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“La imaginacion
es mas importante

que el conocimiento”
Albert Einstein.

“No es que sea inteligente,

simplemente me estoy con

bJ

los problemas mas tiempo’
Albert Einstein.

Ayer ya es tarde, ya habra tiempo
para decirles a los andan diciendo
que no se puede hacer,
que yo, ya lo he hecho.

Anonimo.
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RESUMEN

Staphylococcus aureus puede contaminar una gran gama de alimentos, constituyéndose el
queso fresco en un buen medio diferencial y selectivo para el desarrollo de este
microorganismo. La intoxicacion estafilocdccica trasmitida por alimentos, resulta de la ingesta
de enterotoxina termoestable preformada en el alimento que fue generada por una cepa
toxigénica de Staphylococcus aureus llegando a constituirse en un riesgo para la salud de los
consumidores.

La comparacion entre el método de cultivo convencional empleando medio Agar Baird Parker
y el método alternativo por placa seca rehidratable fue hecha por medio de la fortificacion de
una matriz que carecia de la presencia de Staphylococcus aureus y un recuento bajo de la
microbiota acompafante del alimento, se establecieron diferentes niveles de fortificacion,
evaluandose los indicadores de desempefio de exactitud relativa, precision relativa, linealidad,
curva de calibracion y limite de cuantificacion y posterior verificacion de métodos realizando
el muestras de quesos frescos de elaboracion artesanal de expendio en mercados populares de
la ciudad de La Paz.

En la determinacién de indicadores de desempefio se obtuvo: En la exactitud relativa para el
nivel mas bajo fue de 95,6% de recuperacion, y se obtuvo 98,7% de recuperacion para el nivel
de contaminacion mas alto del método alternativo. Para la precision relativa se calcul6 el
RSDcal el mismo fue menor que el RSDtedrico para todos los niveles de fortificacion por el
método alternativo. Para la linealidad se obtuvo un R?= 0,9996 y el limite de cuantificacion
para un recuento de ~8UFC/g fue de CV% 1,16. En el anélisis estadistico comparando ambas
metodologias se obtuvo un p<0,05 demostrando que existe diferencia estadisticamente
significativa de un método a otro.

Se realizo6 el muestreo de 30 muestras de quesos frescos de elaboracién artesanal de mercados
populares de la ciudad de La Paz, el analisis fue hecho por ambos métodos, donde por el
método de placa seca rehidratable 10 muestras se encontraban dentro de norma y 20 se
encontraban fuera de norma; por medio del método de cultivo convencional 22 muestras se

encontraban en norma y 8 fuera de norma.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, queso fresco, placa seca rehidratable, cultivo

convencional, fortificacion.
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ABSTRACT
Staphylococcus aureus can contaminate a wide range of foods, becoming fresh cheese in a
good differential and selective medium for the development of this organism. Staphylococcal
intoxication foodborne, resulting from ingestion of thermostable enterotoxin preformed in the
feed generated by a toxigenic strain of Staphylococcus aureus becoming a risk to consumer
health.
The comparison between the alternative method plate dry Rehydratable and conventional
culture method using Agar Baird Parker was made by the fortification of a matrix lacked the
presence of Staphylococcus aureus and a low number of accompanying microbiota food is
they established different levels of fortification, evaluating performance indicators relative
accuracy, relative accuracy, linearity, calibration curve and limit of quantification and
subsequent verification of performing the samples of fresh cheese craftsmanship outlets in
popular markets in the city of La Paz.
In determining performance indicators it was obtained: In the relative accuracy to the lowest
level was 95.6% recovery, and 98.7% recovery for the highest level of contamination was
obtained. For precision was calculated on the RSDcal the same was less than RSDteorico. For
linearity R2 = 0.9996 was obtained and the limit of quantification for ~§UFC / g was 1.16
CV%. Through statistical analyzes p <0.05 was obtained showing that there is a statistically
significant difference method to another.
sampling of 30 samples of fresh cheese craftsmanship of popular markets in the city of La Paz,
the analysis was done by two methods, where by the method of dry plate Rehydratable 10
samples were within standard and 20 was conducted were outside standard; by means of

conventional cultivation method were 22 samples in standard and non-standard 8.

Keywords: Staphylococcus aureus, fresh cheese, Rehydratable dry plate, conventional
farming, fortification.
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1. Introduccion.

Staphylococcus aureus es un microorganismo que esta presente de forma natural en la leche y
los productos lacteos y estd a menudo asociado con las enfermedades transmitidas por los
alimentos debido a la capacidad de algunas cepas para producir enterotoxinas termoestables
(Nogueira et al., 2010). La intoxicacion estafilococcica trasmitida por alimentos, resulta de la
ingestion de enterotoxinas termoestables preformadas generadas por una cepa toxigénica de
Staphylococcus aureus que contamind y desarrollé en un alimento. La incidencia es
desconocida pero es probablemente una de las causas mas frecuentes de intoxicacion
trasmitida por alimentos; entre los alimentos implicados méas frecuentemente se encuentran:

quesos frescos, huevos, carne de pollo, cremas heladas (Augustin et al., 2006).

La afeccion se conoce como intoxicacion alimentaria estafilocdcica (IAE) (Bird et al., 2014).
S. aureus es la especie méas caracteristica del género que entre sus numerosos factores de
virulencia se encuentran las enterotoxinas estafilococicas (SE). Las enterotoxinas
estafilocdcicas constituyen un grupo heterogéneo de proteinas solubles en agua, presentan un
peso molecular bajo que oscila entre 26 kDa y 30 kDa, pueden mantenerse estables incluso al
calentar los alimentos mas de 100 °C durante 30 minutos esto por la presencia de enlaces
disulfuro, mostrando también resistencia a la hidrélisis por enzimas gastricas y pancreaticas

(Bird et al., 2014).

La contaminacion de alimentos por S. aureus, esta asociada con una forma de gastroenteritis
que se manifiesta clinicamente por un cuadro caracterizado por vomitos (76% de casos) y
diarrea (77% de casos). El corto periodo de incubacién de 1-6 horas orienta a la sospecha de
intoxicacion producida por ingestion de enterotoxinas preformadas en el alimento. Si bien son

raramente observados signos de toxicidad sistémica, tales como fiebre e hipotension En
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general, es un cuadro autolimitado que tipicamente se resuelve en 24- 48 horas desde el inicio
(Caballero et al., 2015). ElI 99% de casos de intoxicacion alimentaria por enterotoxinas
estafilococcicas estd asociado a S. aureus y ocasionalmente se reportan casos por

Staphylococcus epidermidis.

Para la incorporacion de una metodologia alternativa que disminuya costos técnicos y
econdémicos requiere una previa comparacion frente a un Gold estandar por parte del
laboratorio que va a utilizar el método alternativo, que consiste basicamente en comprobar que
el método es capaz de cumplir con los requisitos de funcionamiento del método previamente

establecidos en las condiciones habituales de trabajo en el laboratorio.
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2. Marco tedrico

2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’S).

Las ETA’s constituyen una causa importante de estrés negativo, muertes evitables y carga
econdmica innecesaria (FAO), causando aproximadamente 76 millones de enfermedades,
325,000 hospitalizaciones y 5,000 muertes en los Estados Unidos cada afio
(Garay et al., 2011). Las enfermedades transmitidas por los alimentos son sinénimo de
incomodidad y ausentismo laboral. Para algunos, especialmente nifios en edad escolar, adultos
mayores que residen en instituciones de atencion médica y aquellos con sistemas
inmunoldgicos dafiados, las enfermedades transmitidas por los alimentos son mas graves e
incluso mortales.

Se calcula que el costo anual por atencion medica en casos de las enfermedades transmitidas
por los alimentos esté entre los $10 mil y los $83 mil millones (OMS/FAO). La naturaleza de
los alimentos y de las enfermedades transmitidas por los mismos han cambiado drasticamente
en el ultimo siglo, a pesar de que muchos adelantos tecnolégicos como la pasteurizacion y
sistemas éptimos de envasado que practicamente han eliminado algunas enfermedades por
otro lado por la incorporacion de un sistema de gestion de calidad; se han identificado nuevas
causas de enfermedades transmitidas por los alimentos.

La vigilancia de los alimentos es compleja debido a diversos factores. (i) falta de
notificaciones de casos. A pesar de que los casos pueden ser severos e incluso mortales, los
casos mas leves a menudo no son detectados mediante los sistemas de vigilancia de rutina. (ii)
muchos de los patdgenos que son transmitidos a traves de los alimentos también pueden ser
transmitidos a través del agua o de persona a persona, lo cual hace que el rol de la transmision

via los alimentos sea confuso y (iii) Finalmente, los patdgenos o agentes que aun no han sido
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identificados, y que por ende no pueden ser diagnosticados, también suelen provocar un
porcentaje elevado de casos (Lahou et al., 2014).
En repetidas ocasiones los datos de brotes epidemioldgicos han identificado cinco factores de
riesgo importantes asociados con el comportamiento de empleados y con practicas de
preparacion utilizadas en establecimientos de venta al por menor y de servicio de alimentos
que contribuyen a las enfermedades transmitidas por los alimentos. EI Codex Alimetarius
aborda el uso de controles para detectar factores de riesgo y establece 5 medidas clave de
salud publica para proteger la salud de los consumidores.

1. Temperaturas de mantenimiento incorrectas;

2. Coccion inadecuada.

3. Equipos y utensilios contaminados.

4. Alimentos provenientes de fuentes inseguras.

5. Higiene personal deficiente.
Especificamente, estas medidas son: demostracion de conocimiento, controles de salud para
los empleados, control de las manos como medio de contaminacion, parametros de tiempo y
de temperatura para el control de patdgenos y el servicio de informacion al consumidor.
Enmarcando como objetivo de seguridad alimentaria: mejorar la conducta de los empleados
gue manipulan alimentos y las practicas de preparacion de estos, que estan directamente
relacionados con las enfermedades transmitidas por los alimentos en establecimientos de venta
al por menor que expenden alimentos.
La Administracion de Medicamentos y Alimentos (FDA) se ha propuesto ayudar por todos los
medios a las 75 agencias estatales y territoriales y a mas de 3,000 departamentos locales que
han asumido la responsabilidad de prevenir las enfermedades transmitidas por los alimentos y

expedir permisos e inspeccionar establecimientos de la industria de alimentos.
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2.2 Queso fresco “medio enriquecido y selectivo para el desarrollo microbiano”.

El queso es el resultado de la concentracion selectiva de la leche, que de acuerdo a la
FAO/OMS: “es el producto fresco o madurado obtenido por la coagulacién y separacion de
suero de la leche, nata, leche parcialmente desnatada, mazada o por una mezcla de estos
productos”. El agua se elimina en una proporcién distinta en cada variedad, arrastrando con
ella una parte de los elementos solubles y de las proteinas no coaguladas que contiene la leche.
El agua libre presente en el queso desempefia un papel muy importante: es esencial para el
desarrollo de los microorganismos y determina la velocidad de las fermentaciones y de la
maduracion, el tiempo de conservacion, la textura del queso y el rendimiento del proceso de

elaboracion.

La materia grasa influye en la textura, el sabor, el rendimiento y en el color. La lactosa es
sustrato para la formacion de &cido y por lo tanto, interviene en la coagulacién de la leche, el
desuerado y la textura de la cuajada, y también en el crecimiento de los microorganismos. La
caseina origina diversos compuestos aromaticos. Las proteinas del suero que quedan incluidas
en la cuajada contribuyen al valor nutritivo del queso y tiene mucha importancia en el proceso
de maduracion. Los minerales participan en la coagulacion de la leche e influyen sobre el

desuerado Yy la textura del queso (Fedio et al., 2009).

Tabla 1.- Composicion quimica del queso fresco (Fedio et al., 2008)

Componente Porcentaje
AGUA 60,0%
GRASA 19,0%
PROTEINA 17,0%
CARBOHIDRATOS 2,0%
SALES MINERALES 2,0%
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2.3 Staphylococcus aureus.

Los estafilococos son un amplio grupo de bacterias Gram-positivas, cuyo diametro oscila entre
0.5y 1.5 micras. Se caracterizan porque se dividen en agrupaciones que asemejan racimos de
uva (Zendejas et al., 2014). Presentan una gran capacidad de adaptacion, por lo cual afectan a
todas las especies conocidas de mamiferos, incluyendo a los roedores comunes de laboratorio.
Es por ello que, gracias a su facil propagacion, pueden transmitirse de una especie a otra,
siendo frecuentes los casos humano-animales y viceversa.

De aqui surge la importancia de conocer mas acerca de este patdgeno, ya que, ademas de los
animales, los mecanismos de invasion abarcan también fomites y el contacto de persona a
persona. En los ultimos afios, la incidencia de bacteriemia por estafilococos ha aumentado
significativamente, ya que una especie de esta familia bacteriana ha aumentado su frecuencia
de aparicion; se trata de la especie Staphylococcus aureus, que se ha convertido en la principal
causa de infecciones en el torrente circulatorio e intoxicaciones ocasionadas por alimentos.
Estos brotes estan surgiendo de manera alarmante en la mayoria de los paises industrializados
(Rasmussen et al., 2014). De esta manera, al ser una especie bacteriana relativamente comun,
es natural que surjan investigaciones para mantenerse al tanto de la evolucion de este
patégeno. Una de las interrogantes, que consternaba mucho a los cientificos, era cémo podia
ser tan facil la diseminacidn de esta bacteria siendo la respuesta el grado de su virulencia.

La patogenicidad de las infecciones por Staphylococcus aureus se relaciona con diversos
componentes de la superficie bacteriana (Lina et al., 1999); de manera general, los
componentes del microorganismo son peptidoglicanos y &cidos teicoicos, ademas de la
proteina A. Asi pues, la patogenia provocada por este microorganismo surge cuando se
produce la combinacién de los factores de virulencia con la disminucion de las defensas del

huésped; estas condiciones propician que Staphylococcus aureus posea caracteristicas de
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virulencia y dafio bastante particulares; la situacion se ve agravada debido a que el patdgeno
ha ido desarrollando maultiple resistencia contra los antibidticos, propiciando que cada vez sea
mucho mas dificil el tratamiento y la curacion de las enfermedades ocasionadas por esta
bacteria (Jaco et al., 2015).

Staphylococcus aureus es importante no solo porque ocasiona infecciones en diversas partes
del organismo humano, sino porque es una de las principales bacterias implicadas en
enfermedades transmitidas por alimentos (ETA’s). Tales enfermedades son causadas por
diversas acciones, incluyendo la capacidad del patégeno de producir toxinas, siendo esto
relativamente comun en determinados sectores de la poblacion y en algunas regiones
geograficas desfavorecidas por la falta de sistemas de salud y de control de infecciones
adecuados. Asi, las infecciones ocurren por la ingesta de alimentos contaminados con las
toxinas. Lo preocupante del caso es que esta bacteria puede encontrarse en el aire, la leche, el
agua potable, aguas residuales y, desde luego, la comida o en el equipo donde los alimentos
han sido elaborados.

