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RESUMEN

Hoy en dia la leche y sus derivados ocupan un lugar importante entre los consumos alimentarios
naturales pero también puede ser vehiculo de bacterias patdgenas para el hombre. La inocuidad
de la leche y productos lacteos dependen del cuidado empleado en el ordefio, en la limpieza 'y en

la manipulacion de los utensilios, asi como en la elaboracion de estos.

Por esta razon, se realizd esta investigacion, que comprende la evaluacion microbioldgica de
productos lacteos, elaborados en la finca San Diego, del Municipio de Cuapa, Chontales; en el
periodo comprendido entre Noviembre y Diciembre 2016 para determinar la presencia de E.

Coli, S. aureus, Salmonella spp y Listeria monocytogenes.

Se realiz6 un estudio descriptivo de corte transversal, no probabilistico por conveniencia. Donde
la muestra de estudio fue conformado por leche cruda como materia primay 3 productos lacteos
conformados por queso fresco, quesillo y cuajada; de los cuales se tom6 1 lote y de estos 5
submuestras. De igual manera se tomaron muestras de hisopados de manos de manipuladores,
ordefadores, hisopados de superficies en utensilios y andlisis microbioldgico de agua de grifo y

pozo.

Se obtuvo como resultado un 100% de positividad para Escherichia coli, y un 35% para
Staphylococcus aureus, ausencia de Listeria monocytogenes y Salmonella spp por métodos
convencionales, superando el rango maximo permitido segn las Normas NTON 03 065-06.
Mediante la implementacion de la PCR Tiempo Real se obtuvo un 5% de muestras positivas para
Salmonella spp, y 0% para Listeria monocytogenes.

En el analisis de las condiciones higiénico-sanitarias que se realizd durante el proceso de
elaboracion de los productos se encontrd la presencia de Coliformes Fecales, Totales y
Escherichia coli en utensilios, hisopados de manos de los manipuladores y el personal de ordefio,
de igual manera se encontrd Coliformes Totales y Fecales en el agua de pozo, siendo uno de los
principales factores de contaminacion; solamente el agua de grifo cumplia con los requisitos de

aceptacion.
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l. INTRODUCCION

Hoy en dia la leche y sus derivados ocupan un lugar importante entre los consumos alimentarios
naturales de las grandes ciudades, los productos l&cteos en la actualidad son de facil acceso para
gran parte de la poblacion. Las caracteristicas nutricionales como: proteinas, carbohidratos,
calorias, minerales y agua hacen de la misma un alimento completo para la dieta de los seres
humanos, también la hacen un medio de cultivo ideal para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos. En general se puede resumir la importancia del estudio microbiolégico de la
leche y sus derivados basado en algunos aspectos como por ejemplo: los microorganismos
producen cambios deseables en las caracteristicas fisico-quimicas de la leche, durante la
elaboracion de diversos productos lacteos y estos pueden contaminarse con microorganismos

patdgenos o sus toxinas y provocar enfermedad en el consumidor.

Las condiciones de higiene y sanidad en las explotaciones lecheras tienen un efecto importante en
la calidad microbiolégica de la leche, cuanto mayores sean los cuidados aplicados a la obtencion
higiénica de la leche y a la sanidad de los animales productores de leche, menores seran los
contenidos microbianos en la misma. Asi mismo, corrales libres de estiércol y lodo, salas de ordefio
limpias, equipo de ordefio funcionando de manera adecuada y una rutina de ordefio correcta,

resultaran en una baja incidencia de mastitis.

Durante su transporte y almacenamiento, asi como durante la elaboracién de los productos, las
fuentes de contaminacion son las superficies que contactan con los mismos: botes lecheros, pipas,
tanques de almacenamiento, bombas, tuberias, filtros, entre otros. La leche, por su composicion,
es muy susceptible de sufrir alteraciones debidas al crecimiento microbiano en la misma,

particularmente cuando la temperatura de conservacion no es la adecuada.
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1. ANTECEDENTES

Rubio Lozano et al., en el 2006 realizaron un estudio para la deteccion de Salmonella spp y Listeria
monocytogenes en quesos frescos y semimadurados que se expenden en via publica en la Ciudad de
México; con el objetivo de determinar la inocuidad bacteriolégica de los mismos, se realiz6 la
deteccidon simultanea de Salmonella spp y de Listeria monocytogenes, mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), asi como con los métodos bacterioldgicos
convencionales, segun la normatividad correspondiente para cada microorganismo: nom-114-ssal-
1994 mexicana, que constituye un método para la determinacién de Salmonella spp en alimentos y
la nom-143-ssal-1995 mexicana, que representa un método de prueba microbioldgica para
alimentos y determinacion de L. monocytogenes. Estos analizaron 120 muestras seleccionadas al
azar por métodos convencionales y PCR, resultando tres positivas por PCR a la presencia de
Salmonella spp, y no detectandose la presencia de L. monocytogenes, resultando similar a los datos

obtenidos por los métodos bacterioldgicos.

Villalobos et al., en el 2007 realizarén un estudio donde se investigo la presencia de Listeria
monocytogenes en quesos frescos que se expenden en comercios publicos y municipales de
Cumana. Analizaron 60 muestras de quesos frescos. El aislamiento de las cepas de Listeria spp se
realizd segun la FDA y API Listeria y la caracterizacion molecularmente por PCR. Del total, 10
muestras fueron positivas por pruebas bioquimicas convencionales y API Listeria para el género
Listeria. En la confirmacion por PCR, se identificaron: Dos L. monocytogenes, una L. welshimeri,
una L. selligeri, Cinco L. innocua y una L. grayi. Las dos L. monocytogenes, fueron positivas para

el gen de la listeriolisina (hly).

En 2008 se realiz6 un estudio en la Universidad Nacional del Litoral, Argentina; en la que se
expuso la utilizacion de microorganismos para la evaluacion de las condiciones higiénico-
sanitarias en la produccion primaria de la leche, en la que no se obtuvo un coeficiente de
correlacion de Pearson superior a 0,8. Los coeficientes mas importantes fueron hallados entre
microorganismos termoduricos y enterobacterias (0,614), psicrotrofos y enterobacterias (0,534) y
termoduricos y S. aureus (0,503). Las demas comparaciones mostraron coeficientes menores a 0,5.

No detectandose muestras positivas para Salmonella spp. (Signorini, y otros, 2008)



http://www.saber.ula.ve/items-by-author?author=Villalobos+de+B.%2C+Luz+Bettina
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En el afio 2009 la Escuela de Ciencias de la Salud de la Universidad de Oriente, Venezuela; se
realizo un estudio sobre la calidad sanitaria en queso artesanal tipo “telita”. Upata, estado Bolivar,
Venezuela. Aqui se analizaron 60 muestras y se investigé Staphylococcus aureus (Coagulasa
positiva) segun Norma Venezolana COVENIN 1292-89 como indicador de manipulacion;
bacterias coliformes segin COVENIN 1104-96 y presencia de Escherichia coli como indicador
de contaminacién fecal. Todos los crecimientos bacterianos correspondieron a Staphylococcus
coagulasa negativos con recuentos de hasta 10* diluciones decimales. Coliformes totales con
recuentos de hasta 10° NMP/g y coliformes fecales en concentracion 10* NMP/g. Escherichia coli

estuvo presente en 43,3% de los quesos. (Rodriguez, Caldas, & Ogeerally, 2009)

En la evaluacion de la calidad e inocuidad de quesos frescos artesanales de tres regiones de una
provincia de Cuba 2013. Se evalud la calidad e inocuidad en quesos frescos artesanales y se analiz6
un total de 73 muestras colectadas de forma aleatoria. El conteo de coliformes totales, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus; se realizd mediante placas RidaCount. La determinacion de
Salmonella spp., Escherichia coli O157 y Listeria monocytogenes se efectud por aislamiento en
medios de cultivo selectivos. El conteo de microorganismos a 30°C y coliformes totales fueron
superiores a 5x10% UFC/g y 5x10? UFC/g. El contenido de Staphylococcus coagulasa positivo se
encontro por encima de 1x10% UFC/g y el conteo de Escherichia coli mostro valores superiores a
1x10% UFC/g. EI conteo de hongos y levaduras mostr6 valores superiores a 5x10° UFC/g. En el
19% de las muestras analizadas se detectd la presencia de Salmonella spp, y en el 14% estaba
presente Escherichia coli 0157 (Ailin Martinez, 2013)

Jirobn Aragon et. al., en el 2007, realizar6n una evaluaciéon higiénico-sanitaria de queseras
artesanales en el municipio de Camoapa, Boaco, Nicaragua. Encontrando que los valores
microbioldgicos en las muestras de queso, sobrepasaban los niveles recomendados por las normas
internacionales de calidad de productos (NTON, COVENIN, CODEX Alimentarius), lo que

indicaba el alto nivel de contaminacion de los quesos producidos.
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I1l.  JUSTIFICACION

El presente estudio es de mucha importancia porque permitird realizar la evaluacion
microbioldgica de: leche, queso, quesillo y cuajada; elaborados en la finca San Diego, del
municipio de Cuapa, Chontales. Dichos productos son estudiados actualmente por todo el mundo
debido a la presencia de patdgenos como: Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella
spp y Listeria monocytogenes asociados principalmente a la transmision de enfermedades a través

de los alimentos.

La contaminacién de los alimentos puede producirse en cualquier etapa del proceso, que va desde
la produccion hasta el consumo del mismo, causando efectos nocivos en la salud del consumidor.
Segln la OMS, las enfermedades diarreicas representan un 95% de las ETA en la region de las

américas; las cuales estan asociadas a la contaminacion de los alimentos por E.coli y Salmonella

Spp.

Por esta razén el desarrollo de esta investigacion va dirigida a evaluar y mejorar la calidad
microbioldgica de los productos lacteos elaborados en dicho lugar. Determinando el numero de
patogenos investigados para inferir en la proteccion de la salud del consumidor, proporcionandoles

alimentos inocuos, sanos, completos y asi evitar intoxicaciones alimentarias.
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IV.  PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
¢ Como evaluar microbiolégicamente los productos lacteos artesanales: Leche cruda, queso fresco,

quesillo y cuajada elaborados en la finca San Diego, del Municipio de Cuapa (Chontales),

Noviembre-Diciembre 2016?

¢Como identificar la presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y

Listeria monocytogenes en productos lacteos artesanales?

¢Por qué método no convencional se podra detectar Salmonella spp y Listeria monocytogenes en

productos lacteos artesanales?

¢En qué condiciones higiénico-sanitarias se elaboran los productos lacteos artesanales?
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V. OBJETIVOS

Objetivo general:

Evaluar microbiolégicamente los productos lacteos artesanales: Leche cruda, queso fresco,

quesillo y cuajada elaborados en la finca San Diego, del Municipio de Cuapa (Chontales),

Noviembre-Diciembre 2016.

Objetivos especificos:

e ldentificarla presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Listeria
monocytogenes en productos lacteos artesanales por métodos convencionales segin FDA-
BAM.

e Detectar Salmonella spp y Listeria monocytogenes en productos lacteos artesanales por PCR

Tiempo Real.

e Analizar las condiciones higiénico-sanitarias en las que se elaboran los productos lacteos

artesanales.
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VI.  MARCO TEORICO

6.1.Generalidades de la leche
La leche es la secrecion de las hembras de los mamiferos, que tiene la funcion de satisfacer los

requerimientos nutricionales del recién nacido en sus primeros meses de vida.

El primer fluido segregado por la glandula mamaria es el calostro; una solucion cremosa, amarilla
y concentrada de grasas, vitaminas y proteinas, en especial inmunoglobulinas y anticuerpos. En el
suero y formando una solucion verdadera, se encuentran la lactosa, vitaminas hidrosolubles y
diferentes sales. Como dispersion coloidal se encuentran la caseina dispersa como un gran niumero
de particulas solidas tan pequefias que permanecen en suspension, las proteinas del suero vy el
fosfato de calcio. Finalmente como emulsién, se encuentran los glébulos de grasa y otros lipidos
(Araneda, 2015)

% Derivados de la leche:

Queso fresco: Tienen un alto contenido en humedad y no han sufrido un proceso de maduracion,
por lo que suelen tener sabor a leche fresca o leche acidificada. Su consistencia suele ser pastosa
y su color blanco. Los quesos frescos deben consumirse en pocos dias y su transporte y
conservacion se deben hacer a temperaturas de 2/10°C. Se les suele conocer también como quesos
acidos, ya que la coagulacion de la leche se lleva a cabo por acidificacion de la misma, aun
empledndose cuajo en muchos casos; son quesos sin corteza 0 con una corteza muy fina, que

apenas se prensan, con lo que no eliminan mucho suero.

Quiesillo: EI quesillo es un queso fresco de produccion artesanal. Obtenido por coagulacion de la
leche, por medio del cuajo y otras enzimas coagulantes apropiadas; complementado por la accion
de bacterias lacticas especificas y mediante un proceso de elaboracion conocido como filado o

hilado que es el responsable de otorgarle al producto sus caracteristicas particulares y distintivas.

Cuajada: La cuajada es un producto lacteo que se forma al separarse una parte de la leche del
suero por accion del cuajo o de los acidos, formando la masa para la primera fase del proceso de

elaboracién de la cuajada y dejando el suero en su estado liquido.
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6.2.Fuentes de contaminacion

% Contaminacion inicial de la leche

Una vez que la leche ha atravesado el canal del pezon tiene un determinado ndmero de bacterias.
Es importante diferenciar y conocer el contenido de bacterias antes y después de la secrecion. Es
fundamental obtener la leche con un bajo recuento inicial de bacterias y refrigerarla inmediatamente

de 4 a 8°C. Si se logra eso, se obtendra bacteriolégicamente hablando, una excelente materia prima.

% Contenido de bacterias de la leche antes de la secrecion
Infecciones de la ubre: En infecciones agudas el contenido de bacterias de cuartos individuales al

comienzo del ordefio puede superar el 1x10% UFC/ml.

