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RESUMEN

En el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad (LECC) de la Universidad Catolica de Santa
Maria de la ciudad de Arequipa, una de las muestras de mayor concurrencia son los quesos no
madurados. El queso representa uno de los productos lacteos de mayor consumo en el Perd, por
lo que su analisis es de suma relevancia. EI LECC realiza analisis microbioldgicos en una amplia
variedad de alimentos de consumo humano, que deben cumplir con una calidad microbioldgica,
en el que se evalua la inocuidad alimentaria y la calidad comercial del producto. Los quesos no
madurados que tienen bastante afluencia en el laboratorio deben de someterse a este anlisis de
calidad, y dentro de este, se encuentra el analisis de recuento de coliformes totales y E. coli
siendo el CCA (Agar para Coliformes Chromocult) uno de los medios mas utilizados, sin
embargo, este no se encuentra validado para esta muestra de alimento segun la 1SO
(Organizacion Internacional de Normalizacion) y por ende tampoco se encuentra validado en el
LECC de la UCSM. Es por ello que, en el presente trabajo, se evaluo a este medio de cultivo en
base a la ISO 16140-4 “Protocolo para la validacion de métodos alternativos (registrados) frente
a los métodos de referencia”.

Las muestras de quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito)
fueron obtenidos del mercado San Camilo de tres tiendas comerciales, obteniendo en total 18
quesos. El estudio fue observacional. La recoleccion de las muestras de quesos no madurados se
realizo en el mes de Julio del 2023. Los datos recolectados se almacenaron en Microsoft Excel
para realizar la estadistica correspondiente. La recuperacion relativa de coliformes totales y E.
coli en CCA en comparacion con TSA (Agar Triptona Soja) fue aceptable (101 % y 96 %), la
desviacidon estandar interna de repetibilidad (0,00266 y 0,00287) y reproducibilidad (0,14870 y
0,17401) fueron suficientes. El rango de trabajo se establecié entre 10 - 150 UFC (Unidades
Formadoras de Colonias) por placa segun la ISO 4832. En el parametro de precision se obtuvo
como desviacion estandar de repetibilidad, para el método de coliformes totales de referencia
fue 0,084 y para el alternativo 0,058, en el caso de la determinacion de E. coli se obtuvo una
desviacion estandar de repetibilidad para el método de referencia de 0,076 y para el alternativo
de 0,095, estos resultados se encuentran dentro del rango de los limites de aceptabilidad (AL) y
ademas se calcularon los intervalos de tolerancia esperados (B-ETI) que cumplen con la
condicional Upper B-ETI < AL y Lower B-ETI > -AL, por lo tanto el método alternativo es
aceptado como equivalente al método de referencia. La veracidad relativa se confirmé por un

grafico de dispersion que mostro la distribucion alrededor de la linea diagonal, indicando que si
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existe concordancia entre los resultados de ambos métodos. Asi mismo, se realiz6 el método de
Bland-Altman que consiste en comparar dos métodos diferentes y analizar su concordancia en
base a una misma variable, en el caso de coliformes totales y E. coli se obtuvo un limite superior
(0.20715 y 0.24126) y un limite inferior (-0.02903 y -0.08165), donde la mayoria de los datos
obtenidos se encuentran dentro de los limites y cumple con lo establecido por el pardmetro. En
conclusion, el método para el recuento de coliformes totales y E. coli utilizando el medio de
cultivo comercial cromogénico CCA, demostrd ser util para la cuantificacion simultinea de
ambos microorganismos en quesos no madurados, y por lo tanto puede ser validado para este
método (52).

Palabras claves: Validacion, quesos no madurados, coliformes totales y Escherichia coli.
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ABSTRACT

At the Testing and Quality Control Laboratory (LECC) of the Universidad Catdlica de Santa
Maria in the city of Arequipa, one of the most common samples are raw cheeses. Cheese is one
of the most consumed dairy products in Peru, so its analysis is important. The LECC performs
microbiological analyses on a wide variety of foods for human consumption, which must
comply with microbiological quality, in which the food safety and commercial quality of the
product is evaluated. Raw cheeses, which are quite common in the laboratory, must undergo
this quality analysis, which includes the analysis of total coliform and E. coli counts, with CCA
(Chromocult Coliform Agar) being one of the most commonly used methods. However, this
method is not validated for this food sample according to ISO (International Organization for
Standardization) and therefore is not validated at the LECC of UCSM. For this reason, in the
present work, this culture medium was evaluated based on ISO 16140-4 "Protocol for the
validation of alternative (registered) methods against reference methods".

Samples of raw cheeses were obtained from the San Camilo market from three commercial
stores, obtaining a total of 18 cheeses. The study was observational. The raw cheese samples
were collected in July 2023. The collected data were stored in Microsoft Excel to perform the
corresponding statistics. The relative recovery of total coliforms and E. coli in CCA compared
to TSA (Tryptone Soy Agar) was acceptable (101 % and 96 %), the internal standard deviation
of repeatability (0.00266 and 0.00287) and reproducibility (0.14870 and 0.17401) were
sufficient. The working range was established between 10 - 150 CFU (Colony Forming Units)
per plate based on ISO 4832. In the accuracy profile, the repeatability standard deviation was
0.084 for the reference total coliforms method and 0.058 for the alternative method, in the
determination of repeatability standard deviation for E. coli was obtained for the reference
method of 0.076 and for the alternative of 0.095, these results are within the range of the limits
of acceptability (AL) and in addition the expected tolerance intervals (B-ETI) were calculated
that comply with the conditional Upper B-ETI < AL and Lower B-ETI > -AL, therefore the
alternative method is accepted as equivalent to the reference method. The relative trueness was
confirmed by a scatter plot that showed the distribution around the diagonal line, indicating that
there is concordance between the results of both methods. In the case of total coliforms and E.
coli, an upper limit (0.20715 and 0.24126) and a lower limit (-0.02903 and -0.08165) were
obtained, where most of the data obtained are within the limits and comply with the established

parameter. In conclusion, the method for the enumeration of total coliforms and E. coli using
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the commercial chromogenic culture medium CCA proved to be useful for the simultaneous

quantification of both microorganisms in raw cheeses, and therefore can be validated for this
method (52).

Key words: Validation, raw cheeses, total coliforms y Escherichia coli.
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LISTA DE ABREVIATURAS

CCA: Agar para Coliformes Chromocult

TSA: Agar Triptona Soja

VRBL: Agar cristal violeta rojo neutro bilis lactosa
TBX: Agar Triptona Bilis-X-Glucoronido

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacion
NTP: Norma Técnica Peruana

UFC: Unidad Formadora de Colonia

NMP: NUmero Mas Probable

LECC: Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
UCSM: Universidad Catdlica de Santa Maria
MIDAGRI: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego
AOAC: Association of Analytical Communities

DS: Desviacion estandar

CV: Coeficiente de Variacion

Log: Logaritmo

Sr: Desviacion estandar repetibilidad

SI: Desviacion estandar reproducibilidad

Ui: Limite superior de intervalo de tolerancia esperado
Li: Limite inferior de intervalo de tolerancia esperado
AL: Limite de aceptabilidad

B-ETI: B-expectativa de intervalo de tolerancia
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INTRODUCCION

Los quesos forman parte de los productos lacteos méas consumidos en nuestro pais, por lo
que es relevante asegurar la inocuidad alimentaria de estos. Entre los microorganismos
indicadores de inocuidad estan los coliformes totales que estan compuestos por los
siguientes géneros de la familia Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter,
Escherichia y Klebsiella. La bacteria indicadora de contaminacion por materia fecal es la
Escherichia coli, por lo tanto, el consumidor podria estar expuesto a bacterias entéricas
(D).

La alta concentracion de bacterias que se encuentran en el queso fresco es primordialmente
por las condiciones Optimas de este alimento para el crecimiento de cualquier
microorganismo que ingrese al producto con facilidad. El queso fresco actta como un
excelente medio para el desarrollo de bacterias como Salmonella sp., Listeria sp.,
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y otros. El desarrollo de estas bacterias en el
queso fresco constituye el principal motivo de muchas enfermedades por transmision
alimentaria.

Un gran numero de quesos frescos que se venden en Arequipa, especialmente aquellos
producidos de manera artesanal, se ofrecen en mercados y en lugares ambulantes. Estos
sectores estan expuestos a una alta cantidad de microorganismos conllevando una higiene
deficiente, por lo que esto supone un peligro para la salud de quienes los consumen (2).
En la actualidad, la comercializacion de queso fresco estd ampliamente extendida. Esta
situacion genera una alta preocupacion en cuanto a la salud de los consumidores, ya que
desde el momento en que inicia el proceso con la extraccién de la leche de los animales
productores hasta la elaboracion, distribucién y venta del queso, se evidencia que la
infraestructura, los materiales y el manejo de la materia prima, no es la 6ptima y no
cumplen con las regulaciones sanitarias establecidas. Adicionalmente, estos quesos no son
sometidos en su mayoria a un método de pasteurizacion, que significa un riesgo para la
salud del consumidor (3).

El anélisis de coliformes totales y E. coli brinda informacién de la calidad en los quesos
no madurados, asi mismo, indica si las practicas sanitarias durante el proceso de
manufactura son correctas. La presencia de estas bacterias en cantidades superiores a las

permitidas evidencia una posible contaminacién del alimento, favoreciendo asi, a la
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aparicion de bacterias altamente patdgenas y el desarrollo de Enfermedades por
Transmision de Alimentos que constituyen una amenaza para la salud del consumidor.

El Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la UCSM se encarga de efectuar ensayos
de laboratorio, incluyendo técnicas analiticas generales y especificas como métodos no
normalizados, normalizados y métodos propios del laboratorio para determinar la calidad
en una extensa variedad de productos con el proposito de otorgar un servicio de calidad a
sus clientes con resultados confiables.

Asi mismo, la validacién de un método es primordial para afirmar la confiabilidad de los
resultados en base a un analisis estadistico de cada parametro establecido segun el método,
con el objetivo de verificar que el método es idoneo para el uso determinado, ademas que
permite al laboratorio poder obtener una acreditacion haciendo uso de sus competencias
en diversos tipos de ensayos.