2.3.1 Fisiologia.

Staphylococcus aureus es una bacteria mesofila aerobia facultativa capaz de crecer en amplios
rangos de pH y actividad agua (Aw) (Di Griogoli et al., 2015). Es uno de los pat6genos
humanos no formador de esporas mas resistente a condiciones ambientales adversas, logrando
persistir a temperaturas de congelacion y descongelacion (Calasso et al., 2016). Las
concentraciones maximas de sal que permiten el crecimiento dependen de factores como:
temperatura, pH, potencial redox, entre otros (ver tabla 2). Un millén de células de
Staphylococcus aureus por mililitro o gramo de alimentos se inactivan a una temperatura de

66°C durante 12 minutos o 60°C durante 78 - 83 minutos.
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Tabla 2.- Parametros de crecimiento de Staphylococcus aureus (Zendejas et al., 2014).

Crecimiento de S. aureus

Parametros oo o
Temperatura (‘C) 37 7-48
pH 6-7 4-10

% 083 ->099

o / 090->09¢°
NaCl (%) 0 0-20
Potencial recox (E;) (mV) >+ 200 <-200- >+ 200
Atmosfera Aerobia Anaerobia

"Aerohico: * Anaeréhico

2.3.2 El patdgeno y los alimentos.

Las ETA’s son originadas por consumir alimentos contaminados con toxinas microbianas o
con una o varias bacterias patdgenas. Dicha contaminacién generalmente se presenta por el
contacto del alimento con los manipuladores que se encargan de producirlos, empaquetarlos,
almacenarlos y transportarlos es decir, con las personas que estan en contacto directo con los
alimentos. Sin embargo, las enfermedades entéricas no solo se contagian de esta manera, sino
que la gravedad del problema se pone en evidencia al considerar que los agentes
potencialmente patégenos se encuentran en diversos ambientes, incluyendo la presidn
osmética elevada y la humedad reducida, agua de riego o por la contaminacién cruzada de un
alimento a otro lo que explica por qué pueden sobrevivir y desarrollarse (Vasconcelos et al.,
2010). Ademas, la contaminacion del alimento puede ser enddgena es decir desde la materia
prima que lo compone o, de lo contrario, el alimento se contaminé en algin punto de su
elaboracion.

Respecto de la intoxicacion provocada por S. aureus, se conoce que la mayoria de los brotes

son originados por Staphylococcus coagulasa positiva, ya que muy pocas cepas coagulasa

22



negativa son capaces de producir enterotoxinas ocasionando una intoxicacion alimentaria
estafilococica (IAE). Por ello, cabe mencionar que las enterotoxinas estafilococicas son de las
pocas toxinas bacterianas de naturaleza proteica, que presentan termorresistencia (Ruaro et al.,
2013). Esto explica por qué las IAE son relativamente comunes, ya que las toxinas no se
destruyen con facilidad. Asimismo, por estudios moleculares se sabe que existe una amplia
variedad de alimentos capaces de albergar al estafilococo, pero cabe destacar que los mas
susceptibles son aquellos que tienen contacto con la piel del animal, tal es el caso de la leche,
el huevo, los productos carnicos como el jamon e, incluso, la carne de pollo; este ultimo es
muy susceptible a la contaminacion bacteriana, porque tiene caracteristicas fisicoquimicas que
permiten que su superficie se contamine facilmente, especialmente en la etapa de evisceracion
(Calasso et al., 2016). Aun asi, no solo la carne de pollo es ideal para la proliferacion de
Staphylococcus aureus sino también el chorizo, ya que las materias primas con que se elabora,
de las que destacan la carne y la tripa, tienen excesiva manipulacion por parte del productor
(Soares et al., 2011). También es importante considerar la influencia de la temperatura
inadecuada a la que se expenden los productos o se almacenan las materias de elaboracion.
Asi, los alimentos se ven expuestos a contaminacidn post-proceso, ya que tienen un exceso de
manipulacion directa con las manos del ser humano, donde puede haber distintos tipos de
cepas enterotoxigénicas, Staphylococcus aureus representa un doble riesgo debido a la
ausencia de flora competitiva que normalmente restringe el crecimiento de este.

De manera general, se tiene la creencia que los alimentos que son vendidos en la calle un
mayor indice de enfermedades transmitidas por alimentos; pero los establecimientos cerrados
que distribuyen alimentos, también presentan esta problematica, dado que los estandares para
cocinar y manejar los alimentos son practicamente los mismos. Sin embargo, la venta de

alimentos en la calle y la imagen frecuente de malas condiciones higiénicas en el
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procesamiento del alimento sefialan la importancia de mantener el control sanitario a dicha
actividad (Lahou et al., 2014). Asi pues, analizando las diferencias entre ambos productores de
comida, se aprecia que los alimentos vendidos en la calle si cuentan con mayor indice de
contaminacion bacteriana por el simple hecho de ser cocinados al aire libre y expuestos a
diferentes tipos de contaminacion. Para saber si somos victimas de una intoxicacion
alimentaria enterotoxigénica, es necesario saber cuales son los sintomas que cada
microorganismo produce en el organismo humano.

De esta manera, se facilita el diagndstico y se sabe en qué alimentos proliferan los
microorganismos. Asi, se encuentra una relacion de estos con los que el paciente ha
consumido. Los sintomas que presenta una persona con un cuadro de Intoxicacion Alimentaria
Estafilococica son muy particulares; asi, los dafios provocados por la toxina de Staphylococcus
aureus tienen especificas que las diferencian de otras IAE ocasionadas por agentes patdgenos
tales como Bacillus cereus o Escherichia coli enterotoxigénica. Tales manifestaciones clinicas
abarcan: nauseas, dolor abdominal, emesis, diarrea y postracion. En los casos mas graves se
pueden presentar cefalea y shock. Cabe destacar que la intensidad de los sintomas depende de
la cantidad de alimento contaminado ingerido, de la concentracion de la toxina y de la
susceptibilidad individual, la cual esta mediada por la edad y por el estado inmunoldgico de la
persona (De Pascuale et al., 2014).

2.3.3 Portadores y manipuladores.

Los alimentos contaminados con patdgenos juegan un papel importante en la transmision de
las ETA’s. Que segun el Real Decreto Espafiol 202/2000 del 11 de febrero afio 2000, define a
los manipuladores de alimentos como: “todas aquellas personas que, por su actividad laboral,
tienen contacto directo con los alimentos durante su preparacion, fabricacion, transformacion,

elaboracion, envasado, almacenamiento, transporte, distribucion, venta, suministro y servicio”.
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Las manipulaciones de mayor riesgo son aquellos cuyas practicas de trabajo o acciones en
ciertos procesos de produccion pueden ser determinantes en relacion con la seguridad y la
salubridad de los alimentos (Marchand et al., 2012). No obstante, como se describe en la
tabla 2, existen determinadas caracteristicas fisicoquimicas, como el pH, el grado de humedad
o0 la tensién atmosférica, que son fundamentales para el desarrollo y la colonizacion en el ser
humano. Las fosas nasales son el principal habitat de la bacteria, aunque también se encuentra
presente en heridas infectadas, quemaduras, tracto urogenital, gastrointestinal y casi cualquier
secrecion corporal. En este punto, aproximadamente la totalidad de la poblacién humana
podria ser portadora del microorganismo en algin momento de su vida (Parlapani et al.,
2015). En adicién a lo anterior, también existen otros sitios de concurrencia que albergan al
microorganismo; por ejemplo, la piel y la faringe. Asi, el porcentaje de personas portadoras de
Staphylococcus aureus puede abarcar aproximadamente 20-50% de la poblacion en general,
siendo las manos de los manipuladores las principales vias de contaminacion (Akineden et al.,
2008).

En este aspecto, se destaca el papel fundamental de la capacitacion inicial y continua al
personal que manipulara los alimentos (Buenas Practicas de Manufactura) de modo que, si los
individuos que tienen bajo su responsabilidad la elaboracion de los alimentos no entienden su
responsabilidad como productores de alimento, entonces ponen en riesgo el establecimiento
para el que trabajan y, sobre todo, la salud de las personas.

2.3.4 Descripcion de la estructura y actividad biolédgica de la enterotoxina estafilocdcica.
El principal factor de virulencia de Staphylococcus aureus involucrado en la intoxicacion
alimentaria estafilococica (IAE) es la produccion de enterotoxinas termorresistentes.
Las SE son polipéptidos antigénicos compactos no ramificados con un Unico puente disulfuro

y se ha postulado que el sitio activo de la molécula se halla en la region de este puente. Tienen
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un peso molecular bajo (26-34 KDa) y una estructura quimica muy similar entre ellas. S.
aureus produce cinco toxinas tipicas: SEA, SEB, SEC, SED y SEE las cuales producen emesis
en primates.

Adicionalmente, S. aureus puede producir otros tipos de SE, igualmente super-antigénicas,
pero que no producen emesis en primates y son: SEG, SEH, SEI, SEJ, SEK, SEL, SEM, SEN,
SEO, SEP, SEQ y SEU. Una misma cepa puede producir mas de un tipo de enterotoxina.
Los genes que codifican las SE estan localizados tanto en DNA cromosomal como en islas de
patogenicidad, fagos, transposones y plasmidos (Wertheim et al., 2005). Las SEB, SEC y SED
son producidas en la fase estacionaria del crecimiento como metabolitos secundarios; por otro
lado, las SEA y SEE son producidas durante toda la fase logaritmica de crecimiento (Mufioz et
al., 2008). La SEA y SED estan implicadas en la mayoria de los brotes de intoxicacion
alimentaria (Ruiz et al., 2010).

Segun su tipo, las SE son altamente termorresistentes, sus valores D varian generalmente
desde 5 - 10 minutos a 121°C hasta varias horas a 180°C (27). La SEB a un Aw de 0,99 tiene
un D149 de 100 minutos (Perdomo et al., 2004). Las SE no son producidas a temperaturas
menores de 10°C, su rango de produccién se encuentra entre 10 a 48°C con un 6ptimo de
produccién entre 40 y 45°C (Bustos et al., 2006).

En la tabla 3 se presentan los parametros que favorecen la produccion de SE. Como se puede
apreciar, el rango de pH para la produccion de SE esta entre 4,0 — 9,6. Sin embargo,
Mossel et al. (2003) encontraron que la SE no es producida en valores de pH inferiores a 5,0.
Adicionalmente, se ha reportado como pH 6ptimo para la produccion de la SE entre 7,0 a 8,0
(Bhatia 2007). El efecto del pH sobre la produccion de SE depende de su tipo, por ejemplo, la
SEA y SED son producidas en cantidades similares con un pH inicial de 5,3 a 6,8, mientras

que las SEB y SEC se forman mejor a pH 6,8 (Naber et al., 2009).
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La produccion de la SE puede darse con un Aw de 0,85 a > 0,99. Una Aw reducida tiene
menos efectos sobre la produccion de SEA y SED que sobre la produccion de SEB y SEC
(Naber et al., 2009). En general, no hay produccién de SE a una concentracion mayor de 12%
de sal (cloruro de sodio, NaCl) (Borbolla et al., 2004).

Tabla 3.- Parametros de produccion de toxina de Staphylococcus aureus (Zendejas et al., 2014).

: Produccion de toxina

Parametros .

Optimo Rango
Temperatura (°C) 40-45 10-48
pH 7-8 40-96 |

0,85->099

i 0% 090> 09¢
NaCl (%) 0 0-10
Potencial redox (E) (mV) >+200 <-100->+200
Atmosfera Aerobia (5 - 20% oxigeno disuglio) Aerobia - anaerobia

'Aerdbico; * Anaerdbico
Todas las toxinas identificadas hasta el momento comparten un ndmero importante de

propiedades incluyendo: (i) la capacidad de causar emesis y gastroenteritis en un modelo de
primates, (ii) superantigenicidad, (iii) resistencia al calor y la digestion por pepsina y la
semejanza estructural terciaria (incluyendo una unién disulfuro intramolecular).

Por medio de estudios realizados se han identificado ocho sub variedades dela enterotoxina
por medio de su estructura y funcién. Se conoce la secuencia peptidica principal de todas estas
toxinas y se observd que existe una importante similitud. En general, cerda del 15% de los
residuos son totalmente conservados en todas las SE conocidas (Chen et al., 2004). La
mayoria de estos se encuentran ya sean centralizados o en el C'?terminal. Con anterioridad al
descubrimiento de SEG y SEI, las SE podrian dividirse en dos grupos, uno con SEB y de las
SECs vy el otro con SEA, SEE, SED, y SEH. El segundo grupo es de cierto interés por que

SEA y SEE son 84% idénticas en tanto SED y SEH son maés lejanamente similares. La toxinas
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SEG parecen pertenecer al primer grupos (37 a 40% idéntica a SEB y SEC) y la toxina SEI al
segundo grupo (26 a 28% idéntico al SEA, SED, y la SEE; 20,6% de similitud a la SEH)
(Cremonesi et al., 2007). A partir del analisis por cristalografia proporcionan una gran
cantidad de datos interesantes sobre las estructuras de las SE. A partir de estos estudios se
propuso que todas las SE se ajusten a un patron comun de proteina. La forma general de la
molécula es elipsoide, y contienen dos dominios diferentes (A y B). EI dominio B es el méas
pequefio y es comuin a otras exotoxinas (Messelhdusser et al., 2006). Existe un puente
disulfuro (bucle) que se encuentra al final del dominio. La estructura resultante del bucle es
flexible, aunque esto parece variar entre las SE pequefias y medianas. EI dominio A es el mas
grande, aunque ciertamente hay algunas diferencias en las estructuras de las SE, las
semejanzas son bastante notables. Las caracteristicas estructurales particulares de las SE
pueden originar su capacidad para inducir la intoxicacion alimentaria estafilococica (IAE) y su
resistencia al cribado en el tracto gastrointestinal (Garcia et al., 2010).

Es importante comprender la caracteristica estructural para entender la actividad
superantigénica, que resulta de la union de la PTSAgs al Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (MHC) Clase Il y el Receptor de Células T (TCR). Sobre la base de
varios estudios mutagénicos ha sido dilucidado un modo general TCR vinculante,
considerando la conocida especificidad de estas moléculas. La union al TCR de las SEA, SEB,
SEC se producen a través de la cavidad superficial en la parte superior de la molécula (CDR1,
CDR2, y HV4) (Cairns et al., 2009). La actividad superantigenica resulta entonces, de la
interaccion directa de las SE con receptores, antigénicos (TCR) de células T y el complejo
mayor de histocompatibilidad (MHC) de las células presentadoras de antigeno (CPA)

activando una respuesta (Wahib Mahana, 1999).
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Parece ser que la interaccion entre la SE y de MHC es primera y necesaria para unirse luego a
la cadena 3 del TCR. De este vinculo cruzado resulta la activacion inespecifica y proliferacion
de las células T, con una gran secrecion de las interleuquinas que podrian estar implicadas en
el mecanismo de toxicidad de la SE. La actividad de la enterotoxina se caracteriza por la
capacidad de causar respuesta emética, mientras que otros superantigenos no son eméticos
(Dinges y cols. 2000). Poco se sabe acerca de como las SE causan sintomas de intoxicacion
alimentaria, a no ser que podrian tener un efecto directo sobre el epitelio intestinal y en el
nervio vago, que causa la estimulacion del centro emético y el transito intestinal. La dosis
infecciosa requerida para inducir la intoxicacion alimentaria estafilococica en los seres
humanos se estima en alrededor de 0,1 pg/Kg de peso, y puede variar en funcion de la
sensibilidad del paciente (Evenson y cols., 1988).