Canal del pezén: Hay Staphylococcus aureus coagulasa positivos, Micrococcaceae,
Corinebacterium, estreptococos no patégenos. Aun cuando se toma una muestra de leche
desinfectando bien la punta del pezon durante 20 segundos con alcohol al 80%, no es posible
eliminar esa flora. Trabajos de investigacién han demostrado que la Gnica forma de evitar esa flora
del canal del pezdn es, obtener la muestra de leche mediante puncidn de la cisterna de la ubre o
del pezon.

% Contaminacion postsecretoria

Piel de los pezones: Se encuentra una amplia variedad de bacterias que pueden multiplicarse en
los restos de la leche. No obstante estas bacterias no influyen demasiado en el recuento total de
bacterias ya que la proporcion de bacterias provenientes de la piel de los pezones puede ser
significativa cuando se ordefian pezones sucios con barro y bosta, por el “efecto de lavado de los

pezones”.

Las bacterias provenientes de la materia fecal como: Enterobacteriaceae, Enterococcus, Bacillus,
Clostridium, Listeria, tienen un rol muy importante en la calidad de la leche y los subproductos.
(Aycachi Inga, 2008)
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6.3.Microorganismos en la leche

%+ Bacterias lacticas:

Son bacilos o cocos, gram-positivos, no esporulados y en general catalasa-negativos, con una
amplia distribucion y adaptabilidad a diferentes ambientes. Pueden producir un pH 4,0 en los
alimentos con carbohidratos fermentables, inhibiendo el desarrollo de otras bacterias. Aunque son

mesofilicas pueden crecer a 5-45°C.

% Microorganismos deteriorantes:
La leche cruda puede ser alterada por bacterias psicrotréfas, que son bacilos, no esporulados, gram-

negativos, proteoliticos, con algunas cepas lipoliticas.

Los mas frecuentes son Pseudomonas fluorescens y P. putida que provocan cambios en el aroma
y el sabor del producto refrigerado. Otras especies son P. fragi, P. aeruginosa, P. stutzeri y
Burkholderia cepacia que llegan a través del suelo, forraje, agua, presencia de otros animales y

también por los utensilios de ordefio y tanques de transporte o almacenamiento mal lavados.

El tiempo de generacién de estas bacterias en la leche cruda es de 8-12 hs a 3°C y se reduce a 5,5-
10 hs a 5°C, y si inicialmente habia 1 ufc/mL en 5 dias la leche puede estar totalmente alterada.
Los miembros de los géneros Bacillus y Clostridium llegan a la leche porque se encuentran
presentes en las superficies externas de la vaca, el suelo, el forraje o el estiércol.

%+ Microorganismos Patogenos:

La microbiota normal de la ubre esta compuesta principalmente por bacterias como Streptococcus,
Staphylococcus y Micrococcus alrededor del 50% seguido por Corynebacterium spp, Escherichia
coli y otros. Las bacterias asociadas con mas frecuencia a los casos de mastitis son Staphylococcus
aureus, Streptococcus agalactiae, S. dysgalactiae, S. uberis y E. coli. También han sido aislados
Listeria monocytogenes, Staphylococcus epidermidis, P. aeruginosa y Corynebacterium bovis. La
Brucella abortus, B. melitensis y B. ovis causan la brucelosis en vacas, cabras y ovejas provocando

abortos y se debe mantener la vigilancia veterinaria para evitar la difusion de la zoonosis.
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Las vacas enfermas también pueden introducir Mycobacterium bovis y M. paratuberculosis. Los
agentes infecciosos como Salmonella spp, Campylobacter spp o Yersinia enterocolitica suelen ser
encontrados en la leche como resultado de contaminacion con materia fecal. El personal que realiza
el ordefio manual, practica poco las medidas sanitarias, pueden introducir en la leche Micrococos

y Staphylococcus procedentes de sus vias respiratorias. (UNSA)

a) Coliformes

La denominacion de Coliformes se le otorga a todo aquel grupo de bacterias que tienen ciertas
caracteristicas bioguimicas en comun y son de mucha importancia como indicadores de
contaminacion del agua y de los alimentos. EI término Coliformes proviene de Coli de la bacteria
principal de este grupo, el cual es la Escherichia coli. Como ya se sabe la bacteria E. Coli es de
origen fecal; para distinguir a las demas que no son de origen fecal se utiliza el término de

Coliformes Totales y a los de origen intestinal o fecal Coliformes Fecales.

El grupo de bacterias coliformes totales comprende todos los bacilos Gram-negativos aerobios o
anaerobios facultativos, no esporulados, que fermentan la lactosa con produccién de gas en un
lapso maximo de 48 horas a 35°C + 1°C. Este grupo esta conformado por 4 géneros principalmente:

Enterobacter, Escherichia, Citrobacter y Klebsiella.

El grupo de coliformes fecales, esta constituido por bacterias Gram-negativas capaces de fermentar
la lactosa con produccion de gas a las 48 horas de incubacién a 44.5 + 0.1°C. Este grupo no incluye
una especie determinada, sin embargo la mas prominente es Escherichia coli. (Micro de los
Alimentos, 2008) (Velazquez & Al, 2009)

Epidemiologia: El grupo coliformes esta ampliamente distribuido en la naturaleza, se pueden
encontrar en el agua, el suelo y los vegetales, y forman parte de la flora intestinal de los seres
humanos y de los animales de sangre caliente y fria. Por lo tanto debido a estas caracteristicas de
sobrevivencia y la capacidad para multiplicarse fuera del intestino, el grupo coliformes se utiliza
como indicador de contaminacion fecal en agua; sin embargo, cuando los coliformes llegan a los
alimentos, no so6lo sobreviven, sino que se multiplican, por lo que en los alimentos el grupo

coliformes adquiere un significado distinto al que recibe en el agua.

10
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En productos alimenticios que han recibido un tratamiento térmico como pasteurizacion, horneado

0 coccion, se utilizan como indicadores de malas practicas sanitarias. (Vazquez & Al.)

Transmision: La principal via de transmisién es fecal-oral.

b) Escherichia coli.

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que se encuentra normalmente en el intestino del ser
humano y de los animales de sangre caliente. La mayoria de las cepas de E. coli son inofensivas.
Sin embargo algunas de ellas, como E. coli productora de toxina Shiga, pueden causar graves

enfermedades a través de los alimentos. (Organizacion mundial de la salud, 2016)

E. coli se caracteriza por poseer bacilos Gram negativos, no esporulante, produccion de indol a
partir de triptéfano, no utilizacién de citrato como fuente de carbono y no produccién de acetoina.

Ademas, fermenta la glucosa y la lactosa con produccion de gas. (Murray, Rosenthal, & Pfalier)

Se distinguen seis cepas segun su poder patdgeno:
Escherichia coli entero patdégena (ECEP): Es el agente causal predominante de diarrea en nifios
que viven en paises en vias de desarrollo, e interacciona con las células epiteliales produciendo

una lesion histopatologica caracteristica conocida como “adherencia / destruccion”.

Escherichia coli enterotoxigénica (ECET): Se parece mucho a V. cholerae, se adhiere a la
mucosa del intestino delgado, no la invade, y elabora toxinas que producen diarrea. No hay
cambios histologicos en las células de la mucosa y muy poca inflamacion. Produce diarrea no

sanguinolenta en nifios y adultos.

Escherichia coli entero invasiva (ECEI): Es inmovil, no fermenta la lactosa. Invade el epitelio
intestinal causando diarrea sanguinolenta en nifios y adultos. Libera el calcio en grandes cantidades
impidiendo la solidificacion 6sea, produciendo artritis y en algunos casos arterioesclerosis. Es una

de las E. coli que causa mas dafio debido a la invasion que produce en el epitelio intestinal.
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Escherichia coli entero hemorragica o verotoxigénica (ECEH): Producen vero toxinas que
actuan en el colon. Sus sintomas son: primero colitis hemorragica, luego sindrome urémico

hemolitico y por Gltimo, pdrpura trombocitopénica trombotica.

Escherichia coli entero agregativa (ECEA): La capacidad de las cepas de Escherichia coli entero
agregativa (ECEAgQ) para sobrevivir largo tiempo en el intestino humano y la produccién de una
0 maés de las toxinas descritas, pudiera explicar la persistencia de las diarreas por ellas producidas.
Se han aislado cepas de ECEAgQg en nifios con diarrea con sangre, aunque en la actualidad se
desconoce si existen diferentes cepas agregativas relacionadas con diarreas persistentes u otras en

relacion con diarrea con sangre.

Escherichia coli adherencia difusa (ECAD): Se adhiere a la totalidad de la superficie de las
células epiteliales y habitualmente causa enfermedad en nifios inmunoldgicamente no
desarrollados o malnutridos. No se ha demostrado que pueda causar diarrea en nifios mayores de

un afo de edad, ni en adultos y ancianos. (Méndez Flores, 2011)

Epidemiologia: Un gran nimero de células de E. coli estan presentes en el aparato digestivo, y
estas bacterias son una causa frecuente de septicemia, meningitis neonatal, infecciones del aparato
urinario y gastroenteritis. La mayoria de las infecciones son enddgenas, es decir son capaces de
producir una infeccion cuando las defensas del mismo se encuentran alteradas. (Murray,
Rosenthal, & Pfater)

Transmision: Las bacterias presentes en las ubres de las vacas o en los equipos de ordefio pueden
también contaminar la leche cruda. La infeccion en los seres humanos generalmente ocurre por la

ingestion de alimentos contaminados o por contaminacion fecal-oral. (Sanchez Tarrago, s.f.)

¢) Staphylococcus aureus
El género Staphylococcus pertenece a la familia Staphyloccaceae. S. aureus es una bacteria
anaerobia facultativa gram positiva de 0,8 a 1 micra, productora de coagulasa y catalasa, inmdviles,
no esporulados, tipicamente agrupados en racimos, aunque en muestras clinicas pueden verse

aislados en diplococos o cadenas.
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Epidemiologia: Staphylococcus aureus es un agente patogénico que actla como un
microorganismo saprofito, se encuentra en la piel del individuo sano pero en ocasiones en que las
defensas de la piel caen puede causar enfermedad. El principal grupo de riesgo son pacientes

hospitalizados o inmunocomprometidos.

Patogenicidad: La intoxicacion alimentaria estafilococica resulta del consumo de alimentos en
los que se ha multiplicado por encima de 10° ufc/ g y producido enterotoxinas, es resistente al
calor, a la radiacion gamma y a la accion de las proteasas intestinales como la pepsina. La cantidad
necesaria de enterotoxina requerida para causar la intoxicacion es muy pequefia (0,2 pug /kg en el
hombre). Este nivel se alcanza en poblaciones de mayores de 10° células por gramo. A diferencia
de otras enterotoxinas bacterianas las SEs no actlan directamente sobre el revestimiento del tracto
intestinal, causando acumulacion de liquido en asas intestinales ligadas. Actlan como
superantigenos sobre el receptor de los linfocitos T colaboradores en el intestino y sobre centros
nerviosos del intestino. La capacidad emética es la que las diferencia de otras PTSAgs. (Brizzio,
2009)

Transmision: Staphylococcus se puede encontrar en el medio ambiente como puede ser: aire,
polvo, superficies en donde se manejan alimentos y agua. En alimentos: por ejemplo los que
presentan un alto contenido proteico, como puede ser la leche y derivados lacteos; y finalmente
también se puede localizar en personas y animales. (Zendejas Manzo, Avalos Flores, & Soto
Padilla, 2014)

d) Salmonella spp

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae. Son bacilos gramnegativos
moviles que no fermentan la lactosa, aunque la mayoria producen sulfuro de hidrdégeno o gas por
fermentacién de los hidratos de carbono. Inicialmente, se agrupan en mas de 2000 especies en

funcidn de sus antigenos somaticos (O) y flagelares (H).

Salmonella pertenece a un grupo de bacterias que estan presentes en el intestino de personas y
animales sanos, de forma que las heces son el principal foco de contaminacion en los alimentos y

agua.
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Cuando llega a los alimentos frescos, tiene la habilidad de multiplicarse muy rapidamente, y
cuando una persona ingiere dicho alimento contaminando, el gran nimero de bacterias provoca

“salmonelosis”, infeccion gastrointestinal provocada por dicha bacteria.

Epidemiologia: La salmonelosis es una zoonosis de origen alimentaria, es decir que se transmite
a los humanos a través del consumo de los productos alimenticios derivados de los animales
contaminados con Salmonella spp. Por lo general, esta enfermedad suele producir diarrea, dolor
abdominal y fiebre, aunque también puede venir acompafiada de dolor de cabeza, nauseas y
vomitos. La mayoria de los casos ocurren durante los meses del verano y en ocasiones pueden
presentarse brotes, especialmente en escuelas, guarderias, restaurantes y residencias de ancianos.

El periodo de incubacion es por lo general de 8 a 72 horas.

La deshidratacién ligada a los sintomas gastrointestinales hace que la Salmonelosis sea de especial
importancia en personas con el sistema inmunitario débil, bebés y nifios menores de 5, personas
mayores de 60 afios, y enfermos de cancer, diabéticos, portadores del VIH, pacientes tratados con
corticosteroides y otros grupos de riesgo; donde puede desencadenar problemas muy graves.
(Elika, 2013)

Patogenicidad: Se puede clasificar la salmonelosis humana mediante dos grupos, las que son
causadas por serotipos humanos, que suelen ocasionar sindromes tifoidicos y las que son debidos
a serotipos mas generales y que suelen causar diarreas, vomitos y fiebre. La duracién de la
enfermedad varia segun el estado general del huésped. Una vez Salmonella ha superado las
barreras y penetra en las células del hospedero, se necesitan aproximadamente 10° — 102 bacterias
para desarrollar la enfermedad sintomética. Aunque intervienen otros factores como el tipo de

cepa, el tipo de alimento o el estado fisioldgico del huésped. (Robledo, 2015)

Mecanismos de adherencia: La adherencia microbiana es necesaria para la supervivencia de un
microorganismo y depende de la habilidad que posea la bacteria para adherirse. Este mecanismo
necesita un receptor situado en la célula eucariota del huésped y la presencia de adhesinas, es decir,

maultiples factores que lo adhieran al receptor.