Las instituciones internacionales como la ISO establecen métodos de referencia confiables
para la deteccién cualitativa y cuantitativa de coliformes totales y E. coli en alimentos,
estos procedimientos indican el uso de medios como VRBL (Cristal violeta rojo neutro
bilis lactosa) para coliformes totales y para E. coli se emplea el medio TBX (Triptona-
Bilis-X-glucuronido), sin embargo estos analisis se realizan simultaneamente utilizando el
medio CCA (Agar para Coliformes Chromocult) para el control microbiologico de aguas
segun la ISO 9308 (4). Es por ello el interés investigativo para realizar una valoracion del
medio CCA (Agar para Coliformes Chromocult) como Unica prueba de analisis
microbiologico tanto para coliformes totales como E. coli, sobre los quesos no madurados
obtenidos de uno los principales mercados de Arequipa que es San Camilo, optimizando
asi el tiempo y recursos en el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad
Catolica de Santa Maria.
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1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Determinacion del problema

En el LECC de la Universidad Catolica de Santa Maria, una de las muestras de
mayor interés para su analisis son los quesos no madurados debido a que estos
tienen mayor afluencia en el area de microbiologia. De acuerdo con la R.M. N°
591-2008-MINSA, se requiere realizar la enumeracion de coliformes totales y E.
coli, porque son criterios de higiene para considerar si un alimento es optimo para
el consumo humano (5).

Actualmente segun la 1ISO (Organizacion Internacional de Normalizacién), para
el recuento de coliformes y E. coli en alimentos emplean dos medios diferentes,
agar VRBL (Cristal violeta rojo neutro bilis lactosa) y agar TBX (Triptona-Bilis-
X-glucurénido) respectivamente; lo cual implica una mayor cantidad de recursos,
laboriosidad de los analistas, empleo de placas de Petri y autoclave, del mismo
modo mas tiempo en la realizacion del analisis. Asi mismo, el uso de dos medios
diferentes resulta ser mas costoso en comparacion de uno (CCA).

Debido a esto, podria resultar mejor el empleo de los medios de cultivo
cromogeénicos para el recuento de coliformes y E. coli, como el CCA (Agar para
Coliformes Chromocult) que es un medio selectivo y diferencial para estos
microorganismos, sin embargo, se encuentra validado para aguas segun la 1SO
9308 (4).

Por este motivo, es de interés validar este método en nuestra matriz objetivo para
que nos proporcione resultados confiables cumpliendo los parametros
establecidos por la 1ISO 16140-4, el cual es un protocolo para la validacion de

métodos alternativos frente a los métodos de referencia (6).

1.2. Enunciado del problema

VALIDACION DE UN METODO PARA COLIFORMES TOTALES Y
Escherichia coli UTILIZANDO EL MEDIO DE CULTIVO COMERCIAL
CROMOGENICO CCA (AGAR PARA COLIFORMES CHROMOCULT), EN
QUESOS NO MADURADOS, 2023.
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1.3. Descripcién del problema

1.3.1. Area del conocimiento

a. Area general: Ciencias de la salud
b. Area especifica: Farmacia y bioquimica
c. Linea o topico: Microbiologia

1.3.2. Variables
TablaN° 1

Cuadro de variables

Variables Variable Indicadores Unidades
Concentracion - Determinacion
de coliformes cualitativa de - PIA
Independientes  totalesy E. coli coliformes totales
en quesos no y E. coli.
madurados. - Determinacion - UFClg

cuantitativa de

coliformes totales

y E. coli.
Dependientes Validacion del - Estudio de
medio CCA veracidad relativa.
como método - Estudio de perfil de
alternativo en precision.
quesos no - Estudio de
madurados. precision  interna

(repetibilidad vy
reproducibilidad).

- Prueba de
inclusividad y
exclusividad.

* P/A: Presencia/Ausencia UFC: Unidad Formadora de Colonia
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1.3.3. Interrogantes basicas

- ¢El recuento en placa de coliformes totales y E. coli en quesos no
madurados cumplira con los limites establecidos por la R.M. N° 591-
2008-MINSA?

- ¢El método alternativo CCA (Agar para Coliformes Chromocult)
cumpliré con los criterios de validacion establecidos sobre coliformes
totales en comparacion con el método de referencia VRBL (Cristal
violeta rojo neutro bilis lactosa) en quesos no madurados?

- ¢El método alternativo CCA (Agar para Coliformes Chromocult)
cumplira con los criterios de validacion establecidos sobre E. coli en
comparacion con el método de referencia TBX (Triptona-Bilis-X-
glucuroénido) en quesos no madurados?

- ¢Se podré aplicar el método alternativo CCA (Agar para Coliformes
Chromocult) en quesos no madurados en el uso rutinario del LECC

haciendo uso de un protocolo?

1.3.4. Tipo de investigacion

Prospectivo transversal comparativo de observacion.

1.4. Justificacion

- Econémico: EI LECC de la Universidad Catélica de Santa Maria, se vera
beneficiado al poder reducir los costos, el tiempo, uso de placas y simplificara
el trabajo para los analistas, porque se empleard un mismo medio de cultivo
(CCA) evitando el uso de dos medios diferentes (VRBL y TBX) para la
cuantificacion de coliformes totales y E. coli.

- Social: La validacion del método alternativo CCA seria Util para optimizar el
tiempo de este andlisis, ya que las empresas productoras de quesos frescos
contratan el servicio del LECC.

- Profesional: Los profesionales quimicos farmacéuticos, en nuestra
formacion, somos capacitados para la validacion de métodos
microbioldgicos. Igualmente permitird que el LECC siga optimizando su &rea
de microbiologia con el objetivo de conseguir la acreditacion para los
métodos microbioldgicos utilizados en el laboratorio.
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- Personal: La validacion de métodos microbiolégicos en el LECC, fue de
nuestro interés durante el desarrollo de nuestras practicas preprofesionales,
asi mismo queremos contribuir en el laboratorio con la optimizacion del
andlisis microbioldgico en quesos no madurados, con el fin de que este sea
mas rapido y confiable. Ademas, esta investigacion va a contribuir a la
seguridad sanitaria, ya que al aplicarse va a informar sobre la inocuidad de
los quesos no madurados y es por ello nuestra iniciativa de realizar la presente
investigacion. Por otro lado, el realizar esta investigacion nos brindaréa
mayores oportunidades para especializarnos en esta area en un futuro

profesional.

2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

Validar un método de recuento en placa para coliformes totales y Escherichia coli
utilizando el medio de cultivo comercial cromogénico CCA (Agar para

Coliformes Chromocult), en quesos no madurados.

2.2. Objetivos especificos

- Obtener la muestra de quesos no madurados del mercado San Camilo.

- Realizar el recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. coli en los
métodos de referencia (VRBL y TBX) y alternativo (CCA), y evaluar las
diferencias estadisticamente mediante una prueba de ANOVA.

- Evaluar cada pardmetro establecido para la validacion del método alternativo
CCA.

- Realizar un protocolo de analisis de quesos no madurados para el Laboratorio

de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Catdlica de Santa Maria.
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3. MARCO TEORICO
3.1. Queso

3.1.1. Generalidades

La palabra queso proviene del latin “cascas” que significa fermentar. Este
producto se caracteriza por ser fresco, se origina por el drenaje de suero
que se forma por la coagulacion de la leche. Se considera un alimento de
mucho valor nutricional, porque contiene proteina de alto valor bioldgico,
grasa, fosforo, calcio, vitamina A y D; sin embargo, también contiene
microorganismos que pueden ocasionar afecciones a los consumidores
poniendo en riesgo su salud (7).

Es un producto derivado de la leche, que tiene uso en una amplia variedad
de comida gastronémica. Aporta textura, sabor y valor nutricional a estas
preparaciones. Ademas, representa una fuente significativa de nutrientes
esenciales para la nutricion humana, estas cualidades dependen de la
fuente de leche empleada y las condiciones de su elaboracién. Por lo tanto,
las caracteristicas nutricionales van a depender de cada tipo de queso ya
que son Unicas y distintivas.

Con el paso del tiempo, se han mejorado varios procedimientos para la
produccidn del queso, dando lugar a una amplia variedad de productos con
el proposito de preservar los nutrientes valiosos que podrian perderse
cuando la leche se descompone. Este producto es una parte fundamental
de la dieta en varias partes del mundo por su elevado contenido nutricional.
A comparacion de la leche, los nutrientes presentes en el queso estan
presentes de forma mas concentrada, debido a que en el proceso se elimina
el suero de la leche, lo que permite su conservacion (8).

En el Per, la produccidn de leche por afio es de 2 millones 241 toneladas,
del cual el 44 % se dirige a la elaboracién de queso artesanal y productos
lacteos. Segun el MIDAGRI en el afio 2022 se evidencio 145.765
toneladas de produccién nacional de queso en comparacién al afio 2021,
el cual fue de 126.685 toneladas de esta produccion. Ademas, en el afio

2022, del total de la produccién nacional, el queso fresco corresponde al
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mayor porcentaje con un 73 %, luego el queso maduro con 23 %, seguido
el mantecoso con 4 %, entre otros.

Es importante sefialar que en el Pert hay 388.450 productores de queso,
que fabrican més de 50 variedades de este alimento, en mayor cantidad
son los quesos artesanales. Dentro de las principales provincias
productoras de queso estan Puno, Cajamarca, Ayacucho, Arequipa,
Huénuco, Moquegua, Huancavelica, Amazonas, Cusco, Piura, Lima,
Pasco y Junin.

Segun el MIDAGRI, esta en ascenso la ingesta de queso en cada peruano,
tanto asi que en el afio 2009 se consumia 2.4 kilos por persona, sin
embargo, en la actualidad se consumen 4.7 kilos. Asi mismo, la Encuesta
Nacional del Consumidor nos indica que el queso representa el segundo
derivado lacteo de mayor consumo en el pais, dado que aporta un alto valor
nutricional al consumidor. El consumo del queso se da con una frecuencia
de 2 a 3 veces por semana, siendo la frecuencia de compra una vez a la
semana, esto se ve influenciado por el facil acceso a este alimento, ya que

se encuentra en bodegas y mercados (9,7).

