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Desarrollo de un procedimiento para elaborar un control interno de calidad para la
enumeracion de grupos indicadores en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
de Zamorano

Oscar Alfredo Mich de Ledn

Resumen. El sistema de acreditacion de la norma ISO 17025:2005 certificado en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ), recomienda el uso de
un sistema de control interno de calidad para evaluar periddicamente la precision y
exactitud de los resultados. El objetivo del proyecto fue desarrollar un procedimiento para
preparar un indculo seco (I1S) de Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli
ATCC 25922; determinar su estabilidad, homogeneidad y porcentaje de recuperacion (PR)
en tres alimentos: leche entera pasteurizada, vegetales mixtos enlatados y harina de avena
esterilizada. Para la estabilidad se utiliz6 Bloques Completos al Azar (BCA) con medidas
repetidas en el tiempo en los dias de almacenamiento 0, 9, 20, 30 y 60; a temperatura
ambiente (24.66 = 0.47 °C). Tres analistas evaluaron la homogeneidad por triplicado y
determinaron el valor asignado de cada IS. En el PR se utilizo BCA con un arreglo factorial
de 3 x 3, tres analistas y tres alimentos; se determiné el valor z de los resultados. Bacillus
sp., y Escherichia coli fueron estables durante 60 dias (reduccion < 1 log UFC/g). El valor
asignado para Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli fue de 7.94 + 0.29,
6.28 £ 2.09y 8.45 + 0.47 Log UFC/g; respectivamente. El PR en alimentos fue satisfactorio
para Bacillus sp. (105.92 + 4.30%) y Escherichia coli (100.99 + 7.50%). Se recomienda
determinar el tiempo de secado Optimo para el IS e implementar este sistema en el LMAZ
para la evaluacion periddica de los resultados.

Palabras clave: Estabilidad, in6culo seco, muestra control, norma 1SO 17025:2005.

Abstract. The system of accreditation of the Standard 1SO 17025:2005 of the Food
Microbiology Laboratory of Zamorano (LMAZ), recommends the use of Internal Quality
Control System to evaluate precision and accuracy of the results. The aim of this project
was to develop a dry inoculum (IS) of Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia
coli ATCC 25922; determine its stability, homogeneity and percentage of recovery (PR) at
three foods: pasteurized whole milk, canned mixed vegetables and oatmeal. A Randomized
Complete Block design (BCA) with five repeated measures over time (0, 9, 20, 30 and 60
days) was used for stability, stored at room temperature (24.66 + 0.47 °C). Three analysts
assessed homogeneity at triplicate and were determinate assigned value of each IS. For the
PR, A BCA with a factorial design of 3 x 3, three analysts and three foods, and the z value
of the measures were determinated. Bacillus sp., y Escherichia coli were stable during 60
days (reduction < 1 log UFC/g). Assigned value for Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y
Escherichia were of 7.94 + 0.29, 6.28 £ 2.09 y 8.45 + 0.47 Log UFC/g; respectively. PR in
foods were satisfactory to Bacillus sp. (105.92 + 4.30%) y Escherichia coli (100.99 +
7.50%). It is recommended determinate the optimum time for dry the IS and implement this
system at the LMAZ for test of the results.

Keys words: Control sample, dry inoculum, stability, standard 1SO 17025:2005.
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1. INTRODUCCION

Los laboratorios de ensayos microbioldgicos generan resultados que son empleados en la
toma de decisiones, por ejemplo para aceptar o rechazar el ingreso de un lote de produccién
de un determinado producto a un pais. Por este motivo, se debe garantizar la validez de los
resultados en términos de exactitud, repetibilidad y reproducibilidad. Las actividades que
permiten controlar, monitorear y mejorar los resultados; reducen la probabilidad de generar
informacion errénea. Dentro de estas actividades se encuentran: monitoreo del ambiente,
capacitaciones, calibraciones, verificaciones, evaluaciones de calidad y control interno.
Este dltimo es la calendarizacion de controles periédicos que permiten demostrar a
entidades nacionales e internacionales el control de la variabilidad de los resultados
(Cuestas 2013).

El sistema de control interno evalla el desempefio del laboratorio, el cual incluye el
monitoreo de los estandares de calidad, identificar las necesidades de capacitacion del
personal, la calibracion de equipos y la comparacion de diferentes métodos en la
cuantificacion o determinacion de un microorganismo en una determinada muestra (Logical
standars 2016). Todo esto con la finalidad de demostrar a entes reguladores que el
laboratorio se encuentra en la competencia de generar resultados. Este sistema permitira al
encargado y operador del laboratorio monitorear de forma continua la operacion del
laboratorio y los resultados obtenidos en las mediciones, ademas de determinar mediante
analisis estadisticos si estos resultados son lo suficientemente confiables como para ser
aceptados en base a la exactitud y precision de los mismos (Taverniers et al. 2004).

Dentro de las técnicas que abarca el control interno se encuentran las siguientes: (i) Uso de
materiales de referencia, consiste en el uso de un control positivo, negativo o de muestras
control para la verificacion de la medicion; (ii) ensayos intralaboratorios, empleadas para
evaluar el desempefio de los analistas en términos de reproducibilidad y repetibilidad en las
mediciones; (iii) los ensayos de aptitud interlaboratorio, la cual es una herramienta para la
evaluacion externa de la calidad, desarrollada por un proveedor, que distribuye a diferentes
laboratorios con la finalidad de comparar resultados en base a un valor asignado como
referencia, demostrando de esta forma la veracidad y precision de los resultados (Cuestas
2013).

Una de las principales diferencias entre las pruebas intralaboratorio e interlaboratorio es
que en la dltima se refiere a la participacion de un conjunto de laboratorios, los cuales tienen
un proveedor en comun que distribuye y provee la muestra, comparando los resultados con
un valor asignado especifico. En esta prueba los laboratorios participantes deben demostrar
que se encuentra en la capacidad y competencia para la medicion (Gust 2016). Para las
pruebas intralaboratorio es ideal tener cultivos de bacterias activas y viables a lo largo del



tiempo, las cuales entran en un estado de latencia, e incrementan su viabilidad durante el
tiempo. Al finalizar el periodo de preservacion, las bacterias pueden ser reactivadas
nuevamente al exponerse a las condiciones éptimas del microorganismo en estudio (Liu et
al. 2003).

Para desarrollar cultivos de bacterias estables a lo largo del tiempo, se necesitan métodos
de preservacion efectivos, dentro de los cuales se encuentran: cultivos congelados y secos-
refrigerados, los cuales tienen buena estabilidad. Sin embargo, son mas costosos y requieren
de técnicas y/o equipos mas complejos (Liu et al. 2003). Otros métodos alternativos de
preservacion son: los indculos liquidos y los indculos secos. Se recomienda usar el indculo
liquido en alimentos con alto contenido de humedad, pero no en alimentos o ingredientes
de baja humedad porque adiciona agua al producto, causa adherencia, agrupamiento de
particulas e inestabilidad en la carga microbiana; por lo tanto, afecta la determinacion de la
carga microbiana (Hoffmans y Fung 1992). Generalmente los materiales inertes utilizados
para transportar, mantener e inocular los microorganismos son: arena, tiza y talco. Después
de agregar el microorganismo, este material inerte debe ser secado (Blessington et al. 2013).
El proceso de secado es un método de preservacion efectiva de alimentos utilizada desde la
antigtiedad, pero también es una manera efectiva de mantener latente la carga bacteriana
del alimento (Hoffmans y Fung 1992).

En los Gltimos cinco afios en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de Zamorano
(LMAZ) se han verificado metodologias para la determinacidén, enumeracion y
confirmacion de ciertos microorganismos como Staphylococcus aureus, coliformes totales
y bacterias meséfilas aerobias. Las cuales brindaron resultados satisfactorios en el proceso
de verificacion, recomendando el uso de la metodologia establecida y la participacion en
pruebas interlaboratorios (Cuellar 2015). Por otro lado, también se recomienda evaluar
periddicamente los resultados utilizando la misma metodologia pero con la integracion de
un control de calidad que permita mantener el proceso de acreditacion del laboratorio
(Parraga y Pilla 2013).