14



Evaluacion microbiol6gica de productos lacteos artesanales| 2016

Estas son capaces de desencadenar una serie de respuestas bioldgicas como la activacion de los
linfocitos B, los neutréfilos o la secrecidn de citocinas, entre otras. Las maltiples adhesinas que se
encuentran en los microorganismos se pueden agrupar en adhesinas fimbriales y adhesinas no
fimbriales. Por lo general, en las bacterias Gram negativas las fimbrias (apéndices proteinicos) son
mas cortas y numerosas que los flagelos y no son responsables de la movilidad bacteriana. Los
pelos (pili), en cambio, tienen una estructura parecida a las fimbrias pero suelen ser mas largos y
menos numerosos. Tanto las fimbrias como los pelos son los encargados de fijar de manera

especifica ciertas bacterias patgenas a los tejidos.

Transmision: Las personas contraen la salmonelosis a través del consumo de alimentos
contaminados de origen animal, aunque también otros alimentos se han vinculado a la transmision,

incluidas hortalizas contaminadas por estiércol.

También puede transmitirse entre las personas por via fecal-oral. (OMS, 2013)

e) Listeria monocytogenes

Las bacterias pertenecientes al género Listeria son bacilos Gram-positivos cortos, regulares, no
esporulados ni ramificados, que suelen observarse en disposicion individual o formando cadenas
cortas. En cultivos viejos pueden aparecer formando filamentos de 6-20 mm de longitud. Presentan
de 1 a 5 flagelos peritricos que les confieren movilidad a 28°C. Las colonias son pequefias de 1 a 2

mm y lisas. (Mejia Jurado , 2009)

Epidemiologia: Las especies de Listeria estin muy extendidas en el medio ambiente. Se han
aislado del suelo, materia vegetal en putrefaccion, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y
congelado, alimentos frescos y procesados, queso, leche no procesada, desechos de los mataderos,
asi como en el tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos. L. monocytogenes se ha
aislado de variadas especies de mamiferos, aves, peces, crustaceos e insectos. No obstante su
principal habitat es el suelo y la materia vegetal en descomposicion, en la cual sobrevive y crece
como saprofito. Debido a su amplia distribucion, este microorganismo tiene muchas oportunidades
de contaminar alimentos en distintos pasos de la produccion alimentaria, siendo ésta la via mas

frecuente por la que el ser humano adquiere la infeccion.
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La listeriosis puede presentarse esporadicamente o en epidemias; en ambas situaciones, los
alimentos contaminados son los principales vehiculos de transmision de L. monocytogenes. La
leche, el queso, los vegetales frescos, la berza, el pollo, las setas, el pavo y muchos otros suelen
ser los alimentos més frecuentemente implicados en ella. (Mejia Jurado , 2009)

Patogenicidad: La patogenia de la infeccion por L. monocytogenes aln es poco comprendida y
los datos disponibles han derivado de observaciones hechas en animales de experimentacion. Los
alimentos son la principal ruta de adquisicion del patégeno y, por lo tanto, el tracto gastrointestinal
es el primer sitio de entrada de L. monocytogenes al hospedero. Esta bacteria es capaz de atravesar
las tres barreras fisiologicas presentes en los seres humanos: intestinal, hemato-encefalica y
placentaria. Al cruzar la barrera intestinal, la bacteria se absorbe desde el lumen intestinal,
atravesando las células epiteliales y si el sistema inmune no es capaz de controlar eficientemente
la infeccidn, la bacteria seguira multiplicandose y la infeccion puede diseminarse al torrente
sanguineo y a los ganglios linfaticos. Tras el ingreso al torrente sanguineo, la mayoria de las
bacterias alcanza el higado y el bazo, donde puede replicarse en el interior de macrofagos o células
epiteliales. Si la replicacion de L. monocytogenes no es controlada por una efectiva respuesta

inmune innata, la bacteria escapa y continta replicandose.

La sobrevivencia del hospedero depende del desarrollo de una efectiva respuesta inmune
adaptativa; de otro modo, la bacteria puede ingresar nuevamente al torrente sanguineo y alcanzar
el cerebro o la placenta, causando infecciones sistémicas potencialmente letales. La capacidad de
L. monocytogenes para replicarse en el citosol de las células infectadas y diseminarse de célula a

célula le permite evitar la respuesta inmune humoral. (Vera & Al., 2013)

Transmision: La transmision de la enfermedad infecciosa se produce, principalmente, a través del
consumo de alimentos contaminados por Listeria, puede deberse al contacto con animales
infectados o suelo contaminado. Una transmision directa de listeriosis de humano a humano
también es posible en las personas que han sido infectadas por Listeria. Pueden hallarse las

bacterias en sus heces durante varias semanas. (Onmeda.es, 2016)
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6.4.Analisis de la calidad microbioldgica de productos lacteos
Las técnicas microbioldgicas en el sector de los alimentos, estan dirigidas con mayor frecuencia a
la deteccion de microorganismos indicadores de la posible presencia de patdgenos o alterantes, los
métodos convencionales de deteccion de microorganismos como la técnica del NMP, siembra en
profundidad o vertido en placa. Los principales objetivos del analisis microbiologico son:
e Asegurar que el alimento cumpla con las normas estatuarias
e Que se ajuste a normas internas establecidas por la empresa que los procesa y a las que exija el
comprador
e Que las materias alimenticias que llegan a la planta para ser procesadas cumplan las normas
exigidas y pactadas con el productor

e Que se mantenga el control del proceso y la higiene de la linea de fabricacién

6.4.1. Métodos convencionales segun FDA-BAM

6.4.1.1.Métodos convencionales para la deteccion de Escherichia coli

% NUmero més probable

La determinacidn de microorganismos coliformes totales por el método del NUmero méas Probable
(NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar la lactosa con
produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C durante 48 h., utilizando un medio de cultivo que
contenga sales biliares.

Esta determinacion consta de dos fases:
Fase presuntiva: EI medio de cultivo que se utiliza es el caldo lauril sulfato de sodio el cual permite
la recuperacion de los microorganismos dafiados que se encuentren presentes en la muestra y que

sean capaces de utilizar a la lactosa como fuente de carbono.

Fase confirmativa: Se utiliza como medio de cultivo el caldo lactosado bilis verde brillante el cual
es selectivo y solo permite el desarrollo de aquellos microorganismos capaces de tolerar tanto las
sales biliares como el verde brillante. La determinacion del nimero méas probable de
microorganismos coliformes fecales se realiza a partir de los tubos positivos de la prueba
presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las bacterias para fermentar la lactosa y producir
gas cuando son incubados a una temperatura de 44.5°C por un periodo de 24 a 48 h.
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Finalmente, la basqueda de Escherichia coli se realiza a partir de los tubos positivos de caldo EC,
los cuales se siembran por agotamiento en medios selectivos y diferenciales. (UNAM)

(Mayaguez). Posteriormente realizando las pruebas bioquimicas basicas a las colonias tipicas.

Medios de cultivo y pruebas bioquimicas: Caldo Lauril Sulfato, Caldo EC, TSI, MIO, MR, VP,
Citrato.

6.4.1.2.Métodos convencionales para la deteccion de Staphylococcus aureus
La determinacion de Staphylococcus aureus mediante extension del inoculo en superficie, es
adecuado para el analisis de alimentos en los que se espere encontrar mas de 100 células de

Staphylococcus aureus o 10 celulas de Staphylococcus aureus/ ml de alimento.

% Recuento en placas

Cuando se requiere investigar el contenido de microorganismos viables en un alimento, la técnica
comunmente utilizada es la cuenta en placa. Esta técnica no pretende detectar a todos los
microorganismos presentes, pero el medio de cultivo, las condiciones de temperatura y la presencia
de oxigeno, permiten seleccionar grupos de bacterias cuya presencia es importante en diferentes

alimentos. (Camacho, Giles, Ortegon, Palao, & Serrano, 2009)

Recuento y Siembra en Profundidad: Esta técnica se caracteriza fundamentalmente por la
recuperacion de células bacterianas viables. Una célula viable se define como la que es capaz de
dividirse para dar lugar a descendencia y la forma habitual para llevar a cabo un recuento de este
tipo, es determinado por el nimero de células capaces de generar colonias sobre la superficie de
un medio solido. En esta técnica un volumen no mayor de 1 ml de la dilucion apropiada se mezcla

con el medio de cultivo fundido. La placa se incuba hasta la aparicion de colonias contables.

Recuento y Siembra en Superficie: Este tipo de recuento se define como un procedimiento en el
cual cada célula viable puede formar una colonia en placa con agar especifico para el
microorganismos, donde un cierto volumen de cultivo diluido que no suele ser superior a 0.1 ml,

se extiende sobre la superficie de una placa con medio solidé utilizando una asa estéril o escobillén
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de vidrio. La placa se incuba en un ambiente predeterminado, hasta que aparecen las colonias y se

cuenta su namero. (Alonso Nore & Poveda Sanchez, 2008) (Departamento de quimica)

Medio de cultivo: Agar Baird-Parker.

6.4.1.3.Métodos convencionales para la deteccion de Salmonella spp.

La presencia o ausencia de Salmonella spp se determina de forma cualitativa dada su reconocida
patogenicidad. Los medios clinicos son de poca aplicacion en microbiologia de los alimentos, méas
al tomar en cuenta la posibilidad de que esta bacteria este en bajo niUmero en competencia con otras

bacterias y/o disminuida por condiciones desfavorables. El anlisis incluye los siguientes pasos:

Pre enriquecimiento: La muestra es enriquecida en un medio nutritivo no selectivo, que permite
restaurar las células de Salmonella dafiadas, logrando de esta manera una condicion fisiologica

estable.

Enriquecimiento selectivo: Se logra a partir de un medio de cultivo que conjunte dos condiciones,
por un lado debe incrementar las poblaciones de Salmonella y por otro inhibir otros

microorganismos presentes en la muestra.

Seleccién en medios solidos: Este punto se deriva directamente del anterior y se utilizan medios
selectivos, que restringen el crecimiento de otros géneros diferentes a Salmonella y que permitan

el reconocimiento visual caracteristico de colonias sospechosas.

Identificacion bioquimica: En el cual se da la identificacion genérica de los cultivos de

Salmonella y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos.

Medios de cultivos y pruebas bioquimicas: XLD, Sulfito de Bismuto, Hektoen, TSI, LIA, Urea,
MIO.
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6.4.1.4.Métodos convencionales para la deteccion de Listeria monocytogenes.

Se dispone de una variedad de métodos convencionales y rapidos para la deteccion e identificacion
de L. monocytogenes en muestras de alimentos y en muestras clinicas procedentes de animales con
listeriosis. Los métodos convencionales siguen siendo el “patréon de oro” con el que se comparan
los restantes métodos. Habitualmente son muy sensibles. Estos métodos utilizan agentes selectivos
y procedimientos de enriquecimiento para reducir el nimero de microorganismos contaminantes

y permitir la multiplicacion de L. monocytogenes.

Aunqgue no se necesite con fines reglamentarios, se dispone de diferentes niveles de tipificacion de
las cepas de L. monocytogenes, entre los que se incluyen el serotipado, el fagotipado, la
electroforesis de enzimas multilocus, los patrones de digestion del ADN mediante enzimas de
restriccion, es decir electroforesis convencional o electroforesis en gel de campo pulsado, la
tipificacion basada en la secuencia de los acidos nucleicos y la amplificacion aleatoria del ADN
polimorfico. (OIE, 2004)

Medios de cultivos: Agar Oxford, Caldo LEB, Agar tripticasa de soya con 0,6% de extracto de

levadura.

6.4.2. Métodos moleculares para la deteccion Salmonella spp y Listeria monocytogenes.
En la industria alimentaria es de vital importancia garantizar la ausencia de microorganismos
patdgenos en el minimo plazo de tiempo, lo cual ha provocado el desarrollo de metodologias

analiticas alternativas, que permitan una deteccion rapida, econdémica y fiable.

Estos métodos alternativos para el analisis microbioldgico de alimentos ya estan siendo empleados

tanto por laboratorios de autocontrol como en laboratorios de control oficial de alimentos.

% PCR
La reaccion en cadena de la polimerasa es una reaccion enzimatica in vitro que amplifica millones
de veces una secuencia especifica de ADN durante varios ciclos repetidos en los que la secuencia

blanco es copiada fielmente.
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La reaccion aprovecha la actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de
sintetizar naturalmente el ADN en las células. Las cadenas de ADN que se separan y funcionan
como molde para que la enzima sintetice las nuevas cadenas que llevan la secuencia blanco de
interés. Por su parte, la ADN polimerasa se encarga de la catalisis de la reaccion, sintetizando las

nuevas cadenas de ADN que llevan la secuencia blanco.

Los avances en la instrumentacion e implementacion de los descubrimientos de la bioquimica y la
biologia molecular permiten utilizar la informacion genética de los microorganismos como:

herramientas de identificacion y cuantificacion de aquéllos de interés para el hombre.

Generalmente, la PCR se lleva a cabo en tres fases:

Desnaturalizacion: Es la separacion de la doble hélice de ADN mediante el calentamiento de la
muestra a una temperatura entre 95 y 97 °C para romper los puentes de hidrégeno que las unian,
de esta manera cada cadena queda como molde para la sintesis de una nueva cadena

complementaria de ADN.

Apareamiento o Hibridacion: Una vez separadas las cadenas del ADN, se alinean los iniciadores
a sitios especificos complementarios de las cadenas sencillas de la region que se va a amplificar,
para que esto suceda se baja la temperatura a 55°C lo que permite la unién o alineamiento de los

iniciadores.