3.1.2. Clasificacion

En el Perd, los quesos se clasifican en base a la NTP 202-193 “Leche y
productos lacteos. Queso. Identificacion, clasificacion y requisitos”.
a. Segun la consistencia: extraduro, duro, semiduro y blando.
b. Segun la cantidad de materia grasa: extragraso, graso, semigraso,
semidescremado y descremado.
c. Segun el tipo de proceso: fresco, semimadurado, madurado y
madurado por mohos (10).
También se pueden clasificar segin el proceso de elaboraciéon y la
consistencia de la pasta.
a. Segun el proceso de elaboracion: se divide en quesos no
madurados como Mozzarella, Ucayalino o Cajamarca; en quesos
madurados como el parmesano, Amazonico y Cuartirolo; y en

quesos fundidos que se caracterizan por ser productos procesados.
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b. Segun la consistencia de la pasta: se clasifica en quesos de pasta
blanda el cual su porcentaje de humedad se encuentre entre 52 y
65%, aqui se encuentra el Mozzarella, Mantecoso y el Fresco. Los
quesos de pasta semidura que presenta un porcentaje de humedad
entre 39 y 51%, aqui se encuentra el Gouda, Paria y Tilsit. Por
ultimo, los quesos de pasta dura que contienen un porcentaje de
humedad menor al 38%, aqui estd el Parmesano, Amazonico y
Cheddar (7).

3.2. Queso fresco

3.2.1. Generalidades

Se le denomina el queso que se produce en base a la leche pasteurizada,
sin pasar por el proceso de maduracién, sin corteza y que se encuentra
dispuesto para el consumo humano poco después de su elaboracion.

Se caracterizan por su alto contenido de humedad; ademas el cuajado para
su fabricacion puede ser de tipo enzimatico, por acidez con el uso de
cultivos lacticos o &cido organico, ademas puede ser blando o duro, magro
0 graso, con pasta cocida o no. Es importante conocer que el tiempo de
durabilidad de este tipo de queso es de treinta dias y con refrigeracion en

un rango de temperatura entre 4°C y 10°C (2).

3.2.2. Clasificacion

A. Queso fresco tradicional

Aquel queso que se caracteriza por su textura blanda y firme, con un color
blanco, no es madurado, es moldeado, una de sus particularidades es que
es levemente granular, no contiene cultivos lacteos y es producido por la
coagulacién de la leche y liberacién del suero.

B. Queso mozzarella

Se describe como un queso blando, color casi blanco, de textura lisa y
elastica, contiene una estructura fibrosa de hebras de proteina de forma
paralela, no contiene granulos de cuajada. Una de sus caracteristicas es

que se puede moldear de diferentes formas.
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C. Queso requeson, queso cottage

Se caracteriza por ser un queso que no presenta corteza, su textura es
blanda y granulosa, no es madurado, presenta un color casi blanco y si se
evidencia una cubierta con aspecto cremoso.

D. Queso mantecoso, queso Cremaoso

Se caracteriza por un contenido alto de materia grasas, su textura es
blanda, homogénea, cremosa y no granular, no es madurado ni escaldado,
su elaboracion se da en base a la crema sola 0 mezclada con leche, se hace
empleo de cultivos lacteos y opcionalmente de enzimas en el proceso de

la cuajada (11).

3.2.3. Requisitos microbioldgicos segun la NTP 202-195:

La presente norma describe los parametros establecidos que debe cumplir
el queso fresco para que se encuentre con la inocuidad alimentaria 6ptima

para el consumo humano (11).

Tabla N° 2

Requisitos microbioldgicos del queso fresco segun la NTP 202-195

Agente Unidad Categoria | Clase Limite Método de
microbiano ensayo
m M
Coliformes UFC/g 5 3 5x10° 10° IS0 4832
AQAC991.14
Salmonella Presencia o 10 2 Ausencia | - ISO 6579-1
spi25g ausencia’25 g
Escherichia coli NMP/g 6 3 3 10 | ISO 16649-3
Staphylococcus UFC/g 7 3 10 10° ISO 6888-1
aureus
Listeria Presencia o 10 2 Ausencia - ISO 11290-1
monocytogenes | ausencia25 g
NOTA:
Categoria: Grado de riesgo que representa los microorganismos en base a las condiciones de
manipulacion v consumo humano.
Clase: Clasificacion que se les da los planes de muestreo por atributos, pueden ser de dos o tres.

3.2.4. Alteracion en el queso fresco

El queso fresco se considera un excelente sustrato propicio para el

crecimiento microbiano, adicional a ello, también tiene un alto contenido
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de humedad, un alto valor en nutrientes y un pH excelente para el
desarrollo de los microorganismos de este alimento.

La microflora del queso va a depender fundamentalmente de la leche y de
su pasteurizacion en su elaboracion. Generalmente, entre la flora
microbiana presente en el queso fresco se distingue a los coliformes,
Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, algunos hongos
y levaduras también. La degradacion de este alimento se basa
primordialmente en la microflora natural del queso y la carga microbiana
inicial de la leche; estos factores se encuentran directamente relacionados
con el desarrollo de las bacterias presentes en el queso fresco y

consecuentemente con su deterioro (7).

3.2.5. Fuentes microbioldgicas contaminantes del queso fresco

La contaminacién del queso proviene de la incorrecta manipulacion de la
leche y en la fabricacion del queso, seguidamente se detallan las
principales vias de contaminacion.

A. Animal

La ineficiencia sanitaria en el ordefio influye en la contaminacion de la
leche porque hay contacto con las mamas del animal productor, ademas
por una incorrecta manipulacion, pueden estar presentes los pelos del
animal que también son contaminantes.

Asi mismo, Staphylococcus aureus, un agente patégeno que afecta a la
ubre aumenta la contaminacion en la leche y también algunas
enfermedades en el animal que pueden transmitirse por las vias de la
produccién de la leche en el animal.

B. Vias externas

> Estiércol y suelo
Se caracteriza por ser una de las principales fuentes de contaminacion,
debido a que estd en contacto con las mamas del animal y su
inadecuada higiene propicia la exposicion de microorganismos

patdgenos, en su mayoria coliformes fecales.
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> Agua
La inocuidad del agua repercute directamente en la contaminacion por
el lugar de suministro, ya que es contaminada por las fuentes
superficiales debido a la actividad de los animales, personas y otros
factores. Los microorganismos patdgenos pueden encontrarse en el
agua, por lo tanto, es importante mantener precauciones en funcion a
estas fuentes de abastecimiento, la alimentacion y el entorno de los
animales productores para garantizar una excelente calidad de agua.

> Herramientas
La suciedad presente en las ranuras, espumas y otras superficies que
tienen contacto con la leche desempefia un papel importante en este
procedimiento. Asi mismo, descuidar la limpieza en el material para
la elaboracién del queso fresco puede dar lugar a la contaminacién, lo
que, a su vez, afecta en la calidad final del producto. Ademas, el
recipiente que contiene la leche se considera una de las herramientas
principales de contaminacidn, en especial cuando no tiene una higiene
correcta, lo que puede propiciar la proliferacion de microorganismos.

> Airey polvo
El aire puede introducir microorganismos en la leche o en otros
componentes del proceso, lo que lo convierte en una fuente de
contaminacion, ya que el movimiento del aire puede transportar
ciertas particulas de suciedad. De igual manera, el polvo representa
una fuente adicional de contaminacion, ya que puede albergar
microorganismos que son transmitidos por el aire. Por lo tanto, es
esencial implementar medidas preventivas para evitar que el polvo se
deposite en el queso fresco.

> Personal
Los trabajadores incluidos en el ordefio de los animales o en la
fabricacion del producto pueden constituir una fuente potencial de
contaminacion, debido a que las manos y ciertas partes del cuerpo
pueden albergar al microorganismo Staphylococcus aureus. Asi
mismo, es esencial que el personal tome precauciones especiales y
mantenga buenas précticas de higiene en el proceso.

13
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> Otras fuentes
Los insectos también representan una fuente de contaminacion al

introducir microorganismos potencialmente dafinos (7).

3.2.6. Proceso de elaboracion

La fabricacion del queso fresco requiere insumos especificos para su

preparacion, de igual forma es de suma importancia mantener inocuo todo

el proceso de elaboracion para conseguir un producto en condiciones

Optimas para su ingesta.

A. Insumos

> Leche
Es un componente fundamental en la produccién del queso fresco
debido a su contenido de lactosa y caseina, que representa
aproximadamente el 80 % del nitrégeno presente en este ingrediente.

> Cuajo
Estda compuesto por quimosina, que es una enzima liberada por el
estomago de los terneros, se emplea para separar el agua de los solidos
en la leche. La accion de esta enzima es directamente con la caseina,
esto provoca la union de los sélidos de la leche en forma de gel. A
medida que este gel se contrae, expulsa el suero, separando entre un
50 % y 90 % la cantidad de agua presente en la leche.

> Sal
Se emplea para dar formay afecta el proceso de eliminacion del suero,
lo que a su vez tiene un impacto en la cantidad de humedad del queso.
Este componente ejerce una influencia significativa en las
caracteristicas del queso al tener efectos sobre las bacterias
involucradas en su elaboracion.

B. Etapas de elaboracion

> Recepcion
La leche debe cumplir con los criterios de calidad, tanto como en
términos quimicos como microbiolégicos. Debe poseer la acidez
necesaria y estar exenta de impurezas, por lo que se requiere un
proceso de filtracion para eliminar cualquier sustancia ajena.

14
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> Pasteurizado
Se puede definir como un proceso sanitario disefiado para eliminar
por completo la microflora bacteriana presente en la leche, con ello se
reduce significativamente la actividad enzimatica que puede causar el
deterioro. Es un paso esencial en la fabricacion de los quesos frescos,
existen dos tipos de pasteurizacion, como la lenta que consta de 30
minutos a 63 - 65 °C y la rapida de 15 segundos a 72 °C.

> Enfriado
El propdsito de este paso es preparar la leche de manera que mejore
la productividad y promueva la creacion del cuajo.

> Coagulacion
Se define como el resultado de la alteracion de las proteinas y se puede
realizar de dos maneras: Usando enzimas proteoliticas &cidas, como
la quimosina que da lugar a la coagulacion enzimatica, esta consta de
dos etapas, la primera que se caracteriza por la hidrolisis de la k-
caseina que conduce a la desestabilizacion de las micelas de caseina,
formando micelas para-k-caseina. En la segunda etapa, que dependen
del calcio, ocasiona la agrupacion y precipitacion de las micelas para-
k-caseina. Con el tiempo, se desarrolla una estructura en forma de red
con poros, donde se incorporan los glébulos de grasa, y el coagulo se
fortalece debido a la formacidn continua de enlaces entre las micelas.
Este proceso final necesita que la mezcla repose y se encuentre a una
temperatura por encima de los 20°C y también reduciendo el pH a un
valor isoeléctrico de las proteinas.