Anualmente el LMAZ participa en pruebas interlaboratorio para asegurar la calidad de las
mediciones y resultados obtenidos. Esta medicion crea dependencia del laboratorio al
laboratorio proveedor, ademas de su costo y fecha especifica para la participacion de la
misma. Sin embargo, al garantizar la calidad de los resultados con el sistema de control
interno, la prueba interlaboratorio se programaria cada cuatro afios porque con este sistema
de control se extiende la validacién y permitira la mejora continua de los procesos y
mediciones. Los objetivos de este estudio son:

e  Establecer un procedimiento para la preparacién de muestras control para la
cuantificacion de Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli.

e Evaluar la estabilidad microbiolégica de las muestra control interno hasta el dia 60.

e Evaluar el porcentaje de recuperacion del indculo seco al agregarse en harina de
avena, leche pasteurizada y vegetales mixtos enlatados.

e Determinar la exactitud y precision del porcentaje de recuperacion del in6culo seco
con Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli.
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2. MATERIALES Y METODOS

Localizacion.

El estudio se desarrollé principalmente en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
de Zamorano (LMAZ), en el Departamento de Agroindustria Alimentaria en la Escuela
Agricola Panamericana, Zamorano. La institucion se ubica en el km 30 en la carretera de
Tegucigalpa a Danli, Valle del Yeguare, Francisco Morazan, Honduras.

Talco.

Es un material inerte con pH neutro y no tiene efecto en la viabilidad de los
microorganismos, por lo que es ideal como vehiculo de transporte. Otros materiales que
pueden ser utilizados para transportar y mantener viables a los microorganismos son: Arena
y tiza. En este proyecto no se usé arena, porque el tamafio de particula es mas grande que
el talco y dificulta la distribucion en los alimentos. La tiza posee caracteristicas similares al
talco, ambos son materiales blandos que incluyen en su composicion carbonato de calcio y
trazas de otros minerales, pero la tiza se encuentra en una estructura sélida y debe ser
pulverizada, a diferencia del talco que es facil de distribuir y separar (Obaidat y Fung 2005).

Esterilizacion del talco.

Se uso talco de billar marca Silver Cup Billiard Chalk® y se distribuy6 en una capa de 5 a
10 mm en un recipiente de vidrio de 20 x 20 x 5 cm Pyrex®. Luego se colocd en el horno a
140 °C por 4 horas, finalizado el tiempo se dejo reposar por 3 horas. Se verificd la
esterilidad del talco con una siembra en Agar Soya Tripticasa (AST) y se almacend en
bolsas de plastico Whirl-pack® (Enache et al. 2015).

Preparacion del inoculo.

De la coleccion de cepas de referencia del LMAZ, se trabajo con Bacillus sp., Enterobacter
aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922. Se aislaron colonias tipicas aisladas de los
microorganismos por estriado en placa con AST, luego con un asa bacteriologica estéril se
selecciond una colonia tipica aislada del microorganismo y se inoculé en un tubo de ensayo
con 10 mL de Caldo Soya Tripticasa (CST). Se incubaron los tubos de ensayo a 35 °C por
24 + 2 horas, finalizado el tiempo se preparan cinco platos Petri con AST y a cada uno se
les agreg6 1 mL de la solucidn bacteriana formada en el CST. Se incubaron los platos Petri
a 35 °C por 24 + 2 horas (Blessington et al. 2013)



Cosecha e inoculacion del talco.

Se cosecho la capa bacteriana formada en los platos con AST por medio de la adicion de 6
mL de agua peptonada al 0.1% (AP) a cada plato Petri y un raspado suave en la superficie
del agar con un varilla de vidrio estéril en forma de L (Almond Board of California 2014).
Luego el indculo liquido formado de cada plato se colectd con pipetas estériles y por los
cinco platos Petri se obtuvieron 25 a 30 mL. Se determin0 la carga microbiana del inéculo
liquido a través de diluciones en AP al 0.1% y siembras en AST.

Se pesaron 25 g del talco esterilizado en un recipiente de vidrio estéril (diametro de 150
mm) y se agregaron 18 mL del indculo liquido. Se prepard un control negativo, 25 g de
talcoy 18 mL de AP al 0.1%, para monitorear la actividad de agua en el talco. (Enache et
al. 2015). El talco e in6culo se mezclaron manualmente con una espatula estéril a razon de
60 movimientos circulares durante 5 minutos hasta generar una pasta y se distribuy6 en una
capa de 10 a 5 mm. Se coloc6 una gasa estéril sobre el recipiente con la precaucion de no
contaminar la pasta y se incubo a 35 °C por 24 horas + 2 horas.

Se secO por 24 horas méas a temperatura ambiente. Seguidamente se tamiz6 el talco con un
colador de metal estéril (0.9 x 0.9 mm) y se almacené en frascos de plastico con tapa,
esteriles, sellandose herméticamente con Parafilm y se ubic6 en un cuarto a temperatura
ambiente (Enache et al. 2015). El procedimiento para desarrollar el control interno de
calidad, se encuentra resumido en la figura 1. Se determind la actividad de agua inicial del
talco por el método AOAC 978.18 a traves del uso del Aqualab en el Laboratorio de Analisis
de Alimentos de Zamorano (LAAZ).

Determinacion de la estabilidad del indculo.

La estabilidad en una muestra, se refiere al mantenimiento de las caracteristicas del
microorganismo y de su carga microbiana en el transcurso de un periodo de tiempo
determinado (Jarvis et al. 2007). Se evaluo la estabilidad de tres microorganismos
inoculados por separado en talco a temperatura ambiente.

En cada medicion de la carga microbiana se trabaj6 un factor de dilucién 1 en 100 (1072),
para esto se deposito 0.1 g del talco inoculado en un tubo de ensayo estéril y se adicionaron
9.9 mL agua peptonada al 0.1%. Seguidamente se dej6 hidratar la muestra por 15 minutos
y al finalizar el tiempo se homogenizo la dilucién en el vortex por 7 segundos. Luego con
una pipeta estéril se tom6 0.1 mL de dilucion 102y se deposit6 en un tubo con 9.9 mL de
agua peptonada al 0.1% (Dilucion 10™), se repiti6 este factor de dilucion hasta llegar a la
dilucion 108, Las diluciones se sembraron por el método de vaciado en placa con AST,
luego se homogenizo, se dejo solidificar y se incub6 en posicion invertida a 35 °C por 24
horas £ 2 horas. Finalizado el tiempo de incubacion se verific el crecimiento del
microorganismo, se contabilizaron las colonias en el factor de dilucidén que se encontrara
en un rango de 25 a 250 unidades formadoras de colonia (UFC)/g y se transformaron los
resultados a Log UFC/qg.
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Figura 1. Flujo de proceso para la elaboracion del talco inoculado.




Disefio experimental.

Para cada microorganismo (Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli) se usé
un disefio de Bloques Completos al Azar o Bloques Incompletos al Azar con medidas
repetidas en el tiempo, en el cual se establecieron tres bloques y cinco medidas repetidas en
el tiempo (0, 9, 20, 30 y 60 dias); para un total de 45 mediciones de la carga microbiana.

Andlisis estadistico.

Se usd el programa Statistical Analysis System (SAS version 9.4%) y se aplico la prueba de
normalidad de Shapiro-Wilk (P < 0.05) para comprobar que los resultados de cada
microorganismo poseen una distribucion normal. Seguidamente se utilizd un analisis de
varianza (ANDEVA) para determinar si existe diferencia estadistica de la carga microbiana
en el tiempo. Se aplicd una separacion de medias Duncan. El grado de significancia al
evaluar esta variable fue de 95% (P < 0.05).

Determinacion de la homogeneidad y valor asignado.

Desarrollado el talco inoculado, se determiné el promedio de la carga microbiana de cada
uno de los microorganismos (Bacillus sp., Enterobacter aerogenes 'y
Escherichia coli ATCC 25922) con su respectiva desviacion estandar y coeficiente de
variacion.

En cada medicion se pes6 0.1 g de talco inoculado con Bacillus sp., Enterobacter aerogenes
0 Escherichia coli ATCC 25922 en un tubo de ensayo estéril y luego se le proporcionaron
las muestras identificadas al analista. Los analistas adicionaron 9.9 mL de agua peptonada
al 0.1% a cada muestra y luego las dejaron reposar por 15 minutos. Finalizado el tiempo se
homogenizaron en el vortex por 7 segundos, se diluyeron en un factor de dilucion 1 en 100
en agua peptonada al 0.1% hasta la dilucion 10 y se sembraron las diluciones 10*y 10
por vaciado en placa con AST. Finalmente se homogenizaron las placas, se dejo solidificar
el agar, se incubd cada plato Petri en posicion invertida a 35 °C por 24 horas + 2 horas y
cada analista contd y registro el conteo de la medicion en UFC/ g, después se transformaron
los datos a Log UFC/g para el analisis estadistico.

Disefio experimental.