Polimerizacion o Extension: Finalmente, se sintetiza una nueva cadena en sentido 5’ a 3” para lo
cual se incrementa la temperatura, por lo general a 70 °C, porque es la temperatura éptima a la

cual la ADN polimerasa se une a los iniciadores y comienza la replicacion.

Estas tres etapas: desnaturalizacion, alineamiento y extension del ADN, se repiten sucesivamente,
en cada nuevo ciclo se amplifica simultaneamente la region de interés de las dos cadenas
complementarias. (Rojas Herrera & Gonzalez Flores, 2006) (Serrato Dlaz, Renteria, Aportela

Cortez, & Sierra Palacios)
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% PCR en tiempo Real.

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real muestra la capacidad de monitorear el
progreso de la reaccion de PCR a medida que esta ocurre. Es el método més sensible para detectar
y cuantificar los acidos nucleicos. Aun teniendo una cantidad muy pequefia de templado, el sistema

garantiza una alta sensibilidad, especificidad y eficiencia.

La emergente tecnologia del PCR en tiempo real ha demostrado su versatilidad y utilidad en
diversos campos de la investigacion biomédica y el diagndstico biomolecular, siendo la limitante
en la imaginacion de investigadores y fabricantes de nuevos equipos, productos y servicios
asociados a estas ramas del conocimiento. Entre los campos de accion que mas recurren a esta
tecnologia se encuentran la virologia, la microbiologia clinica y la investigacion biomédica,
aunque existen otras como las industrias alimenticias y farmacéuticas que han hecho o haran uso

de esta tecnologia.

Esta técnica combina los pasos de amplificacion de ADN y la deteccion en un Ginico ensayo y evita
tener que preparar geles de agarosa para detectar los productos amplificados. La fluorescencia
emitida es capturada en la etapa de extension de cada ciclo y es proporcional al nimero de copias
de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. Los resultados de la PCR en Tiempo
Real se visualizan en un gréafico de amplificacion, mediante una curva que consta de tres fases:

Fase inicial, fase exponencial y fase plateu.

Este sistema utiliza sondas de hidrolisis o sondas tagman, beacon moleculares y sondas FRET

(transferidores de energia de resonancia fluorescente).

Sondas de Hidrolisis: Son sondas de hibridacion que emplean una sonda con secuencia especifica
de oligonucledtidos y dos secuencias de primers especificas. La sonda esta disefiada para que se
una a las secuencia diana. La sonda lleva un colorante donador en su extremo 5 y un colorante
aceptor en su extremo 3. El donante y el receptor de los fluoroforos se seleccionan de manera que
el espectro de emision del fluor6foro donador se traslape de forma significativa con el espectro de
excitacion del fluoréforo receptor, mientras que el espectro de emision del fluoréforo del donante

es espectralmente separado del espectro de emision del fluoroforo aceptor.
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La excitacion se realiza en una longitud de onda especifica para el fluor6foro del donante, y la
reaccién se controla con la emision de longitud de onda del fluoréforo aceptor. Durante la etapa

de hibridacién del PCR en tiempo real, las sondas se hibridan con sus secuencias dianas.

TagMan: Emplean una secuencia especifica, sondas de oligonucleédtidos marcadas
fluorescentemente llamadas sondas TagMan, agregadas a la secuencia especifica del primer.
También conocidos como ensayos nucleasa-5", el ensayo TagMan utiliza la actividad de la
exonucleasas 5"de ciertas polimerasas termoestables, como la Tag. La sonda contiene un reportero
fluorescente unido al extremo 5" y un apagador unido al extremo 3". Cuando se juntan la

fluorescencia del reportero es apagada debido a la proximidad con el apagador.

Durante los pasos de hibridacion y extensién de la reaccidon de amplificacion, la sonda hibrida la
secuencia y la actividad de la exonucleasa 5" — 3" de la Taq especifica del ADNds separa al
reportero. Como resultado, el reportero es separado de su apagador, y la sefial de fluorescencia

resultante es proporcional a la cantidad de producto amplificado en la muestra.

Beacons moleculares: Emplea un par de primers especificos y una sonda que contiene una
secuencia especifica que reconoce la secuencia diana, en el extremo 5 de la sonda esta el fluoréforo
y en extremo 3’el apagador. En ambos extremos de la sonda hay secuencias complementarias (5
nt) que al unirse forman un horquilla, que mantiene apagada la fluorescencia. Cuando la sonda
encuentra su secuencia diana la horquilla se abre y el reportero al separarse del apagador emite
fluorescencia. La secuencia diana del Beacon estd disefiado para hibridar especificamente la

seccion de 15 — 30 nt de la secuencia blanco.

FRET (transferidores de energia de resonancia fluorescente): Los FRET requieren de dos
moléculas que pueden interactuar entre si, por lo menos uno de los cuales puede ser capaz producir
fluorescencia. EI componente fluorescente se Ilama donante y la segunda molécula se llama
aceptor. Durante el FRET, el colorante fluorescente donante es excitado por una fuente de energia
externa de luz en 6 cerca de su longitud de onda de excitacion dptima y entonces emite una luz en

un cambio mayor de longitud de onda “cambio de Stoke”.
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En lugar de ser detectado por el instrumento, la luz emitida se utiliza para excitar a la molécula
aceptora, que esta en estrecha proximidad fisica. La molécula aceptora absorbe la energia de luz

emitida por el donante fluorescente, apagando eficientemente la sefial del donador.

La longitud de onda emitida por la molécula donante debe estar cerca del maximo de absorcion de
la molécula aceptora. La molécula aceptora puede o no emitir luz. Si la luz es emitida por el
aceptor, el cambio serd mayor asi como la longitud de onda, que aquella emitida por el donante.
La sefial del aceptor sera detectada por el instrumento en tiempo real, pero no se registrara como
una sefial de reportero por el software. Los FRET dependen de que las moléculas del donante y

del aceptor estén de 10 — 100 A y disminuye con el aumento de la distancia.

e Interpretacion de resultados de la PCR Tiempo Real

Fluorescencia de fondo: Esta es ajustada para distinguir sefiales de amplificaciones relevantes del

fondo.

Valor Umbral (Ct): EI Ct es el nimero de ciclos donde la sefial de fluorescencia de la reaccion
cruza el umbral. El Ct es utilizado para calcular el nimero de copias inicial de ADN, ya que el

valor de Ct es inversamente proporcional a la cantidad inicial de producto.

Fase inicial o linea basal: La linea base en la reaccion del PCR en tiempo real se refiere al nivel
de sefial durante los ciclos iniciales del PCR en tiempo real, usualmente de 3 a 15 ciclos, en los
cuales hay pequefios cambios en la sefial de la fluorescencia. El nivel bajo de sefial de una linea

base puede ser comparado al fondo o al “ruido” de la reaccion.

La linea base en un PCR en tiempo real es determinado empiricamente para cada reaccion,
utilizando manuales tedricos ¢ analisis automatizados de la marca de ampliacién. La linea base
puede ser ajustada cuidadosamente para permitir una determinacion precisa del Ct, definido

posteriormente.
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Fase Exponencial: En el PCR en tiempo real es mejor cuantificar los productos de la
amplificacion al inicio de la fase exponencial 6 al final, cuando la curva busca el Plateau. Al inicio
de la fase exponencial, todos los reactivos estan en exceso, la ADN polimerasa esta altamente
eficiente, y el producto que esta presente en bajas cantidades no competird con la capacidad de

hibridacion de los primers.

Fase Plateu: En esta fase finaliza la reaccion y se estabiliza la fluorescencia.

6.5. Condiciones Higiénico-sanitarias

La calidad higiénico-sanitaria son las caracteristicas que debe cumplir un producto alimentario

para asegurar que su consumo no implica un riesgo de salud para el consumidor.

La contaminacién en los alimentos se da cuando se transfieren bacterias o microorganismos

patdgenos, haciendo que éstos no sean aptos para el consumo humano

Los principales puntos de control en la elaboracion de productos lacteos son:

Materia prima: El control de las materias primas es fundamental para eliminar los peligros
microbioldgicos, quimicos y fisicos, cuya eliminacién no puede ser garantizada por ninguna etapa
posterior del proceso al ser en general sustancias 0 microorganismos resistentes a las altas
temperaturas. Pero esta etapa, a su vez, también es muy importante para garantizar la eficacia de

los tratamientos térmicos posteriores frente a los peligros bioldgicos.

Agua: El agua empleada en una industria alimentaria puede suponer una fuente importante de
contaminacion, dando origen a problemas no sélo sanitarios, sino también tecnologicos. El origen
del agua puede ser de la red de abastecimiento publico, captacion propia 0 ambas procedencias.
Dependiendo del origen se realizara el plan de control y tratamiento adecuado, para disponer de

agua potable en cada etapa de produccion.
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Los puntos de muestreo para el autocontrol del agua de la industria alimentaria seran determinados
por ella, junto con la supervision de la autoridad sanitaria. Estos puntos son aquellos en los que el
suministro puede tener incidencia directa en la seguridad de los productos alimenticios elaborados.
Las industrias alimentarias con abastecimiento propio y las conectadas a una red de abastecimiento

con deposito intermedio, deberan realizar las analiticas del agua, segun el tipo de abastecimiento

Manipuladores: Los manipuladores son una de las principales fuentes de contaminacion de los
alimentos, para reducir la posibilidad de que un manipulador contamine un alimento, éstos han de
tener una formacidn acorde al puesto de trabajo que desempefian. Por lo tanto deberan contar con:
Sentido del control higiénico en toda la cadena alimentaria y conocimiento sobre la correcta

limpieza y desinfeccion de utiles e instalaciones.

Las manos carentes de aseo es uno de los principales factores que favorecen la contaminacién por
determinados microorganismos , como medidas correctoras ante evidencias de malas practicas de
higiene por parte de algun manipulador, se considerard la inclusion de modificaciones en el plan

de formacién con la actualizacion de conocimientos de forma continuada.

Utensilios: Todos los materiales que tengan un contacto con las distintas materias primas y con el
producto final, ya sean depdsitos, cubas, moldes, prensas, cintas transportadoras, bandejas, envases
finales, etc., han de ser de unas caracteristicas tales que no alteren el producto. En la actualidad, la
mayoria de los equipos son de acero inoxidable y materiales sintéticos, debido a la modernizacion
de las industrias, que han actualizado sus equipos y procesos. Este material facilita en gran medida
las operaciones de limpieza y desinfeccion, al tiempo que incrementa la vida atil del equipo o
superficie. (CECAM, s.f)
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VII. DISENO METODOLOGICO
Tipo de Estudio: Descriptivo, prospectivo de corte transversal.
Tipo de muestreo: No probabilistico por conveniencia.

Area de Estudio: El estudio se realizo en las areas de procesamiento de la finca San Diego, del
Municipio de Cuapa, Chontales.

Universo: El universo estuvo conformado por todos los productos lacteos, materia prima,
manipuladores y utensilios utilizados en el proceso de elaboracion en la finca San Diego, del

Municipio de Cuapa, Chontales, Noviembre-Diciembre 2016.

Muestras: Las muestras estuvieron conformadas por: 4 muestras de productos (20 submuestras)

y 15 muestras tomadas en los procesos de elaboracion.

% 1 lote de leche cruda como materia prima, constituida por 5 submuestras.

+ 3 Productos lacteos conformados por queso fresco, quesillo y cuajada; de los cuales se tom6 1
lote por cada una de las muestras y 5 submuestras segun la Norma Técnica Obligatoria
Nicaraguense para los Quesos (NTON-03-065-06).

%+ 3 Muestras de agua ( 2 de grifo y 1 de pozo)

¢+ 4 Utensilios ( mesa, cuchillo, molino, tina)

++ 4 Manipuladores

«* 4 Ordefadores
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Criterios de Inclusion:
e El producto lacteo sea elaborado en la fecha establecida en la finca San Diego.

e El producto lacteo esté en condiciones dptimas para la toma de muestra.

Criterios de Exclusion:
e El producto lacteo este proximo a caducar.

e El producto lacteo que no sea de interés investigativo.

Redaccién de la informacion: El procesamiento de los datos se realizé de forma computarizada
por el software Microsoft Word y Excel. El anlisis de la informacion se hizo por medio del calculo

porcentajes para dar a conocer los resultados de las variables de estudio.

Para la elaboracion del documento se usaron los programas Microsoft Word para procesar los
textos y Microsoft Excel para la elaboracion de las tablas y graficos, Microsoft Power Point para
el disefio de la presentacion. Los datos fueron tabulados y presentados en tablas y graficos de

distribucién de frecuencias.

Consideraciones éticas: Antes de dar inicio con la investigacion, se hizo contacto directo con el
propietario de la finca San Diego, del Municipio de Cuapa, Chontales, en el que se solicit6 su
autorizacion y colaboracion en cada parte del proceso investigativo; a la vez se le dio a conocer el

propésito del estudio.

Procedimientos: Una vez con la autorizacién del propietario de la finca y de la direccion del

laboratorio del CNDR, se procedio con las siguientes actividades:

a) Toma de muestras

Se tomaron muestras de queso fresco, cuajada y quesillo con peso de 1 libra por cada uno y 1,000
ml de leche cruda y se transportaron en cadena de frio en un termo con refrigerantes al CNDR-
MINSA donde se procesaron dichas muestras. Se utilizé la técnica recomendada por la FDA-BAM

para productos lacteos.
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Hisopado de manos y superficies:

Material: Tubos con tapa a rosca que contengan 2- 3 ml de agua peptonada buffer fosfato y

solucién Ringer, e hisopos de algodon esterilizados.

Manos:

%+ Se humedecio el hisopo en el diluyente y se lavo la superficie de la palma de la mano haciendo
rotar el hisopo.

% Se lavo el hisopo en el diluyente y se escurri6 contra la pared del tubo.

+ Se repitio lamisma operacion lavando otros dedos y entre las ufias y se quebro el hisopo dejando
la punta del algodon en el tubo.

+ Repitiendo la operacion con la otra mano. Ambos hisopos se colocaron en el mismo tubo.

% Una vez tomada la muestra se procedié a realizar las siembras por el método de NMP.