> Cortado y batido
Durante este proceso, es esencial evitar que se rompa el coagulo, ya
que esto significaria pérdida de materia grasa y un deficiente
coagulado. Como recomendacion para la preparacion de los quesos,
se sugiere cortar la cuajada en cubos con medida de 1 a 2 cm,
procurando que el corte sea uniforme para incrementar la superficie
de contacto y permitir que el suero salga en la mayor cantidad posible.
Ademas, batir la cuajada a una temperatura entre 38 - 40°C contribuye

a mejorar el coagulado y facilitar la liberacion del suero.
15
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> Desuerado
Implica la separacion del suero mediante filtracion o decantacion. Se
pueden llevar a cabo dos etapas de desuerado. En la primera fase, se
elimina alrededor del 35 % y 50 % del lactosuero, dejando el suero
restante adecuado para la incorporacion directa de sal, que favorece
la homogeneizacion.

> Salado
Se realiza para alcanzar el sabor deseado en el queso fresco, asi mismo
facilita la eliminacién del suero. Ademas, cumple una funcion
conservante al inhibir el crecimiento de bacterias indeseables,

especialmente cuando se utiliza en concentraciones mas altas.

> Moldeado
Tiene como finalidad que los coagulos se adhieran para una masa

integra, lo que determina la textura y la forma final del queso fresco.

> Almacenado
Es importante la refrigeracion, para que el queso alcance su punto
optimo en términos de textura y presentacion. Se recomienda
mantenerlo a una temperatura entre 4 y 7 °C, para inhibir el
crecimiento de microorganismos evitando el deterioro del producto.
La duracion de la frescura del queso varia y esta influenciada por la
produccion, especialmente la pasteurizacion, enfriamiento de la leche

y almacenamiento del producto final (3).
3.3.  Microorganismos contaminantes

3.3.1. Coliformes

El término coliforme engloba a microorganismos con caracteristicas
bioguimicas similares y con una relevancia importante como indicadores
de contaminacién en alimentos y agua. Este nombre se deriva de la
bacteria principal de este grupo, Escherichia coli. Este grupo pertenece a
la familia Enterobacteriaceae, no producen esporas y son Gram negativas

aerobias y anaerobias facultativas. Se encuentran de manera natural en la
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microbiota intestinal del ser humano, en animales de sangre caliente, en el
agua, suelo y vegetacion (13).

Este grupo familiar comprende 41 géneros y mas de 100 especies. Estos
microorganismos pertenecen al grupo de gamma proteobacterias y se
presentan como bacilos rectos de tincion Gram negativa. Pueden ser
moviles gracias a los flagelos peritricos o inmdviles. Tienen requisitos
nutricionales simples por lo que no necesitan de sodio para crecer y
normalmente reducen el nitrato a nitrito (12).

3.3.2. Coliformes totales
A. Definicion
Son un grupo de bacterias Gram-negativas, aerobias 0 anaerobias
facultativas en presencia de sales biliares, que no forman esporas, tienen
forma de bastoncillos que fermentan la lactosa a temperatura de 35 a 37 °©
C, forman acido y gas (CO) en 24 h, son oxidasa negativa, y tienen
actividad enzimatica R-galactosidasa (14). Esta compuesto por bacterias
entéricas como Escherichia, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. La
cuantificacion de estas puede ser de utilidad para confirmar el saneamiento
del agua y los entornos de procesamiento de alimentos (15).
Es importante destacar que, de estas bacterias, Escherichia coli es la Unica
que forma parte del tracto intestinal humano y de animales de sangre
caliente, mientras que los otros microorganismos pueden hallarse en
vegetales y en el suelo.
En este sentido, la R.M N° 591-2008-MINSA, ha dividido los
microorganismos en tres grupos distintos, que son: indicadores de
alteracion (categoria 1, 2 y 3), indicadores de higiene (categoria 4, 5y 6)
y los patégenos (categorias del 7 al 15), donde los coliformes totales se
encuentran dentro del grupo de indicadores de higiene (13).
B. Clasificacion
> Fermentacion de lactosa con rapidez
% Escherichia coli
- Definicion: Es un coliforme que produce indol a partir del
triptéfano a una temperatura de 44 + 0,5 °C en (21 £ 3) h,
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S

da un resultado positivo en la prueba del rojo de metilo, es
incapaz de producir acetil-metil carbinol y no emplea
citrato como Unica fuente de carbono. Su presencia podria
estar asociada principalmente con la contaminacion fecal
(16).

- Habitat: Esta bacteria es habitualmente encontrada en el
sistema gastrointestinal. y aunque en su mayoria se
consideran inofensivas, existen ciertos serotipos altamente
patdgenos capaces de causar enfermedades muy graves.
También se encuentra en los alimentos, por lo que es
importante garantizar la inocuidad de estos para prevenir
alguna infeccion alimentaria (17,18).

- Taxonomia:

Tabla N° 3
Categoria taxondmica de Escherichia coli

Domimio Bactera.
Remo Bactera.

Filo Proteobactena.
Clase Gammna proteobacteria.
Orden Enterobacteriales.

Familia Enterobacteriaceae.
Género Escherichia.
Especie Escherichia coli.

- Clasificacion filogenética: Principalmente se divide en
cuatro grupos denominados A, B1, B2 y D. De esta forma,
las cepas de E. coli que son virulentas fuera del intestino,
se ubican en el grupo B2, y en menor medida, en el grupo
D. En contraste, la mayoria de las cepas se encuentran en el
grupo A. Cabe destacar, que las cepas del grupo B2 poseen
una mayor capacidad para permanecer en el tracto intestinal
en comparacion con otras cepas.

- Enfermedades clinicas: Pueden ser responsables de una
variedad de enfermedades, incluyendo septicemia,

18
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infecciones del tracto urinario y episodios de diarrea.
Las cepas que ocasionan diarrea son agrupadas en seis
categorias:

e E. coli enteropatogena (EPEC): es la causa principal
de la diarrea infantil en naciones menos desarrolladas.
Esta infeccion se caracteriza por la habilidad de las
bacterias para adherirse a las células epiteliales del
intestino delgado y posteriormente destruir las
microvellosidades. La sintomatologia se representa por
la diarrea aguda leve o grave, con vémito y fiebre baja.

e E. coli enterotoxigena (ECET): esta cepa afecta
principalmente a nifios pequefios que residen en paises
en vias de desarrollo o a aquellos que viajan a estas
localidades. La principal via de adquisicién de estas
infecciones es mediante la ingesta de alimentos o agua
contaminada con materia fecal, y no se produce una
transmision directa de persona a persona. Los sintomas
tipicos de esta infeccién incluyen una diarrea repentina
gue no presenta sangre, moco ni pus. Ocasionalmente,
puede ocurrir fiebre y vomitos.

e E. coli enterohemorragica (ECEH): son las
responsables mas frecuentes de infecciones en
naciones desarrolladas. La gravedad de esta infeccion
puede variar desde una diarrea leve hasta una colitis
hemorréagica que se caracteriza por dolor abdominal y
diarrea con sangre. En algunas personas, se puede
presentar fiebre leve o febricula, y también puede
llevar al desarrollo del sindrome urémico hemolitico
(SUH). Es mas comudn durante los meses célidos y
afecta en su mayoria a nifios menores de 5 afios.
Muchas veces esta infeccion se debe al consumo de
productos carnicos poco cocidos, asi como al consumo
de agua, leche no pasteurizada, jugo de frutas, verduras
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crudas y frutas.

e E. coli enteroinvasiva (ECELI): esta cepa se identifica
como la causante de la diarrea disentérica. Se encuentra
de forma endémica en muchos paises en desarrollo, y
su patrén epidemiolégico tiene cierta similitud con la
Shigelosis. Tiene la capacidad de invadir y dafar el
revestimiento del color, lo que conduce a una diarrea
acuosa. Pocas veces, la enfermedad puede evolucionar
hacia una forma disentérica, que se describe con fiebre,
colicos abdominales, diarrea con presencia de sangre y
leucocitos en las heces.

e E. coli enteroagregativa (ECEA): son asociadas con
episodios de diarrea acuosa que persiste y conduce a la
deshidratacién, especialmente en nifios menores de 2
afios, asi como personas que han viajado a zonas en
vias de desarrollo. Ademas, estan relacionadas con
casos de diarrea cronica y tienen la capacidad de
provocar diarrea persistente (18).

+« Enterobacter

- Definicion: forma parte del género Enterobacter, es un
microorganismo en forma de bacilo que mide
aproximadamente 2 micrometros de longitud y que
pertenece al grupo de las bacterias Gram negativas del tipo
anaerobio facultativo (20).

- Habitat: se encuentra generalmente en la piel del ser
humano, las plantas, los suelos, el agua, el tracto intestinal

y en algunos derivados lacteos.
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- Taxonomia:
Tabla N° 4
Categoria taxondmica de Enterobacter
Dominio Bacteria.
Reino Bacteria.
Filo Proteobacteria.
Clase Gamma proteobacteria.
Orden Enterobacteriales.
Familia Enterobacteriaceae.
Género Enterobacter:

- Enfermedades clinicas: Las infecciones mas comunes
causadas por esta bacteria se presentan en vias respiratorias
inferiores, en la piel, en el tracto urinario, endocarditis,
dentro de la cavidad abdominal, artritis séptica,
osteomielitis e infecciones oculares (21).

% Klebsiella

- Definicion: pertenece al género Enterobacter, se
caracteriza por tener una capsula de gran tamarfio, no tiene
movilidad, es Gram negativo y anaerobio facultativo.
Ademaés, es capaz de producir la enzima lisina
descarboxilasa, pero no la ornitina descarboxilasa, y suelen
dar un resultado positivo en la prueba de VVoges Proskauer.

- Habitat: se encuentra en el entorno natural, especialmente
en aguas residuales y superficiales, en el suelo y en las
plantas. En los seres humanos se ubica en mayor proporcion
en el sistema respiratorio, en las heces, en la boca, en la piel
y en el tracto intestinal.

- Taxonomia:
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Tabla N° 5
Categoria taxonomica de Klebsiella
Dominio Bacteria.
Reino Bacleria.
Filo Proteobacteria.
Clase Gamma proteobacteria.
Orden Enterobacteriales.
Tamilia Enterobacteriaceae.
Género Klebsiellc.

- Enfermedades clinicas: causante de neumonias
bacterianas, ademas puede provocar una consolidacion
pulmonar necrosante debido a una hemorragia prolongada.
Asimismo, es responsable de infecciones urinarias y
bacteriemia en pacientes inmunodeficientes. Se caracteriza
por estar entre las principales bacterias responsables de
infecciones hospitalarias (23, 24).