2.4 Dosis — respuesta de la Intoxicacion Alimentaria Estafilocécica (IAE)

La IAE resulta del consumo de alimentos en los que S. aureus se ha multiplicado hasta
alcanzar niveles que producen SE y puede ser el resultado de combinaciones de multiples
toxinas. Los sintomas de la IAE pueden ser algunos de los siguientes: nauseas, dolor
abdominal, emesis, diarrea y postracién (Bamberger et al., 2005). En los casos mas graves se
puede presentar cefalalgia y shock (Munoz et al., 2008). La intensidad de los sintomas
depende de la cantidad de alimento contaminado ingerido, de la concentracién de la toxina y
de la susceptibilidad individual, la cual esta mediada por la edad y el estado inmunolégico de
la persona (Ruiz et al., 2010). El tratamiento es basicamente hidratacion. La IAE, al ser una
enfermedad auto-limitada se recupera en un plazo de dos dias y el periodo de incubacién varia

entre 0,5 a 8 horas (Bamberger et al., 2010).
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La literatura no reporta un modelo oficial de dosis respuesta para SE (Garay et al., 2011). La
cantidad de SE que debe ser ingerida para causar IAE no se conoce exactamente, pero se
reportan rangos entre 0,1-1,0 ug/kg (Villasefior et al., 2011), esta concentracion de SE es
alcanzada con cargas microbianas superiores a 10° UFC/g (Chapman 1945; Garay et al.,
2011).

El nimero de células de S. aureus necesarias para la produccién del nivel minimo de SE
considerado para producir intoxicacion es diferente para cada sustrato y para cada SE. La SEA
se ha detectado en concentraciones de 10* UFC/g. En leche, se ha detectado SEA y SED con
recuentos de 10" UFC/g pero no por debajo de este nivel. Empleando una cepa productora de
SEA, SEB y SED, la SEB y SED se detectaron cuando el recuento alcanz6 6 x 10° UFC/mL
(Ing/mL de SE), mientras que la SEA (4ng/mL) fue detectada con un recuento de
3 x 10" UFC/mL (Suarez et al., 2008). No obstante Kérouanton et al. (2007) investigaron 31
brotes de IAE, en los cuales se reportaron recuentos de S. aureus coagulasa positiva entre
7,6 x 10?2y 7,5 x 10° UFC/g y se detect6 SE en 25 de los 31 alimentos implicados (80%).

2.5 Aspecto epidemioldgico.

Staphylococcus aureus es uno de los patdgenos mas importantes a nivel mundial, bacteria
oportunista que forma parte de la microbiota humana: la colonizacion méas frecuente por
Staphylococcus aureus es la mucosa nasal, el principal reservorio lo constituye el hombre
enfermo o el portador. Durante varias décadas se han reportado un gran nimero brotes
epidémicos de S. aureus a nivel mundial, describiendo a grandes rasgos los hechos mas sobre

saliente donde se ha identificado a este microorganismo.
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En los Estados Unidos, cada afio, ocurren entre 3,3 y 12,3 millones de casos de ETA’s,
estimandose perdidas economicas anuales que oscilan entre 6,5 y 34,9 miles de millones de
ddlares, encontrando a Staphylococcus aureus como uno de los agentes etiolégicos mas
importantes (OMS 1997b; Timothy et al., 2000; CDC. 2006).

En Espafia los brotes registrados por la Red de Vigilancia indican que Staphylococcus aureus
es el segundo agente mas frecuentemente reportado y confirmado en brotes de ETA
(Hernandez et al., 1995).

En América Latina, un estudio evaluo la contaminacion microbiana de los alimentos vendidos
en la via publica de las principales ciudades, determinandose que Staphylococcus aureus es el
mayor riesgo en ocasionar un brote de ETA (Almeida 1996).

Los estudios de Vigilancia Alimentaria realizados en Cuba determinan que Staphylococcus
aureus es una causa importante de ETA (mayor al 30% de los reportes realizado)
(Rodriguez et al., 2001).

En Chile el Programa de vigilancia de enfermedades transmitidas por los alimentos, indica que
en la Region Metropolitana Staphylococcus aureus tiene una alta incidencia de los brotes de
origen alimentario (Prado et al., 2002).

En Brasil se indica segln reportes de datos obtenidos en el Municipio de Porto Alegre en el
periodo de 1995 a 2002 que S. aureus es el segundo agente etioldgico de ETA en importancia.
(Gotaardi et al., 2006)

En Europa la situacion es similar, en Francia los reportes indican que cepas de estafilococos
toxigénica son la segunda causa de las enfermedades transmitidas por alimentos después de la
Salmonella, sin embargo, se sabe muy poco acerca de las caracteristicas de las cepas

involucradas. (Kerouanton et al., 2007)
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En el Reino Unido fueron examinados las cepas de Staphylococcus aureus responsables de
brotes entre 1969 y 1990 en el Laboratorio de Higiene de alimentos (PHLS). Donde el 79 %
de estas resultaron ser productoras de una o mas enterotoxina. En Polonia las infecciones e
intoxicaciones por alimentos se registraron mostraron una incidencia media en el periodo
1998-2001. Entre los agentes etiologicos mas frecuentes en los brotes esta
Staphylococcus aureus (10% de los casos). El principal vehiculo son los alimentos y el agua,
donde las materias primas de origen animal (29% de los casos), las comidas de huevos (27%)
(Sadkowska et al., 2003).

En Argentina los datos existentes son escasos, entre los reportes consultados se destaca que
Staphylococcus aureus es la segunda causa de ETA entre 1993 y 2001 en la provincia de
Rio Negro (Di Pietro et al., 2004).

En ltalia la investigacion puso de relieve que estos organismos son muy comunes y
constituyen un riesgo potencial para la salud de los consumidores. (Normanno et al., 2005).

En Japdn fueron reportados entre 1999 y 2009, 2.525 aislamientos de brotes alimentarios que
involucraron 59.964 personas con 3 muertes. Los alimentos involucrados fueron preparaciones
tipicas japonesas. (Shimizu et al., 2010).

La informacion disponible sobre los eventos vinculados a Staphylococcus aureus en nuestro
medio, es escasa y fragmentada. Los estudios actuales demuestran que cada afio se incrementa
la morbilidad tanto de las EDA como de las ETA. Esto revela la ineficacia de las acciones
sanitarias en esta decisiva area de la salud publica. (Scott E. 2003).

2.6 Analisis microbioldgico convencional.

Para el recuento de Staphylococcus aureus es necesario utilizar algunas pruebas bioguimicas y
medios de cultivo especiales que permitan su facil determinacion. Esta identificacion se basa

en las enzimas y las toxinas que produce el microorganismo. Aprovechando estas
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caracteristicas se han disefiado medios para aislar esta bacteria, que son agar Baird Parker,
agar estafilococos N° 110, agar DNAsa entre otros.

2.6.1 Agar Baird-Parker.

Es un excelente medio para el recuento de Staphylococcus aureus en alimentos (Anexo 1),
permite trabajar incluso, con células con dafio subletal (Garnica et al., 2013). Ademas, es el
medio moderadamente selectivo mas usado en el analisis microbioldgico de alimentos. Dentro
de su composicion se encuentra el piruvato sédico que permite una mejor asimilaciéon de la
glucosa por las células con injuria; su poder selectivo se debe a la presencia de cloruro de litio
y como agente diferencial se tiene al Telurito de Potasio, que por la reduccion a Teluro de
Potasio se llegan a observar colonias grises a negruzcas tipo ceniza (Forsythe et al., 2000), la
presencia de lecitina permite que se pueda observar un halo transparente que revela la
actividad lecitinasa; sin embargo, las colonias que desarrollan en este medio deben ser
sometidas a confirmacion por otras pruebas.

2.6.2 Agar DNasa.

Es utilizado para identificar estafilococos potencialmente patégenos (Anexo 3); manifiesta la
actividad de la desoxirribonucleasa, la cual es indicadora de su patogenicidad
(Forsythe et al., 2000). Asimismo, se investiga la capacidad del microorganismo de producir
enzimas que hidrolicen el ADN. La aparicion de halos transparentes al momento de afadir
HCL 1N alrededor del &rea de crecimiento se considera resultado positivo, ya que estas
corresponden a zonas de hidrolisis del ADN. La prueba es considerada negativa cuando los
halos caracteristicos no estan presentes (Silva et al., 2006).

2.6.3 Catalasa.

Se utiliza para probar la capacidad de el microorganismo de producir la enzima catalasa, la

cual facilita la conversion de peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno, siendo de utilidad para
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evitar la formacion de radicales toxicos por el sistema de la mieloperoxidasa en las células
fagociticas. La prueba es positiva cuando la bacteria reacciona produciendo la liberaciéon de
burbujas, que es la caracteristica dada por la descomposicion del perdxido de hidrogeno en
agua y oxigeno (MacFaddin JF. 2003).

2.6.4 Coagulasa.

Esta prueba se emplea para determinar y diferenciar especies dentro del género
Staphylococcus, asi como para probar la presencia de Staphylococcus aureus. Dicho
microorganismo tiene la capacidad de producir y llevar adelante la coagulacion del plasma
(MacFaddin JF. 2003). La coagulasa es un factor de agregacion y constituye una prueba muy
sensible y especifica para esta bacteria (Anexo 4).

La coagulasa puede unirse al fibrindgeno y convertirlo en fibrina insoluble, la cual tiende a
formar depositos donde los estafilococos pueden agregarse (MacFaddin JF. 2003). La prueba
puede hacerse de dos maneras: en portaobjeto, en la cual la solucion se ha tratado previamente
con é&cido etilendiaminotetraacético (EDTA) y plasma de conejo. Por otra parte, la prueba se
puede realizar en tubo, para lo cual se inoculan 0.5 ml de una dilucion de plasma de conejo
con la colonia sospechosa (Nufiez et al., 2007).

2.7 Placa seca rehidratable.

La placa seca rehidratable para recuento de Staphylococcus aureus es una placa que ya
contiene el medio de cultivo listo para ser utilizado (figura 1; Anexo 7), el cual posee un
agente gelificante en frio (Beuchat et al., 2016). Es un medio modificado cromogénico de
Baird Parker el cual en la placa es selectivo y diferencial para S. aureus, donde se debe de

afiadir 1 mL de la dilucion de la muestra a ensayar por placa, posterior incubacion por 24 + 2

34



horas a 35 + 1°C o0 37 £ 1°C. Las colonias que presentan una coloracion rojo-violeta en la
placa son colonias sospechosas de ser S. aureus, solo se procede al recuento y la prueba se ha
completado (Anexo 19).

Cuando no se observan el desarrollo de colonias de color rojo-violeta en la placa, pero se
observa el desarrollo de colonias negras o colonias azul-verde. Se aplica el disco Staph
Express que contiene azul de o-toluidina, la enzima DNasa que produce S. aureus reacciona
este colorante y se forma una zona rosada alrededor de la colonia. El disco se inserta en la
placa incubandose a continuacion durante un tiempo minimo de 1 h y una maximo de 3 hrs. a
35+ 1°Co037+1°C.S. aureus (S. hyicus, S. intermedius, que puede producir enterotoxinas)
dan reaccién positiva para la prueba de la DNasa zona rosa. Contar las zonas de color rosa
como S. aureus, siendo independientemente del tamafio del halo formado (Silbernager et al.,

2003).

Pelicula Plastica

=— Adhesivo e indicador
I\ Gel soluble en frio

Almonadilla de hule espuma

Medio VRB

VI Wodicad

Pelicula Pldstica y cuadricula

Figura 1.- Partes de una placa seca rehidratable (www.3M.com/microbiology)
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2.8 Muestreo por atributos.

El plan de muestreo sélo se aplica a lote o lotes de alimentos y bebidas. Se sustenta en el
riesgo para la salud y las condiciones normales de manipulacion y consumo del alimento, y
establece:

a) Categoria de riesgo: Escala relativa al riesgo que representa un alimento y a la
manipulacion posterior prevista tabla 4 podemos observar con remarque a la categoria de
riesgo que presenta la presencia de Staphylococcus aureus en alimentos.

b) Componentes del plan de muestreo: "n" (mindscula) nimero de unidades de muestra
requeridas para realizar el analisis, que se eligen separada e independientemente, de acuerdo a
normas nacionales o internacionales referidas a alimentos y bebidas apropiadas para fines
microbioldgicos. "c" nimero méximo permitido de unidades de muestra rechazables en un
plan de muestreo de 2 clases o unidades de muestra provisionalmente aceptables en un plan de
muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un nimero de unidades de muestra mayor a “c” se
rechaza el lote. "m" (minuscula): Limite microbiolégico que separa la calidad aceptable de la
rechazable.

En general, un valor igual o menor a “m”, representa un producto aceptable y los valores
superiores a "m” indican lotes rechazables en un plan de muestreo de 2 clases.

"M" (mayuscula): Los valores de recuentos microbianos superiores a "M" son inaceptables, el
alimento representa un riesgo para la salud.

¢) Tipos de plan de muestreo para lote o lotes:

2.8.1 Plan de dos clases: Es un plan de muestreo por atributos, donde puede establecerse
unicamente la condicion de "aceptable” o "rechazable”. Un plan de 2 clases queda definido por

€C_ 9 [P

n”y “c”.
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Para microorganismos patégenos:

Condicion de "aceptable” = ausencia

Condicion de "rechazable™ = presencia

Para otros microorganismos

Condicion de "aceptable" = menor o igual al nivel critico establecido, “c”

Condicion de "rechazable" = mayor al nivel critico establecido, “c”

2.8.2 Plan de tres clases: Es un plan de muestreo por atributos que queda definido por "n",

"c". "m", "M"; donde se establece:

Condicidn de "aceptable™:

Cuando todas las unidades de muestra presentan recuentos igual o inferiores a "m". Cuando

hasta "c" unidades de muestra pueden tener recuentos entre "m"

Condicién de "rechazo":

Cuando mas de "c" unidades de muestra presentan recuentos entre "m" y "M" (incluido "M")

Cuando al menos 1 de las unidades de muestra presentan recuentos superiores a "M".

y "M" (incluido "M").

Tabla 4.- Planes de muestreo para combinaciones de diferente grado de riesgo para la salud y
diversas condiciones de manipulacion (FAO).

Grado de importancia en
relacion con la utilidad y
riesgo sanitario

Condiciones esperadas de manipulacion y consumo del alimento o
bebida luego del muestreo

Grado de Sin cambio de Aumento de
peligrosidad peligrosidad Peligrosidad.
reducido
Vida util y alteracion Aumento de vida util Sin modificaciéon Disminucion de vida
Categoria 1 Categoria 2 util
3 clases 3 clases Categoria 2
n=>5, c=3. n=>5, c=2. 3 clases
n=>5, c=3.
Indicadores de riesgo bajo Disminucion del Sin modificacion Aumento del riesgo
indirecto para la salud riesgo Categoria 5 Categoria 6
Categoria 4 3 clases 3 clases
3 clases n==5, c=2. n==5, c=1.
n=>5, c=3.
Patdégenos de riesgo ‘ Categoria 8 Categoria 9
moderado directo, de 3 clases 3 clases
diseminacién limitada. =S L n=>5, c=1. n=10c=1.
Patogenos de riesgo Categoria 10 Categoria 11 Categoria 12
moderado directo, de 2 clases 2 clases 2 clases
diseminacion n=>5, c=0. n =10 c=0. n =20 c=0.
potencialmente extensa.
Patégenos de riesgo grave Categoria 13 Categoria 14 Categoria 15
directo para la salud. 2 clases 2 clases 2 clases
n=15, c=0. n =30 c=0. n =60 c=0.
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2.9 Legislacion y normativa.