Superficies:

¢ Si la superficie estaba seca, se humedece el hisopo en la solucién buffer, en caso de que la
superficie este humeda, no es necesario hacer esta operacion.

% Con el hisopo inclinado en un angulo aproximado de 30° frotando 3 veces, cada una en
direccion opuesta (en sentido vertical, horizontal y diagonal, aplicando la mayor presion
posible) sobre una superficie aproximada de 50 cm2.

% Se enjuago el hisopo en la solucion buffer, regresando el exceso de liquido y repitiendo la
operacion con el mismo hisopo sobre tres porciones mas de la misma superficie, de 50 cm2
cada una, para a completar un area de 200 cmz2.

++ Regresando el hisopo al tubo y rompiendo la parte que estuvo en contacto con los dedos.

% Una vez tomada la muestra se procedi6 a realizar las siembras.

b) Transporte y almacenamiento de las muestras

En las practicas de transporte y almacenamiento de muestras se mantuvieron las condiciones de
almacenamiento recomendadas para el producto lacteo. El analisis de la muestra se inicio tan
pronto como fue posible tras la recepcion de la muestra. Una vez tomadas las muestras se colocaron
en cadena de frio para ser transportadas hasta el laboratorio. Luego de ser procesadas se

almacenaron las muestras a una temperaturade -20° C £ 5 ° C.
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c) Aislamiento para coliformes totales y fecales

X/
°e

NuUmero mas probable- Presuntiva

En un frasco con 450 ml de agua peptonada alcalina, se pes6é 50 g de muestra y se mezclo
durante 1 minuto.

Se prepararon diluciones de 102, 103, 10 y otros segun corresponda, transfiriéndose 1 ml de
dilucion anterior a 9 ml de APA.

Se usaron al menos 3 diluciones consecutivas, se inocularon alicuotas de 1 ml de cada dilucion
en 3 tubos de Lauril triptosa simple.

Se incubaron los tubos de Lauril triptosaa 35°C £ 0,5 ° C.

Se examinaron los tubos y registrar las reacciones de gas a las 24/48 + 3 h.

Se realiz6 la prueba confirmativa en todos los tubos positivos presuntivos.

Confirmacién para coliformes

De cada Lauril triptosa simple con gas se realizo la transferencia con un asa de siembra de la
suspension a un tubo de caldo de bilis verde brillante.

Se incubaron los tubos a 35 ° C + 0,5 ° C y se comprobd la produccién de gas a 48 + 3 h.

Se calculd numero mas probable de coliformes basado en la proporcién de tubos de lauril

triptosa con gas confirmados por 3 diluciones consecutivas.

Confirmacidn para coliformes fecales v E. coli

De cada lauril triptosa con gas se realiz6 la transferencia con un asa de siembra de la suspensién
a un tubo de caldo de EC.

Se incubaron los tubos de caldo EC un periodo de 24 + 2 horas a 45,5 ° C y se examin0 la
produccion de gas. Si era negativo, se reincubd y examino de nuevo a los 48 + 2 h.

Si era positivo se incubo los tubos en caldo E.C + MUG por 24 horas a 35°C. Se examind la

turbidez en tubo y se comprobé la positividad con lampara de fluorescencia.
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d) Aislamiento de Staphylococcus aureus

Recuento en placas

¢+ Se pesaron 25 g de muestra en 225 ml de Agua peptonada buferada.

% Se prepararon diluciones de 102, 103, 10 y otros segln corresponda, transfiriéndose 1 ml de
dilucion anterior a 9 ml de APA.

¢ Por cada dilucidon se transfirio asepticamente 1 ml de suspension de 3 placas de agar Baird
Parker.

+ Se difundi6 el inoculo sobre la superficie de la placa de agar, utilizando varilla de vidrio estéril.

++ Conservando las placas en posicidn vertical hasta que el inoculo fue absorbido por el agar.

+¢ Por ultimo, se invirtio las placas e incubar 45-48 horas a 35-37°C.

Prueba de coagulasa

¢+ Fueron agregadas las colonias sospechosas de S. aureus en tubos pequefios con 0,3 ml de caldo
BHI y emulsionandose a fondo.

+ Se incubo la suspension de caldo BHI de 2 a 4 horas a 35-37°C.

+ Luego se afiadio 0,3 ml de plasma reconstituido con EDTA al caldo BHI y se mezcl6 bien.

« Por ultimo, la suspension fue incubada a 35-37°C y comprobando periédicamente durante cada

2 horas la formacion del coagulo.

e) Aislamiento de Salmonella spp

% Se pesaron 25 gramos de la muestra y afiadieron 250 ml de agua tamponada y se mezclé.

+ Transfiriendo 0.1 ml de la mezcla a 10 ml de medio Rappaport-Vassiliadis

¢+ Se incubo el medio Rappaport-Vassiliadis (RV) 24 + 2 horas a 42 + 0,2 ° C en bafio maria.

++ Se vortio cada tubo y se inoculo la muestra con el asa de los caldos que se incubaron, en sulfito
de bismuto (BS), agar xilosa lisina desoxicolato (XLD), y Hektoen entérica (HE).

++ Se incubaron las placas 24 + 2 horas a 35 ° C. Se examinaron las placas para presencia de

colonias de Salmonella spp, que pueden ser:

Agar Hektoen Entérica (HE): Azul-verde a colonias azules con o sin centro negro. Muchos cultivos
de Salmonella pueden producir colonias con centros negros grandes, brillantes o pueden aparecer

como colonias casi completamente negros.
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Desoxicolato xilosa lisina agar (XLD): Colonias de color rosa con o sin centro negro. Muchos
cultivos de Salmonella pueden producir colonias con centros negros grandes, brillantes o pueden

aparecer como colonias casi completamente negros.

Sulfito de bismuto (BS) agar: Marrén, gris, negro o colonias; a veces tienen un brillo metéalico.
Medio circundante es generalmente de color marron al principio, pero puede aparecer en negro en

el tiempo con el aumento de la incubacion, produciendo el Ilamado efecto de halo.

f) Aislamiento de Listeria monocytogenes

++ Se inocularon 50 g 0 ml de muestra en 450 ml de caldo de enriquecimiento para Listeria (LEB).

% Se incubo el caldo a 30°C durante 48 horas.

% Se extendi6 0,1 ml de cultivo con caldo para enriquecimiento sobre placas con agar de Oxford
y se incubaron las placas a 37°C.

%+ Se observd el crecimiento de bacterias transcurridas 24 y 48 horas. (Manual de la OIE sobre

animales terrestres , 2008)

Agar Oxford: Las colonias de Listeria son de aproximadamente 1 mm de diametro colonias negras

rodeadas por un halo de color negro y el centro hundido.

g) Método de Extraccion: Dynabeads® DNA DIRECT™ Universal Kit
1. Se tomd la muestra previamente incubada con APB (Salmonella) o Caldo LEB (Listeria
monocytogenes).

2. Se colocd la muestra en un vial estéril y se centrifugo a 15.000 x g durante 5 min.

w

Descartandose el sobrenadante y afiadiendo 200 uLde Dynabeads® en una sola accion rapida
de pipeteo.

Dejando el tubo a temperatura ambiente durante 5 min.

Se colocd el tubo en el DynaMag ™ 2 durante 2 min.

Eliminando y descartando el sobrenadante.

Se retird el tubo del iman. Afadiendo 200 pl 1x de la solucion de lavado.

© N o g &

Colocando el tubo en el DynaMag ™ 2 y dejandolo 30 segundos o hasta que el sobrenadante

se haya despejado.
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9. Se retird con cuidado y se desechd el sobrenadante.

10. Repitiendo los pasos 7 y 8 una vez mas.

11. Se retir6 el tubo del DynaMag

™ _2

12. Se resuspendio el Complejo DNA / Dynabeads® en 20-40 pL de solucion de resuspension.

Pipeteando el complejo arriba y abajo 30-40 veces o hasta que la suspension sea homogénea.

13. Se colocO inmediatamente el tubo en el DynaMag ™ -2 y se dejo durante 30 segundos.

Transfiriendo el sobrenadante que contiene ADN, a un nuevo vial estéril.

h) PCR Tiempo Real

1.
2.

o 0k~ w

Se preparo0 el equipo Applied BioSystems, programandose las condiciones de amplificacién
Se realiz0 la preparacion de la Master Mix con el kit FastStart Universal Probe Master
Applied Biosystem

Realizando la preparacion de la curva de calibracion y controles

Se colocaron 9 uL de la Master Mix y 1 uL del ADN en la placa para la PCR

Se situd la placa en el equipo e inicio la corrida.

Esperando la amplificacion del fragmento del ADN de interés y realizando el ajuste de la

curva de calibracion y obtencion de datos.
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VIIl. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
Variable Subvariable Indicador Valores Criterios
Presencia de gas en la
campana de Durham vy Positivo
turbidez en el caldo
Numero mas | Caldo Lauril _
probable Sulfato Ausencia de gas en la _
(NMP) campana de Durham y no Negativo
hay turbidez
Produccion de gas Positivo
Caldo EC — .
No hay produccion de gas Negativo
Superficie: Fermentacion de
lactosa y sacarosa
Profundidad: Fermentacion AIAG
de glucosa con produccion
de gas
Superficie: No hay
fermentacién de lactosa y
TSI sacarosa K/K
Profundidad: No hay
fermentacion de la glucosa
Superficie: No hay
fermentacién de la lactosa y
sacarosa A/KG+
Profundidad: Fermentacion
de glucosa con produccion
de gas y sulfuro de
hidrogeno
Turbidez:
Movilidad Positiva
No hay
turbidez:
Pruebas MIO Negativa
Métodos | Bioquimicas Anillo rosado:
convencional Indol Positivo
es para el Anillo
aislamiento amarillo:
de E.coli Negativo
Intensifica el
Ornitina color violeta:
Positivo
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Viraje al color

amarillo:
Negativo
MR Anillo color rojo Positivo
Anillo color amarillo Negativo
VP Anillo color zapote Positivo
Anillo amarillo 0 Negativo
transparente
Citrato Viraje al color azul Positivo
No hay viraje de color Negativo
Métodos Crecimiento
convencional Colonias grises 0 negro | caracteristico
es para el Recuento en | Agar Baird- | azabache rodeadas de una de UFC
aislamiento placa Parker zona clara externa No hubo
de crecimiento
Staphylococc bacteriano
us aureus
Crecimiento
XLD Colonias rojas con centro | caracteristico
negro de UFC
No hubo
crecimiento
bacteriano
Aislamiento Crecimiento
de Sulfito Colonias marrones 0 negras | caracteristico
Salmonella Bismuto | con o sin brillo metalico de UFC
spp No hubo
crecimiento
bacteriano
Crecimiento
Hektoen Colonias verdes azuladas caracteristico
de UFC
No hubo
crecimiento
bacteriano
Métodos oruet ISuperficie: Fermentacion de
: ruebas actosa y sacarosa
co:svsggcg;al Bioquimicas Profundidad: Fermentac!c:m AIAG
aislamiento de glucosa con produccion
de de gas
Salmonella Sugerficie_: No hay
spp fermentacion de lactosa y
TSI sacarosa K/K

Profundidad: No hay
fermentacion de la glucosa
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Superficie: No hay
fermentacion de la lactosa y

Sacarosa

Profundidad: Fermentacion A/KG+
de glucosa con produccion
de gas y sulfuro de
hidrogeno
Superficie: Desaminacion de
la lisina negativa
LIA Profundidad: K/Kg
Descarboxilacion de la lisina
positiva con poca
produccién de gas
Superficie:
Desaminacion de la lisina
negativa K/A
Profundidad:
Descarboxilacion de la lisina
negativa, sin gas y sin HoS
Superficie:
Desaminacion de la lisina
positiva R/Ag+
Profundidad:
Descarboxilacion de la lisina
negativa con poco gas y H2S
Viraje de color a rosado Positiva
UREA intenso
No hay viraje de color Negativa
Movilidad Turbidez:
MIO Positiva
No hay
turbidez:
Negativa
Anillo rosado:
Indol Positivo
Anillo
amarillo:
Negativo
Intensifica el
Ornitina color violeta:
Positivo
Viraje al color
amarillo:
Negativo
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Métodos Aislamiento
convencional | de Listeria Crecimiento
es monocytogen Agar Colonias negras rodeadas | caracteristico
es Oxford por un halo de color negro de UFC
No hubo
crecimiento
bacteriano
Extraccion y
PCRen Salmonella | amplificacio Positivo
tiempo real spp Yy ndeun | Curva de amplificacion
Listeria fragmento
monocytogen de ADN Negativo
es
Caldo Lauril | Presencia de gas en la Positivo
NMP en | Concentrad | campana de Durham vy
muestras de |0 turbidez en el caldo
Agua Ausencia de gas en la Negativo
campana de Durham y no
hay turbidez
Caldo Bilis | Produccion de gas Positivo
Verde No hay produccion de gas Negativo
brillante
Caldo EC Produccion de gas Positivo
No hay produccion de gas Negativo
EC Mug Fluorescencia Positivo
Ausencia de fluorescencia Negativo
Hisopado de Agua
o manos en peptonada
Condiciones | Ordefiadores | Caldo Bilis | Produccion de gas Positivo
hlgl_énl_co- y Verde Noh Toccion d Neoati
sanitarias | manipulador | brillante 0 Nay procticeion £e gas egativo
es Produccién de gas Positivo
Caldo EC N hay produccion de gas Negativo
Fluorescencia Positivo
EC Mug Ausencia de fluorescencia Negativo
Agua
peptonada
Hisopado de | Caldo Bilis | Produccion de gas Positivo
utensilios | Verde No hay produccion de gas Negativo
brillante
Produccion de gas Positivo
Caldo EC No hay produccion de gas Negativo
Fluorescencia Positivo
EC Mug Ausencia de fluorescencia Negativo
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IX. RESULTADOS Y DISCUSION

Grafico 1. Presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Listeria

monocytogenes por métodos convencionales segin FDA-BAM.