Se utiliz6 un disefio de Bloques Completos al Azar y Bloques Incompletos al Azar segun el
microorganismo (Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922),
con un arreglo factorial de 3 x 3, tres indculos secos y tres bloques. En el arreglo factorial
las muestras fueron procesadas por tres analistas (1, 2 y 3). Cada analista analizd por
triplicado cada talco inoculado y con los tres bloques se genera un total de 81 unidades
experimentales.

Andlisis estadistico.

Se uso el programa Statistical Analysis System (SAS version 9.4%) y se aplico la prueba de
normalidad de Shapiro—Wilk (P < 0.05) para comprobar que los resultados de cada uno de
los tres microorganismos poseen una distribucién normal. Después de verificar la prueba
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de normalidad se aplicé un andlisis de varianza (ANDEVA) para identificar si existe
diferencia estadistica entre los analistas, los bloques y la interaccion de los mismos. Al
detectarse diferencia estadistica se aplico una prueba de separacion de medias Duncan. En
el caso de encontrar diferencia estadistica en la interaccion, se aplicé el método de minimos
cuadrados (LS MEANS). Todas la pruebas poseen un grado de significancia del 95% (P <
0.05).

Inoculacion y porcentaje de recuperacion en alimentos.
Se seleccionaron tres matrices alimenticias, cada una con caracteristicas fisico-quimicas
diferentes, las cuales deben contener una carga microbiana baja. El limite méximo
requerido en este estudio fue de <10 UFC/g (RTCA 2009).

Matrices alimenticias.

(i) Leche entera con 4% de grasa y procesada por temperaturas ultra altas, producto lacteo
con alta actividad de agua; (ii) vegetales mixtos cocidos enlatados, alimento listo para
consumo; (iii) harina de avena esterilizada, producto a base de granos basico con baja
actividad de agua 0.6 (Gurtler et al. 2014).

Esterilizacion de la harina de avena.

Se deposito la harina de avena en un recipiente de vidrio y se distribuyo en una capa de 10
mm, luego se ubico6 en el horno a 140 °C por cuatro horas. Se enfrié por dos horas y se
almacend el alimento en bolsas estériles Whirl-pack®. Seguidamente se verifico la
esterilidad de la harina de avena, la leche entera pasteurizada y los vegetales mixtos
enlatados. Se pesaron 10 g del alimento en una bolsa estéril y se le adicionaron 90 mL de
buffer fosfato, se dejo reposar la muestra por 15 minutos y luego se homogenizé por 2
minutos en el masticador. Se tomo6 1 mL de la dilucion y se deposito en un plato Petri, se
sembré por vaciado en placa con AST. Se homogenizo y se dej6 solidificar el agar, luego
se incubo en posicion invertida a 35 °C por 24 horas * 2 horas y al dia siguiente se verifico
que la carga bacteriana se encontrard <10 UFC/ (RTCA 2009).

Inoculacion de alimentos y recuperacion de los microorganismos.

Se pes6 0.1 g del talco inoculado con Bacillus sp., Enterobacter aerogenes o
Escherichia coli ATCC 25922 en bolsas estériles. Seguidamente se pesaron 10 g de harina
de avena, leche entera o vegetales mixtos en las bolsas que contienen el talco inoculado.
Cada uno de los tres analistas proceso sus muestras, es decir que por bloque se inocularon
27 muestras (nueve muestras por analista). Después se adicionaron 90 mL de buffer fosfato
a cada una de las muestras y se dejaron reposar por 15 minutos. Luego se homogenizo la
muestra por 2 minutos en el masticador, se diluyeron la muestras por medio de diluciones
decimales y se sembraron en AST por vaciado en placa las diluciones 102, 102, 103y 10°
4. Se homogenizo y se dejo solidificar el agar, después se incub6 cada una de las placas en
posicion invertida a 35 °C por 24 horas + 2 horas. Finalizado el tiempo, cada analista contd
sus placas vy registr6 los resultados de la carga microbiana recuperada en UFC/g,
seguidamente los datos se transformaron a Log UFC/g.
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Variables.

Los analistas recuperaron una carga microbiana de los alimentos inoculados, luego se
evalu6 el desempefio de las mediciones como parte del proceso de acreditacion,
principalmente la capacidad de medir del equipo, método y analista. Se evaluaron los
siguientes pardmetros:

Exactitud. Verifica que tan cercanos son los valores de los anlisis microbiolégicos en
comparacion al valor real del indculo).

Precision. Los resultados obtenidos son uniformes, es decir que se encuentran dentro de un
rango asignado (+ 3 desviaciones estandar) (Weissfeld 2010).

Porcentaje de recuperacion.

Cuando se inocularon los alimentos con el talco inoculado de cada uno de los
microorganismos, tedricamente se agreg6 una cantidad conocida de microorganismos; por
lo tanto, el analista, el método y equipo en conjunto obtendran un valor estimado cercano
al valor asignado o real. Este se determiné con la siguiente formula:

LogE recuperados —Logﬂ del alimento

% recuperacion= 5 L - x100 [1]

FC . . -
ogT microorganismos inoculados

(Obaidat y Fung 2005).

Valor z.

Este valor se obtiene cuando se divide la diferencia del valor cuantificado de la carga
microbiana de las muestras en Log UFC/g y el valor asignado, entre la desviacion estandar
del valor asignado. Se expresa en unidades de desviacion estandar y se calculo de la

siguiente forma:
(x-X)

Valor z = donde; [2]
— X = El resultado reportado por el analista en el LAMZ
— X = Valor contenido en el inéculo seco.
— SDI = Desviacién estandar del inéculo.

Interpretacion del valor z. Este parametro es especifico para evaluaciones cuantitativas.
Estos valores se interpretan de la siguiente manera:

|z| <£2.00 ---------- -> Satisfactorio
2.00 < |z| < 3.00--—> Cuestionable
|z| > 3.00----------- —> Insatisfactorio.

(Jarvis et al. 2007).



Incertidumbre expandida (Ur).

Este parametro es un indicador cuantitativo de la variabilidad de los resultados, la cual debe
ser tomada en cuenta para poder interpretar los datos obtenidos y generalmente es utilizado
para poder validar procedimientos y metodos. Se establecio el criterio de incertidumbre
expandida como parametro de los resultados y se determind con la siguiente formula:

Ur% =2 x (RSD%) donde; [3]

— Ur% = Incertidumbre expandida, expresada en porcentaje.
— 2 = Constante establecida en base a un 95% de confiabilidad.
— RSD% = Desviacion estandar relativa del indculo, expresada en porcentaje.

(Weissfeld 2010).

Disefio experimental.

Para medir el porcentaje de recuperacion en alimentos y el valor z se us6 un disefio de
Bloques Completos al Azar o Blogues Incompletos al Azar segin el microorganismo
(Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922), con un arreglo
factorial de 3 x 3, con tres bloques. En el arreglo factorial se evaluaron tres matrices
alimenticias (harina esterilizada, leche UHT (Ultra high temperature) y vegetales mixtos
enlatados) y las muestras fueron procesadas por tres analistas (Al, A2 y A3); para un total
de 81 unidades experimentales o0 mediciones.

Andlisis estadistico.

Se analizaron los resultados con el programa Statistical Analysis System (SAS version
9.4®) alimentos, microorganismos y analistas. Se aplico un andlisis de varianza
(ANDEVA) para identificar si existe diferencia estadistica entre los analistas, los bloques
y la interaccién de los mismos. En el caso de encontrar diferenciar estadistica en la
interaccion, se aplicd el método de cuadrados minimos (LS MEANS). Todas la pruebas
poseen un grado de significancia del 95% (P < 0.05).



3. RESULTADOS Y DISCUSION

Estabilidad en el tiempo.

Al desarrollar el talco inoculado con bacterias, se usé el talco sin microorganismos (control
negativo) para determinar la actividad de agua (Aw) inicial del talco, la cual se encontré en
un promedio de 0.474 + 0.008. Se han reportado valores de actividad de agua de 0.460 +
0.003 en talcos inoculados con Salmonella tennesse, los cuales se desarrollaron por adicion
de 18 mL de agua peptonada al 0.1% a 25 g de talco y fueron sometidos a un proceso de
secado a 35 °C por 24 horas (Enache et al. 2015).

Un nivel de actividad de agua bajo permite mantener latente a Bacillus sp. porque necesita
una Aw minima de 0.92 para su crecimiento. Enterobacter aerogenes vy
Escherichia coli ATCC 25922 necesitan un rango de Aw de 0.94 a 0.96 para su crecimiento
y desarrollo, de esta forma se garantiza la cantidad de bacterias que se inoculé en el talco
(Forsythe y Hayas 2007). Se analizé la carga inicial (fecha de elaboracién del producto) de
Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922; las cuales fueron:
8.20, 7.43 y 8.65 Log UFC/ g, respectivamente (Cuadro 1).