> Fermentacion de lactosa con lentitud
¢ Citrobacter

- Definicion: es un bacilo Gram-negativo de 0,3 - 1,0 um de
ancho x 0,6 - 6 um de largo, tiene movilidad, se caracteriza
por ser anaerobio facultativo y pertenece a la familia
Enterobacteriaceae (24).

- Habitat: Citrobacter es una bacteria ampliamente
distribuida en la naturaleza, generalmente en el suelo y en
el agua, también se localiza en el tracto gastrointestinal de
los seres humanos. Por lo general, se considera un
microorganismo saproéfito, pero puede causar enfermedades
en personas con el sistema inmunoldgico comprometido
(23).

- Taxonomia:
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Tabla N° 6
Categoria taxonémica de Citrobacter

Dominio Bacteria.

Reino Bacteria.
Filo Proteobacteria.
Clase Gamma proteobacteria.

Orden Enterobacteriales.

Familia Enterobacteriaceae.

Género Citrobacter.

- Enfermedades clinicas: es la bacteria responsable de
causar infecciones en el tracto urinario, en los huesos, en el
tracto  respiratorio, intraabdominales,  peritonitis,
bacteriemias y septicemias. A pesar de su amplia presencia
en la naturaleza, no suele causar infecciones con facilidad,
excepto en personas inmunocomprometidas. Ademas,
Citrobacter tiende a desarrollar rapidamente resistencia a
varios antibidticos (22,25).

+» Serratia

- Definicion: se caracteriza por ser anaerobio facultativo,
Gram-negativo y  pertenece a la  familia
Enterobacteriaceae. Las especies del género Serratia se
destacan entre las enterobacterias debido a su capacidad
para generar tres enzimas hidroliticas como la lipasa,
gelatinasa y DNAsa.

- Habitat: la mayoria de las variedades pertenecientes al
género Serratia se hallan diversos entornos, incluyendo al
medio ambiente, el suelo y los reservorios de animales. En
el ser humano, se encuentra en areas como el revestimiento
intestinal, las vias respiratorias, el tracto urinario, heridas y
otras areas. Ademas, en el entorno hospitalario, se pueden
encontrar en instalaciones y fuentes como el suministro de
agua, las tuberias y los suministros médicos. Se caracteriza
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por ser patégenos oportunistas (22).
- Taxonomia:

Tabla N° 7
Categoria taxonomica de Serratia

Dominio Bacteria.
Reino Bacteria.
Filo Proteobacteria.
Clase Gamma proteobacteria.
Orden Enterobacteriales.
Familia Enterobacteriaceae.
Género Serratia.

- Enfermedades clinicas: estas bacterias tienen la capacidad
de provocar infecciones en el tracto urinario, en las vias
respiratorias, en quemaduras, en heridas y en el torrente
sanguineo dando lugar a bacteriemias y septicemias.
También causa infecciones a través de catéteres venosos

(26).
C. Pruebas bioquimicas confirmatorias
Tabla N° 8
Pruebas bioquimicas de coliformes totales
Género M F F Formacién | Formacion Formacion | Protedlisis | Utilizacion
glucosa | lactosa de Hz de indol de acetoina de urea
Escherichia | + + + + + - - -
Klebsiella - + + + ’ + - +
Enterobacter | + + + + - + + +
Citrobacter | + + + + + - - +

* M: Motilidad, F: Fermentacion, adaptado de Lopardo (2018) (22)
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3.4. Analisis microbiologico para coliformes totales y E. coli en alimentos seguin
la 1ISO 4832y 16649

3.4.1. Medio de cultivo de referencia VRBL (Cristal violeta rojo neutro bilis

lactosa)

En la 1ISO 4832 (Microbiologia de alimentos y alimentos para animales.
Método horizontal para el recuento de coliformes: Técnica de recuento de
colonias) se describe este medio que tiene como fundamento la capacidad
de los coliformes de fermentar la lactosa.

Esta compuesto de peptona, extracto de levadura como fuente de vitaminas
del grupo B, lactosa como carbohidrato fermentable, sales biliares y cristal
violeta para inhibir las bacterias Gram-positivas, rojo neutro como
indicador de pH, cloruro de sodio para el transporte y el equilibrio
osmatico.

Los fermentadores de lactosa forman colonias rojas con halos de color rojo
purpura. Las colonias tipicas de coliformes son rojas purpureas y con un
didmetro (a veces rodeadas por una zona rojiza de bilis precipitada), no
requieren confirmacion adicional (28).

3.4.2. Medio de cultivo de referencia TBX (Triptona-Bilis-X-glucurénido)

En la ISO 16649-2 describe este medio que se fundamenta en la escision
del sustrato cromogenico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-glucurénido (X-
B-D-glucurdnido) en presencia de la enzima B-D-glucuronidasa que es
caracteristica de E. coli.

El medio contiene peptona de caseina que brinda nitrégeno, vitaminas,
minerales y aminoacidos esenciales para el desarrollo. El crecimiento de
la flora Gram-positiva acompafiante se inhibe en gran medida por el
empleo de sales biliares y la alta temperatura de incubacion de 44 °C.

El resultado de la actividad enzimatica glucuronidasa intracelular al
romper el vinculo entre el croméforo y el glucurdnido produce que las
colonias de E. coli adquieran un color caracteristico azul verdoso (29).
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3.5. Analisis microbioldgico para coliformes totales y E. coli en aguas segun la
1SO 9308

3.5.1. Medio de cultivo alternativo CCA (Agar para Coliformes
Chromocult)

El medio cromogénico CCA permite la deteccién, diferenciacion y
enumeracion simultanea de E. coli y coliformes totales en agua potable.
Se fundamenta en el recuento de coliformes por su enzima R-D-
galactosidasa, que escinde el sustrato Salmon-GAL y en el recuento de E.
coli por la escisién de los sustratos X-glucurénido y Salmon-GAL por sus
enzimas -D-glucuronidasa y 3-D-galactosidasa respectivamente.

Su formulacién contiene peptonas, piruvato, sorbitol y tampdn de fosfato
para apoyar el crecimiento rapido de colonias, heptadecilsulfato de sodio
(Tergitol® 7) como inhibidor de las bacterias grampositivas y algunas
bacterias Gram-negativas sin efecto negativo sobre el desarrollo de las
bacterias coliformes y E. coli objetivo.

El resultado de la interaccién enzima-sustrato se evidenciard por la
aparicion de diferentes colores en las colonias, en el caso de coliformes

seran de color rojo salmén, y en E. coli color azul oscuro a violeta (30).

3.6. Normativa nacional sanitaria

La “Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbioldgicos de Calidad
Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano (R.M.
N° 591-2008-MINSA)”, decreta las condiciones microbioldgicas de calidad
sanitaria e inocuidad que deben cumplir las bebidas y los alimentos naturales,
elaborados o procesados, para que puedan ser considerados como aptos para el
consumo humano.

En la norma se agrupa a los alimentos en base a su origen, tecnologia de
elaboracion y consumidor; en el grupo “Leche y productos lacteos” se encuentran
los quesos no madurados, que consideran como criterios microbioldgicos a los

microorganismos indicadores de higiene que son los coliformes totales (5).

3.7. Validacion
Se define como un grupo de procesos desarrollados para confirmar mediante un
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andlisis y evidencias objetivas que cumplan con ciertos criterios para el uso
especifico previsto de los procedimientos analiticos (31).

Ademas, establece caracteristicas de funcionamiento de un método y suministra
evidencias tangibles para confirmar el cumplimiento de los estandares de

funcionamiento para su aplicacion prevista (32).

3.7.1. Tipos de validacion

a. Validacion concurrente: se trata de una evaluacion en curso del
proceso, demostrando y estableciendo pruebas documentales de que
tal proceso sigue las directrices adecuadas basadas en la informacion
recopilada durante su implementacion real. Tiene relevancia este tipo
de validacion cuando se han modificado etapas del proceso, ya que
proporciona datos para corregir el proceso.

b. Validacion prospectiva: este tipo de validacion se realiza antes de
llevar a cabo un método o proceso, permitiendo que las revisiones
anticipadas influyan en las caracteristicas del método. Su principal
objetivo radica en prever errores y reducir el riesgo de que ocurran
durante la ejecucion del proceso.

c. Validacion retrospectiva: consiste en validar un proceso que ya ha
estado en marcha durante algun tiempo, basdndose en datos de
produccion, pruebas y control. Durante esta validacion, se revisa el
historial de documentos como los controles de las materias primas, el
control ambiental, el estado de los equipos, los procedimientos y los

métodos analiticos, entre otros (33).

3.7.2. Parametros de validacién

a. Productividad: Se refiere al porcentaje de éxito en la recuperacion
de un microorganismo especifico en funcién de un medio de
cultivo en condiciones definidas y especificas (49).

b. Precision interna:

- Repetibilidad interna: se define como la precision en la
medicién de un conjunto especifico de condiciones repetibles
dentro de un laboratorio especifico. Las condiciones en este
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parametro de validacion abarcan aspectos como la aplicacion
del mismo procedimiento de medicion, la participacion de los
mismos técnicos, el uso del mismo sistema, el uso de las
mismas condiciones operativas, la misma ubicacion y la
obtencion de mediciones duplicadas en muestras idénticas o
similares en un breve periodo de tiempo en el laboratorio
determinado.