100%

35%

0% 0%

Los métodos convencionales son importantes, ya que su empleo permite obtener microorganismos
en cultivos puros, ademas siguen siendo los métodos de referencia frente a los que se comparan y
validan otros métodos, normalmente son muy sensibles y de bajo costo. Mediante los métodos
convencionales segun FDA-BAM, se analizaron cuatro lotes conformados por cinco muestras cada
uno, de las cuales un 100% fueron positivas para Escherichia coli, y un 35% para Staphylococcus
aureus, superando el rango maximo permitido segun, la norma nicaragiiense NTON-03-065-06
(ver anexos) que establece 10° UFC/cm?® para Staphylococcus aureus, y 0 UFC/cm?® para
Escherichia coli.
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En comparacion con un estudio realizado en Chile en 1999 por Romero, donde caracterizo
microbiologicamente quesos elaborados por pequefios productores de leche, obtuvo como
resultado un 6 % de muestras positivas para Staphylococcus aureus; esto puede deberse a que el
namero de S. aureus decrece dependiendo de la concentracion de sal, de la actividad del cultivo
lactico y del tiempo de maduracion, ya que estos microorganismos tienden a disminuir durante ese
periodo; por el contrario Escherichia coli, estuvo presente en el 90% de las muestras, este valor
puede atribuirse a factores como la carga bacteriana inicial, tiempo de maduracion y a las
condiciones higiénicas mantenidas en la elaboracion y almacenamiento de los quesos, siendo estos

datos obtenidos similares a los del presente estudio.

Sin embargo en un estudio realizado por Delgado et al., en el 2001 en Lima, Perd, demostro la
presencia de Escherichia coli en un 28,1% y Staphylococcus aureus en un 87,2% de un total de 39
muestras de quesos analizadas, reflejando lo dificil que se hace establecer comparaciones entre
estos parametros por los diferentes factores que implica su elaboracion. Esto se relaciona
especificamente por la elevada carga microbiana en las muestras de lacteos, lo que indica
deficiencias higiénicas en la manipulacion de los productos terminados, debido a que la materia
prima “leche cruda” presento en ambos estudios una baja carga microbiana en comparacion con

los productos.

En Nicaragua, en el afio 2015 Aleman et al., realizaron un estudio para el aislamiento y deteccion
de Listeria monocytogenes en quesos frescos artesanales, obteniendo como resultado ausencia de
Listeria monocytogenes en 100 muestras analizadas; siendo similar a los resultados obtenidos en
el presente estudio. Confirmando lo que Espinoza et al., plantearon en el afio 2003 sobre los
factores que influyen en la ausencia de esta bacteria en los productos los cuales pueden ser: la
exposicion al aire libre, irradiacion solar casi directa, ocasionando perdida de humedad y
endurecimiento del producto, condicién donde la probabilidad de encontrar este microorganismo

es casi nula.

En cambio Schobitz et al., en el afio 2001, en Chile; determinaron la presencia de Listeria
monocytogenes en leche cruda y queso fresco en 75 muestras correspondientes a 50 muestras de

leche y 25 de queso, con resultados de un 22% en el anélisis de leche y ausencia en quesos.
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Resultando estos datos diferentes de los obtenidos en nuestro estudio, en el que no se detecto
Listeria monocytogenes en leche cruda y productos lacteos, no constituyendo por lo tanto un
peligro potencial para el consumidor. Sin embargo la presencia del patdgeno demuestra la
ubicuidad y capacidad para multiplicarse a bajas temperaturas; origindndose la contaminacion de
la leche a través de la alimentacion de las vacas con ensilaje del patdégeno en el ambiente del lugar
de ordefio o sobre la superficie de los tanques de recepcion de leche, entre otros factores. (Fenlon,
1989)

De igual manera hubo ausencia en los resultados obtenidos para Salmonella spp, en el presente
estudio; a diferencia de Plaza et al., que realizaron un estudio en Guayaquil, Ecuador en el 2011,
donde analizaron 120 muestras de quesos y obtuvieron un 13.71% de muestras positivas para
Salmonella spp por métodos convencionales. La presencia de este, fue debido a las condiciones
propias de los quesos, como: pH &cido, humedad y bajo porcentaje de sal, los cuales crean un
ambiente propicio para la proliferacion de la misma. Siendo de particular importancia la
determinacion de este patdgeno que atenta directamente con la salud de los consumidores. Asi
mismo Leyer y Jhonson demostraron la habilidad de la Salmonella para adaptarse en ambientes
acidos, lo que constituye un importante mecanismo de supervivencia que las capacita para persistir

en productos lacteos fermentados y posiblemente en otros alimentos acidos. (Leyer, 1992)
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Gréfico 2. Deteccion de Salmonella spp por PCR Tiempo Real.
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La PCR en Tiempo Real, ha sido utilizada para la deteccion de patdgenos de origen alimentario,
este proceso es efectivo debido a su sensibilidad, especificidad y deteccidén temprana. Del total de
20 muestras analizadas por este método molecular, un 5% que correspondié a una muestra fue
positiva para Salmonella spp, resultando esta muestra relevante debido a que esta técnica posee
una mayor sensibilidad que los métodos convencionales, obteniendo una positividad a muy bajas
concentraciones, como se visualiza en el grafico 2, donde se puede apreciar la muestra positiva
que inicié su amplificacion en el ciclo 38, validandose con el control positivo que inicid su
amplificacion en el ciclo 27, considerandose siempre la posibilidad de encontrar ADN bacteriano

de células muertas, viables 0 no viables para su multiplicacion.

En un estudio realizado en México por Alcazar et al., en el 2006; donde analizaron 120 muestras
de queso por la PCR Tiempo Real solo tres muestras (2.5%) fueron positivas para Salmonella spp,
siendo comparable al presentado en este estudio. (Alcazar, 2006). A diferencia de un estudio
realizado por Colorado en 2014 en Veracruz donde obtuvo un 14.2% de muestras positivas para
Salmonella spp., correspondiente a 17 muestras de un total de 120; resaltando el alto riesgo que
representan los quesos artesanales para contraer esta bacteria, debido a su elaboracion que se
realiza con leche cruda y de igual manera por la falta de higiene durante el proceso relacionandose

con los altos niveles de contaminacion.
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Gréfico 3. Deteccion de Listeria monocytogenes por PCR Tiempo Real.
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Las muestras obtenidas también fueron analizadas por la PCR Tiempo Real para la deteccion de
Listeria monocytogenes, encontrandose ausencia de este patégeno, como se visualiza en el grafico
3, donde se puede apreciar que las curvas tienen tendencia negativa y no presentan amplificacion;
el control positivo cuyo Crossing point (CP) se empezé a amplificar en el ciclo 20 mostrando una
curva diferente a las demas muestras, resultados similares a los obtenidos por Aleman et al., en
Nicaragua en el afio 2014. Donde se analizaron un total de 100 muestras de quesos para Listeria
monocytogenes obteniendo ausencia de la misma, corroborando de esta manera que en nuestro pais

no prevalece esta bacteria, por lo que se consideran datos satisfactorios.

Camacho et al., en el 2007 afirmaron que un factor que afecta el crecimiento de Listeria spp, es la
competencia que se da con microorganismos propios de la leche y otros patdégenos que hacen mas
dificil su supervivencia, debido a que debe competir por nutrientes con otras especies con un
tiempo de duplicacion mas corto como las coliformes o bacterias acido lacticas, estas Gltimas se
alimentan de lactosa provocando su rapido crecimiento y acidificando la leche rapidamente
(Camacho A. S., 2007).
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La ausencia de Listeria spp se puede deber a varios factores como la composicion del suelo,
alimentacion del ganado, condicion ambiental, higiene del ordefio y comportamiento bacteriano.

En cambio Ramirez et al., en el 2010 realiz6 en Venezuela un estudio para 30 muestras de queso
blanco por PCR, obtuvo dos muestras positivas para Listeria monocytogenes quienes sugieren que
el crecimiento de esta bacteria es de distribucion amplia en la naturaleza, a causa de su resistencia
a condiciones extremas de temperatura, acidez, salinidad y su capacidad para multiplicarse a bajas
temperaturas; ademas de ser responsable de la listeriosis humana transmitida por alimentos y se

ha convertido en un importante problema para la salud publica. (Ramirez, 2010)
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Gréafico 4. Condiciones higiénico-sanitarias en las que se elaboran los productos lacteos

artesanales
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La implementacion de las condiciones higiénico-sanitarias por la industria lactea es importante
para asegurar la inocuidad del producto. Por lo tanto se realiz6 la evaluacion microbioldgica de los
factores que pueden influir en la contaminacion del producto en diferentes puntos del proceso de
elaboracidn. Se analizaron un total de 15 muestras que correspondieron a: Dos muestras de agua
(pozo y grifo), cuatro hisopados de manos del personal del ordefio, cuatro de los manipuladores de
los productos y cuatro muestras de los utensilios. Obteniendo como resultado que el agua de grifo
es la inica muestra que cumplié con los criterios de aceptacion. En las muestras de utensilios se
obtuvo un 50% (2/4) de Coliformes Totales, Fecales y Escherichia coli. De la misma manera en
la muestra de agua de pozo se encontré una positividad del 100% para Coliformes Totales y
Fecales. A diferencia de un estudio realizado por Romero en el afio 2015 en Colombia, sobre la
evaluacion microbioldgica del proceso de elaboracion del queso, donde analizaron 25 muestras de
superficies, las cuales presentaron una positividad de: 11% coliformes totales, 7% coliformes

fecales y en un 2% E. coli. (Romero L., 2015).
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La presencia de estos microorganismos en las superficies contaminadas se debe a que la empresa
presenta defectos en la infraestructura como grietas, distribuciones de areas de trabajo y pozos
cerca del &rea de ordefio, dificultando el acceso a procesos de limpieza y desinfeccion,
convirtiéndose en ser mas propenso a permanecer con la suciedad, por ende es uno de los
reservorios de microorganismos debido a la cantidad de sitios de retencidon de materia organica e

inorganica. (Taylor, 1998)

Cabe recalcar que el proceso de molido de la cuajada se realiza en un molino publico ya que la
microempresa no cuenta con uno propio, siendo este uno de los principales focos de contaminacion
en el proceso, ya que la limpieza del mismo no se lleva a cabo de una manera correcta, solamente

se utiliza agua del grifo sin ninguna solucion desinfectante.

Los manipuladores de alimentos desempefian un papel importante en la prevencion de
intoxicaciones alimentarias y de otras enfermedades transmitidas por los alimentos, la presencia
de un 100 % de Coliformes Totales, Fecales y Escherichia coli en las muestras del personal de
ordefio, y un 100 % para Coliformes Totales, 75% Coliformes Fecales y un 25% de Escherichia
coli en muestras de manipuladores, se debe a deficientes procesos de limpieza, desinfeccion, falta
de educaciéon o formacion de los mismos. La formacion de los manipuladores es un factor
fundamental para alcanzar la seguridad alimentaria que se pretende, por ello conviene que las
pequefias empresas se esfuercen en proporcionar a sus operarios conocimientos basicos de higiene

alimentaria. (Benavente G., 2007)
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X.

CONCLUSION

Se analizaron mediante los métodos convencionales los productos l&cteos artesanales
segun FDA-BAM, obteniendo como resultado Escherichia coli con 100% de muestras
positivas, Staphylococcus aureus con 35% de muestras positivas, con ausencia de

Salmonella spp y Listeria monocytogenes.

Mediante la PCR Tiempo Real se logro detectar un 5% de positividad para Salmonella

spp Yy ausencia de Listeria monocytogenes.

Al analizar las condiciones higiénico-sanitarias en la elaboracion de los productos lacteos
artesanales, se obtuvo en un 100 % de las muestras del personal de ordefio Coliformes
Totales, Fecales y Escherichia coli , asi como un 100 % para Coliformes Totales, 75%

Coliformes Fecales y un 25% de Escherichia coli en muestras de manipuladores.

En el 50% de las muestras de utensilios se obtuvo Coliformes Totales, Fecales y
Escherichia coli. De la misma manera en la muestra de agua de pozo se encontr una
positividad del 100% para Coliformes Totales y Fecales; Siendo el agua de grifo la Gnica

que presento calidad sanitaria aceptable.

46




Evaluacion microbiol6gica de productos lacteos artesanales| 2016

Xl.  RECOMENDACIONES
Al Ministerio de Salud
A realizar estudios de vigilancia epidemioldgica en diferentes fincas a nivel nacional que permitan
tener un diagnostico actualizado de la calidad microbiologica de los diferentes productos
artesanales elaborados.
A la Universidad
Continuar promoviendo estudios en el area de Microbiologia de los Alimentos que contribuyan a
resolver problemaéticas a nivel territorial, asi como la prevencién de enfermedades de transmision
alimentaria en la poblacion.
Al productor
Poner en practica las medidas higiénicas sanitarias durante la manipulacion y el procesamiento de

los productos lacteos para evitar la contaminacion cruzada que puedan poner en riesgo al

consumidor y asi brindar un producto con mejor calidad microbiolégica.
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ANEXOS

Tabla 1. Presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp y Listeria

monocytogenes por méetodos convencionales segin FDA-BAM.