La industria de los alimentos y el gobierno comparten la responsabilidad de asegurar que los
alimentos proporcionados al consumidor sean seguros y que no se conviertan en un foco de
brote 0 de contagio de enfermedades transmisibles. Esta responsabilidad compartida es de
amplio alcance con el fin de asegurar que se cumplan las expectativas del consumidor,
procurar que los alimentos no sean alterados y que sean preparados en unos entornos limpios y
procesados adecuadamente.

El control de la inocuidad de los alimentos juega un papel muy importante en la salud del ser
humano. Por esta razdn se trata de un campo que se rige por numerosas normas y directrices
que abarcan cada uno de los distintos ambitos en la industria de los alimentos, desde la
produccién de materia prima, hasta el muestreo que ha de realizarse para el control de la
inocuidad de los productos, incluyendo los limites establecidos para cada para cada parametro
medido, este control normativo no solo se aplica a los centros productores, sino también a los
laboratorios.

En el siguiente apartado se hace una seleccion de las principales normas de aplicacion en
laboratorio de andlisis microbiolégico. Tanto en su actividad de rutina como en los procesos

de validacion, asi como aquella mas especifica para el recuento de Staphylococcus aureus.
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Es importante diferenciar entre legislacion y normativa. En el primer caso el cumplimiento de
la legislacion es obligatorio, mientras que el seguimiento de la normativa es voluntario por
parte del laboratorio, que puede decidir si quiere 0 no trabajar bajo las normas 1SO, AOAC,
AFNOR u otra normativa vigente.

2.9.1 Normativa.

2.9.1.1 I1SO 17025:2005. Requisitos generales para la competencia de los laboratorios de
ensayo y calibracion.

Esta norma establece los requisitos generales para la competencia en la realizacion de ensayos
o calibraciones, incluido el muestreo. Cubre los ensayos y las calibraciones que se realizan
utilizando métodos normalizados. Es aplicable a todos los laboratorios independientemente del
namero de empleados o la extension de sus actividades (ISO 4833: 2003 AENOR-2004).

2.9.1.2 ISO/TS 19036. Directrices para la estimacion de la incertidumbre de las medidas
en determinaciones cuantitativas.

Esta especificacion técnica sirve de orientacion para el calculo y expresion de la medida de
incertidumbre asociada a los resultados en microbiologia de los alimentos. Es aplicable al
analisis cuantitativo de 1) productos para consumo humano y de alimentacién de animales y 2)
muestras ambientales en el area de produccion y manejo de alimentos, llevados a cabo
mediante la enumeracién de microorganismos usando la técnica de recuento en placa, siendo
también aplicable a andlisis cuantitativos mediante métodos alternativos instrumentales. Esta
especificacion técnica no es aplicable a la enumeracion usando la técnica del numero mas

probable ni para el analisis de bajos niveles de microorganismos (ISO/TS 19036:2006).
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2.9.1.3 ISO 7218:2007. Requisitos generales y guia para el analisis microbioldgico.

Esta es la norma de referencia para cualquier laboratorio de analisis microbioldgico y la mas
importante en este aspecto. Esta norma internacional indica los requerimientos generales y
ofrece una guia orientativa con tres objetivos principales: 1) Implementacion de las normas del
Subcomité 1ISO/TC 34/SC9 o del subcomité 1ISO/TC34/SC5 para la deteccidon o recuento de
los microorganismos, 2) Establecer las buenas practicas de laboratorio en los laboratorios de
microbiologia de los alimentos y 3) Ser una guia orientativa para la acreditacion de los
laboratorios de microbiologia de los alimentos. Abarca el analisis de bacterias, levaduras y
mohos, pero no cubre el andlisis de toxinas u otros metabolitos de los microorganismos. Su
objeto es ayudar a la validez de los analisis de los alimentos, brindando respaldo de que las
técnicas generales que se utilizan para realizar dichos analisis sean las mismas en todos los
laboratorios, de manera que los resultados sean homogéneos en todos los laboratorios y
ademas de contribuir a la seguridad del personal (ISO/TS 19036:2006).

2.9.1.4 Requerimiento microbioldgico NB: 33009-2003. Productos lacteos-Queso fresco.
Dentro de la normativa boliviana tabla 5, se describen los requerimientos microbioldgicos para

queso fresco.
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Tabla 5.-Requerimiento microbioldgico para queso fresco de acuerdo a la NB: 33009-2003

(IBNORCA).
Norma técnica Parametros Valor de referencia Norma de referencia
NB - 32005 Coliformes totals 1 X103 UFC/g NB 33009-2003
NB — 32005 Escherichia coli 10 UFC/g NB 33009-2003
NB — 32004 Staphylococcus aureus. 10 UFC/g NB 33009-2003
NB/ISO 6579 Salmonella spp. Ausencia en 25¢ NB 33009-2003

2.9.1.5 Recuento de Staphylococcus aureus 1SO 6888-1: 2003; NB 32004:2004.

Esta normativa describe un método sin enriquecimiento previo para el recuento de
Staphylococcus aureus. Es aplicable a productos para consumo humano y alimentacion
animal, asi como muestras ambientales en el area de produccion y manejo de productos
alimentarios.

La enumeracion de los estafilococos coagulasa positivos por este método implica la
inoculacion en la superficie de un medio de agar selectivo diferencial con un volumen
especificado de una dilucion 10 y otras diluciones decimales adecuadas al tipo de matriz con
la que se esté trabajando incubando las placas de Baird Parker a 37°C durante 48hrs. Calculo
del nimero de estafilococos coagulasa positivos (UFC por g/mL de muestra) se hace a partir
del nimero de colonias tipicas y / o atipicos obtenidos en el medio selectivo y posteriormente
confirmado por la coagulasa y pruebas de DNasa (ISO 6888-1: 2003; NB 32004:2004).

2.9.1.6 Evaluacion del desempefio de un método alternativo.

Antes de que un método sea utilizado en un laboratorio, es necesario que una organizacion
externa y el propio laboratorio, evalten el desempefio del metodo alternativo frente al método
de referencia. La que es quizas la principal organizacién encargada de validar los métodos
analiticos, la Asociacion Oficial de Agroquimica (AOAC), tiene como objetivo primordial

"obtener, desarrollar, probar y adoptar métodos uniformes, precisos y exactos para el analisis

41



de los alimentos"” (Wallce, 1996). Para que la AOAC le confiera caracter oficial, el método ha
de satisfacer tres criterios.

Primero, el método ha de facilitar datos de un grado predecible de precision y exactitud
cuando lo empleen analistas cualificados. Siendo la precision la medida de la variabilidad del
método en un determinado laboratorio, y entre varios laboratorios y la exactitud indica el
grado en que el método determina el verdadero nivel del analito.

El segundo aspecto a ser tomado en cuenta, que cuando se ha de aplicar un método este sea
practico. Para satisfacer este criterio, el procedimiento ha de ser lo mas rapido y sencillo que
sea posible, sin dejar por ello de reunir los requisitos de fiabilidad. A veces puede ocurrir que
el Unico método fiable de que se dispone no sea practico, por su costo y por el tiempo que
consume. En tal caso, la AOAC puede aceptar el método por razon de su necesidad. No
obstante, entretanto los analistas deberan seguir buscando un método que sea a la vez fiable y
practico.

El tercer criterio es la disponibilidad del método. EI método no debe contener un "secreto
comercial” ni formar parte de un documento confidencial que no esté a la disposicion de los
analistas interesados.

Un laboratorio puede tener que realizar la evaluacion del desempefio de un procedimiento que
se desea utilizar corrientemente, si no se ha validado ain ningun procedimiento para una
determinacion analitica en particular. En otros casos el laboratorio podrd optar por la
verificacion de la validez del método, que ya haya sido validado por la AOAC u otra
organizacion internacional. Existen varios motivos para proceder a una validacion interna o
verificacion.

Primero, el laboratorio puede querer asegurarse de que el método es aplicable al alimento que

estd examinando. Muchos métodos son evaluados que pueden aplicarse al anélisis de un solo
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tipo especifico de alimento o unos pocos. Si el método no es aplicable al alimento o alimentos
que analice el laboratorio interesado, éste debera realizar su propia evaluacion de desempefio
del método de analisis de los alimentos de que se trate. Segundo, un laboratorio desea
determinar la exactitud del método.

Tercero, puede ser conveniente determinar si es posible que se planteen problemas al utilizar
el método en un laboratorio en particular. Puede ocurrir que un estudio en colaboracion, en
condiciones de estricto control en el laboratorio, haya demostrado que el método es fiable,
rapido y rentable, pero por alguna razén desconocida no puede utilizarse corrientemente en un
laboratorio determinado.

Cuarto, el laboratorio quizas desee poner a prueba la capacidad del analista de utilizar el
método. Si no se obtienen resultados aceptables, el laboratorio debera emplear otro método
igualmente aceptable o considerar la conveniencia de que al analista sea capacitado de nuevo.

Siempre que sea posible, el método que deba avaluarse se comparard con un método existente
o0 estandar. El analista debera emplear alimentos que estén naturalmente contaminados por el
analito deseado. Si no dispone de alimentos de este tipo, el analista debera contaminar
artificialmente los alimentos con el analito objetivo, cuando prepare las muestras de ensayo
para un estudio de evaluacion, el analista debera considerar la conveniencia de emplear células
de analitos sometidas y no a tension; tipo y grado de la tension (congelacion, secado,
calentamiento, radiacién y cloracion); niveles de inoculacién; inclusion de no analitos; uso de

analitos atipicos, y nimero de las muestras de ensayo.
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3. Antecedentes.

El recuento de Staphylococcus aureus en alimentos se lo realiza siguiendo la normativa 1SO
6888-1:1999 y en nuestro medio por medio de la normativa boliviana 32004:2004, ambas
normativas empleando medio Agar Baird Parker.

La ultima revision ISO 6888-1 fue en el afio 2003 (Microbiologia de la alimentacion humana y
animal -Método horizontal para la enumeracion de estafilococos coagulasa positiva
(Staphylococcus aureus y otras especies) - Parte 1: Técnica usando agar Baird -Parker medio).
Fedio (2008), realizo el recuento de Staphylococcus aureus en placa seca rehidratable en
quesos contaminados artificialmente, con la finalidad de buscar la respetabilidad y
reproducibilidad, se contaminaron lacteos con niveles que iban desde 3UFC/g hasta 300UFC/g
de alimento, siguiendo las directrices de la AOAC, por medio del analisis estadistico se obtuvo
un p< 0,05 concluyendo que este método puede ser utilizado con la seguridad ya que sus
resultados son confiables.

Nogueira (2010), evalué los medios de cultivo y las metodologias utilizado para la
enumeracion de coagulasa y Staphylococcus spp termonucleasa-positivo en la leche cruda y
queso de pasta blanda fresca. Las muestras de leche contaminada artificialmente (con
Staphylococcus coagulasa positiva cepas de referencia) y muestras de leche cruda
contaminada de manera natural y queso se sometieron a enumeracion en agar Baird-Parker
(BP), Agar fibrindgeno plasma de conejo (RPFA) y en placa seca rehidratable. Hecha la
comparacion metodolégica no se observaron diferencias significativas (P> 0,05) entre la
media de los recuentos obtenidos en todos los medios de cultivo evaluados. RPFA y STX
tenian buenos indices de correlacion entre los totales y los recuentos de colonias tipicas, asi
como con la coagulasa y la termonucleasa-positivo los recuentos de colonias. Concluyendo

que existe una mejor asociacion entre coagulasa y sintesis de termonucleasa con respecto a la
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morfologia tipica de la colonia desarrollada. El cultivo con BP presento baja correlacion entre
los recuentos.

Soares (2011) realizo el recuento de Staphylococcus coagulasa positivos por la metodologia
convencional, en dicho estudio denota la importancia de los tiempos de incubacion y la
variacion de la morfologia de las colonias, concluye que dichos cambios suceden por la
perdida en el porcentaje de humedad, consumo de nutrientes y acumulacion de sustancias
toxicas para el microorganismo.

En el estudio realizado por Ruaro (2013) donde se empled el cultivo convencional para el
aislamiento y posterior identificacion de Staphylococcus coagulasa positiva, denota que si las
colonias pierdes sus caracteristicas morfologicas, dan lugar a un recuento erréneo.

El sistema de recuento por placa seca rehidratable fue validado en el afio 2003 (certificado N°
3M 01/9-04/03). EI método de referencia fue la norma 1ISO 6888-1:1999. El estudio de 2007
de renovacion fue revisado para cumplir con la norma 1SO 16140, con la finalidad de validar
la técnica, llegando a analizar la precision relativa donde se obtuvo un valor de 0.116 en
método de referencia y un RSD de 0,074 para el método de placa seca rehidratable, linealidad
donde se obtuvo un se obtuvo un R?= 0.9997, llegando a evaluarse ademas la Inclusividad,
exclusividad del método de placa seca rehidratable. El ultimo estudio de renovacion fue
realizado por ISHA (2015) realizo el estudio de validacion de placa seca rehidratable para el
recuento de Staphylococcus aureus llegando a obtener la certificacion por la AFNOR (NF
VALIDATION 16140™) se validé el método con cinco matrices diferentes de acuerdo a las
directrices de la 1ISO: 16140/A1 (2011). Los resultados del estudio se encuentran acreditados
por el Formulario Nacional (NF) de acuerdo con los requisitos vigentes de los Estados Unidos.
Loiane (2015), estudio la aplicabilidad de las placas secas rehidratables para enumerar grupos

microbianos en la leche de oveja. Las muestras de leche de oveja (n = 30) se sembraron
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simultaneamente, para enumerar, Staphylococcus aureus utilizando protocolos de referencia
Convencional y placas secas rehidratables. Los resultados obtenidos se compararon mediante
la prueba de regresion lineal y ANOVA (p <0,05). Los resultados muestran significancia entre
las metodologias convencionales y placa seca rehidratable. Ademas, por el método de cultivo
en placa seca rehidratable para el recuento de S. aureus tuvieron mayor recuperabilidad de
bacterias en comparacion con la metodologia convencional. Sobre la base de los resultados se
concluyd considerar el método de placa seca rehidratable como método alternativo para el
analisis microbioldgico en la leche de oveja.