Cuadro 1. Carga microbiana de Bacillus sp., Enterobacter aerogenes vy
Escherichia coli ATCC 25922 monitoreada 60 dias después de su elaboracion.

Microorganismo (Log UFC/q)

. . . Enterobacter Escherichia coli

Tiempo (dias) Bacillus sp. aerogenes ATCC 25922
ME+ DE ME+ DE ME+ DE

0 8.20+0.15a 743+1.26a 8.65+0.30 a

9 8.21+0.18a 5.43+0.93 ab 8.74+0.33 a
20 7.84+0.29 a 5.14 £2.28 ab 8.24+0.61a
30 7.77x031la 413+1.76 ab 844+051a
60 8.14 +0.06 a 2.86+055hb 831+0.31a
CV (%) 2.63 33.45 5.13

ME: Media.

DE: Desviacion estandar.

CV: Coeficiente de variacion.

abc: Letras iguales en la misma columna no tienen diferencia estadisticamente significativa

(P > 0.05).



Un in6culo seco se considera estable si la tasa de disminucion de la carga microbiana es <1
Log UFC/ g (Enache et al. 2015). En base al criterio establecido anteriormente, Bacillus sp.
y Escherichia coli ATCC 25922 son estables durante un periodo de tiempo de 60 dias a
temperatura ambiente. El talco inoculado con Enterobacter aerogenes presenta una
disminucién de la carga microbiana mayor a un logaritmo durante los dos meses de
evaluacion, por lo tanto, no se considera estable bajo estas condiciones.

La estabilidad de un microorganismo esta en funcion del metabolismo del mismo y de la
actividad de agua del talco. La actividad de agua del talco es minima 0.474 + 0.008. Sin
embargo al encontrase almacenado a temperatura ambiente, se acelera el metabolismo y los
procesos bioldgicos lo que ocasiona una disminucion en la carga microbiana, esta reduccion
se encuentra en un rango de 1 a 3 Log UFC/g (Obaidat y Fung 2005).

El coeficiente de variacion puede encontrarse en valores extremos de + 30%, esto va a estar
en funcion del microorganismo, condiciones del laboratorio y método empleado para la
muestra. Para Bacillus cereus el coeficiente de variacion se encuentra en un rango de 3.1 a
10.5%, Enterobacter aerogenes en un rango de 6.4 a 19.0% y Escherichia coli de 4.4 a
11.2% (Jarvis et al. 2007). Estos rangos coinciden con los valores reportados en el estudio,
por la posibilidad de valores extremos, ademas es virtualmente imposible determinar la
concentracion exacta de microorganismos de alguna muestra, sea esta artificial o natural,
por este motivo se desarrollan valores asignados en materiales de referencia que son
utilizados como control en los ensayos interlaboratorio (Lynne 2003).

La cantidad de células viables en el talco reportadas al finalizar el primer mes (Cuadro 1)
son similares a los resultados de viabilidad reportados en Kansas State University. En esta
investigacion se determind la concentracion de microorganismos viables en 10 cultivos de
bacterias, entre los cuales se encuentra: Bacillus cereus, Enterobacter aerogenes y
Escherichia coli. Los valores reportados son 8, 5.5 y 6.8 log UFC/ g respectivamente
(Hoffmans y Fung 1993). En la investigacion de Kansas State University se uso el medio
infusion de coraz6n y cerebro como medio general para el crecimiento de los
microrganismos, en lugar de agar soya tripticasa, ademas utilizaron tiza en lugar de talco y
no proporcionaron un secado de 24 horas a 35 °C, si no que secaron a esta temperatura hasta
lograr eliminar el agua libre de la tiza; estas variables explican la diferencia de los resultados
obtenidos.

Durante el proceso de secado se reduce la carga microbiana de los indculos secos. En
Bacillus cereus, normalmente se genera una reduccion de 0.01 log UFC/g; Escherichia coli
puede reducir hasta 2.06 log UFC/g y finalmente Enterobacter aerogenes hasta 2.44 Log
UFC/g. Estos valores nos indican que Enterobacter aerogenes y Escherichia coli son méas
susceptibles a la temperaturas y tiempos programados durante el proceso de secado. Este
factor permite justificar el coeficiente de variacion que se genera en estos microorganismos
durante el proceso de secado (Liu et al. 2003).

La metodologia empleada para el desarrollo de los in6culos secos de estos microorganismos
demuestra que fue efectiva en Bacillus sp. y Escherichia coli. Se ha demostrado que
Enterobacter aerogenes es estable durante el tiempo; sin embargo, en estos estudio el
proceso de secado solo se elimind la cantidad de agua libre o agua que fue adicionada,
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regresando al peso inicial de la tiza. A diferencia de la metodologia empleada en este
estudio, en el cual se utilizd un tiempo estandar de 24 horas a 35 °C; que el tiempo de secado
sea mayor para remover la cantidad de agua libre tiene un efecto de reduccion en la
viabilidad de las células vegetativas porque ocurre un dafio celular, ademas de la
desnaturalizacion de enzimas y proteinas (Forsythe y Hayes 2007). Por este motivo Bacillus
cereus no es tan afectado por ser un microorganismo con la capacidad de producir esporas
como via de preservacion (Enache et al. 2015).

La resistencia a altas temperaturas se debe a las proteinas presentes en el microorganismo
y es Methylobacillus flagelatus (KT) en presentar la proteina MFlag2012 que le proporciona
esta caracteristica. Se han identificado proteinas homologas presentes en la familia
Enterobacteriaceae, en las siguientes especies: Cronobacter sakazakii, C. Braakii, C.
freundii, Enterobacter cloacae y Enterobacter vulneris. Sin embargo, organismos como:
Enterobacter aerogenes, E. amnigenus, E. cancerogenus, E. gergoviae, Citrobacter koseri
y Escherichia coli no presentan esta proteina. Esto demuestra la sensibilidad a la desecacion
presentada en Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922 (Williams et al.
2005).

Homogeneidad del producto.

Cada uno de los tres analistas determind la carga microbiana del producto desarrollado
(Talco inoculado) por triplicado para obtener el promedio y la desviacion estandar de
Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922 (Cuadro 2).

Cuadro 2. Valor asignado del talco inoculado con Bacillus sp., Enterobacter aerogenes o
Escherichia coli ATCC 25922.

. . Valor asignadoen Log  Coeficiente de variacion
Microorganismo

UFC/ g (Media £ DE) (%)
Bacillus sp. 7.94 +0.29 3.70
Enterobacter aerogenes 6.28 £ 2.09 33.28
Escherichia coli ATCC 25922 8.45 + 0.47 5.57

DE: Desviacion estandar

En el caso de Bacillus sp. y Escherichia coli ATCC 25922 no se encontrd diferencia
estadisticamente significativa entre analistas, ni en la interaccion entre analista y bloque
(pvalue > 0.005). Sin embargo, se encontré diferencia estadisticamente significativa entre
bloques (pvalue < 0.05); esto nos indica que el disefio experimental utilizado fue correcto
porque se logra bloquear el efecto ambiental durante la elaboracion del inoculo y la
gradiente en el nivel de la carga microbiana.

En el talco inoculado con Enterobacter aerogenes se encontré diferencia estadisticamente

significativa entre analistas, bloques y la interaccion de los mismos (pvalue < 0.05). Esta
diferencia estadistica se debe a la inestabilidad de este microorganismo bajo las condiciones
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establecidas en el estudio (secado a 35 °C por 24 horas y almacenamiento a temperatura
ambiente). Si se evita el sobre secado del talco en la incubadora y si se almacenard a 4 °C,
se lograria una estabilidad de seis meses, por lo tanto, no solo se lograria mejorar la
estabilidad sino también la homogeneidad del material de referencia elaborado (Liu et al.
2005).

El coeficiente de variacion de Bacillus sp. es bajo, porque pertenece al grupo de
microorganismos esporulados, por lo tanto, al hidratarlo con agua peptonada al 0.1% por
15 minutos se facilita su recuperacion del estado de latencia en el talco. Ademas se ha
determinado que Bacillus cereus es estable hasta 10 afios después de elaborar el indculo
seco del mismo (Liu et al. 2005).

Escherichia coli ATCC 25922 es un microorganismo caracterizado en su comportamiento
y metabolismo, por esta razon posee un bajo coeficiente de variacion. En el caso de
Escherichia coli O157 es una bacteria estable al exponerse a actividades de agua baja, por
lo tanto, tolera la desecacidn por largos periodos de tiempo y con la metodologia empleada
en este estudio se podria elaborar un material de referencia para analisis cualitativos
(Obaidit y Fung 2005).

