metálica o cucharas de 
plástico estériles. 

Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Bolsas para Stomacher estériles  
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Propipeta 

Tubos de dilución de 16x150mm con 
tapa de rosca 

Termómetros de mercurio (-10 a 
110ºC) 

Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 
15x100 

Asa Bacteriológica de platino o 
nicromel 

Recipiente para material sucio en 
solución sanitizante 

Charolas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Agitador peristáltico (Stomacher) 
Autoclave con termómetro y 

manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 

Fisher 
 

Material Biológico Utilizado: 

Escherichia coli ATTC 25922 

 

                                                 
1 MO-PEM-010,  Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Número Más Probable; MO-

PEM-033, Identificación de Bacterias por Método API 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 

10g mtra + 90ml
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en cada tubo 1
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Incubar: 24±2h;
35°C

¿Formación de gas?

Incubar: 24±2h;
35°C

no

Transferir 1ml

a tubo CBVB

si

¿Formación de gas? si

Reportar tubo

como negativo

no b Incubar:  48±2h;
35°C
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no
Reportar tubo
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a
si
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Agitar ligeramente

el tubo

a

Inocular 1 placa

de EMB x tubo (+)

Incubar:  18 - 24h;

35°C

Buscar colonias

representativas

Inocular 1 placa

de ACE x colonia

Incubar:  18 - 24h;

35°C

Realizar pruebas

Bioquímicas e 

identificación

Identificar 5

¿Formación de gas?
si

a

Transferir 1 asada

a tubo EC

Incubar: 24±2h;
45.5°C

b

no
Reportar tubo

como negativo

para coliformes

fecales.

CLT:  Caldo Lauril Triptosa

CBVB:  Caldo Bilis Verde Brillante al 2%

EC:  Caldo EC

EMB: Agar Eosina Azul de Metileno

ACE:  Agar cuenta estándar
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F. Valores Críticos de la F Determinación de Coliformes Totales y Escherichia coli por 

Número Más Probable Utilizando Agar Cromogénico Coli ID2 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo Lauril Triptosa Agar Cromogénico Coli ID 

Caldo Bilis – Verde Brillante al 2% Disolución Reguladora de Fosfatos a pH 
7 

Caldo EC  
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Tubos sin labio de 16x150mm Pipetas Serológicas de 10ml 
Tapones de Acero Inoxidable Pipetas Serológicas de 5ml 

Campanas de fermentación de Vidrio Espátula metálica o cucharas de 
plástico estériles. 

Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Bolsas para Stomacher estériles  
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Propipeta 

Tubos de dilución de 16x150mm con 
tapa de rosca 

Termómetros de mercurio (-10 a 
110ºC) 

Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 
15x100 

Asa Bacteriológica de platino o 
nicromel 

Recipiente para material sucio en 
solución sanitizante 

Charolas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Agitador peristáltico (Stomacher) 
Autoclave con termómetro y 

manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 

Fisher 
 

Material Biológico Utilizado: 

Escherichia coli ATTC 25922 

 

                                                 
2 MO-PEM-010,  Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Número Más Probable 



 

 
 

115 

Diagrama de Flujo de la Técnica 
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Agitar ligeramente

el tubo

a

Inocular 1 placa

de A. cromogénico

x tubo (+)

Incubar:  18 - 24h;

35°C

Buscar colonias

representativas

Reportar presencia

o ausencia de E.coli

¿Formación de gas?
si

a

Transferir 1 asada

a tubo EC

Incubar: 24±2h;
45.5°C

b

no
Reportar tubo

como negativo

para coliformes

fecales.

CLT:  Caldo Lauril Triptosa

CBVB:  Caldo Bilis Verde Brillante al 2%

EC:  Caldo EC  
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G. Determinación de Coliformes Totales y Escherichia coli por Número Más Probable 

Utilizando el Sistema de Prueba de Filtración de Membrana NEO-GRID con los Medios:  

Agar LMG y Agar Buffereado MUG3 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Disolución Reguladora de Fosfatos a pH 
7 

Agar LMG 

Agar BMA Agua Estéril 
Etanol para esterilizar pinzas  
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Unidad de Filtración NEO-GRID Esponjas para prefiltrado 
Pipetas Serológicas de 1ml Tapón de Silicón 
Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 

15X100 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Bolsas para Stomacher estériles  

Charolas Propipeta 
Recipiente para material sucio en 

solución sanitizante 
Termómetros de mercurio (-10 a 

110ºC) 
Recipiente para material previo a 

esterilizarse 
Charolas 
Pinzas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Agitador peristáltico (Stomacher) 
Autoclave con termómetro y 

manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Bomba de Vacío 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 

Fisher 
Manifold de 6 posiciones  

 