Si bien dentro del apartado de metodologias que son sugeridas por el IBNORCA se encuentra
el andlisis de microorganismos por placa seca rehidratable, dentro de nuestro medio alin no
existen reportes sobre estudios con la metodologia de placa seca rehidratable para

Staphylococcus aureus en queso fresco de elaboracidn artesanal, o de otra matriz.
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4. Planteamiento del problema.
Uno de los mayores problemas en estos tiempos tanto en paises desarrollados como en paises
en vias de desarrollo son las enfermedades diarreicas agudas (EDA’S), dentro de ello, los
alimentos se constituyen en vehiculos de transmision de patégenos dando lugar a las (ETA’S)
y también cuadros de Intoxicacion alimentaria (IA) de origen microbiano, siendo la poblacion
mas vulnerable nifios menores de 5 afios y personas de la tercera edad, los primeros por tener
el sistema inmunoldgico en desarrollo y los segundos por tener un sistema ya deteriorado.
Staphylococcus aureus es considerado un microorganismo patégeno que se caracteriza por
provocar un cuadro de intoxicacion acompariado por vomitos, constituyéndose en un problema
de salud publica en nuestro medio, la masiva produccién de los alimentos limita el control por
las entidades oficiales que controlan la inocuidad de los mismos; de manera que se incrementa
la posibilidad de que estos alimentos contaminados lleguen a ser consumidos por poblaciones
susceptibles. Por ello se considera necesario contar con métodos sensibles de laboratorio para
recuento de este agente en alimentos que permitan su recuperacion cuando se encuentren el en
poblaciones bajas.
El cultivo convencionales utiliza la siembra en medio Agar Baird Parker es considerado como
Gold Standard, pero se puede citar algunas limitaciones entre estas estan el requerimiento de
medios de cultivo que se deben de suplementar, gran cantidad de material de vidrio, un mayor
requerimiento en cuanto a infraestructura y equipamiento se refiere; también se debe de
considerar que los costos de energia eléctrica, agua potable y de recursos humanos que son
mayores, ademas de generan residuos solidos en mayor cantidad.
Por ello es necesario buscar metodologias alternativas y una de ellas seria el cultivo por placa

seca rehidratable u otro, que permitan optimizar gastos por concepto de infraestructura,
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equipamiento y sobre todo acortar tiempo en el andlisis de una matriz, lo cual permitiria tener
resultados mas rapidos y toma de acciones ya sean estas preventivas o correctivas.

En nuestro medio no existe subnotificacion sobre la incidencia de intoxicaciones causada por
la enterotoxina estafilocdcica por consumo de alimentos, tal es el caso de queso fresco de
elaboracion artesanal, ni del comportamiento de microorganismos patdégenos de importancia
en leche y derivados; ademas se conoce poco sobre la frecuencia de bacterias patdgenas en
productos lacteos en nuestro medio. Esta informacién es indispensable ya que con base en ella
seria posible la toma de medidas tendientes a controlar o disminuir las enfermedades

transmitidas por el consumo de alimentos contaminados como son la leche y derivados.
Por las consideraciones anteriores, este estudio plantea la siguiente pregunta de investigacion:

¢El método de cultivo en placa seca rehidratable para el recuento de Staphylococcus
aureus en quesos frescos, es similar en su desempefio al cultivo convencional 1SO 6888-1

y NB: 32004?
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5. Justificacion.

Desde el punto de vista social, dos son las razones fundamentales para justificar la busqueda
de este microorganismo en quesos frescos: (i) por su composicion, estos alimentos se
constituyen en un medio que favorece el desarrollo de Staphylococcus aureus, cuya presencia
en altas poblaciones puede conllevar a la produccion de enterotoxina termoestable; (ii) la
toxina generada en el alimento puede ocasionar un cuadro de intoxicacion en la poblacion que
consume el alimento, ya que una deficiente calidad sanitaria de los mismos se traduce en
dafios de variada naturaleza en los consumidores. Los dafios incluyen presentacion de
enfermedades, gastos por atencion medica, pérdidas economicas por deterioro de los alimentos

y en otros casos puede ser causa de muerte.

Siendo el queso fresco de elaboracion artesanal forma parte del consumo habitual de la
poblacién pacefia, formando parte de varios platos tradicionales y el consumo de este alimento

es por todos los grupos etarios.

Desde la perspectiva del andlisis laboratorial, en nuestro medio el control microbiolégico de
los alimentos se realiza por medio del método de cultivo microbiol6gico convencional, que
utiliza en medio Baird Parker presentando algunas limitaciones: requiere aproximadamente
4 dias en el aislamiento e identificacién del microorganismo requiriendo una mayor inversion

de tiempo por parte de los operadores.

Por lo citado anteriormente existe la necesidad de contar con metodologia alternativa para
obtener resultados precisos en tiempo méas corto para el control de la inocuidad de los
alimentos, y que al mismo tiempo generen informacion oportuna y reproducible para prevenir

los peligros microbioldgicos asociados al consumo de alimentos contaminados.
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El desarrollo de este trabajo apoyara a brindar resultados en corto tiempo, teniendo la
capacidad de trabajar con varias muestras en casos de brotes, dichos resultados podran ser
empleados en estudios epidemioldgicos de incidencia y prevalencia de este patdgeno en
quesos frescos elaborados artesanalmente. De modo que el presente estudio puede ser
considerado ademas, como base en la metodologia sugerida por entes normalizadores como el
IBNORCA en nuestro medio, si bien esta metodologia de placa seca rehidratable esta dentro

del catalogo para otro grupo de microorganismos pero no asi para Staphylococcus aureus.
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6. Planteamiento de la hipotesis.
Ho= EIl método placa seca rehidratable para el recuento de Staphylococcus aureus en quesos
frescos de elaboracion artesanal, es igual de acuerdo a su desempefio en relacion al cultivo
convencional a ISO 6888-1 y NB: 32004.
Hi= EI método placa seca rehidratable para el recuento de Staphylococcus aureus en quesos

frescos, es mayor de acuerdo a su desempefio en relacion al cultivo convencional 1ISO 6888-1

y NB: 32004.
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7. Objetivos
7.1 Objetivo General.

Comparar el desempefio de los métodos de cultivo convencional y placa seca rehidratable,
para el recuento de Staphylococcus aureus en quesos frescos de elaboracion artesanal, de

expendio en mercados populares de la ciudad de La Paz.

7.2 Objetivos especificos.

1. Elegir una matriz de queso fresco de elaboracion artesanal libre de Staphylococcus
aureus.

2. Evaluar la marcha microbiol6gica para Staphylococcus aureus cepa ATCC en base a la
norma ISO 6888-1:2003 y norma boliviana 32004:2004.

3. Determinar indicadores de desempefio: exactitud relativa, precision relativa, linealidad
y curva de calibracion y limite de cuantificacion del método cultivo en placa seca
rehidratable en muestras fortificadas.

4. Comparar estadisticamente el limite de cuantificacién de Staphylococcus aureus del
método de cultivo en placa seca rehidratable frente al método de cultivo convencional
en queso fresco de elaboracion artesanal.

5. Aplicar los métodos de cultivo convencional y cultivo en placa seca rehidratable de
recuento de Staphylococcus aureus en quesos frescos de fabricacion artesanal, para

evaluar la capacidad de recuperacion de ambos métodos.
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8.1 Tipo o disefio del estudio.

Analitico, test diagnadstico.

8.1.1 Variable en estudio.

8. Materiales y métodos.

Tabla 6.- Operacionalizacion de variables.

Variable Tipo de variable Operacionalizacién Categorizacion o Definicién
dimensiones
Método de Cuantitativa Comparacion entre el Disminucion del Incubacion de 24 horas
cuantificacion recuento por placa seca tiempo en la para Petrifilm, sin la
S. aureus rehidratable VS.  emision de necesidad de la
NB:32004 ; 1SO 6888-1 resultados. preparacion de medios de
Disminucion  del cultivo, por ende no se
uso de energia requiere el lavado del
eléctrica por uso material ya utilizado,
de autoclave e ahorro de energia eléctrica
incubadoras.
Diminucion el uso
de agua potable
para el lavado de
material.
Método de Cuantitativo muestreo probabilistico Todos los Es el tipo de muestreo se
muestreo individuos de la utiliza en investigaciones
poblacién pueden  de caracter analitico por ser
formar parte de la riguroso y cientifico.
muestra.
Lugar de Cualitativo Los lugares donde se Se trabajara con Sitio donde seran
muestreo procederd al muestreo estos centros de recolectadas las muestras.
serén: mercados  abasto por la gran

populares de la ciudad de
La Paz.

afluencia de
personas y por el
comercio de
quesos de
fabricacion
artesanal.

8.2 Universo y poblacion o muestra.

La poblacion de estudio estuvo constituida por 30 muestras de queso fresco de elaboracion

artesanal de expendio en mercados populares de la ciudad de La Paz.
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8.3 Procedimiento.

El siguiente esquema, resume la metodologia que se siguié en el desarrollo del presente

trabajo.

SELECCION De acue

DE LA

rdoala

NB: 33009-2003

MATRIZ

CULTIVO
CONVENCIONAL DE
Staphylococcus aureus
CEPA ATCC 25923

—>

Baird Parker

Medio Coagulasa

> Agar Baird Parker (1SO 6888-1;
/ N\ NB: 32004).
EVALUAR GRADO DE Niveles de
RECUPERACION EN fortificacion |y
™ S. aureus
e MUESTRAS FORTIFICADAS 8 UFC/g [ Placa seca rehidratable ]
> 20 UFC/g
1 30 UFC/g
A
/ 90 UFC/g / \
Fortificacion 100 UFC/g Calcular:
con lztzr:gzmes 300 UFC/g 1.- Exactitud relativa
900 UFC/g 2.- Precision relativa
1.- E.coli 3000 UFC/g 3.- .Llnea.lfdad y Curva de
2.- Salmonella spp Calibracion.
3.- Enterococcus faecalis 4.- Limite de cuantificacion.

4.- S. epidermidis
5.- S. sapropyticus
6.- S. agalactiae

7.- Proteus mirabilis

N

J

N /

-
Agar Baird Parker

(1SO 6888-1; NB: 32004)
.

1

ENSAYO EN MUESTRAS DE
QUESO FRESCO DE
ELABORACION ARTESANAL

Placa seca
rehidratable

_>
—>

Analisis estadistico
de resultados

Pruebas
confirmatorias

-

Calculo de UFC/g

DNasa

Recuento

en alimento




8.3.1 Seleccidn de la matriz.

Para la seleccion de la matriz se ensayaron varios quesos frescos de diferentes marcas,
analizando los parametros definidos por la norma boliviana (NB) 33009-2003 (Tabla 5) e ISO
6888-1:2003 (siguiendo los pasos mencionados en el apartado 8.4.2.3-8.4.2.4) procediendo a
realizar seis repeticiones de la matriz a ensayar. Se pesaron 25g de muestra que fue diluida con
un volumen de 250mL de agua peptonada, se homogenizo la muestra en un homogeneizador
stomacher® 400 (circulater pbi international) durante 30s a 230rpm, posteriormente se

realizaron diluciones seriadas10?; 10°3; 10" en agua peptonada.

8.4 Cultivo convencional de Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.
8.4.2.1 Preparacion de medio Baird Parker segiin norma NB: 32004; 1SO 6888-1.

Se prepar6 medio de cultivo Agar Baird Parker (Anexo 1), que fue esterilizado por calor
himedo (autoclave Medical USA healthcare) durante 15min a 1,5 atm de presion, a una
temperatura de 121°C; después del proceso de esterilizacion se llevd a bafio Maria a 42°C, ya
atemperado el medio se le afiadié Telurito de potasio al 1% y yema de huevo al 50%
procediendo a su plaqueado, las placas preparadas fueron almacenas a 4°C hasta su uso.
8.4.2.2 Reactivacion de Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923.

Se indculo la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923 (Anexo 19) en caldo cerebro
corazon (BHI de sus siglas en inglés) (anexo 2), ya inoculada la cepa se incubo a 35°C durante
24 horas, conforme a lo descrito por la norma ISO y norma boliviana (apartado 8.4.2.3-
8.4.2.4) luego se realizo la siembra en medio Agar Baird Parker, realizandose posteriormente
las pruebas de confirmacion, de coagulasa y de la DNasa (anexo 3 y 4 respectivamente).

8.4.2.3 Recuento de Staphylococcus aureus de acuerdo a la norma 1SO 6888-1.
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En una bolsa stomacher estéril, se procedi6 a pesar 25g de muestra, afladiéndose 225mL de agua
peptonada, obteniéndose una dilucion 107, de ahi se realizé una dilucion mas llegando a 1072,
Hechas las diluciones se procedi6 a inocular la dilucion 102 un volumen de 0,1mL por
duplicado sobre la superficie de Agar Baird Parker, se distribuyo el in6culo con la ayuda de un
asa de drigalsky, posteriormente se incubo las placas a 35°C por 48hrs. Pasado este tiempo se
logré el desarrollo de colonias negras rodeadas de zonas claras caracteristicas de Staphylococcus
aureus. Como procedimiento confirmatorio para determinar la identidad del analito de interés,
este método utiliza la prueba de coagulasa y DNasa.

Las colonias tipicas son de color negro o gris, brillante y convexa (1 mm a 1 a 3 mm de
diametro después de la incubacion durante 24hrs, y el 1 de 3 mm a 2,5 mm de diametro
después de la incubacion durante 48 hrs.) y estan rodeadas por una zona clara que puede estar
parcialmente opaco. Después de la incubacién durante al menos 24 hrs. un anillo opalescente
inmediatamente en contacto con las colonias puede aparecer en esta zona clara.

Las colonias atipicas tienen el mismo tamafio que las colonias tipicas y pueden presentar una
de las siguientes morfologias: colonias negras brillantes con o sin un borde blanco estrecha; la
zona libre estd ausente o es apenas visible y el anillo opalescente esta ausente o es apenas
visible; Colonias grises libres de zona clara (1SO 6888-1: 2003).

Para realizar la prueba confirmatoria de la coagulasa, se inocularon cinco colonias tipicas y
cinco colonias atipicas en caldo BHI resiembra a 35°C por 24hrs. al cabo de este tiempo en un
tubo estéril se puso 0,3mL de plasma y 0,1mL de cultivo, se homogenizo y se incubo a 35°C
por 6 horas, se realizo la inspeccion cada 2 hrs. del cultivo para ver la formacion del coagulo.
8.4.2.4 Recuento de Staphylococcus aureus de acuerdo a la NB 32004:2004.

En una bolsa stomacher estéril, se procedio a pesar 259 de muestra, inmediatamente se

afiadieron 225mL de agua peptonada obteniéndose una dilucion 102, de ahi se realizaron

56



diluciones seriadas llegando a 10%; 103, Hechas las diluciones se procedié a inocular un
volumen de 0,3mL de la dilucion 107 en dos placas y un volumen de 0,4mL en una tercera
placa sobre la superficie de Agar Baird Parker, se distribuyo el inoculo con la ayuda de un asa
de drigalsky, posteriormente se incubaron las placas a 35°C durante 48hrs. Como procedimiento
confirmatorio para determinar la identidad del analito de interés, se realizd la prueba de

coagulasa y DNasa. Tomando en cuenta el criterio de recuento presuntivo descrito en la tabla 7.

Tabla 7.- Criterio de confirmacién del recuento presuntivo por la prueba de la coagulasa
(NB 32004: 2004).

N° de Colonias presuntivas Colonias a confirmar
en placa

<50 3

51 a 100 5

101 a 200 6 més 7

8.5 Recuento de Staphylococcus aureus por placa seca rehidratable.

En una bolsa de stomacher estéril, se pesé 25 gramos de la muestra, donde se agreg6 225 ml
de agua peptonada constituyéndose en la primera dilucion 107, se homogenizo en un
stomacher por 30s. Se hizo una dilucién mas, llegando 102. Se ubicaron las placas en una
superficie plana y lisa. Se elevé la lamina superior y se inoculo 1mL de la dilucion en el centro
de la placa de la placa seca rehidratable sin hacer burbujas, se tocé suavemente la superficie de
la placa con la pipeta para depositar la Ultima gota. Se dejé caer la lamina superior
suavemente, posteriormente se aplico el esparcidor plano en el centro de la placa y se ejercio
presién para distribuir la muestra de manera uniforme. Se esper6 por 1 minuto para permitir
que solidifique el gel. Dentro de los 10 minutos posteriores a la inoculacion de las placas, se

incubo en posicion horizontal con el lado transparente hacia arriba; a 35°C por 24hrs; llegando
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a colocar hasta 20 placas secas rehidratables una sobre otra.