Matrices alimentarias.

Al inocular los alimentos (vegetales, harina y leche) con el in6culo seco, se utilizd una
proporcion de 0.1 g de talco por cada 10 g de alimento, esto crea una dilucion de factor 1
en 100, por lo tanto, se reducen 102 UFC/g de la carga microbiana del inéculo seco (Cuadro
3).

Para los resultados obtenidos del indculo seco de Bacillus sp., no se encontro diferencia
estadisticamente significativa entre los alimentos, analistas, bloques, ni en las interacciones.
La adaptacion de Bacillus sp. a los alimentos evaluados se debe a la frecuencia de
encontrarlo en vegetales, almidon, especias, harinas, cereales y leche en polvo. Sin
embargo, debe estar en una concentracion mayor a 10° UFC/g para causar un brote. Las
esporas de este microorganismo pueden sobrevivir en alimentos de baja humedad por largo
periodos de tiempo. Por lo tanto, es importante considerar las condiciones de temperatura
y humedad de almacenamiento de los alimentos y muestras porque si las condiciones son
ideales para la espora, puede germinar y alterar la concentracion del inoculo seco
desarrollado (Gurtler et al. 2014).

En el caso de Enterobacter aerogenes y Escherichia coli ATCC 25922, se encontrd
diferencia estadisticamente significativa ni entre blogues, por lo tanto, el disefio
experimental empleado fue el correcto para mitigar el efecto del nivel entre in6culos. No se
encontro diferencia estadistica entre alimentos, analistas, ni entre interacciones debido a
que los alimentos se inocularon con el talco seco y a los 15 minutos de ser contaminados,
se procesaron las muestras. Por lo tanto, el tiempo de hidratacion no fue suficiente para
alterar la carga microbiana porque anteriormente se encontraba en un ambiente con una baja
actividad y necesita adaptarse a las nuevas condiciones proporcionadas por el alimento.
Generalmente la fase de adaptacion varia entre 1 a 2 horas dependiendo del microorganismo
(Forsythe y Hayes 2007).
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El promedio recuperado por los analistas en las muestras de Bacillus sp. fue de 6.29 + 0.25
Log UFC/g y 105.92 + 4.30% de recuperacion en los alimentos evaluados (Cuadro 3). Las
mediciones son cercanas al 100% porque el valor asignado del talco es de 5.94 Log UFC/g
(Figura 2). Existe una sobre estimacion de la carga bacteriana, esto puede atribuirse a la
experiencia de los analistas y caracteristicas intrinsecas del alimento, pero el uso de un
indculo seco permite obtener excelentes porcentajes de recuperacion, ahorrar tiempo, y es
mas preciso en comparacion de otros tipos de indculo (Obaidit y Fung 2005).

El promedio recuperado por los analistas en las muestras inoculadas con Enterobacter
aerogenes fue de 3.23 + 1.82 Log UFC/g, con una recuperacion de 75.39 £ 42.58% v el
valor asignado del talco fue de 4.78 Log UFC/g (Cuadro 4). Por lo tanto, no se desarrolld
un material de referencia efectivo que permita evaluar la exactitud y precision de los
analistas y se deben modificar las condiciones del estudio para obtener un indculo seco de
Enterobacter aerogenes estable y homogeéneo.

El promedio recuperado por los analistas para las muestras de Escherichia coli fue de 6.51
+ 0.46 Log UFC/ g, con un porcentaje de recuperacion del 100.99 + 7.15% y un valor
asignado de 6.45 Log UFC/ g (Cuadro5). Esto nos indica que no se sobreestima ni se perdio
la carga microbiana durante el analisis y el uso de un indculo seco para Escherichia coli
permite obtener excelentes porcentajes de recuperacion, reducir costos, ahorrar tiempo y es
mas preciso en comparacion de un indculo liquido, en el cual se ve alterada la concentracion
microbiana (Obaidit y Fung 2005).

5 ,% I s /} i

Figura 2. Logaritmo promedio recuperado por los analistas y valor asignado de cada
microorganismo.
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Cuadro 3. Determinacién del valor z y porcentaje de recuperacion de Bacillus sp. En
vegetales, harina y leche.

Valor Valor L
Alimento Bloque Analista observado asignado Vazlor Recug;:’)amon
(Log UFC/g) (Log UFC/ Q)
Vegetales 1 1 5.89 5.94 -0.17 99.16
Vegetales 1 2 6.85 5.94 3.14 115.32
Vegetales 1 3 6.04 5.94 0.34 101.68
Vegetales 2 1 6.46 5.94 1.79 108.75
Vegetales 2 2 6.40 5.94 1.59 107.74
Vegetales 2 3 6.45 5.94 1.76 108.59
Vegetales 3 1 6.38 5.94 1.52 107.41
Vegetales 3 2 6.23 5.94 1.00 104.88
Vegetales 3 3 6.23 5.94 1.00 104.88
Harina 1 1 6.04 5.94 0.34 101.68
Harina 1 2 5.96 5.94 0.07 100.34
Harina 1 3 6.07 5.94 0.45 102.19
Harina 2 1 6.51 5.94 1.97 109.60
Harina 2 2 6.40 5.94 1.59 107.74
Harina 2 3 6.46 5.94 1.79 108.75
Harina 3 1 6.30 5.94 1.24 106.06
Harina 3 2 6.88 5.94 3.24 115.82
Harina 3 3 6.18 5.94 0.83 104.04
Leche 1 1 6.00 5.94 0.21 101.01
Leche 1 2 5.97 5.94 0.10 100.51
Leche 1 3 6.04 5.94 0.34 101.68
Leche 2 1 6.38 5.94 1.52 107.41
Leche 2 2 6.43 5.94 1.69 108.25
Leche 2 3 6.41 5.94 1.62 107.91
Leche 3 1 6.18 5.94 0.83 104.04
Leche 3 2 6.58 5.94 2.21 110.77
Leche 3 3 6.15 5.94 0.72 103.54
Desviacion estandar 0.25 Desviacién estandar 4.30
Promedio 6.29 Promedio 105.92
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Cuadro 4. Determinacion del valor z y porcentaje de recuperacion de Enterobacter
aerogenes en vegetales, harina y leche.

Valor Valor L
Alimento Bloque Analista observado asignado VaZIor Recug;or)acmn
(Log UFC/g) (Log UFC/ Q)

Vegetales 1 1 1.48 4.28 -1.54 34.58
Vegetales 1 2 3.43 4.28 -0.47 80.14
Vegetales 1 3 1.64 4.28 -1.45 38.32
Vegetales 2 1 2.25 4.28 -1.11 52.57
Vegetales 2 2 3.04 4.28 -0.68 71.03
Vegetales 2 3 2.30 4.28 -1.09 53.74
Vegetales 3 1 5.58 4.28 0.71 130.37
Vegetales 3 2 3.11 4.28 -0.64 72.66
Vegetales 3 3 6.38 4.28 1.15 149.07
Harina 1 1 N/A 4.28 N/A N/A
Harina 1 2 1.00 4.28 -1.80 23.36
Harina 1 3 1.00 4.28 -1.80 23.36
Harina 2 1 2.34 4.28 -1.06 54.67
Harina 2 2 N/A 4.28 N/A N/A
Harina 2 3 1.77 4.28 -1.38 41.36
Harina 3 1 4.53 4.28 0.14 105.84
Harina 3 2 3.17 4.28 -0.61 74.07
Harina 3 3 6.04 4.28 0.97 141.12
Leche 1 1 1.70 4.28 -1.42 39.72
Leche 1 2 N/A 4.28 N/A N/A
Leche 1 3 1.00 4.28 -1.80 23.36
Leche 2 1 2.26 4.28 -1.11 52.80
Leche 2 2 2.64 4.28 -0.90 61.68
Leche 2 3 3.04 4.28 -0.68 71.03
Leche 3 1 5.75 4.28 0.81 134.35
Leche 3 2 5.41 4.28 0.62 126.40
Leche 3 3 6.58 4.28 1.26 153.74
Desviacion estandar 1.82 Desviacién estandar 42.58
Promedio 3.23 Promedio 75.39

N/A: No aplica, no se encontrd carga microbiana en la medicion.
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Cuadro 5. Determinacion del valor z y porcentaje de recuperacion de
Escherichia coli ATCC 25922 en vegetales, harina y leche.