Microorganismo Frecuencia Porcentaje
Escherichia coli 20 100%
Staphylococcus aureus 7 35%
Salmonella spp 0 0%
Listeria monocytogenes 0 0%
Total 20 100%

Tabla 2. Requisitos microbioldgicos para quesos segin NTON 03 065-06

Microorganismos n(1) c(2) m(3) M(4)
Staphylococcus aureus, UFC/cm3 5 1 102 103
Coliformes totales, UFC/cm3 5 2 200 500
Coliformes fecales, UFC/cm3 5 1 10 10
Escherichia coli, UFC/cm3 5 0 0 0
Listeria monocytogenes en 25 gramos 5 0 Ausencia | Ausencia
Salmonella en 25 gramos 5 0 Ausencia | Ausencia
Q) n= NUmero de muestras que deben analizarse
2)c= NUmero de muestras que se permite que tengan un recuento mayor que m pero no
mayor que M.
3) m= Recuento maximo recomendado

4 M= Recuento maximo permitido
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Tabla 3. Resultados de métodos convencionales por microorganismo

Microorganismo

Producto | Lote E. coli S.aureus | Salmonella spp. |Listeria monocytogenes
1 150,000 NMP/g | 11x10*urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 259
2 46,000 NMP/g | 8x10'urc | Ausenciaen 25g | Ausencia en 25g
Cuajada 3 7.4000 NMP/g | 11x103 urc | Ausenciaen 259 | Ausencia en 25g
4 460,000 NMP/g | 10x10' urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢g
5 28,000 NMP/g 19x10? urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢
6 11,000 NMP/g | 1x10'urc | Ausenciaen 259 | Ausencia en 25g
7 150 NMP/g 3x10% urc | Ausenciaen 259 | Ausencia en 25¢
Quesillo 8 29 NMP/g 16x10°% urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25g
9 280 NMP/g 6x10* urc | Ausenciaen 259 | Ausencia en 25¢
10 460 NMP/g 13x10°% urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢
11 3,800 NMP/g 0 UFC Ausencia en 259 | Ausencia en 25g
12 1,500 NMP/g 0 UFC Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢
Queso 13 93 NMP/g 0UFC | Ausenciaen 259 | Ausencia en 25¢
Fresco
14 1,100 NMP/g 0 UFC Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢
15 11,000 NMP/g 0 UFC Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢
16 <3.0 NMP/g 0 UFC Ausencia en 259 | Ausencia en 25g
17 3.0 NMP/g 6x10° urc | Ausencia en 25g | Ausencia en 25¢
Leche 0 : .
18 38 NMP/g 3x10°urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25¢g
19 23 NMP/g 18x102 urc | Ausencia en 259 | Ausencia en 25g
3x10! urc
20 430 NMP/g Ausencia en 259 | Ausencia en 25g
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Tabla 4. Resultados de pruebas por PCR

Microorganismo
Producto Lote Salmonella spp. Listeria monocytogenes
1 Ausencia Ausencia
2 Ausencia Ausencia
Cuajada 3 Presencia Ausencia
4 Ausencia Ausencia
5 Ausencia Ausencia
6 Ausencia Ausencia
7 Ausencia Ausencia
Quesillo 8 Ausencia Ausencia
9 Ausencia Ausencia
10 Ausencia Ausencia
11 Ausencia Ausencia
Queso 12 Ausencia Ausencia
13 Ausencia Ausencia
14 Ausencia Ausencia
15 Ausencia Ausencia
16 Ausencia Ausencia
17 Ausencia Ausencia
Leche 18 Ausencia Ausencia
19 Ausencia Ausencia
20 Ausencia Ausencia
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Tabla 5. Frecuencia de muestras positivas por PCR

Microorganismo Frecuencia Porcentaje
Salmonella spp 1 5%
Listeria monocytogenes 0 0%
Total 20 100%

Tabla 6. Presencia de microorganismos en distintos puntos de la linea de produccion de los

productos lacteos.

Coliformes Totales Coliformes Escherichia coli
Fecales
Personal de ordefio Positivo Positivo Positivo
Positivo Positivo Positivo
Positivo Positivo Positivo
Positivo Positivo Positivo
Utensilios Positivo Positivo Positivo
Negativo Negativo Negativo
Negativo Negativo Negativo
Positivo Positivo Positivo
Manipuladores Positivo Positivo Positivo
Positivo Negativo Negativo
Positivo Positivo Negativo
Positivo Positivo Negativo
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Tabla 7. Frecuencia de microorganismos en los diferentes puntos de elaboracion de productos

lacteos.
Microorganismo Personal de | Utensilios | Manipuladores | Agua de | Aguade
Ordefio pozo Grifo
Coliformes Totales 100% 50% 100% 100% 0%
Coliformes fecales 100% 50% 75% 100% 0%
Escherichia coli 100% 50% 25% 0% 0%
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Tabla 8. Lectura de coliformes en alimentos por el NMP.

S 101 107 102 | 10* | 10° 106 10”7 108
S 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 |24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 48 h
3 o hlh|h|h|h|[h|h|h|h|h|[h|h|h|h]|nh
O Determinaciones
C. Lauril Simple | 3 3 3 3 3 3 11010 0
Cl | C. Verde Brillante | 3 3 3 3 3 3 110
CaldoEC 3 3 3 3 3 02110
E. Mug/EMB 3 3 3 3 3 2 10
c2 | C. Laurilsimple | 3 3 3| [3] |3 3 0/0j0] O
C. Verde Brillante | 3 3 3 3 3 3
CaldoEC 3 3 3 3 21010
E. MugEMB | 3 3 3 3 1

c3 | C. Lauril simple

C. Verde Brillante | 3 3 3 3 3 11011 1
CaldoEC 3 3 3 21013 1/0(/0|0]|0
E. Mug/EMB 3 3 3 21011 1|0

c4 | C. Lauril simple

C. Verde Brillante | 3 3 3 3 3 2 1 1
CaldoEC 3 3 3 3 3 100|010
E. Mug/EMB 3 3 3 3 3 1

cs | C. Lauril simple

C. Verde Brillante | 3 3 3 3 3 3 1 1

CaldoEC 3

w
w
w
N
N
o
o
o
o

E. Mug/EMB 3 3 3 2 2 1
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S 101 102 103 10 10° 106 10”7 108
'-5 24 48 24 48 24 48 24 48 24 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 48 24
O . hlh|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h|h| h |Hh
@) Determinaciones
o 3 3 3 211/0|1]0]|0
Q6 | C. Lauril simple
C. Verde Brillante 3 3 3 21111
CaldoEC 3 3 3 210010
E. Mug/EMB 3 3 3 2
o 3 3 211/0]0(|0]0]|0]0O
Q7 C. Lauril simple
C. Verde Brillante 3 3 2
CaldoEC 3 21012
E. Mug/EMB 3 2 1
o 3 3 0|3|0|]0|0|0|0]0O
08 C. Lauril simple
C. Verde Brillante 3 3 2
CaldoEC 21013 0|0
E. Mug/EMB 2 3
o 3 3 3 211/0|0|0]|0
Q9 C. Lauril simple
C. Verde Brillante 3 3 3 1)1
CaldoEC 3 3 3 110
E. Mug/EMB 3 2 2 1
o 3 3 3 o0o|j0|0|0O|O0O|O
Q1 C. Lauril simple
0 C. Verde Brillante 3 3 210
CaldoEC 3 3 210
E. Mug/EMB 3 3 1
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S 107 107? 103 10+ 10° 10 107 108
'-5 24 48 24 48 24 48 | 24 48 | 24 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24
Ne! L. hlh|{h|h|h|{h|h|h|h|h|h|h|h|h]|h][H
O Determinaciones
- 3 3 3 3 3 3 3 0fo0
QF11 | C. Lauril simple
C. Verde Brillante| 3 3 3 3 3 2 0|0
CaldoEC 3 3 3 11]0 o(0j0|0]O
E. Mug/EMB | 3 3 3 0
QF12 o 3 3 3 3 3 3 1 010
C. Lauril simple
C. Verde Brillante| 3 3 3 3 3 3 1
CaldoEC 3 3 3 2 1/0(0]0]|0]O0
E. Mug/EMB | 3 3 2 0
o 3 3 3 3 3 3 ofofofo
QF13 C. Lauril simple
C. Verde Brillante| 3 3 3 3 3 2
CaldoEC 3 3 210(0|0]0j0|0]O
E. Mug/EMB | 3 2 0|0
o 3 3 3 3 3 2 ofofofo
QF14 C. Lauril simple
C. Verde Brillante| 3 3 3 3 2
CaldoEC 3 3 21011210 0|00
E. Mug/EMB | 3 3
- 3 3 3 3 3 1{of1]ofo]o
QF15 | C. Lauril simple
C. Verde Brillante| 3 3 3 3 2 0 110
CaldoEC 3 3 3 3 0/01|0 00
E. Mug/EMB | 3 3 3 2
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S 10! 1072 103 10+ 10° | 10® | 107 | 10® | 10°
5 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 48 | 24 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24 | 48 | 24
O L Y 0 O
O Determinaciones
o 3 3 3 0|1]0|0|0]O
C. Lauril simple
L16 | C. Verde Brillant| 3 3 3 1
CaldoEC 3 1 0 0
E. Mug/EMB | O 0
o 3 3 3 1(0(0]0|0]O0
C. Lauril simple
C. Verde Brillant| 3 3 3 1
CaldoEC 3 0 0 0
L17 [7E MuglEMB | 1
o 3 3 112|0/0(0(0]|0]0
L18 | C. Lauril simple
C. Verde Brillant| 3 3 o
CaldoEC 3 1|0 W0
E. Mug/EMB | 3 0 1
o 3 3 0/3|0|0|0j0|0]|0O
L19 | C. Lauril simple
C. Verde Brillant| 3 3 1
CaldoEC 2|11/0]0]0
E.Mug/EMB | 2 | 1
o 3 3 3 3 0[{0(|0]|O0
L20 | C. Lauril simple
C. Verde Brillant| 3 3 3 2
CaldoEC 3 3 110|110
E. Mug/EMB | 3 3 1 0
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Tabla 9. Lectura de coliformes en aguas por el NMP.
S, 10 101 102 103 104 10°
5 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48 24 48
8 Determinaciones S N "n " S L L B NMP/g
C. Lauril 5
Agua | Concentrado
de | C. Lauril Simple 5 5 5 4 2 220,000
Pozo | C. Verde
Brillante 5 5 5 4 2 220,000
CaldoEC
5 2 0 0 0 4,900
E. Mug/EMB
0 0 <1.8
C. Lauril 0 <22
Concentrado
Agua | C. Lauril Simple
de | C.Verde
Grifo | Brillante
CaldoEC
E. Mug/EMB
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Tabla 10. Resultados obtenidos por recuento en placa para Staphylococcus aureus

2 Ju Diluciones
3 8 10t [ 102 | 10° | 10* | 10° | 10° 107 10°®
£ >
1 DPC | DPC | DPC |127UFC
e 2 DPC | DPC | DPC | 80UFC
% 3 DPC | DPC | DPC |130UFC
? 4 DPC | DPC | DPC | DPC | DPC |110UFC | 12UFC
5 DPC | DPC | DPC | DPC | DPC | 125UFC | 22UFC
6 90 UFC| 10 UFC| 0 UFC | 0 UFC
o 7 38 UFC| 2 UFC| 0 UFC | O0UFC
% 8 19 UFC| 1UFC| 0UFC | 0UFC
9 60 UFC| 1UFC| 0 UFC | 0UFC
10 15 UFC| 0 UFC| 0 UFC | 0 UFC
11 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
% 12 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
o
é 13 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
>
1 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC | 0 UFC
15 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
16 7 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
. 17 DPC | 8 UFC| 1 UFC| 0 UFC
% 18 4 UFC| 0 UFC| 0 UFC| 0 UFC
19 30 UFC| 0 UFC| 0 UFC | 0 UFC
20 DPC |40 UFC| 3 UFC| 0 UFC

DPC: Demasiado para contar UFC: Unidad Formadora de Colonia
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Tabla 11. Resultados obtenidos por la prueba de coagulasa para Staphylococcus aureus.

% g Coagulasa UFC/g
3 3 S.aureus
g § + ) 0% Coagulasa
o 0 Positiva
1 7 1 87.5 11x10° UFC
e 2 8 0 100 8x10t UFC
(4]
< 3 7 1 87.5 11x10° UFC
O
4 7 1 87.5 10x10! UFC
5 7 1 87.5 19x102 UFC
6 8 0 100 1x10! UFC
o 7 7 1 87.5 3x10° UFC
g 8 7 1 87.5 16x10° UFC
&
9 8 0 100 6x10! UFC
10 7 1 87.5 13x10° UFC
11 0 0 0 0 UFC
o
§ 12 0 0 0 0 UFC
| -
% 13 0 0 0 0 UFC
>
© 14 0 0 0 0 UFC
15 0 0 0 0 UFC
16 0 5 0 0 UFC
. 17 6 2 75 6x10° UFC
e
@ 18 3 1 75 3x10° UFC
19 5 3 62.5 18x102 UFC
20 7 1 87.5 3x10' UFC

DPC: Demasiado para contar UFC: Unidad Formadora de Colonia
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Tabla 12. Preparacion de Master Mix para Salmonella spp

Salmonella spp

Volumen total Reaccion uL
Salm-ttr 10 [ ]
FastStart Universal Probe M 5 1x
10x Exo Internal pos 1 1x
50x Exo IPC DNA 0.2 1x
Sonda Salm ttr-5 10 uM 0.25 0.25
Primer 20 ttr-6 F 10 uM 0.4 0.4
Primer 21 ttr-4 R 10 uM 0.4 0.4
Agua 1.75
Template 1
Total 10
Tabla 13. Preparacion de Master Mix para Listeria monocytogenes
Listeria monocytogenes
Volumen total Reaccion uL
ListMono-LisP 10 [ ]
FastStart Universal Probe M 5 1x
10x Exo Internal pos 1 1x
50x Exo IPC DNA 0.2 1x
Sonda ListP 10 uM 0.4 0.4
Primer 50 LMrt 3 F 10 uM 0.6 0.6
Primer 51 LMrt 3R 10 uM 0.6 0.6
Agua 1.2
Template 1
Total 10
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Tabla 14. Costos de método estandar por muestra