Transcurrido el tiempo de incubacidn se contaron las colonias rojo-violetas. No se contaron las
colonias azul-verdosas (Anexo 19b).

8.6 Fortificacion con interferentes.

Se sometid a un proceso de fortificacion la matriz elegida, con siete microorganismos
interferentes perteneciente a la familia Micrococcaceae y Enterobacteriaceae (Anexo 10-18)
los mismos fueron obtenidas del laboratorio de la catedra de Microbiologia de la Facultad de
Ciencias Farmacéuticas y Biogquimicas de la Universidad Mayor de San Andrés y del
Laboratorio de Microbiologia de alimentos del Instituto SELADIS.

Partiendo de cultivos axénicos inoculandolos en caldo BHI para poder obtener
microorganismos en fase estacionaria, después de las 24 horas de incubacion se procedid a
realizar diluciones seriadas hasta alcanzar un recuento aproximado de 10 UFC/mL del
desarrollo en caldo BHI.

Por lo descrito anteriormente se realizé el recuento en duplicado de las diluciones 107, 108 y
10 en agar de recuento (PCA). Ya ensayado el volumen de inoculo se fortifico la matriz. De
manera que se pesaron seis muestras de 25g de la matriz por nivel, posteriormente se afiadid
agua peptona en un volumen de 225mL, a los mismos se afiadié el volumen ya ensayado para
que las matrices presenten aproximadamente 10 UFC/g de cada cepa interferente, se
homogeneizo las matrices en un stomacher® 400 (circulater pbi international), realizada esta

accion se dejaron las muestras a 4°C hasta ser fortificadas.
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8.7 Fortificacion con Staphylococcus aureus.

Se fortifico la matriz elegida en diferentes niveles con poblaciones conocidas de
Staphylococcus aureus, para poder realizar los indicadores de desempefio, las muestras
contaminadas fueron ensayadas a paralelo aplicando las tres metodologias para determinar:

1.- Exactitud relativa.

2.- Precision relativa.

3.- Linealidad y Curva de Calibracion.
4.- Limite de cuantificacion.

Para llevar adelante la comparacién primero se establecieron niveles de contaminacion con la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29325 (Anexo 20) en la matriz previamente
seleccionada. Para ello se procedio a la siembra de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC
25923 en medio BHI, se incubo por 24 horas a 35°C, obteniendo un cultivo en fase
estacionaria, se realizd diluciones seriadas hasta tener un recuento de 30 a 300 UFC/mL,
conociendo la poblacion aproximada se realizo el ajuste para poder obtener recuentos descritos
en la tabla 8 segun la AOAC, (2002).

Tabla 8.- Niveles de fortificacion con cepa Staphylococcus aureus ATCC 25923.

NIVEL FORTIFICACION NUMERO DE REPETICIONES POR NIVEL FORTIFICACION
(Staphylococcus (INTERFERENTES)
aureus)
0 0 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 0 UFClg
1 8 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
2 20 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
3 34 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
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4 90 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
5 112 UFClg 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
6 270 UFClg 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
7 1020 UFCl/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g
8 5300 UFC/g 6 muestras de la matriz (recuento por duplicado) 70 UFC/g

8.7.1 Exactitud relativa.

Para conocer si el método obtiene resultados que se acerquen al valor real se debe de evaluar
la exactitud del mismo; sin embargo, en este trabajo se manejé la exactitud relativa debido a
que se trabaja con microorganismos, los mismos que pueden varias de numero por varios

factores como ser temperatura, procedimiento del laboratorio, operador, tiempo de incubacién

entre otros.

La exactitud relativa se determind mediante el calculo del porcentaje de recuperacion, es decir,
mediante el nimero de microorganismos que se recuentan en placas de Agar Baird Parker y

placa seca en comparacion con los indculos de fortificacion. Para ello se emplea la siguiente

formula:

Recuperacion% = Recuento obtenido * 100 =

Se calcul6 la recuperacion de cada muestra analizada, empleando el promedio de los
duplicados, y se obtuvo la recuperacion total. Para que el método se considere exacto ha de

cumplir un porcentaje de recuperacion que se encuentre entre 70 y 120%.

8.7.2 Precision relativa.

Se analiz6 la precision relativa para observar la dispersion de los recuentos de los diferentes

niveles por el método de cultivo alternativo a ser evaluado en relacion al método de referencia.

Valor de referencia



Se realizo el calculo a partir del recuento de las matrices contaminadas (9 niveles de diferente
concentracion), cada nivel de 6 repeticiones en condiciones de reproducibilidad y estimar la
desviacion estandar de reproducibilidad (RSD), comparandolo con el del método de referencia
0 bien con el valor RSD teorico. La precision del método es aceptable si es inferior o no se
desvia en mas de un 30% de la del método de referencia o la RSD teorica para cada nivel de
indculo (ISO/TS 19036:2000).

RSDreal :__S RSDte6rico=_1

X \ X

8.7.3 Linealidad y curva de calibracion.

Para determinar la linealidad se trabajo con 6 niveles de fortificacién del analito (0 UFC/g;
8 UFC/g; 34 UFC/g; 100 UFC/g; 1020 UFC/g; 5300 UFC/g) los ensayos se realizaron por
duplicado, aplicando los tres métodos en paralelo para establecer su linealidad.

Para constituir una curva de calibracion se trabajé en base a los datos obtenidos en el ensayo
de linealidad donde se representara un grafico donde el eje Y se encontraran los resultados
obtenidos con el método alternativo (en valor logaritmico) y en el eje X el valor obtenido con
el método de referencia (o con el material de referencia utilizado). En base a este gréfico se
obtuvo una estimacién del método de regresion.

A partir de los mismos se hizo un estudio de regresién (Y=a+bx) en el que no solo se evalué el
coeficiente de correlacion (r) ademas de verificar que la hipotesis planteada en el trabajo se
cumpliera (ejemplo: los valores de la recta estan dentro de un intervalo de confianza del 95%)
evaluando de este modo la linealidad o defecto de ajuste (Aptitud del método para dar
resultados que estén en proporcion con la cantidad de microorganismos presentes en la

muestra).
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8.7.4 Limite de cuantificacion.
El limite de cuantificacion se determino con el objeto de poder conocer el numero de UFC/g
que puede ser recuperado por el método. El limite de cuantificacion se obtuvo a través del
nivel critico (menor cantidad que puede ser detectada (no nula) pero no cuantificada como un
valor exacto. Para ello se seleccionaron tres niveles del fortificacion del microorganismo
(minimo, medio y alto) (0 UFC/g; 8 UFC/g; 30 UFC/g; 300 UFC/g) y se ensayaron cada uno
de los niveles por seis replicas. Como dato importante, indicar que la AOAC define el
limite de cuantificacion como aquella en el que el coeficiente de variacion (S/X) es inferior al
10%.
8.8 Muestreo de quesos frescos de elaboracién artesanal.
8.8.1 Criterios de aceptacion y rechazo
Realizada la comparacion de los métodos se procedié a la toma de muestras de quesos
aplicando muestreo al azar tomadas de diferentes mercados populares de la ciudad de La Paz.
Aplicando criterios de inclusion y exclusién como se indica lineas abajo.
8.8.1.1 Criterios de inclusion.
Las muestras fueron incluidas cuando se cumplian los siguientes criterios de elaboracion:
peso, almacenamiento y expendio.

e De manufactura artesanal.

e Conservados sin refrigeracion.

e provenientes de mercados populares.

e Presentacion del producto mayor a 250 gramos.
8.8.1.2 Criterios de exclusion.

No se incluyeron en el estudio las muestras que eran:
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e Quesos maduros.
e Provenientes de supermercados.
e Conservados en refrigeracion.

e Elaborados con leche pasteurizada.

Presentacion menor a 250 gramos.
8.8.2 Material y equipo de muestreo.
El material que fue necesario para proceder con el muestreo fue:

e Conservador de plastico o de otro material aislante con tapa.

Bolsas refrigerantes o bolsas de plastico impermeables con hielo cerradas.

Marcadores indelebles.

Cinta adhesiva.

Formulario de muestreo.

8.8.3 Recoleccidn de la muestra, Identificacién y conservacion de la muestra.

Se adquirieron los quesos frescos de elaboracion artesanal de diferentes mercados populares
de la ciudad de La Paz al azar, se llenaron los datos del formulario de muestreo (Anexo 20)
donde se registraron: la temperatura, descripcién del entorno, si existia la presencia de
vegetales, frutas, legumbres, embutidos; tomando en cuenta si su expendio era en el suelo o0 en
tarima. Como el expendio de quesos frescos de elaboracidn artesanal es expuesta al aire libre
y a otros contaminantes, los recipientes para la recolecciébn de muestras se abrieron

unicamente en el momento de introducir las muestras y cerrarlos de inmediato. Se
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identificaron las muestras por codigos numéricos, asegurando que cada muestra estaba
correctamente identificada. Las muestras fueron conservadas a 4°C hasta su procesamiento.

8.8.4 Recuento de Staphylococcus aureus en muestras de queso fresco de produccion
artesanal.

Se rotularon las bolsas estériles stomacher con el codigo designado a cada muestra, a
continuacidén con la ayuda de unos utensilios estériles se procedio a picar y homogenizar cada
muestra, se pesd 25g de muestra, y puesta en 225mL de agua peptonada, siendo sometida a
homogenizacion en un stomacher® 400 (circulater pbi international) durante 30s a 230 rpm, a
continuacion se realizaron diluciones seriadas hasta 10%; 102 con agua peptonada, las
diluciones a ser empleadas en el anélisis fueron conservadas a 4°C hasta su andlisis aplicando
los métodos de placa seca rehidratable, NB-32004 e 1ISO 6888-1.

Se trabajo con la dilucion 1072 para el analisis por placa seca rehidratable e 1SO 6888-1 porque
se considerd el volumen del inoculo y el disefio del método, para el método alternativo la
presenta del agente cromogénico que ayuda la diferenciacion de las colonias de S. aureus el
inoculo de ImL no presenta ningun inconveniente, pero si para el método descrito por la 1SO,
porque el inoculo es de 0,1mL llegando a diluir indirectamente una vez mas la muestra, de
modo que si se trabaja con muestras mas diluidas el analito también se diluye. Por otro lado se
trabajo con la dilucion 107 para la NB 32004, considerando lo descrito anteriormente, en este
caso el inoculo de 1mL fue fraccionado en 3 placas de Agar Baird Parker (2 placas con un
indculo de 0,3mL y 1 placa con un indculo de 0,4mL) de modo de obtener un recuento que se

encuentre entre un intervalo de 25 a 250UFC/g de alimento.
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Se analizaron las muestras por las tres metodologias en paralelo, buscando ensayar todo en un
mismo tiempo, una misma matriz y un mismo operador. Con la finalidad de que la variacion
sea minima.

8.9 Analisis estadistico.

En una primera instancia se transformaron los datos UFC/g a logaritmo en base 10
(log10 UFC/g), porque los datos obtenidos como UFC/g siguen una distribucion asimétrica, de
modo que fue necesaria una normalizacion previa a fin de realizar el tratamiento estadistico.
Se evaluaron los datos que presentaban un comportamiento normal (Anexo 21). Los paguetes

estadisticos utilizados: Microsoft Office Excel 2013, minitab16 y Epi Info ™ 7.0.
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9. Resultados.
9.1 Eleccién de la matriz.

Tabla 9.- Evaluacion de matriz a ser empleada para la fortificacion.

NORMA PARAMETRO VALOR VALOR DE NORMA DE
TECNICA ENCONTRADO REFERENCIA REFERENCIA
NB - 32004 Staphylococcus aureus. <10 UFC/g 10 UFC/g NB 33009-2003

Se ensayaron diferentes matrices de queso fresco de elaboracion artesanal de acuerdo a los
requerimientos microbiolégicos de la NB: 33009-2003. La tabla 9, muestra el valor
encontrado referente a la carga bacteriana de la matriz elegida y la misma se encontr6 en el
valor de < 10 UCF/g del analito de interés.

9.2 Cultivo convencional de Staphylococcus aureus, de acuerdo a la 1SO 6888-1-2003 y
NB 32004: 2004.

Tabla 10.- Morfologia de colonias de Staphylococcus aureus en Agar Baird Parker.

Medio de cultivo Colonia tipica Colonia atipica

Agar Baird Parker Gris-negro, brillante. Rodeada  Ausencia o presencia de un
por dos halos opaca resultante  halo, formato irregular de
de la lipolisis y otra color marrén o blanco.
trascendencia debido a la
proteolisis.

La tabla 10, describe la morfologia de una colonia tipica y atipica en medio de cultivo Baird
Parker, Tras la reactivacion de la cepa ATCC de Staphylococcus aureus se obtuvo el
desarrollo de colonias caracteristicas en agar Baird Parker (Anexo 9). Ademas se realizo las

pruebas confirmatorias coagulasa y DNasa (Anexo 10).
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9.3 Fortificacion de la matriz.

Tabla 11.- Recuperacidn de Staphylococcus aureus en los diferentes niveles de fortificacion
aplicando los métodos de cultivo en placa seca rehidratable y cultivo convencional segun
NB 32004: 2004 e 1SO 6888-1:2003.

RECUENTO log base 10
NORMA NORMA PLACA SECA NORMA PLACA SECA
1SO BOLIVIANA REHIDRATABLE NORMA  BOLIVIANA REHIDRATABLE
Nivel CONTROL UFClg UFClg UFClg 1SO UFClg UFC/g UFC/g
0 0 0 0 0 0
1 8 0 0 0 0,9
2 20 20 1,3 1,3 1,3
3 34 30 15 14 15
4 112 90 101 2,0 2,0 2,0
5 278 260 269 2,4 2,4 2,4
6 350 330 313 2,5 2,5 2,5
7 1020 900 1000 919 3,0 3,0 3,0
8 5300 3500 4800 4766 3,5 3,7 3,7

La tabla 11, muestra el recuento del ensayo de los diferentes niveles de fortificacion por el

método de cultivo en placa seca rehidratable y método de cultivo convencional descrito por las

normas ISO 6888-1 y NB 32004. Se realizo la fortificacion de la matriz seleccionada para

evaluacion de los indicadores de desempefio.

9.3.1 Exactitud relativa.
Tablal2.- Exactitud relativa de los métodos de cultivo placa seca rehidratable y cultivo
convencional a distintos niveles de fortificacion.