Valor Valor L
Alimento Bloque Analista observado asignado Vazlor Recug;:’)amon
(Log UFC/g) (Log UFC/ Q)
Vegetales 1 1 6.04 6.45 -0.87 93.64
Vegetales 1 2 6.00 6.45 -0.96 93.02
Vegetales 1 3 5.86 6.45 -1.26 90.85
Vegetales 2 1 6.86 6.45 0.87 106.36
Vegetales 2 2 6.80 6.45 0.74 105.43
Vegetales 2 3 6.82 6.45 0.79 105.74
Vegetales 3 1 6.99 6.45 1.15 108.37
Vegetales 3 2 6.79 6.45 0.72 105.27
Vegetales 3 3 6.64 6.45 0.40 102.95
Harina 1 1 5.82 6.45 -1.34 90.23
Harina 1 2 5.72 6.45 -1.55 88.68
Harina 1 3 5.86 6.45 -1.26 90.85
Harina 2 1 6.70 6.45 0.53 103.88
Harina 2 2 6.80 6.45 0.74 105.43
Harina 2 3 6.62 6.45 0.36 102.64
Harina 3 1 6.98 6.45 1.13 108.22
Harina 3 2 6.84 6.45 0.83 106.05
Harina 3 3 6.75 6.45 0.64 104.65
Leche 1 1 5.93 6.45 -1.11 91.94
Leche 1 2 6.20 6.45 -0.53 96.12
Leche 1 3 5.70 6.45 -1.60 88.37
Leche 2 1 6.93 6.45 1.02 107.44
Leche 2 2 6.82 6.45 0.79 105.74
Leche 2 3 6.59 6.45 0.30 102.17
Leche 3 1 6.97 6.45 1.11 108.06
Leche 3 2 6.81 6.45 0.77 105.58
Leche 3 3 7.04 6.45 1.26 109.15
Desviacion estandar 0.46 Desviacion estandar 7.15
Promedio 6.51 Promedio 100.99
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Se determind que las mediciones realizadas en Enterobacter aerogenes y Escherichia coli
fueron 100% satisfactorias en términos de exactitud, porque todos los resultados tuvieron
un valor de z absoluto menor a 2; sin embargo, las mediciones de Bacillus sp. fueron un
88.89% satisfactorios, esto equivale a 24 de los 27 resultados obtenidos (Cuadro 6).

Cuadro 6. Clasificacion del valor z para los resultados obtenidos en los alimentos
inoculados con cada microorganismo.

) . Muestras Frecuencia  Frecuencia Frecuencia
Microorganismo

excluidas |Z| <2 2>1|Z|<3 |Z] >3
Bacillus sp. 0 24 1 2
Enterobacter aerogenes 3 24 0 0
Escherichia coli 0 27 0 0

En otras investigaciones, las mediciones de muestras contaminadas con una carga conocida
de Bacillus sp. han determinado que el 93.70% de los resultados son satisfactorios, estos
valores son similares a los obtenidos en el estudio, pero se debe tomar en cuenta que la
diferencia entre los porcentajes se debe al efecto de factores en conjunto como por ejemplo:
condiciones ambientales del laboratorio, matriz alimenticia, técnico analista, método,
equipo y otros (Logical standards 2016).

Los valores de incertidumbre expandida encontrados en Bacillus sp. y Escherichia coli son
aceptables; sin embargo, Enterobacter aerogenes presenta una gran variabilidad, este efecto
sistematico se debe al proceso de secado y a la desecacion a la que se encuentra expuesto
el inoculo seco (Cuadro 7).

Cuadro 7. Incertidumbre expandida de las mediciones de los alimentos inoculados con cada
uno de los microorganismos.

Microorganismo Incertidumbre expandida (%0)
Bacillus sp. 8.60
Enterobacter aerogenes 85.16
Escherichia coli 14.30

Se ha determinado en otros laboratorios que la incertidumbre para Bacillus sp.,
Enterobacter aerogenes y Escherichia coli son: 10.5, 19.0 y 11.2%; respectivamente (Jarvis
et al. 2006). En el LMAZ se ha determinado anteriormente la incertidumbre expandida para
bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales, los cuales son: 11 y 12%,
respectivamente. Estos valores son similares para Escherichia coli. Sin embargo, al incluir
el grupo de coliformes esto genera un cambio en la incertidumbre de las mediciones
(Parraga y Pilla 2013).
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4. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un in6culo seco efectivo de Bacillus sp., Enterobacter aerogenes y
Escherichia coli.

Los indculos secos de Bacillus sp. y Escherichia coli fueron estables durante 60 dias.

Se obtuvo un porcentaje de recuperacion satisfactorio al emplear el indculo seco de
cada microorganismo en las matrices alimenticias.

Los microorganismos estudiados fueron aceptados en términos de exactitud. Sin
embargo, los resultados de Enterobacter aerogenes no fueron precisos.

19



5. RECOMENDACIONES

Evaluar la estabilidad de otros microorganismos indicadores.
Determinar el porcentaje de recuperacion con otros métodos.

Evaluar la estabilidad del in6culo seco por un tiempo mayor a 60 dias.
Determinar la estabilidad del in6culo seco en alimentos.

Optimizar el tiempo de secado para remover el agua libre, regresando al peso original
del talco sin inocular.

Desarrollar la metodologia con un solo microorganismo a la vez para reducir el riesgo
de contaminar el in6culo seco con otros microorganismos.

Analizar lo costos de los insumos utilizados para desarrollar el in6culo seco.
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7.  ANEXOS

Anexo 1. Andlisis estadisticos para los resultados de estabilidad de los talcos desarrollados.

Microorganismo P value Coeficiente de variacion (%)

Bacillus sp. 0.1114 2.6363
Enterobacter aerogenes 0.0590 33.4484
Escherichia coli ATCC 25922 0.6156 5.1267

Anexo 2. Analisis estadisticos para los resultados de homogeneidad de los talcos
desarrollados.

Coeficiente de

Microorganismo Fuente de variacion P value L
variacion (%)

Analista 0.1517

Bacillus sp. Bloque 0.0002 2.49
Interaccién: bloque-analista ~ 0.1504
Analista 0.0032

Enterobacter aerogenes Bloque <.0001 17.95
Interaccion: bloque-analista ~ 0.0141

Escherichia coli ATCC Analista 0.0563

25902 Bloque 0.0125 4.49

Interaccion: bloque-analista ~ 0.4431

Anexo 3. Analistas que participaron en el desarrollo de la muestra control.
— 1: Oscar Alfredo Mich de Le6n
— 2: Mayra Jackelin Alvarado
— 3: Bet Sarai Wu Alvarado
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Anexo 4. Andlisis estadisticos para los resultados de inoculacion y recuperacion de la carga
microbiana en alimentos.

P Coeficiente de

Microorganismo Fuente de variacion e
value variacion (%)
Alimento 0.7673
Analista 0.3169
Bacillus sp. BI(_)que . 0.0693 4.29
Alimento-analista 0.9907
Alimento-bloque 0.7516
Analista-bloque 0.6902
Alimento 0.2783
Analista 0.8736
Enterobacter aerogenes Blgque . 0.0005 23.35
Alimento-analista 0.4252
Alimento-bloque 0.4981
Analista-bloque 0.0814
Alimento 0.3883
Analista 0.1719
Escherichia coli ATCC 25922 BIQque ) <0001 2.35
Alimento-analista 0.9344
Alimento-bloque 0.7291
Analista-bloque 0.7941
Anexo 5. Listado de los medios.
Medio Marca Lote
Agar Soya Tripticasa Neogen corporation 107097A
Caldo Soya Tripticasa Neogen corporation 107257B
Agua peptonada BD 1017217
Buffer fosfato J.1. Baker K45CR3
Anexo 6. Listado de materiales.
Materiales Marca
Bolsa estéril (207 mL o 7 0z.) Whirl-Pack
Bolsa de autoclave (19"x23") Fisherbrand
Bolsa estéril (12"x16™) Interplast
Colador de metal de 0.9 x 0.9 mm N/A
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Anexo 7. Listado del equipo empleado en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de

Zamorano (LMAZ).