Material Biológico Utilizado: 

Escherichia coli ATTC 25922 

 

                                                 
3 Total Coliform / E. coli Count (AOAC # 990.11).  En ISO-GRID Methods Manual 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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H. Determinación de Coliformes Totales y Escherichia coli por Vaciado en Placa4 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Agar Rojo Violeta Bilis Disolución Reguladora de Fosfatos a pH 
7 

Caldo Bilis – Verde Brillante al 2% Galería de identificación API 20E 
Solución Salina 0.85%  
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Tubos sin labio de 16x150mm Pipetas Serológicas de 10ml 
Tapones de Acero Inoxidable Pipetas Serológicas de 5ml 

Campanas de fermentación de Vidrio Espátula metálica o cucharas de 
plástico estériles. 

Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Bolsas para Stomacher estériles  
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Propipeta 

Tubos de dilución de 16x150mm con 
tapa de rosca 

Termómetros de mercurio (-10 a 
110ºC) 

Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 
15x100 

Asa Bacteriológica de platino o 
nicromel 

Recipiente para material sucio en 
solución sanitizante 

Charolas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Agitador peristáltico (Stomacher) 
Autoclave con termómetro y 

manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 

Fisher 
Baño María con termostato y termómetro 

 

Material Biológico Utilizado: 

Escherichia coli ATTC 25922 

 

                                                 
4 MO-PEM-010,  Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Número Más Probable; MO-

PEM-033, Identificación de Bacterias por Método API 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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I. Determinación de Coliformes Totales y Escherichia coli por Vaciado en Placa 

Utilizando Agar Cromogénico Coli ID5 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Agar Cromogénico Coli ID Disolución Reguladora de Fosfatos a pH 
7 

Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 
Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 

 
Material: 

Bolsas para Stomacher estériles Pipetas Serológicas de 10ml 
Propipeta Pipetas Serológicas de 5ml 
Tubos de dilución de 16x150mm con 

tapa de rosca 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 

Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Termómetros de mercurio (-10 a 
110ºC) 

Frascos graduados de 100ml con tapa 
rosca 

Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 
15x100 

Recipiente para material sucio en 
solución sanitizante 

Charolas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Agitador peristáltico (Stomacher) 
Autoclave con termómetro y 

manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 

Fisher 
Baño María con termostato y termómetro 

 

Material Biológico Utilizado: 

Escherichia coli ATTC 25922 

 

 

 

 

                                                 
5 MO-PEM-010,  Recuento de Coliformes Totales Por Vaciado en Placa y Número Más Probable  
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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J. Determinación de Salmonella por Metodología Tradicional6 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo Lactosado Agar Xilosa Lisina Desoxicolato 
Caldo Rappaport – Vassilliadis Agar con Sulfito de Bismuto 
Caldo Base Tetrationato Agar Entérico Hektoen 
Solución de Verde Brillante Solución de Yodo – Yoduro de potasio 
Agar de Tres Azúcares y Hierro Agar de Hierro y Lisina 
Hidróxido de Sodio 1N (Estéril) Ácido Clorhídrico 1N (Estéril) 
Galerías de idenficación Api 20E Solución salina al 0.85% 
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Tubos de dilución de 16x150mm con 
tapa de rosca 

Pipetas Serológicas de 10ml 

Propipeta Pipetas Serológicas de 5ml 
Frascos graduados de 500ml con tapa 

rosca 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 
Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Bolsas para Stomacher estériles  
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Termómetros de mercurio (-10 a 

110ºC) 
Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 

15x100 
Asa Bacteriológica de platino o 

nicromel 
Recipiente para material sucio en 

solución sanitizante 
Charolas 

Papel pH  
Sanitas o algodón para limpieza del área. 

 
Equipos: 

Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 
Fisher 

Autoclave con termómetro y 
manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
 

 

Material Biológico Utilizado: 

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076 

                                                 
6 MO-PEM-012, Preenriquecimiento para Salmonella; MO-PEM-013, Investigación de Salmonella; 

MO-PEM-033, Identificación de Bacterias por Método API 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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Inspeccionar placa

(colonias representativas)

Morfología
Colonias Típicas

(representativas)

Seleccionar 2 co-

lonias por medio

Colonias Atípicas

Incubar 24±2h

adicionales

Agar S-B: reincubar

24 h más y tomar

Min. 2 colonias

Típicas más

Medios XLD y

Hektoen

Medio Sulfito-

Bismuto (S-B)

Algunas cepas generan co-

lonias amarillas c/ o s/ centro

negro

Algunas cepas generan co-

lonias verdes c/ o s/ halo

oscuro alrededor 

Seleccionar 2 co-

lonias por medio

Inocular tubos c/

TSI y LIA

Incubar:  24±2h;
35°C

Inocular puebas

bioquímicas

a
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K. Determinación de Salmonella Utilizando Agar Cromogénico CHROMagar Salmonella7 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo Lactosado Agar Cromogénico CHROMagar 
Salmonella 