VALOR PLACA SECA
ESPERADO NORMA 1SO NORMA BOLIVIA REHIDRATABLE
Recuento % % %

NIVEL UII_ZC()Zg/g MEDIALSD  cecuperacion MEPASSD pecuperacion MEPIAESD  oecupERACION

1 09 0,86 £ 0,0476 95,60%

2 13 090+ 0,2458 69.20% 1,1+0,0517 82,82% 1,27 +0,0295 97,90%

3 153 1,29+0,0995 84,42% 1,3+0,0280 84,99% 1,45 +0,0164 95,00%

4 205  1.87+0,0412 91,39% 1,9 +0,0164 93,77% 2,00 +0,0235 97,80%

5 244  235+00205 96,38% 2.4 +0,0070 97,62% 2,43 +0,0098 99,40%

6 254  245+0,0336 96,50% 2,5 +0,0196 97,41% 2,49 +0,0186 98,10%

7 301 2.88+0,0221 95,79% 2.9 +0,0190 96,16% 2,96 +0,0172 98.,50%

8 372 343+0,0494 92,250 3,6 +0,0327 97.27% 3,68 +0,0288 98,70%

Como se puede observar en la tabla 12, la exactitud relativa del método de placa seca

rehidratable es de 95,6% de recuperacion para el nivel mas bajo (aproximadamente 8 UFC/g)
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y 98,7% de recuperacion para el nivel de contaminacion méas alto (aproximadamente 5300
UFC/g), teniendo como promedio un valor de 97.6% de exactitud relativa.

El método convencional descrito por la norma I1SO, fue de 69,2% de recuperacion para el
segundo nivel mas bajo (aproximadamente 20 UFC/g) y 92,25% de recuperacion para el nivel
de contaminacion mas alto (aproximadamente 5300 UFC/g),

Para el caso de la norma boliviana, la exactitud relativa fue del 82,82% para el segundo nivel
mas bajo (aproximadamente 20 UFC/g) y 92,25% para el nivel de contaminacién mas alto
(aproximadamente 5300 UFC/qg),

9.3.2 Precision relativa.
Tabla 13.- Precision relativa de los métodos de cultivo en placa seca rehidratable y cultivo
convencional a distintos niveles de fortificacion.

NORMA ISO NORMA BOLIVIA Rghfé:éAAii%pﬁE
RSD teérico RSDcal RSDcal RSDcal
NIVEL MEDIA+SD MEDIA+SD MEDIA+SD

1 1,0523 e s s 0,86 + 0,0476 0,0147
2 0,8767 0,90 +0,2458 0,2731 1,1 +£0,0517 0,0470 1,27 £ 0,0295 0,0038
3 0,8081 1,29 +0,0995 0,0771 1,3+0,0280 0,0215 1,45 £ 0,0164 0,0009
4 0,7153 1,87 £0,0412 0,0220 1,9+0,0164 0,0086 2,00 +£0,0235 0,0012
5 0,6986 2,35 +0,0205 0,0087 2,4 +0,0070 0,0029 2,43 +£0,0098 0,0001
6 0,6405 2,45 +0,0336 0,0137 2,5+0,0196 0,0078 2,49 +0,0186 0,0008
7 0,5765 2,88 £0,0221 0,0076 2,9+0,0190 0,0065 2,96 £0,0172 0,0004
8 0,5182 3,43 £0,0494 0,0144 3,6 £0,0327 0,0090 3,68 +£0,0288 0,0009

Como se puede observar la tabla 13, se calculé la RSDcal de todos los niveles ensayados, tanto
del método de cultivo en placa seca rehidratable como en el método de cultivo convencional
descritos por las normas 1SO y NB, obteniéndose en todos los casos valores por debajo del
RSDt. Teniendo en consideracion que la precision relativa del método a ser evaluado es
aceptable si es inferior 0 no se desvia en mas de un 30% de la del método de referencia o la

RSD tedrica (segunda columna tabla 13) para cada nivel de inéculo (ISO/TS 19036:200).
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9.3.3 Linealidad y curva de calibracion.

a) Linealidad placa seca rehidratable b) Linealidad norma ISO 6888-1
. 4
0
- 4]
e 3
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Ba 7 £3]
E bl
= y=0,992% - 0,0221 E’ y = 0,9989x - 0,0872
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[=T:]
2
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log UFC/g CONTROL PLACA SECA log UFC/g CONTROL -NORMA ISO
REHIDRATABLE
c) Linealidad NB 32004 : 2003 d) Curva de calibracion
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Figura 2.- Correlaciéon del recuento de Staphylococcus aureus: niveles de fortificacion en
relacion a controles. Obteniéndose en promedio una correlacion de R?= 0,997 tanto en la
evaluacion de la linealidad de los métodos como en la correlacion de la curva de calibracion.
Los valores en UFC/g fueron transformados en valores de log de base 10, para poder realizar

el andlisis estadistico de las tres metodologias.
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TABLA 14.- Analisis de varianza (ANOVA) de doble via: recuento por diferentes métodos
versus nivel de concentracion de Staphylococcus aureus.

Origen de las Suma de Grados de Promedio de

variaciones cuadrados libertad los cuadrados F Probabilidad
niveles 49,953637 7 7,13623386 12,6367661 2,8814E-06
métodos 36,0347329 3 12,0115776 21,2699724  1,4355E-06
Error 11,8591188 21 0,56471994
Total 97,8474888 31

En la tabla 14, se muestra los resultados del analisis de varianza (ANOVA) de doble via,
niveles de concentracion de Staphylococcus aureus y los métodos de recuento, donde se
obtuvo un P< 0,05.

9.3.4 Limite de cuantificacion.

Tabla 15.- Limite de cuantificacion de los métodos de cultivo en placa seca rehidratable y
cultivo convencional.

MEDIA+SD CV%8UFC/lg MEDIA+SD CV% 20 UFC/g MEDIA £ SD CV% 30 UFC/g

NORMA ISO 0,64 +0,17 26,56 1,08 £ 0,05 27,32 1,30 +£0,03 2,16
NORMA BOLIVIANA 0,53+0,10 18,87 1,00+0,25 4,80 1,29+0,10 71
PLACA SECA

REHIDRATABLE 0,86 0,01 1,163 0,10+0,11 0,09 0,17 +0,16 0,17

En la tabla 15, el método placa seca rehidratable presentd un coeficiente de variaciéon del
1,16%, llegando a cuantificar por debajo de 10 UFC/g, en relacion a los métodos de cultivo
convencional donde por la norma ISO present6 el 2,16%, llegando a cuantificar a partir de
30 UFC/g de alimento y para la norma boliviana se obtuvo un coeficiente de variacion del

4,80%, llegando a cuantificar a partir de 20 UFC/g de alimento.
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Tabla 16.- Andlisis de varianza (ANOVA) de una via: limite de cuantificacion versus método
de recuento.

Origen de Grados Promedio de
las Suma de de los
variaciones  cuadrados libertad cuadrados F Probabilidad
Entre grupos  0,35287778 2 0,17643889 9,52179649  0,00214003
Dentro de
los grupos 0,27795 15 0,01853
Total 0,63082778 17

En la tabla 16, se muestra el analisis de varianza (ANOVA) de una via, donde se obtuvo un
P<0,05 donde pone de manifiesto que existe diferencia estadisticamente significativa,
resultado que concuerda con el calculo del coeficiente de variacion, donde el método de placa
seca rehidratable puede realizar un recuento <10 UFC/g, a comparacion de los métodos
convencionales donde su limite de cuantificacion es > 10 UFC/g.

9.4 Muestreo de quesos frescos de elaboracién artesanal.

9.4.1 Porcentaje de muestras segun su procedencia.

® Achacachi

® Batallas
Challapata
Guaqui

® Guarina

» Kollana

s Patacamaya

® Pefias

= Tiwanaku

1 Viacha

La Figura 3, muestra que los quesos objetos de este estudio proceden de Guaqui con un

porcentaje del 30%, seguido de Patacamaya con un 23,3%.
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9.4.2. Relacion de recuperacion de Staphylococcus aureus en muestras de queso fresco de
elaboracion artesanal.
9.4.2.1 Recuperacion de Staphylococcus aureus aplicando norma 1SO 6888-1:2003

1
2 I

BUENOS AIRES CEMENTERIO MAX PAREDES MIRAFLORES RODRIGUEZ VILLAFATIMA PORCENTAIE

m ENNORMA = FUERADENORMA

2 I P
X g
9,1925 8 0,3263

Figura 4, podemos observar que por el método de cultivo convencional ISO 6888-1:2003 que
de las 30 muestras analizadas un 77% de las muestras analizadas se encuentran en norma y el
23% de las muestras presenta un recuento >10 UFC/g de Staphylococcus aureus (NB: 33009:
2003). De acuerdo al estadistico Chi-cuadrado (x?) con 8 grados de libertad no existe
significancia estadistica 42 13,9286 < 15,51 que la presencia de Staphylococcus aureus no se
encuentra relacionado al mercado de expendio.

9.4.2.2 Recuperacion de Staphylococcus aureus aplicando norma boliviana 32004:2004.

1 27%
2
I 2

BUENOS AIRES CEMENTERIO MAX PAREDES MIRAFLORES RODRIGUEZ VILLAFATIMA PORCENTAIE

m ENNORMA = FUERA DE NORMA

xz gI P
10,9659 8 0,2036

Figura 5, podemos observar que por el método de cultivo convencional NB 32004:2004, que
de 30 muestras analizadas un 73% de las muestras analizadas se encuentran en norma vy el

27% de las muestras presenta un recuento >10 UFC/g de Staphylococcus aureus
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(NB: 33009: 2003). De acuerdo al estadistico Chi-cuadrado (y?) con 8 grados de libertad no
existe significancia estadistica ¢? 13,9286 < 15,51 (x? tabulado Software minitab16), que la

presencia de Staphylococcus aureus no se encuentra relacionado al mercado de expendio.

9.4.2.3 Recuperacion de Staphylococcus aureus aplicando placa seca rehidratable.

p 67%

BUENOS AIRES CEMENTERIO MAX PAREDES MIRAFLORES RODRIGUEZ VILLAFATIMA PORCENTAJE

m ENNORMA = FUERA DENORMA

Figura 6.- podemos observar que por el método de cultivo en placa seca rehidratable que de
las 30 muestras analizadas solo el 33% de las muestras se encuentran en normay el 67% de las
muestras presenta un recuento >10 UFC/g de Staphylococcus aureus (NB: 33009: 2003). De
acuerdo al estadistico Chi-cuadrado (¢?) con 8 grados de libertad no existe significancia
estadistica x? 13,9286 < 15,51 (x° tabulado Software minitabl6), que la presencia de

Staphylococcus aureus no se encuentra relacionado al mercado de expendio.
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Figura 7.- Se muestra la interacciéon del porcentaje de las muestras que se encuentran en
norma y fuera de ella por las metodologias, donde por medio del cultivo en placa seca
rehidratable se obtuvo un 33% de muestras que estan en norma y el 67% fuera de norma, por
otro lado se observa que por el método de cultivo convencional se obtiene que el 77% de las

muestras estan en norma y solo el 23% fuera de norma.
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10. Discusion

10.1 Seleccion de la matriz.

En esta etapa del estudio es importante trabajar con una matriz sin carga microbiana y
principalmente que carezca del analito objeto de estudio para evitar resultados erroneos por
interferencias o valores errados y de esta forma realizar la evaluacién de desempefio, porque
cuando se realizo la fortificacion se notd que si bien la matriz carecia de la presencia de
S. aureus la matriz presentaba microbiota acompariante que al momento de fortificar la matriz
con los interferentes y con el analito de interés el recuento salia del rango de trabajo
recomendado entre (25 a 250UFC/g de alimento NB 32004:2004) que se sugiere en esta
norma. Por lo tanto concordamos con Calasso (2016) quien sugiere trabajar estos ensayos con
matrices comerciales las cuales se encuentran libres de microrganismos, sin embargo estas
matrices presentan un costo extra.

10.2 Cultivo convencional de Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923, de acuerdo a la
ISO 6888-1-2003 y NB 32004: 2004.

Es muy importante seguir las directrices de la normativa vigente para hacer el recuento
respetando los tiempos habiéndose observado por el método convencional, que pasado el
tiempo de incubacion y dejando los medios de cultivo a temperatura ambiente para hacer el
recuento y posterior confirmacion con la prueba de coagulasa y DNasa, se observo que la
variacion en el tiempo de lectura conllevo a variaciones en la morfologia de las colonias que
desarrollan sobre la superficie del medio Agar Baird Parker perdieron sus caracteristicas

morfologicas, por lo observado se concuerda con Soares (2011) quien indica que este
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fendmeno sucede por la perdida en el porcentaje de humedad, consumo de nutrientes y
acumulacion de sustancias toxicas para el microorganismo. Por otra parte afirmamos que las
colonias que no presentan caracteristicas morfoldgicas del agente de estudio pueden dar lugar
a errores por de igual forma que Ruaro (2013) quien realizo el estudio empleando el cultivo
convencional para el aislamiento y posterior identificacion de Staphylococcus coagulasa
positiva, denota que si las colonias pierden sus caracteristicas morfoldgicas, dan lugar a un
recuento erroneo.

Por otro lado las normas ISO 6888-2:1999 y NB: 32004-2004 proporcionan las directrices
para poder realizar la prueba de la coagulasa donde se indica que la relacion de plasma y
cultivo es de 3:1, sin embargo, se observé que con esta relacion se obtenia una coagulacion
parcial, similar a la que es descrita por Alonso (2008) quien realizo la comparacion de
métodos de recuento por placa seca rehidratable, observa que en las pruebas de la coagulasa,
la coagulacion del plasma era parcial (hasta 2 cruces); el investigador argumenta que esto
puede deberse a que los microrganismos aislados en alimentos se encuentran injuriados por el
tratamiento de elaboracion del producto y condiciones de almacenamiento. Por lo citado
anteriormente en este estudio se modificd la relacion de plasma y cultivo llevando a una
relacion 1:1 para obtener una coagulo consistente con la finalidad de no dar como resultado un

falso negativo.

76



10.3 Indicadores de desempefio.

En el presente estudio se trabajo con diferentes niveles de concentracion del analito de interés,
siguiendo las directrices de la AOAC (2002) que recomienda el uso niveles de fortificacion
para el ensayo de métodos alternativos, los mismos fueron desde un nivel bajo donde se
determind el limite de cuantificacion hasta un nivel mal alto donde se establecio la linealidad
del método. Se coincide con la metodologia descrita por ISHA (2015) quien valido el método
de placa seca rehidratable ante la AFNOR, realizo la misma metodologia pero no para una
matriz sino para cinco matrices como lo exige la 1SO: 16140/A1 (2011).

10.3.1 Exactitud relativa.

Se trabajo con la exactitud porque no podemos manejar a los microorganismos como analitos
quimicos, su variacion en numero se puede deber a muchos factores, por un lado relacionados
con la matriz a ensayar y por el otro lado las condiciones de laboratorio para poder realizar el
recuento de este microorganismo en una matriz dada. Por otra parte la AOAC (2002) quien
considera aceptable la exactitud relativa de un método alternativo cuando presenta un rango de
70-120% de recuperacion, en este estudio se obtuvo valores dentro del rango de aceptacion en
todos los niveles por los tres métodos ensayados a excepcion del cultivo convencional que
aplico la norma ISO llegando a no aceptar el segundo nivel mas bajo (20UFC/g) que fue de
69,2% (tablal2), esto estaria dado por la concentracion del nivel de fortificacion porque a

partir de 30UFC/g la exactitud es aceptable. Coincidiendo con Nogueira (2010) quien realizo
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la comparacion entre el medio Baird Parker, agar plasma fibrindgeno de conejo y placa seca
rehidratable para el recuento de Staphylococcus aureus en leche cruda. Sin embargo, no se
llegaria a coincidir con Nyachuba (2007) quien obtuvo un porcentaje de recuperacion de
82,6% para el método de placa seca rehidratable y 92,5% para el método referencia ISO. Esta
variacion puede deberse por los factores intrinsecos e extrinsecos de la matriz a ser ensayada,
porque Nyachuba trabajo con leche de oveja.