Equipo Marca Codigo E-LMAZ
Incubadora Thermo Scientific 046
Horno Fisher Isotemp 043
Agitador Orbital VWR 026
Masticador IUL Instruments 051
Camara de flujo laminar LABCONCO 017
Balanza Precisa 060
Contador de colonias Reuchert 078
Bafo Maria Memmert 039
Vortex Scientific 059
Horno microondas General Electric 011
Balanza Fisher Scientific 005
Refrigerador Fisher Scientific 057
Autoclave Sterimatic Market Forge 065
Autoclave Sterimatic Market Forge 066
Dispensador de agua RIOS-DI 30V Milipore S.A.S 089
Balanza analitica (medios) Precisa 007
Agitador/calentador IKA 003
Agitador/calentador Fisher Scientific 002
Bomba peristéaltica JENCONS 080

Anexo 8. Distribucion de las mediciones en los alimentos inoculados con Bacillus sp.

organizados por analista.
8.00

7.00
6.00
5.00

Log UFC/g

4.00
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Anexo 9. Distribucidn de las mediciones en los alimentos inoculados con Enterobacter
aerogenes organizados por analista.
8.00

7.00 *Al mA2 AA3
6.00
5.00
4.00

3.00 manmE

2
2.00 ¢

100 =

0.00

Anexo 10. Distribucién de las mediciones en los alimentos inoculados con Escherichia coli
organizados por analista.
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Anexo 11. Analisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Bacillus sp.,
clasificados por tipo de alimento.

Numero Log UFC/g
. de Total %
Alimento - Resultados resultados (%) Media DE Rango satisfactorio
excluidos
Harina 9 0 33.33 6.31 0.29 5.96a6.88 88.89
Leche 9 0 33.33 6.24 0.22 597a6.58 88.89
Vegetales 9 0 33.33 6.38 0.24 6.04a6.85 88.89

DE: Desviacion estandar.

Anexo 12. Analisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Bacillus sp.,
clasificados por analista.

Numero Log UFC/g
. de Total %
Analista - Resultados resultados (%) Media DE Rango satisfactorio
excluidos
1 9 0 3333 624 022 5.89a6.51 100.00
2 9 0 3333 641 033 5.96a6.88 66.67
3 9 0 33.33 623 0.17 6.04a6.46 100.00

DE: Desviacion estandar.

Anexo 13. Analisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Enterobacter
aerogenes, clasificados por tipo de alimento.

Nt’J(rjnero o Log UFC/g y
Alimento - Resultados result?;ldos (f))/fsl Media DE Rango satisfa(():torio
excluidos
Harina 7 2 29.17 284 1.89 1.00a6.04 100.00
Leche 8 1 33.33 355 208 1.00a6.58 100.00
Vegetales 9 0 3750 325 169 148a6.38 100.00

DE: Desviacion estandar.
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Anexo 14. Analisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Enterobacter
aerogenes, clasificados por analista.

_ Namero de L ... Log UFC/g %
Analista Resultados resultgdos %) Media DE Ran satisfactorio
excluidos 90
1 8 1 3333 324 176 148a5.58 100.00
2 7 2 29.17 311 130 1.00ab5.41 100.00
3 9 0 3750 331 236 1.00a6.58 100.00

DE: Desviacion estandar.

Anexo 15. Analisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Escherichia
coli, clasificados por tipo de alimento.

Nu(rjnero Total Log UFC/g y
Alimento - Resultados resultildos (E’)/f)‘;1 Media DE Rango satisfa(():torio
excluidos
Harina 9 0 3333 6.45 050 5.72a6.98 100.00
Leche 9 0 3333 655 049 570a7.04 100.00
Vegetales 9 0 33.33 653 044 586a6.99 100.00

DE: Desviacion estandar.

Anexo 16. Andlisis de los resultados obtenidos de las muestras inoculadas con Escherichia
coli, clasificados por analista.

NU(rjnero | Log UFC/g .
Analista - Resultados resul';dos 'I;(;[)E):l Media DE Rango satisf;octorio
excluidos
1 9 0 3333 6.58 050 5.82a6.99 100.00
2 9 0 3333 6.53 050 5.72a6.84 100.00
3 9 0 33.33 643 0.50 5.70a7.04 100.00

DE: Desviacion estandar.
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Anexo 17. Formato instructivo para el desarrollo de muestras control en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LAMZ).

1.  Objetivosy alcance
Describir la metodologia para desarrollar una muestra de control interno, en el Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos de Zamorano (LMAZ).

Alcance: Aplica a todas las cepas de referencia y trabajo que se utilizan en el LMAZ.

2.  Responsabilidades
Es responsabilidad del Jefe de Laboratorio y técnico analista la aplicacion y supervision de
las actividades descritas en este instructivo.

3. Definiciones
Cultivo de referencia: cultivos provenientes de una coleccién de cultivos reconocida
nacional y/o internacionalmente.

Cepas de reserva: Las cepas de reserva son una serie de alicuotas de cultivos idénticos
obtenidas en el laboratorio por subcultivo de la cepa de referencia.

Cepas de trabajo: son los subcultivos de los microorganismos obtenidos de las cepas de
reserva en el laboratorio.

Muestra control: Talco con una carga microbiana conocida, que permite al encargado y
operadores del laboratorio monitorear de forma continua las mediciones del laboratorio y
los resultados de los analisis microbioldgicos. Se usa el analisis estadistico para confirmar
si los resultados son lo suficientemente confiables como para ser aceptados en base a la
exactitud y precision de los mismos (Taverniers et al. 2004). Por lo tanto, se necesita
demostrar la competencia de la medicion comparando los resultados con un valor asignado
especifico.

Equipo y Materiales

Platos Petri de vidrio (150 mm de didmetro)
Pipetas de 10,5y 2 mL

Tubos de ensayo con rosca

Varilla de vidrio en forma de “L”

Barras magnéticas

Bolsas de muestreo de polietileno Whirl-pack® (capacidad 7 0z.)
Contenedor de pléastico con tapa, estéril
Colador de metal (0.9 x 0.9 mm)

Cucharas estériles

Espétulas estériles

Bolsas plastico (12 x 16 )

R R
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Medios

— Agar Soya Tripticasa (AST)
— Caldo Soya Tripticasa (CST)
— Agua peptonada al 0.1% (AP)
— Buffer fosfato (BF)

Cuadro A. Listado del equipo utilizado y sus condiciones de trabajo.

Equipo

Marca

Cddigo E-LMAZ

Incubadora (35 °C)
Horno

Agitador Orbital
Masticador

Camara de flujo laminar
Balanza

Contador de colonias
Bafio Maria

Vortex

Horno microondas

Balanza (0.1 a 100 g de amplitud)

Refrigerador
Autoclave
Autoclave

Dispensador de agua RIOS-DI 30V
Balanza analitica (medios)

Agitador/calentador
Agitador/calentador
Bomba peristaltica

Thermo Scientific
Fisher Isotemp

VWR

IUL Instruments
LABCONCO

Precisa

Reuchert

Memmert

Scientific

General Electric

Fisher Scientific

Fisher Scientific
Sterimatic Market Forge
Sterimatic Market Forge
Milipore S.A.S

Precisa

IKA

Fisher Scientific
JENCONS

046
043
026
051
017
060
078
039
059
011
005
057
065
066
089
007
003
002
080

Preparacién de medios

Cuadro B. Composicion del medio Agar Soya Tripticasa (AST).

Ingrediente Formulacion (g/L)

Caseina peptona (pancreatica) 15
Agar 15
Soya peptona (Papaica) 5
Cloruro de sodio (NaCl) 5
Total 40

pH: 7.3 £0.2 @25 °C (Zymbro y Power 2015)
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Cuadro C. Composicion del Caldo Soya Tripticasa (CST).

Ingrediente Formulacion (g/L)

Caseina peptona (pancreatica) 17
Soya peptona (papaica) 3
Cloruro de sodio (NaCl) 5
Fosfato dipotasico 2.5
Dextrosa 2.5
Total 30

pH: 7.3 £0.2 @25 °C (Zymbro y Power 2015).

Buffer de Fosfatos (Solucion de madre). Agregar en un recipiente (capacidad de 2 litro)
34 gramos de fosfato de potasio monobasico y luego adicionar 500 mL de agua destilada.
Seguidamente se ajusta el pH a 7.2 con Hidrdxido de sodio (NaOH) al 1N. Aforar hasta 1
litro con agua destilada y esterilizar a 121 °C por 15 minutos. Almacenar en refrigeracion.

Buffer de fosfatos (Solucion de trabajo). Se depositan 1.25 mL de la solucion madre en
un recipiente y aforar a 1 litro con agua destilada. Luego se dispensa en tubos de ensayo
con tapon de rosca en volumenes de 9y 9.9 mL o en frascos con 90 mL. Seguidamente se
esteriliza a 121 °C por 15 minutos. Almacenar en refrigeracién hasta su uso.

Agua peptonada (0.1%0). Se debe agregar 1 gramo de peptona en un recipiente y luego
aforar hasta 1 litro con agua destilada. Luego se ajusta el pH a 7.0 £ 0.2 y se dispensa en
9.9 mL. Esterilizar a 121 °C por 15 minutos y mantener en refrigeracion hasta su uso.