- Reproducibilidad interna: se describe como la precision de
la medicion en el marco de un conjunto especifico de
condiciones reproducibles dentro de un laboratorio especifico.
En este parametro las condiciones involucran aspectos como
la participacion de diferentes técnicos, la aplicacion de
diferentes condiciones operativas y la obtencion de
mediciones duplicadas en muestras idénticas o similares
durante un periodo de tiempo mas extenso en un laboratorio
especifico (6).

c. Veracidad relativa: Hace referencia al nivel de concordancia
entre las respuestas obtenidas mediante el método de referencia y
el método alternativo en una muestra idéntica.

d. Perfil de precisién: Esta definido como una representacion gréfica
en base a la capacidad de medicion de un meétodo cuantitativo,
obtenida al combinar intervalos de aceptabilidad e intervalos de
tolerancia, ambos relacionados con diferentes niveles del valor de
referencia.

e. Estudio de inclusividad: Se describe como una investigacion que
implica el uso de cepas objetivo-puras que seran detectadas o
enumeradas segun el método alternativo.

f. Estudio de exclusividad: Se define como una investigacion que
involucra cepas puras no objetivo, que pueden considerarse por
tener potencialmente reactividad cruzada, pero no se espera que
sean detectadas o enumeradas mediante el método alternativo (32).
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3.7.3. Requisitos para la validacion del método

a. Instalaciones y condiciones ambientales
Para asegurar los resultados de la validacion, es esencial considerar
los siguientes aspectos.
- Observar, regular y documentar las condiciones del entorno.
- Evitar la contaminacion que pueda propagarse.
- Establecer la delimitacion de areas y gestionar su acceso.
- Programar evaluaciones ambientales y de superficie.
b. Monitoreo ambiental
La calidad microbiologica del aire y las superficies en el laboratorio
son marcadores esenciales que demuestran la efectividad de los
andlisis efectuados, por ello, se sugiere llevar a cabo los siguientes
controles microbiol6gicos.
- Monitorear la calidad del aire exponiendo placas de cultivo.
- Analizar la calidad microbioldgica de las superficies de trabajo
haciendo uso de gasas.
- Supervisar la cantidad y la higiene personal.
Es primordial limpiar y desinfectar el area de trabajo donde se efectla
el procedimiento. Esto permite al laboratorio tener un nivel minimo y
constante de contaminacién en los suelos y en las areas donde se
recolectan las muestras (33).
c. Control de la autoclave
Para realizar la verificacion de una suficiente esterilizacion de la
autoclave, se lleva a cabo un control con un bioindicador que contiene
esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953.
El ensayo de control consiste en colocar la ampolla en los lugares con
condiciones méas desfavorables para esterilizar dentro la autoclave
junto con material de trabajo, bajo el parametro de tiempo a 15
minutos y temperatura a 121° + 0,5°C, al culminar el proceso, la
ampolla se lleva a incubar a 60° + 2 °C durante 48 horas. De la misma
manera se incuba una ampolla no esterilizada como control. Se

determina el éxito de esterilizacion si no hay crecimiento de
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Geobacillus stearothermophilus, esto se identifica si no hay viraje del

indicador de pH manteniendo un color rojo a violeta rojizo (34).

4. HIPOTESIS

Dado que, el medio de cultivo CCA es utilizado para el recuento de coliformes totales
y E. coli en agua, es probable que, se valide este medio para el andlisis de los mismos

microorganismos en quesos no madurados.
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1. CAMPO DE VERIFICACION

1.1. Ubicacidn espacial

a. Ambito espacial: El presente trabajo se realiz6 en la Universidad Catolica
de Santa Maria, ubicado en la region de Arequipa.

b. Ambito especifico: La presente investigacion se realizd en el Laboratorio de
Ensayo y Control de Calidad H - 405.

1.2. Ubicacién temporal

El periodo de experimentacion y analisis de datos de la presente investigacion se

realizo entre los meses de febrero y septiembre del afio 2023.

1.3. Unidades de estudio

Quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito)

del mercado San Camilo del departamento de Arequipa.

1.4. ldentificacion de los grupos

Los quesos fueron analizados macroscopicamente con las caracteristicas

particulares de cada tipo para su identificacion.

1.5. Control de los grupos

a. Criterios de inclusion
- Quesos no madurados con un tiempo maximo de 2 dias desde su
produccion.
- Quesos no madurados que se expenden en el mercado San Camilo.
b. Criterios de exclusion
- Quesos no madurados provenientes de otros mercados de Arequipa.

- Quesos no madurados con un tiempo mayor de 2 dias desde su produccién.

2. MATERIALES

2.1. Instrumentos

- Cabina de bioseguridad de flujo laminar vertical.
- Homogeneizador.
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Microondas.

Balanza analitica.

Aparato para esterilizacion en seco (horno).

Aparato para esterilizacion en himedo (autoclave).

Incubadoras, capaces de operar a44 °C £1 °C.

Incubadora, capaz de operara 30 °C +1 °C 0 37°C + 1°C.

Bafio de agua, capaz de mantenerse entre 44°C y 47°C.

Pipetas y micropipetas, de descarga total, de boca ancha y de capacidad
nominal de 1 mL y 10 mL, graduadas respectivamente en divisiones de 0,1
mLy 0,5 mL.

pH-metro, capaz de medir con una precision de 0,1 unidades de pH a 25°C.
Equipo de conteo de colonias.

2.2. Mediosy reactivos

Agar CCA (Agar para Coliformes Chromocult).

Agar TBX (Agar Triptona-Bilis-X-glucurénido).

Agar VRBL (Agar Cristal violeta rojo neutro bilis lactosa).

Agar TSA (Agar Triptona Soja).

Agar OGYE (Agar Oxitetraciclina, Glucosa y Extracto de levadura).
Agar PC (Agar Plate Count).

Agar nutritivo.

Caldo Soya Tripticasa.

Caldo verde brillante bilis lactosa.

Caldo peptonado tamponado: Peptona, cloruro de sodio, fosfato de hidrogeno
disodico dodecahidrato, fosfato dihidrogeno de potasio.

Reactivo Oxidasa.

Reactivo Indol.

Tween 80.

Alcohol 70°.

Agua destilada.

Hipoclorito de sodio.
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2.3. Materiales bioldgicos
Las cepas fueron proveidas por el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de
la Universidad Catolica de Santa Maria para la presente investigacion.

- Escherichia coli WDCM 00013.
- Enterococcus faecalis WDCM 00087.
- Citrobacter freundii WDCM 00006.
- Pseudomona aeruginosa WDCM 00025.
- Salmonella entérica WDCM 00030.
- Staphylococcus aureus WDCM 00034.
- Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159.

2.4. Materiales
- Tubos de Durham.
- Tubos de ensayo 16 mm x 160 mm.
- Botellas o matraces para ebullicion de medios de cultivo.
- Placas de Petri, de didmetro 90 mm a 100 mm.
- Asa de platino-iridio o niquel-plomo, de 3 mm de didmetro aprox. o asas

desechables.

- Puntas esteriles.
- Portaobjetos.
- Tubos de ensayos con tapa estériles y del mismo volumen.
- Mechero Bunsen.
- Gradillas.
- Espatulas.
- Cucharas para recoger la muestra.
- Bolsas esteriles.
- Vasos precipitados.
- Guantes de nitrilo.
- Jeringas estériles descartables.
- Filtros descartables de 0.45 pm.
- Algodon.
- Gasas.
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2.5. Muestra

La muestra son 6 tipos de quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso,
mozzarella, ricotta y serranito) en base a la ISO 16140-4 y la Norma Técnica
Peruana NTP 202.193:2020 las cuales los definen como quesos obtenidos a partir
de leche pasteurizada que no tuvieron el proceso de maduracion, ademas no

presentan corteza y estan listos para su consumo poco después de su fabricacion.

2.6. Otros materiales
- Laptop.
- Material de impresion.
- Material de escritorio.
- Material fotogréfico.

- Registro de apuntes.

3. METODOLOGIA
3.1. Obtencidon y tratamiento de la muestra

3.1.1. Se obtuvo las muestras de quesos no madurados segun la 1SO 707

- Se recogio en un solo corte de tiempo en el mercado San Camilo con
un tiempo maximo de 2 dias desde su produccion.

- Se colocé cada muestra de queso no madurado en una bolsa estéril para
evitar la contaminacion.

- Se transporté al LECC, con su respectivo nombre y se almacenaron a 4
°C para su conservacion.

- Se analiz6 estadisticamente mediante un analisis de varianza de dos

factores con varias muestras por grupo.

3.1.2. Se trato6 la muestra de quesos no madurados segun la 1SO 6887-5

- Se pes6é 10 g de muestra en el recipiente estéril con una balanza
analitica.

- Se agreg6 90 mL del diluyente de peptona tamponado con 0.4 mL de
Tween 80 para conseguir una muestra homogénea.

- Se llevé el recipiente al Stomacher durante 30 segundos a una
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revolucién de 4000 rpm.

- Se colocé todo el contenido en un frasco con rosca proveniente del
diluyente.

- Setransfirio 1 mL del frasco con rosca a un tubo con 9 mL de diluyente
de peptona tamponado para realizar las diluciones correspondientes

para cada tipo de queso no madurado.

3.2. Recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. coli en los métodos
de referencia (VRBL y TBX) y alternativo (CCA)

3.2.1. Se realiz6 el recuento de colonias en placa de coliformes totales por el
método horizontal utilizando el método de referencia VRBL (Cristal

violeta rojo neutro bilis lactosa) segun la 1SO 4832

- Seinoculd a una placa Petri estéril 1 mL de la dilucion correspondiente
y se realizd las réplicas segin se establecid en el pardmetro de
validacion.

- Se vertié en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio,
previamente se atemperé a 44 °C - 47 °C.

- Se mezcl6 con cuidado el indculo con el medio y se dejo solidificar en
las placas Petri sobre una superficie horizontal fria.

- Se prepard una placa control con 15 mL del medio para comprobar su
esterilidad.

- Después de la solidificacion completa, se vertio alrededor de 4 mL del
medio VRBL en la superficie.

- Se invirtio las placas inoculadas en una incubadora a 30 °C - 37 °C
durante un periodo de 24 h +/- 2h.

- Después del periodo de incubacién especificado, se seleccionaron las
placas Petri que contenian entre 10 y 150 colonias.

- Se empled el equipo de recuento de colonias para identificar las
colonias de color rojo parpura con un didametro de al menos 0,5 mm (a
veces rodeadas por una zona rojiza de bilis precipitada) que se
consideran colonias tipicas de coliformes y no requieren confirmacién
adicional.

- Se empled el equipo de recuento de colonias para identificar las
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colonias atipicas y todas las colonias derivadas de productos lacteos
que contengan azucares distintos de la lactosa, para su posterior
confirmacion.

- Se realizo la confirmacion por produccion de gas empleando el caldo
verde brillante bilis lactosa.

- Se inocularon cinco colonias de cada tipo atipico en tubos con 10 mL
de caldo verde brillante de lactosa y bilis con tubos de Durham.

- Se incubaron los tubos a 30 °C - 37 °C durante un periodo de 24 h +/-
2 h.

- Se consider6 como coliformes las colonias que mostraron formacion de

gas en el tubo de Durham.

3.2.2. Se realizé el recuento de colonias en placa de E. coli por el método
horizontal utilizando el método de referencia TBX ((Triptona-Bilis-
X-glucurdnido) segun la 1SO 16649

- Seinoculd a una placa Petri estéril 1 mL de la dilucion correspondiente
y se realizd las réplicas segin se establecio en el pardmetro de
validacion.