COSTO DE METODO ESTANDAR POR MUESTRA
MEDIO Costo | Cantidad de | Costo por gr
por gr gr/L en dolar
Coliformes Caldo Lauril Simple 1.89 35.6 0.412
totales, Caldo Lauril Concentrado 3.78 71.2 1.648
coliformes  "Caldo Bilis Verde Brillante | 1.289 40 0.316
fecales y E.coli Caldo E.coli 3.004 37 0.280
Caldo E.coli + MUG 3.352 37 0.304
APB 1
Peptona de Carne 2.063 10 0.001
Cloruro de Sodio 0.333 5 0.000
Hidrogeno Fosfato dibasico | 2.275 9 0.001
Hidrogeno de sodio 0.62 5 0.000
Rappaport 2.24
Trytone
Nacl 0.333 7.2 0.0001
KH2PO4 1.015 1.45 0.0001
MgCI2-6H20 4.109 13.4 0.002
Oxalato de Malaquita 6.75 0.036 0.00001
Salmonella spp. XLD ) 53 0.004
Sulfito Bismuto 2.783 52.33 0.005
Hektoen 1.547 75 0.004
TSI 1.871 35 0.007
LIA 2.94 34.6 0.010
UREA 1.805 24 0.004
MIO 2.33 31 0.007
CITRATO 6.074 24.2 0.015
Listeria LEB 2.367 36.1 0.006
monocytogenes Oxford 7.076 575 0.346
Bp 2.063 30 0.013
Yema de Huevo/ml 5.529 50 0.376
Staphylococcus Telurito de potasio 8.364 7.5
aureus BHI 1.547 37 1.947
Plasma de conejo/ml 82.49 0.3 6.734
Bolsas de stomacher 9.473 3 0.967
Platos 2.4821 11 0.929
Agua
TOTAL 12.442
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Tabla 15. Costos de método molecular por muestra

Costo de PCR TR por muestra

Costo $ Por Prueba

Descripcion

TagMan Fast universal PCR master Mix (2x) 0.13

Sonda (ttr-5)FAM- 1.18

CACCGACGGCGAGACCGACTTTDarkQuencher

IntanGeneMatrix 0.234

TagManinternal positive 0.2

Primers 1.9
3.04

Total

Tabla 16. Costo Total

Costo Dolares

Método Por muestra Total de Muestras
Convencional 12.442 20 248.840
PCR-TR 7 20 140.000
Total del gasto 388.840

Tabla 17. Materiales utilizados

Campana de seguridad nivel 1.  Mecheros Kit Dynabeads® DNA Pipetas
Balanza analitica. Bolsas stomacher DIRECT™ Universal automaticas
Stomacher Platos Petri Step One Plus Applied Puntas
Centrifuga Gradillas Biosystems. Pinzas
Thermomixer Tijeras Hisopos

estériles
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Flujograma para el andlisis de Escherichia coli

Anilisis de Escherichia coli en productos lictens

Agregar 500 gr de muestra y

fml 450 ml de AP

1ml :Prnehapresunl:n'a

9ml AP 9 ml AP 9 ml AP G ml AP

10 10 g s

[« T T T
000000 000 000

Inocular cada Caldo lactosado simple.

tubo positivo Incubacion por 48 horas a 35°C

"Prueba confirmatoria. | / \
Coliformes totales F} F} r} F} r} F} Coliformes fecales

Caldo bilis verde brillante Caldo E.C
Incubacion de 24 a 48 horas a 35°C Incubacion de 24 horas a 44.5°C
Incubacion de 24 horas a 44 5°C — F} Caldo E.C+MUG

|

Realizar lectura

Elaborado por: Katherinne Mena, Janelys Solis, Ana Urbina
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Flujograma para el anélisis de Salmonella spp.

Amnilisis de Salmonella spp en productos licteos

Agregar 25 gr de muestra

en 225 ml de APB.

Enriquecimiento selectivo

Caldo Rappaport D Incubar por 24 horas a 42°C
\ Alslamiento
selectivo diferencial

Agar Hektoen — Agar Sulfito Bismuto

Colonias azul Colonia café, gris o negra.

verdosas con o sin Agar 51D Puede contener bnllo

centro negro ) ) metilico
Colonia rosa con o sin

centro negro

Incubar 24 horas a 35°C

l

| Conflrmacién blogquimica

TSI LIA MIO Urea Citrato

Incubar 24 horas a 35°C y rcnlizarlectums de las reacciones bioquimicas

I
! Confirmacién por métodos moleculares
|}

Elaborado por: Katherinne Mena, Janelys Solis, Ana Urbina
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Flujograma para el andlisis de Staphylococcus aureus

Analisis de Staphylococcus aureus en productos licteos

Agregar 25 gr de mucstra y 225

o de Agua Peptonada
/_l_ml\' Iml Iml
9ml AP e 9ml AP 9ml AP
10° 10° 10 10

l Iml l 1ml l 1ml l Iml
- .rn’ ,.] ,—] = —] D = e "1 s oo
" Incubacién

por 48 horas
a35°C

1 v
Inocular en Agar

——] [ Baird-Parker [T} ——
Incubar por 48 horas a 35°C

Colonias negras con
bordes blancos y una
zona de aclaramiento

Prucba de coagulasa
Colonias sospechosas en 0.3 ml de BHI
2 a 4 horas a 35-37°C g

Anadir 0,3 ml de plasma reconstituido Incubar por 48 horas a 35-37°C
con EDTA al caldo BHI G i S ;

Elaborado por: Katherinne Mena, Janelys Solis, Ana Urbina
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Flujograma para el andlisis de Listeria monocytogenes.
Anilisis de Listeria monocytogenes en productos licteos
Agregar 50 gr de

muestra en 450 ml de
LEB

Incubar de 48 horas a 30°C

1 Colonias pequerias
Agar Oxford ——] con halo negro ¥y

forma tipo ombligo.

Incubar de 48 horas a 35°C

|

Confirmacion por métodos moleculares

Elaborado por: Katherinne Mena, Janelys Solis, Ana Urbina
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Tablas para realizar lectura NMP

TABLA 9221: IV. MPN INDEX AND 95% CONFIDENCE LIMITS FOR VARIOUS COMBINATION OF POSITIVE RESULT WHEN FIVE TUBES
ARE USED PER DILUTION

Combinacidn de tubos | NMPS Limites de 95% de | Combinacién de tubos | NMPS Limites de 95% de
positivos 100mL conflanza positivos 100mL conflanza
Infericr Superior Inferior Superior
0 0 1] <18 - 6.8 4 0 3 25 9.8 70
0 0 1 1.8 0.090 6.8 4 1 0 17 6.0 40
0 1 0 1.8 0.090 6.9 4 1 1 21 6.8 42
0 1 1 3.6 0.70 10 4 1 2 26 9.8 70
0 2 0 3.7 0.70 10 4 1 3 31 10 70
0 2 1 5.5 1.8 18 4 2 0 22 6.8 50
0 3 0 5.6 1.8 15 4 2 1 26 9.8 70
1 0 1] 2.0 0.10 10 4 2 2 32 10 70
1 0 1 4.0 0.70 10 4 2 3 38 14 100
1 0 2 &.0 18 18 4 3 0 27 9.9 70
1 1 1] 4.0 0.71 12 4 3 1 33 10 70
1 1 1 6.1 1.8 15 4 3 2 39 14 100
1 1 2 8.1 3.4 22 4 4 0 34 14 100
1 2 0 6.1 18 15 4 4 1 40 14 100
1 2 1 8.2 3.4 22 4 4 2 47 15 120
1 3 0 8.3 3.4 22 4 5 0 41 14 100
1 3 1 10 35 22 4 5 1 48 15 120
1 4 0 10 3.5 22 5 0 0 23 6.8 70
2 0 1] 4.5 0.79 18 5 0 1 31 10 70
2 0 1 6.8 1.8 15 5 0 2 43 14 100
2 0 2 9.1 3.4 22 5 0 3 58 22 150
2 1 1] 6.8 1.8 17 5 1 0 33 10 100
2 1 1 9.2 3.4 22 5 1 1 46 14 120
2 1 2 12 4.1 26 5 1 2 63 22 150
2 2 0 9.3 3.4 22 5 1 3 84 34 220
2 2 1 12 4.1 26 5 2 0 49 15 150
2 2 2 14 59 36 5 2 1 70 22 170
2 3 0 12 4.1 26 5 2 2 04 34 230
2 3 1 14 5.9 36 5 2 3 120 36 250
2 4 0 15 5.9 36 5 2 4 150 58 400
3 0 1] 7.8 21 22 5 3 0 79 22 220
3 0 1 11 3.5 23 5 3 1 110 34 250
3 0 2 13 5.6 35 5 3 2 140 52 400
3 1 0 11 3.5 26 5 3 3 170 70 400
X E 156 |36 15 [3 4 J20 30 400 |
3 1 2 17 6.0 36 5 4 0 130 36 400
3 2 0 14 57 36 5 4 1 170 400
3 2 1 17 6.8 40 5 4 2 220 70 440
3 7 2 20 6.8 40 5 4 3 280 100 710
3 3 1] 17 6.8 40 5 4 4 350 100 710
3 3 1 21 6.8 40 5 4 5 430 150 1100
3 3 2 24 9.8 70 5 5 0 240 70 710
3 4 0 21 6.8 40 5 5 1 350 100 1100
3 4 1 24 9.8 70 5 5 2 540 150 1700
3 5 0 25 9.8 70 5 5 3 920 220 2600
4 0 0 13 4.1 3s 5 5 4 1600 400 4600
4 0 1 17 59 36 5 5 5 > 1600 700
4 0 2 21 6.8 40

Fuente: STANDARD METHODS 9221 B. STANDARD TOTAL COLIFORM FERMENTATION TECHNIQUE , JUNE 2003
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Tabla Serie 5 Tubos

Numero de tubos NMP/ 1000 ml
positivos
0 =212

1 22

2 51

3 52

4 16

5 =16

T
Table 1
For 3 tubes each at 0.1, 0.01, and 0.001 g inocula, the MPNs per gram and 95 percent confidence intervals.
Pos. Tubes Conf. lim. Pos. tubes Conf. lim.
0.10 0.01 0.001 MPNig Low High 0.10 0.01 0.001 MPN/g Low High

0 0 0 =3.0 - 9.5 2 2 0 2 4.5 42
0 0 3.0 015 9.6 2 2 28 87 g4
0 0 3.0 015 2 2 2 35 87 g4
0 6 2 8 2 3 0 29 87 g4
0 2 0 6.2 2 8 2 3 36 87 g4
0 3 0 9.4 36 38 3 0 0 23 4.8 g4
0 0 38 07 18 3 0 38 87 0
0 72 3 8 3 0 2 64 7 80
0 2 36 38 3 0 43 9 80
0 7.4 3 20 3 75 7 200
36 38 3 1 2 120 37 420
2 0 36 42 3 3 60 40 420
2 5 4.5 42 3 2 0 93 8 420
3 0 G 45 42 3 2 50 7 420
2 0 0 92 4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 4 38 42 3 2 3 290 an noo
2 0 2 20 45 42 3 3 0 240 42 noo
2 1 0 15 37 42 3 3 1 460 an 2,000
2 20 45 42 3 3 2 0o 80 4,100
2 2 27 87 a4 3 3 3 =1100 420 -
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Figura 1. Toma de muestra

Figura 5. Caldo EC

Figura 7. Caldo EC+MUG (Lectura)
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Nota: Fotos originales obtenidas durante el estudio
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Figura 8. Escherichia coli en EMB Figura 9. Bioguimicas Salmonella spp

Figura 14. Centrifugadora Figura 15. Applied BioSystems
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Figura 16. Elaboracion de los productos

Nota: Fotos originales obtenidas durante el estudio
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Carta de Autorizacion

Juigalpa, Chontales
28 Octubre 2016

A Quien Concierne:

Yo Catalina del Carmen Barillas con cédula N° 121-251136-0000K propietario de la finca
San Diego, ubicada en el km 137 carretera a Cuapa, autorizo que se realice la toma de
muestras de los productos licteos elaborados artesanalmente en nuestras instalaciones y
estas sean procesadas en el Laboratorio del Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia
(CNDR-MINSA), para llevar a cabo el siguiente estudio;

Evaluacion microbiolégica de productos ldcteos artesanales: Leche cruda, queso fresco,
quesillo y cuajada elaborados en la finca San Diego, del Municipio de Cuapa, Chontales,

Noviembre-Diciembre 2016.
Del cual previamente se me dio a conocer ¢l proposito de dicho estudio por las autoras:

Bra. Katherinne Dayanara Mena Lozano
Bra. Janelys Elieth Solis Lépez
Bra. Ana Teresa Urbina Rodriguez

Deseando éxito en su investigacion y confiando que de la misma resulte una aportacion
valiosa para el mejoramiento de la calidad de nuestros productos lacteos, y en la formacion
de futuros profesionales del pais.

Saludos Cordiales;

52 @: - a ” :
Catalina Barillas

Propietario
Finca San Diego
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Carta de Aprobacion

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONONA DE NICARAGUA
Instituto politécnico de la salud

LUIS FELIPE MONCADA

Departamento de Bioandlisis Clinico

“ANO DE LA MADRE TIERRA”
Managua,,1 8 de noviembre del 2016.

Lic. Martha Emelina Delgado

Directora

Centro Nacional de Diagnéstico y Referencia
Sus Manos.

Estimada Licenciada Delgado. Reciban un cordial saludo de mi parte.

Sirva la presente para confirmarles que se ha aceptado la solicitud de aprobacién de tema
titulado: Evaluacién microbiolégica de productos licteos artesanales: Leche cruda,
queso fresco, quesillo y cuajada elaborados en la finca San Diego , del Municipio de

Cuapa Chontales, noviembre-diciembre 2016.
Este trabajo es tutoreado por el MSc. Isaac Martinez de ese mismo centro.

Sin més a que hacer referencia, me suscribo.

[

Cordialmente, -~
/' . ‘v,‘l \\J /
( Y, [ YA/
\ Luuhi@(,.u/‘

Msc. Ligia Lorena Ortega Valdés\\&,
Directora Dpto. Bioandlisis Clinico \J
POLISAL-UNAN-MANAGUA

CC: MSe. Francisco Romero Oviedo
MSc. Isaac Martinez
&  Archivo.