10.3.2 Precision relativa.

Por lo descrito por la ISO/TS (19036:2000) que define que la precision relativa del método es
aceptable si es inferior 0 no se desvia en méas de un 30% en comparacion con el método de
referencia o la RSD teérica. Se coincide con ISHA (2015) quien realizo la validacion del
método de placa seca rehidratable obtenido valores de RSD de 0.116 en método de referencia
y un RSD de 0,074 para el método de placa seca rehidratable, siguiendo la normativa 1SO
16140/A1 (2011). Los valores mencionados se asemejan a los obtenidos en el presente
estudio, en todos los niveles tanto de la placa seca rehidratable y método de cultivo
convencional.

10.3.3 Linealidad y curva de calibracion.

Se convirtieron los recuentos en UFC/g en log de base 10 para poder realizar el analisis
estadistico al igual que Loiane (2015). Por el analisis de regresion lineal se llega a coincidir

con los resultados obtenidos por ISHA (2015) quien realizo la validacién del método de placa
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seca rehidratable para Staphylococcus aureus en cinco matrices diferentes como lo sugiere
ISO: 16140/A1 (2011).

En este estudio se realizd el analisis de varianza (ANOVA) de doble via, niveles de
concentracion de Staphylococcus aureus y los métodos de recuento, donde se obtuvo un
P< 0,05. Coincidiendo con Nogueira (2010) quien obtuvo valores de P<0,05 en el analisis
estadistico de las pruebas que desarrollo comparando el método de placa seca rehidratable
frente al medio Baird Parker y agar plasma fibrindgeno de conejo, Nogueira hace referencia
que la mejora de este método radica en la incorporacion de un cromdgeno que evidencia la
presencia y facilita el recuento de las colonias de Staphylococcus coagulasa positivos y el
volumen del ensayo.

10.3.4 Limite de cuantificacion.

En el presente estudio se trabajo con =~ 8 UFC/g de alimento en el nivel mas bajo. En este
ensayo se determind que el método de placa seca rehidratable es por debajo de <10UFC/g a
comparacion del método convencional donde para norma I1SO el limite de cuantificacion es de
30UFC/g de alimento y para la norma boliviana es de 20UFC/g. De modo que por el método
convencional no se llegaria a cumplir lo requerido por la norma NB: 33009-2003 donde se cita
como limite 10 UFC de Staphylococcus aureus por gramo de alimento.

Lo anterior posiblemente se deba al inoculo en la NB de 1mL esta fraccionada en tres (0.3mL;

0,3mL y 0,4mL) y en el caso de norma ISO, el volumen de inoculo es de 0,ImL. (Si por
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ejemplo tenemos una matriz con 100 UFC/g, al hacer la dilucion 10 solo se tendra 10 UFC/g
en la dilucion y de acuerdo a la norma ISO se sembr6 0,1mL por duplicado, en este caso se
tendria que esperar el desarrollo de una colonia de Staphylococcus aureus), se debe de tomar
en cuenta que las matrices alimenticias cuentan con una microbiota variada propia, lo que
ocasionaria que se emita un recuento erréneo. En el caso del recuento por el método de placa
seca rehidratable es de 1mL evitdndose este fraccionamiento que conlleva a ser un punto
critico cuando no se cuenta con personal calificado y que ademas el recuento es mas sencillo
por la presencia del agente cromogénico que poseen las placas.

10.4 Muestreo de quesos frescos de elaboracion artesanal.

Hecha la comparacion de las metodologias, se buscé evaluar el rendimiento en muestras
naturalmente contaminadas, de modo que se opt6 por muestrear quesos frescos de elaboracion
artesanal porque los mismos carecen de controles de calidad estrictos, segun Caballero (2015)
y Beuchat (2016) que se encuentra trabajando con el método de placa seca rehidratable en
alimentos comparando con el cultivo convencional, consiguieron resultados representativos en
los ensayos realizados. Donde por analisis estadistico se obtuvo un p<0,05 comparando ambas
metodologias, de modo que Caballero (2015) propone considerar el método de placa seca
rehidratable como método alternativo para el analisis microbiologico de alimentos.

Se observo que por medio del método de placa seca rehidratable se obtuvieron los resultados

en menos tiempo y con menos mano de obra en comparacién con el método de cultivo
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convencional, ademés que con la metodologia de la placa seca rehidratable se pueden realizar
recuentos de niveles bajos, que segun Silva (2005) se debe a una mejor sensibilidad esto
debido al volumen del inoculo de la muestra que es de 1mL y la presencia del agente
cromadgeno,

Por otro lado Beuchat (2016) quien hace mencién que | recuento por placa seca rehidratable se
facilita por la presencia del azul de o-toluidina que facilita la visualizacion de la reaccién de
desoxirribonucleasa (DNasa) organismos DNasa positivos son S. aureus, S. intermedius y S.
hyicus. Estos tres microorganismos representan la mayoria del grupo de organismos
comunmente conocidas como estafilococos coagulasa positiva. De modo que el recuento en
placa seca rehidratable consiste en contar solamente las colonias rojo violeta. Por lo citado
anteriormente solo se deberia citar el analisis de un alimento como recuento de
Staphylococcus spp., porque Staphylococcus aureus no es el Unico microrganismo coagulasa

positivo que podria estar presente en queso u otra matriz.
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11. CONCLUSIONES

Se compard el desempefio del método de placa seca rehidratable frente al cultivo referido
en las normas 1SO 6888-1:2003 y NB 32004: 2004 para el recuento Staphylococcus aureus
en quesos frescos de elaboracion artesanal por medio del ensayo de niveles de
fortificacion. De acuerdo al andlisis estadistico se obtuvo un p<0,05 que evidencia que si
existe diferencia estadisticamente significativa por lo que se acepta la hipétesis alterna y se
rechaza la hipdtesis nula que se plateé en este trabajo, siendo el método de cultivo en
placa seca rehidratable aplicado para el recuento de Staphylococcus aureus en quesos
frescos, superior en desempefio en relacion al cultivo convencional.

Se utilizo las diferentes marchas microbioldgica convencional y alternativo para evaluar la
cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923, habiéndose recuperado al analito segun lo
descrito por las normas ISO 6888-1:2003 y NB: 32004 2004. En cuanto a sus
caracteristicas morfologicas se refiere.

Se determinaron los indicadores de desempefio del método de cultivo en placa seca
rehidratable por medio de la fortificacion de la matriz elegida, donde podemos concluir
que tanto la exactitud relativa, precision relativa y linealidad se asemejan al del método
convencional, pero no asi limite de cuantificacion.

Por medio del andlisis del limite de cuantificacion se concluye que el método alternativo
Ilega a recuperar por debajo de 10 UFC/g y no asi la metodologia convencional.

Se evaluo la capacidad de recuperacion de los métodos objeto de este estudio aplicando los
mismos, habiéndose obtenido en placa seca rehidratable una recuperacion del 67% de
muestras que no se encontraban en norma frente al 27% de recuperacion por el método de

cultivo convencional. Donde se constato que el limite de cuantificacion para norma 1SO se
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encuentra por encima de 30UFC/g de alimento y para norma boliviana es de 20UFC/g de
alimento, de modo que ambas normativas no respondian al valor limite de 10UFC/g citado
por la norma NB33009:2003, llegando a concluir que el método de placa seca rehidratable
tiene una recuperacion mayor en relacion a los métodos citados con respecto al tiempo del

analisis y al limite de cuantificacion.
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12.- Recomendaciones

Utilizar matrices comerciales para la fortificacion con el microorganismo de intereés,
porque los mismos presentan certificacion que no presenta contaminacion microbiana,
garantizando que en el proceso de fortificacion las concentraciones responderan a los
niveles propuesto en el ensayo.

Trabajar con cepa ATCC de referencia, con la finalidad de poder observar el
desarrollo caracteristico en el medio para su estudio.

La comparacion de métodos se debe realizar en iguales condiciones en paralelo, en
una misma marcha ensayar la matriz fortificada por las metodologias a ser
comparadas, para evitar las variaciones por factores de tiempo o carga microbiana de la
matriz entre otros.

Difundir la informacion generada hacia las entidades reguladoras de control vy
vigilancia de alimentos con el objeto de coadyuvar con la toma de medidas preventivas
0 correctivas para evitar el consumo de alimentos contaminados y de esta forma

garantizar la inocuidad de los mismos.
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13.- Perspectivas futuras
Dentro de las perspectivas futuras se tienen:

e Realizar el anlisis molecular por gPCR de las cepas aisladas en el presente estudio
para determinar su capacidad toxigénica.

e Aplicar la metodologia de la placa seca rehidratable para recuento de Staphylococcus
aureus en otras matrices diferentes a queso fresco.

e Aplicar la metodologia de placa seca rehidratable para el andlisis de otros
indicadores sanitarios como: Escherichia coli, Coliformes, entre otros que se
requieran realizar recuento.

e Recomendar la metodologia de la placa secar rehidratable como NB para el recuento
de Staphylococcus aureus al IBNORCA como entidad normalizadora en nuestro

medio para su incorporacion dentro del apartado del andlisis microbioldgico.
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Anexo 1.- Composicion Agar Baird Parker

triptona 10,09
Extracto de carne 5049
Extracto de levadura 1049
Cloruro de litio 5090
Glicina 12,09
Piruvato sédico 10,0 g
Telurito potéasico 0,19
Agar 20,09
Emulsion de yema de huevo 50,0 mL
Agua destilada 1000 mL

Agar Baird Parker contiene las fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para el crecimiento.
La glicina, el cloruro de litio y el telurito potésico actian como agentes selectivos. La yema de
huevo constituye el sustrato para determinar la produccién de lecitinasa y, ademas, la
actividad de lipasa. Los estafilococos producen colonias de color de gris oscuro a negro
debido a la reduccion del telurito; los estafilococos que producen lecitinasa descomponen la
yema de huevo y crean zonas transparentes alrededor de las colonias correspondientes. Es
posible que se forme una zona de precipitacion debido a la actividad de lipasa.

Anexo 2.- Composicion Infusion cerebro corazén (BHI).

Infusion de cerebro y corazon de (s6lidos) 8,0¢g
Digerido péptico de tejido animal 509
Digerido pancreético de caseina 16,0 ¢
Cloruro sodico 50¢g
Glucosa 20¢g
Fosfato disodico de hidrogeno 259
Agua destilada 1000mL

La infusion de cerebro y corazon (BHI) ha resultado ser efectiva en el cultivo de una amplia
variedad de microorganismos, incluidos muchos tipos de patdgenos. Se utiliza como medio
base para las nuevas formulas de medios de cultivo cuando se suplementa con sangre o
agentes selectivos. BHI sin suplemento se recomienda actualmente como medio universal para
bacteriologia aerobia, para la recuperacién primaria y reactivacion de cepas liofilizadas

(http://www.bd.com/europe/regulatoryy/).
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Anexo 3.- Composicion agar DNasa

Bacto Triptona 20,09
Cloruro sédico 5,09
Acido desoxirribonucleico 2,09
Agar 15,09
Agua destilada 1000mL

La triptona proporciona nutrientes para el crecimiento. El cloruro soédico mantiene el
equilibrio osmotico. El alto nivel de acido desoxirribonucleico molecular hace posible la
deteccion de la desoxirribonucleasa (DNasa) que despolimeriza el ADN. Después de la
incubacion del medio con la cepa de prueba, la placa se inunda con acido clorhidrico 1N, que
causa la precipitacion del ADN polimerizado y hace al medio opaco.
Anexo 4.- Prueba de la coagulasa
Plasma (EDTA) 0.3mL

Cultivo en fase logaritmica 0.1mL

Se deben de inocular las colonias a confirmar en medio BHI, para obtener un cultivo en fase
logaritmica, en un tubo estéril afadir los volimenes indicados, incubar a 35°C de 18-

24hrs. controlar cada 2 horas hasta las 6 horas (NB: 32004-2004).

Anexo 5.- Linealidad del método ISO 6888-1:2003
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Anexo 6.- Linealidad del método NB32004:2002
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Anexo 7.- Placa seca rehidratable

Anexo 8.- Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923 en medio Baird Parker
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Anexo 9.- Pruebas confirmatorias para Staphylococcus aureus cepa ATCC 25923

a) Coagulasa positiva b) DNasa positiva

Anexo 10.- Escherichia coli en medio Agar SS (interferente).
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Anexo 12.- Proteus mirabilis en medio XLD (interferente).
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Anexo 13.- Streptococcus agalactiae en medio Agar Sangre (interferente).
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Anexo 16.- Staphylococcus epidermidis en medio Agar Sangre (interferente).
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Anexo 18.- Desarrollo de colonias tipicas de Staphylococcus en medio Baird Parker.
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Anexo 19.- Desarrollo de colonias caracteristicas de Staphylococcus (colonias violetas) en
placa seca rehidratable.

Anexo 20.- Certificado de calidad de la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

. Certificate of Quality

See front side of this document for description.

&/ Microbiologics®

200 Cooper Avenue North, St. Cloud, MN 56303 USA
320-253-1640 - Fax 320-253-6250
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KWIK-STIK™ Microorganisms
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QSR. All elements of the FDA Quality System Regulation (QSR) have been met for the
microorganism(s) listed. !

Purity. Purity specifications have been met for the microorganism(s) listed.

Identification. Microscopic examination, selected identification parameters, and when
applicable, antibiotic sensitivity testing have been employed to confirm the identity of the
microorganism(s) and verify special features. Identification specifications have been met
for the microorganism(s) listed.

Alterations. Selected tests are employed to confirm that phenotypic alterations have not
occurred as a result of lyophilization processes. Phenotypic specifications have been met
for the microorganism(s) listed.

Selective and non-selective media select identification protocols, and specific incubation
conditions are employed in the assay methods. Information regarding morphology,
phenotypic characteristics, and test results can be obtained by contacting Microbiologics’
Technical Service Department at techsupport@microbiologics.com or by visiting our website
at www.microbiologics.com and clicking on the Certificate of Analysis button.
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Anexo 21.- Formulario de muestreo de quesos frescos de manufactura artesanal.

FORMULARIO DE MUESTRED

|CDDIGD DEMUESTRA: | CANTIDAD APROX.

|TemPERATUR A |

| PRODUCTO: MERCADO:

|PROCEDENCIA: | |

|MUESTREADOR: | |

| FECHA DE ELABORACION:| |

|FECHA DE MUESTREO: | |Hra. | |

|FECHA DE RECEPCION: | [Hra. | |
VEGETALES
FRUTAS

DESPRIPCION DEL ENTORNO CARNICOS
PRESENCIA DE LEGUMBRES

EMBUTIDOS
HUEVO

DESCRIPCION DEL PUESTO DE VENTA SUELO TARIMA

OBSERVACIONES:
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ANALISIS ESTADISTICO

Anexo 22.- Prueba de normalidad de los recuentos en log en base 10 (Software minitab16).
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Anexo 23.- Valor critico de F niveles de concentracion de Staphylococcus aureus (Software
minitab16).
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Anexo 24.- Valor critico de F métodos de recuento de Staphylococcus aureus
(Software minitab16).
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