- Se vertio en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio TBX,
previamente se atempero6 a 44 °C - 47 °C.

- Se mezcl6 con cuidado el indculo con el medio y se dejo solidificar en
las placas Petri sobre una superficie horizontal fria.

- Se invirtio las placas inoculadas en una incubadora a 43 °C - 45 °C
durante un periodo de 20 h - 24 h +/- 2h.

- Se empleod el equipo de recuento de colonias para identificar las
colonias tipicas de color azul o verdeazuladas, que indican la presencia
de la enzima B-glucuronidasa positiva y se hizo el recuento de las UFC

tipicas.

3.2.3. Se realizo el recuento de colonias en placa de coliformes totales y E.
coli por el método horizontal utilizando el método alternativo CCA
(Agar para Coliformes Chromocult) segun la ISO 9308

- Seinoculd a una placa Petri estéril 1 mL de la dilucién correspondiente
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y se realizaron las réplicas segun se establecio en el parametro de
validacion.

- Se vertio en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio CCA,
previamente se atempero6 a 44 °C - 47 °C.

- Se mezcl6 con cuidado el indculo con el medio y se dejo solidificar en
las placas Petri sobre una superficie horizontal fria.

- Se invirtio los platos inoculados en una incubadora a 36 °C +/- 2 °C
durante un periodo de 21 h +/- 3 h.

- Se empleo6 el equipo de recuento de colonias para identificar las
colonias tipicas de coliformes que no son E. coli con reaccidn positiva
de B-D-galactosidasa (rosado a rojo) y también las que presentan
reaccion positiva de B-D-galactosidasa y B-D-glucuronidasa (azul
oscuro a violeta) como E. coli.

- Se realizo la confirmacion para la presuncién de bacterias coliformes
que no son E. coli usando una prueba de oxidasa comercial.

- Se hizo la prueba a 10 colonias de color rosa a rojo seleccionadas.

- Las colonias se transfirieron utilizando un asa de inoculacion de
plastico o platino.

- Una reaccion oxidasa positiva se muestra por la aparicion de un color
azul oscuro dentro de los 30 segundos, esto no se observo para las

bacterias coliformes ya que son oxidasas negativas.
3.3. Andlisis de los parametros de validacion segun la 1SO 16140-4

3.3.1. Estudio de productividad

Se realiz6 segin la ISO 11133-3, en el cual se utilizaron las cepas
Escherichia coli WDCM 00013 y Citrobacter freundii WDCM 00006, en
una cantidad de 50 UFC por placa con cinco réplicas de cada cepa
bacteriana en el medio de cultivo CCA 'y TSA para garantizar la precision
necesaria para este estudio.
a. Materiales y reactivos
Se utilizaron placas de Petri, Escherichia coli WDCM 00013,
Citrobacter freundii WDCM 00006, micropipeta, puntas estériles,
incubadora, medio de cultivo CCA 'y TSA.
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b. Procedimiento

- Se tomd 1 mL del inéculo de las cepas de E. coli y Citrobacter
freundii, se llevé a diluciones seriadas en caldo Soya Tripticasa
para tener una concentracion de 50 UFC/mL respectivamente.

- Luego se transfirid 1 mL a las placas Petri, realizando 5 réplicas
por cada cepa bacteriana y medio de cultivo, siendo un total de 10
placas por cepa.

- Después se vertié el medio de cultivo CCA y TSA en las placas
Petri, se homogeneizo y fueron llevados a incubacién a 37 °C por
24 h aproximadamente.

- Pasadas las 24 h de incubacién se verifico el crecimiento
microbiano en cada medio de cultivo para su posterior

cuantificacion.

3.3.2. Precision interna

- Se selecciond una muestra, en este caso el queso serranito ya que
artificialmente contaminado fue estable desde el punto de vista
microbioldgico.

- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en ocho dias diferentes
por dos analistas, correspondiendo cuatro dias por analista.

- Se realizaron pruebas en cinco réplicas utilizando el método
alternativo (CCA), lo que da un total de 8 x 5 = 40 pruebas.

- Ademas, se realizaron cinco réplicas de repeticion utilizando el
método de referencia (VRBL y TBX) el primer dia como control, lo

que da un total de 5 x 2 = 10 pruebas.

3.3.3. Perfil de precisién

- Se seleccionaron seis muestras, que fueron el queso fresco, lluta,
mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito, que fueron contaminados
artificialmente para que fueran estables microbioldgicamente.

- Se clasificaron las muestras en tres niveles de contaminacion: baja,
intermedia y alta (dos muestras por cada una); estas cubrieron toda la
gama de contaminacion de los productos seleccionados.
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- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en seis dias diferentes.

- Se realizaron las pruebas en cinco réplicas utilizando el método
alternativo (CCA) y el método de referencia (VRBL y TBX), lo que
da un total de 3 x 5 x 6 = 90 pruebas.

3.3.4. Estudio de veracidad relativa

- Se seleccionaron cinco muestras, que fueron el queso fresco, lluta,
mozzarella, mantecoso y serranito, que fueron artificialmente
contaminadas, ya que no fue posible adquirir un nimero suficiente de
muestras contaminadas naturalmente.

- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en cinco dias diferentes.

- Se realizaron las pruebas en cinco réplicas utilizando el método
alternativo (CCA) y el método de referencia (VRBL y TBX), lo que
da un total de 3 x5 x 5 =75 pruebas.

3.3.5. Inclusividad

- Serealiz6 cada prueba solo una vez con el metodo alternativo (CCA),
los métodos de referencia (VRBL y TBX) y un agar no selectivo
(TSA).

- Se utilizaron las cepas Escherichia coli WDCM 00013 y Citrobacter
freundii WDCM 00006.

- El nivel de in6culo fue de 100 UFC/mL para la cuantificacion del

método alternativo (CCA) que se esta validando.

3.3.6. Exclusividad

- Serealizd cada prueba solo una vez con el método alternativo (CCA)
y los métodos de referencia (VRBL y TBX).

- Se utilizaron las cepas Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025,
Salmonella enterica WDCM 00030, Staphylococcus aureus WDCM
00034 y Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159, Enterococcus
faecalis WDCM 00087.

- El nivel de indculo fue de 100 UFC/mL para la cuantificacion del

método alternativo (CCA) que se esta validando.
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3.3.7. Analisis estadistico de los resultados de los métodos de referencia
(VRBL y TBX) y alternativo (CCA)

- Seanaliz6 lanorma ISO 16140-4 ya que contiene las especificaciones
para la validacion de métodos alternativos frente a un método de
referencia, dentro de esta norma se indicaron herramientas para
realizar los célculos necesarios para cada parametro de validacion.

- Se emplearon formatos de Excel provistos por la norma 1SO 16140-4

para el célculo estadistico de la validacién.

3.4. Protocolo de andlisis de coliformes totales y E. coli para quesos no

madurados

- Se elabor6 un protocolo en base a la ISO 10013 “Sistema de gestion de la
calidad” que consistid en el procedimiento para la enumeracion de coliformes
totales y E. coli en muestras de quesos no madurados que se encuentran en
un rango de 10 - 150 UFC/g.

- El protocolo contiene objetivo, campo de aplicacion, principio del método,

materiales y equipos, procedimiento, expresion de resultados y bibliografia.
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CAPITULO Ill: RESULTADOS
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PROCESAMIENTO Y ANALISIS DE LOS DATOS

1. OBTENCION DE MUESTRA
Se obtuvo un total de 18 quesos no madurados del mercado San Camilo en la ciudad de
Arequipa a las 9 am el dia 19 de Junio del 2023, de 3 establecimientos que expenden
los 6 tipos de quesos (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito).
Posteriormente, se colocaron en bolsas estériles debidamente rotuladas para ser
transportadas al LECC y se almacenaron a 4 °C para su conservacion antes del analisis,

por lo tanto, se realizd un tipo de muestreo no probabilistico por conveniencia.

2. RECUENTO DE COLONIAS EN PLACA DE COLIFORMES TOTALES Y E.
coli EN LOS METODOS DE REFERENCIA (VRBL y TBX) Y ALTERNATIVO
(CCA)

Todos los conteos en placa (UFC/g) realizados, fueron convertidos a logaritmo para un

mejor manejo de datos estadisticamente.

Tabla N° 9
Rango natural de contaminacion de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco,

Iluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio VRBL frente al CCA

Tipo de VRBL Promedio DS Cv CCA Promedio DS CcVv
Queso Log % Log %
Fresco 4,5185 1,54 | 4,5798 46864 0,10 | 2,03
4,6232 4,5983 0,07 4,7634 '
4,6532 4,7160
Lluta 4,3222 0,26 | 6,56 | 4,4472 0,30 | 7,28
3,8976 4,0138 3,9542 4,1033
3,8388 3,9085
Serranito 4,0253 0,10 | 2,43 | 4,1430 0,05 | 1,19
4.1430 4,1312 4.1523 4,1761
4,2253 4,2330
Mozzarella 2,5682 0,07 | 2,64 2,5798 0,04 | 1,56
24472 2,5239 25682 2,5971
2,5563 2,6435
Ricotta 3,6532 0,12 | 3,41 3,7324 0,07 | 1,98
3,5051 3,5244 3,6902 3,6712
3,4150 3,5911
Mantecoso 3,1271 3.0044 3,1703
2,8633 ' 0,14 | 4,67 2,9912 3,0884 0,09 | 2,93
3,0828 3,1038
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Graéfico N° 1 Rango natural de contaminacién de las 6 muestras de quesos no
madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio
VRBL frente al CCA

B VRBL W CCA

Log

Mozzarella Mantecoso Ricotta Liuta Serranito Fresco

Tipos de quesos no madurados

Los resultados obtenidos en el medio de referencia VRBL muestran el rango de
contaminacion natural presente de coliformes totales en los quesos no madurados
seleccionados para el estudio, se observa que el queso fresco tiene mayor recuento de
coliformes totales, seguido de serranito, lluta, ricotta, mantecoso y mozzarella
respectivamente. En el andlisis estadistico de los métodos, se obtuvo un valor F de
3,1437 que es menor al valor F critico (4,2597), por lo tanto, se acepta la hipotesis nula
que significa que no hay diferencia significativa entre el método alternativo y el de

referencia con un 95 % de nivel de confianza.