4, Actividades

4.1. Esterilizacion del talco: El talco es colocado en un recipiente de vidrio PYREX® 20
x 20 x 5 cm, dispersar el talco en una capa no mayor a 1 cm, luego se colocé en el horno a
140 °C y mantener por un tiempo de 4 horas. Apagar el equipo y dejar enfriar por un tiempo
minimo de 2 horas

4.2. Evaluacion de la actividad de agua del talco: Usar guantes termicos al retirar el
recipiente del horno, colectar el talco estéril con una cuchara estéril y almacenar en bolsas
de plastico estériles Whril-pack® (capacidad de 7 onzas). Separar 5 gramos para verificar
la actividad de agua (Aw) del talco en base a la metodologia AOAC 978.18, se debe
encontrar en un valor aproximado de 0.46 (Enache et al 2015).

4.3. Verificacion de esterilidad del talco: Se realiza una siembra para verificar la
esterilidad en AST por la técnica de vaciado en placa.
i Pesar asépticamente 0.1 g de talco y adicionar 9.9 mL de agua peptona al

0.1% con una pipeta estéril de 10 mL.

ii. Dejar reposar por 15 minutos y homogenizar por 7 segundos.

iii. Fundir AST en el horno microondas y atemperar el medio a 45 °C.

iv. Preparar una dilucion decimal. Pipetear 1 mL en un plato Petri y agregar
medio de cultivo atemperado a 45 °C.

31



Vi.

vii

Homogenizar el plato Petri con movimientos circulares y dejar solidificar el
agar.

Incubar el plato Petri en posicién invertida a 35 = 1 °C por 24 horas + 2
horas.

. Contar las colonias y expresar los resultados en UFC/ g.

Nota: El conteo debe ser de 0 UFC/g, porque nos indicara que el talco se encuentra libre de
microorganismos y puede ser inoculado con la cepa de referencia.

4.4. Preparacion del indculo.

Aislamiento de colonias puras: Preparar un plato Petri con AST. Fundir Agar
Soya Tripticasa y atemperar el medio a 45 °C. Agregar 15 mL del AST al plato
Petri y dejar solidificar por 1 minutos. Seguidamente seleccionar el
microorganismo de la coleccion de cultivos que posee el laboratorio y se estria
en el plato Petri. Encender el mechero, esterilizar con el fuego 4 asas
bacterioldgicas y se enfrian por 1 minuto. Con un asa bacterioldgica estéril,
tomar una muestra del cultivo de referencia y estriar en el plato Petri. Esterilizar
nuevamente el asa bacteriologica y usar una nueva asa bacteriologica. Estriar 4
veces el plato Petri, con la finalidad de separar colonias tipicas del
microrganismo. Incubar a 35 + 1 °C por 24 horas + 2 horas.

Multiplicacidon del microorganismo: Se selecciona una colonia tipica aislada
del microorganismo con un asa bacteriologica estéril, se transfiere a 10 mL de
Caldo Soya Tripticasa (CST) y se incuba por 24 horas + 2 horas a 35 °C. Se
preparan 5 platos Petri con AST solidificado. Se funde el agar y se atempera a
45 °C, luego se agregan 15 mL del AST a cada plato Petri y se deja solidificar
el agar, después se almacenan a 2 °C. Al finalizar el tiempo de incubacion del
CST, se transfiere 1 mL a cada plato Petri con AST solidificado y se incuban
por 24 horas * 2 horas a 35 °C.

Nota: Se usan 5 platos Petri por microorganismo a preparar

Método de cosecha. Finalizado el tiempo de incubacion, se agregan 6 mL de
agua peptonada al 0.1% a cada uno de los 5 platos Petri, luego con una varilla
de vidrio estéril en forma de L se remueve la capa bacteriana formada en el plato
Petri. Se colecta la solucidn bacteriana con una pipeta estéril de 10 mL y se
deposita la cosecha del microorganismo en un frasco estéril de 100 mL. Se
obtendran aproximadamente 25 a 30 mL de indculo liquido del microorganismo.
(Almond Board of California 2014).

Determinacidn de la carga microbiana del inéculo liquido: Medir 0.1 mL de
la cosecha con una pipeta estéril de 2 ml y adicionarlo a un tubo de ensayo con
9.9 mL de agua peptonada al 0.1%. Se homogeniza por 7 segundos y se preparan
diluciones decimales consecutivas (102 a 10®). Se toma 1 mL de cada dilucion
con una pipeta estéril de 5 mL y se deposita en un plato Petri rotulado con su
informacion. Se agregan 15 mL de AST previamente fundidos y atemperados a
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45°C, se homogeniza la muestra y se deja solidificar. Se incuban en posicién
invertida por 24 horas + 2 horas a 35 +1 °C y al finalizar el tiempo se cuentan
las colonias y se registran los resultados en UFC/ g.

4.5. Inoculacién del talco: Se pesan 25 g de talco esterilizado en un contenedor de vidrio
y se registra el peso inicial del talco. Luego se homogeniza el inoculo liquido cosechado
por 5 minutos a una velocidad de 3 en el agitador. Seguidamente con una pipeta estéril de
10 mL, se colectan 18 mL del inéculo liquido y se agregan al recipiente con el talco estéril.
El talco inoculado se mezcla manualmente con una espatula estéril de metal,
aproximadamente 60 movimientos circulares por minuto durante 5 minutos, hasta formar
una pasta uniforme. Luego se debe colocar una gasa estéril, se verifica que la gasa no tenga
contacto con la pasta, si no se puede colocar un hisopo estéril entre la gasa y la pasta. Se
seca en la incubadora a 35 °C por 24 horas * 2 horas. Se monitorea el peso cada hora para
determinar el tiempo necesario para remover el agua libre, es decir cuando regresa al peso
inicial. Después se seca el talco inoculado por 24 horas mas a temperatura ambiente.

4.6. Muestra control negativo: Se desarrolla una muestra control de talco, la cual no
contiene de microorganismos. Se agregan 18 mL de agua peptonada a 25 gramos de talco
estéril para evaluar la actividad de agua al final del secado y durante los analisis
microbiologicos.

4.7. Tamizadoy almacenado: Se tamiz0 el talco en la cdmara de flujo laminar. Se coloca
un soporte de masticador de plastico y una bolsa estéril de 12 x 16 pulgadas marca
INTERPLAST®. Sobre la bolsa se coloca un tamiz estéril de 0.9 x 0.9 mm, luego con una
espatula estéril se rompe la capa endurecida del talco secado y estos grumos son agregados
al tamiz, se tamiza con movimientos circulares con la espatula estéril para evitar la
generacion de aerosoles. Al colectar el talco seco inoculado, se almacena en un frasco toma
muestras estériles, se identifica el frasco con su respectiva informacion. Al finalizar se
aplica el protocolo de desinfeccion de la campana de flujo laminar.

Nota: Cambiar tamiz, bolsa y espéatula al trabajar con otro microorganismo para prevenir
contaminacion cruzada entre cultivos.

4.8. Condiciones de almacenamiento: Se coloca una cinta de Parafilm® entre la tapa del
frasco, esto con la finalidad de evitar el ingreso de oxigeno al talco, luego se almacena el
frasco con talco en una gaveta del laboratorio, en condiciones de oscuridad y a temperatura
ambiente, aproximadamente 20 °C.

4.9. Vida de anaquel: Se analiza la carga microbiana del talco los dias 0, 60, 120, 180.
En cada uno de estos dias se determind la concentracion del indculo a través de diluciones
decimales. Se pesa 0.1 g del talco inoculado en un tubo de ensayo estéril vacio y 9.9 mL
agua peptonada al 0.1% con una pipeta de 10 mL estéril (dilucion 1072). Se funde el agar y
se atempera a 45 °C, después la dilucion 102 se deja reposar por 15 minutos y se
homogeniza por 7 segundos. Seguidamente se realizan diluciones decimales consecutivas
hasta la dilucion 108, En la primera medicion (Dia 0 o fecha de elaboracion) es necesario
sembrar todos los factores de dilucion para determinar la carga inicial del talco inoculado y
en base a este resultado se determinan las diluciones a preparar en las siguientes mediciones
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para poder monitorear el comportamiento de los microorganismo. Al analizar la carga
microbiana, se medira la actividad de agua del talco a través del método AOAC 978.18.
Finalmente se registraran los resultados en UFC/g, se desarrollard una fuente de datos que
nos permitira evaluar la estabilidad del talco en el tiempo y determinar el tiempo en el que
permanece viable el indculo seco.

5.  Registros

MPC-LMAZ-101-FO01: Listado de cepas de referencia
MPC-LMAZ-101-F02: Listado de cepas de reserva y de trabajo
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