Caldo Rappaport – Vassilliadis Caldo Base Tetrationato 
Solución de Verde Brillante Solución de Yodo – Yoduro de potasio 
Hidroxido de Sodio 1N (Estéril) Ácido Clorhídrico 1N (Estéril) 
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Tubos de dilución de 16x150mm con 
tapa de rosca 

Pipetas Serológicas de 10ml 

Propipeta Pipetas Serológicas de 5ml 
Frascos graduados de 500ml con tapa 

rosca 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 
Gradilla para 72 tubos de 16x150mm Bolsas para Stomacher estériles  
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Termómetros de mercurio (-10 a 

110ºC) 
Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 

15x100 
Asa Bacteriológica de platino o 

nicromel 
Recipiente para material sucio en 

solución sanitizante 
Charolas 

Papel pH  
Sanitas o algodón para limpieza del área. 

 
Equipos: 

Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 
Fisher 

Autoclave con termómetro y 
manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Agitador tipo Vortex 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
 

Material Biológico Utilizado: 

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922; Salmonella enteritidis ATCC 13076  

 

 

 

                                                 
7 MO-PEM-012, Preenriquecimiento para Salmonella; MO-PEM-013, Investigación de Salmonella 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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L. Determinación de Salmonella Utilizando el Sistema de Prueba de Filtración de 

Membrana NEO-GRID8 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo Lactosado Agar EF-18 
Ácido Clorhídrico 1N (Esteril) Caldo Base Tetrationato 
Solución de Verde Brillante Solución de Yodo – Yoduro de potasio 
Hidroxido de Sodio 1N (Estéril)  
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 

Material: 

Unidad de Filtración NEO-GRID Esponjas para prefiltrado 
Pipetas Serológicas de 1ml Tapón de Silicón 
Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 

15X100 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Bolsas para Stomacher estériles  

Charolas Propipeta 
Recipiente para material sucio en 

solución sanitizante 
Termómetros de mercurio (-10 a 

110ºC) 
Recipiente para material previo a 

esterilizarse 
Charolas 
Pinzas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 
Fisher 

Autoclave con termómetro y 
manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Bomba de Vacío 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Manifold de 6 posiciones 

Material Biológico Utilizado: 

Salmonella enteritidis ATCC 13076 

 

 

 

                                                 
8 Salmonella Detection (AOAC # 991.12).  En ISO-GRID Methods Manual 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 
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M. Determinación de Salmonella en 24 horas Utilizando el Sistema de Prueba de 

Filtración de Membrana NEO-GRID9 

Equipos, Material, Medios y Reactivos: 

Medios de cultivo y Reactivos: 

Caldo SCCRAM Agar EF-18 
Solución de hipoclorito de sodio al 0.5%, Cloruro de Benzalconio al 20% o Alcohol 

Etílico al 70%v/v.  Como sanitizante. 
 
Material: 

Unidad de Filtración NEO-GRID Esponjas para prefiltrado 
Pipetas Serológicas de 1ml Tapón de Silicón 
Cajas Petri estériles de vidrio o plástico 

15X100 
Espátula metálica o cucharas de 

plástico estériles. 
Frascos graduados de 100ml con tapa 

rosca 
Bolsas para Stomacher estériles  

Charolas Propipeta 
Recipiente para material sucio en 

solución sanitizante 
Termómetros de mercurio (-10 a 

110ºC) 
Recipiente para material previo a 

esterilizarse 
Charolas 
Pinzas 

Sanitas o algodón para limpieza del área. 
 
Equipos: 

Campana de Flujo Laminar y/o Mechero 
Fisher 

Autoclave con termómetro y 
manómetro u olla de presión con 
manómetro 

Incubadora (35±1ºC) Bomba de Vacío 
Balanza granataria / analítica con 

sensibilidad de 0.01g 
Manifold de 6 posiciones 

 

Material Biológico Utilizado: 

Salmonella typhi FMU 095073 ATTC 25922 

 

 

 

 

                                                 
9 Salmonella Detection (AOAC # 991.12).  En ISO-GRID Methods Manual 
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Diagrama de Flujo de la Técnica 

 

25g mtra + 225ml

C. SCCRAM

Incubar, 6-7h;

42°C

NO invertir la

placa

Filtrar 1ml a través

del Sistema NEO-GRID

Colocar la membrana

en placa de agar EF-18

Incubar 18-24h;

35-37°C

Leer membrana y

reportar (revisar manual)  
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