Tabla N° 10
Rango natural de contaminacion de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco,

Iluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA

Tipo de TBX | Promedio | DS | CV | CCA | Promedio | DS | CV
Queso Log % Log %
Fresco 4,2304 4,2553
40414 | 41103 | 010 | 254 [ 40792 | 41702 | %9921
4,0592 4,1761
Lluta 3,4472 3,4624
3,5051 3,3438 0,23 | 6,91 | 3,5911 3,4192 0,20 | 5,76
3,0792 3,2041
Serranito | 3,6721 3,7559
3,4914 | 3,6520 | 015|415 [ 35911 | 37154 | 0,11 | 2,96
3,7924 3,7993
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Mozzarella | 2,1139 2,2788
23617 | 21724 | 017 | 7,73 | 24472 | 2,3188 | 0,11 | 4,91
2,0414 2,2304

Ricotta | 3,2041 3,2041
3,2304 | 31713 | 008|255 [ 32553 | 32118 | 0,04 | 1,25
3,0792 3,1761

Mantecoso | 2,5798 2,6335
24150 | 25323 | 0,10 | 4,04 | 24771 | 255847 | 0,09 | 3,61
2,6021 2,6435

Grafico N° 2

Rango natural de contaminacion de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco, lluta,

mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA

B BX M CCA

Log

Mozzarella Mantecoso Ricotta Liuta Serranito Fresco

Tipos de quesos no madurados

Este grafico muestra de forma creciente el nivel de contaminacion natural de E. coli
presente en los diferentes tipos de muestra en ambos medios de cultivo, de esta manera
se puede agrupar en tres niveles de contaminacion, el nivel mas alto lo presentan el
queso fresco y serranito, seguido de un nivel intermedio donde se encuentran el lluta y
ricotta, y el nivel bajo que esta constituido por el mantecoso y mozzarella. El analisis
estadistico para los métodos realizados dio como resultado un valor F de 2,6862 el cual
es menor al valor de F critico (4,2597), esto indica que se acepta la hipdtesis nula por
lo tanto no hay diferencia significativa entre la varianza del método alternativo y de

referencia con un 95 % de nivel de confianza.
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3. EVALUACION DE LOS PARAMETROS PARA LA VALIDACION DEL
METODO ALTERNATIVO

3.1. ESTUDIO DE PRODUCTIVIDAD

Tabla N° 11
Estudio de productividad del método alternativo (CCA) frente a un agar no selectivo
(TSA) para E. coli y C. freundii

Cepa N° Recuento de Recuento de Recuperacién
placa colonias colonias relativa
CCA TSA %
E. coli 1 60 60
2 60 58
3 55 63
4 58 60
5 59 63
Suma 292 304 96
C. Freundii 1 74 56
2 60 59
3 74 71
4 65 65
5 67 69
Suma 340 320 106
Recuperacion relativa media para bacterias coliformes 101

Se obtuvo una recuperacion relativa de 96 % para E. coli y para los coliformes totales fue
de 101 % en el medio de estudio CCA.

Gréfico N° 3
Recuento de E. coli en concentracion 50 UFC/mL en CCA'y TSA

Fuente: Autor
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Grafico N° 4
Recuento de C. freundii en concentracion 50 UFC/mL en CCAy TSA

Fuente: Autor

3.2. PRECISION INTERNA

Tabla N° 12
Recuentos obtenidos a partir de los indculos de E. coli y coliformes totales (C. freundii y E.
coli) para el estudio de precision del método alternativo (CCA) bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista Y)

Dia Placa E. coli C- freundii Coliformes Suma de
Log Log totales cuadrados (Yij-
Yj)

1 4,63849 4,63849 4,93952 0,000679
2 4,59660 451851 4,86034 0,000251
3 4,59660 4,64836 4,92428 0,000251
1 4 4,62839 4,60206 4,91645 0,000255
5 4,60206 4,64836 4,92686 0,000107

Promedio 4,61243 461116 4,91349
1 4,69897 4,44716 4,89209 0,000210
2 4,66276 4,41497 4,85733 0,000472
3 4,69897 4,39794 4,87506 0,000210
2 4 4,66276 451188 4,89487 0,000472
5 4,69897 4,38021 4,86923 0,000210

Promedio 4,68449 4,43043 4,87772
1 4,32222 4,41497 4,67210 0,000109
2 4,26717 4,29003 457978 0,001988
3 4,33244 4,30103 4,61805 0,000427
3 4 4,23045 4,23045 453148 0,006612
5 4,40654 4,25527 4,63849 0,008983

Promedio 4,31176 4,29835 4,60798
1 4,64345 4,49136 4,87506 0,000359
2 4,66276 453148 4,90309 0,001462
3 4,62325 461278 4,91908 0,000002
4 4 4,60206 4,41497 4,81954 0,000504
5 4,59106 4,56820 4,88081 0,001119

Promedio 4,62452 452376 4,87952

Suma 0,02468
analista Y
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Tabla N° 13
Recuentos obtenidos a partir de los indculos de E. coli y coliformes totales (C. freundii y E.
coli) para el estudio de precision del método alternativo (CCA) bajo condiciones de
repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista M)

Dia Placa E. coli C- freundii Coliformes Suma de
Log Log totales cuadrados (Yij-
YJ)

1 4,48430 4,72835 4,92428 0,01453
2 4,58546 4,85733 5,04336 0,00037
3 4,72428 4,78888 5,05881 0,01427
1 4 4,63347 4,62325 4,92942 0,00082
5 4,59660 4,72428 4,96614 0,00007

Promedio 4,60482 4,74442 4,98440
1 4,61278 4,27875 4,77815 0,005296
2 4,75587 4,33244 4,89487 0,004944
3 472428 4,51851 4,93450 0,001499
2 4 4,67210 4,25527 4,81291 0,000181
5 4,66276 4,29003 4,81624 0,000520

Promedio 4,68556 4,33500 4,84733
1 4,26717 4,52504 4,71600 0,000054
2 4,26717 4,29003 4,57978 0,000054
3 4,37107 4,29003 4,63347 0,012381
3 4 4,17609 4,27875 4,53148 0,007007
5 4,21748 4,26717 4,54407 0,001790

Promedio 4,25980 4,33021 4,60096
1 4,62839 4,49136 4,86629 0,000001
2 4,66276 4,53148 4,90309 0,001234
3 4,64836 4,61278 4,93197 0,000430
4 4 4,60206 4,41497 4,81954 0,000654
5 4,59660 4,56820 4,88366 0,000963

Promedio 4,62763 452376 4,88091

Suma 0,06707
analista M
Grafico N° 5

Recuento de E. coli y C. freundii en concentracion 30 UFC/mL en CCA

Fuente: Autor
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Estudio de precision interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones de

repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para E. coli

Parametro Desviacion Estandar Coeficiente de variacion %
Sr 0,00287 0,0630
Sl 0,17401 3,8233

* Sr: Desviacion estandar de repetibilidad SI: Desviacion estandar de reproducibilidad

Tabla N° 15

Estudio de precision interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones de

repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para coliformes totales

Parametro Desviacion Estandar Coeficiente de variacion %
Sr 0,00266 0,0551
Sl 0,14870 3,0824

* Sr: Desviacion estandar de repetibilidad SI: Desviacion estandar de reproducibilidad

La formula aplicada en este parametro esta dada por la ISO 16140 - 2, para el calculo de la
desviacion estandar se considera el nimero de dias que fue 8 y el numero de replicados que

fue 5y la suma de diferencias de los analistas.

3.3. ESTUDIO DE VERACIDAD RELATIVA

Tabla N° 16
Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia

(VRBL) para coliformes totales

Muestra Método de Método Promedio Diferencia
referencia (VRBL) alternativo
(CCA)
1 Mozzarella 2,53782 2,60206 2,56994 0,06424
2,47712 2,57978 2,52845 0,10266
2,33244 2,53148 2,43196 0,19904
2,43136 2,46982 2,45059 0,03846
2,50515 2,43136 2,46826 -0,07379
2 Mantecoso 2,90580 2,95665 2,93123 0,05085
2,92686 2,95665 2,94176 0,02979
2,98677 3,03141 3,00909 0,04464
2,97313 2,98000 2,97657 0,00687
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3,01703 3,01703 3,01703 0,00000
3 Lluta 4,05881 4,09691 4,07786 0,03810
3,91908 4,10721 4,01315 0,18813
4,04922 4,15381 4,10152 0,10459
3,88649 4,00647 3,94648 0,11998
3,89487 4,01912 3,95700 0,12425
4 Serranito 4,16732 4,22272 4,19502 0,05540
4,15836 4,21484 4,18660 0,05648
4,15685 4,27184 4,21435 0,11499
4,14613 4,25285 4,19949 0,10672
4,20817 4,28103 4,24460 0,07286
5 Fresco 4,56229 4,72428 4,64329 0,16199
447712 4,63849 4,55781 0,16137
4,65321 4,75587 4,70454 0,10266
4,46240 4,66745 456493 0,20505
447712 4,62839 4,55276 0,15127
Promedio 0,08906
Desviacién estandar 0,06769
Limite superior 0,20715
Limite inferior -0,02903
Grafico N° 6

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia
(VRBL) para coliformes totales interpretados con el método Bland - Altman
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GréficoN° 7
Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia

(VRBL) para coliformes totales interpretados en el grafico de dispersion
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Tabla N° 17
Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia
(TBX) para E. coli

Muestra Método de Método Diferencia
referencia (TBX) alternativo Promedio
(CCA)

1 Mozzarella 2,17609 2,36173 2,26891 0,18564
2,25527 2,36173 2,30850 0,10646

2,20412 2,32222 2,26317 0,11810

2,20875 2,13033 2,16954 -0,07842

2,20412 2,23045 2,21728 0,02633

2 Mantecoso 2,61805 2,63347 2,62576 0,01542
2,49831 2,50515 2,50173 0,00684

2,43136 2,56229 2,49683 0,13093

2,55023 2,74429 2,64726 0,19406

2,41497 2,61278 2,51388 0,19781

3 Lluta 3,33244 3,33244 3,33244 0,00000
3,46982 3,59106 3,53044 0,12124

3,36173 3,58546 3,47359 0,22373

3,34242 3,39794 3,37018 0,05552

3,25527 3,25527 3,25527 0,00000

4 3,70757 3,60746 3,65751 -0,10012
Serranito 3,58546 3,75587 3,67067 0,17041

3,56229 3,77815 3,67022 0,21586

3,61278 3,67669 3,64474 0,06391

3,60746 3,69461 3,65103 0,08715

4,14613 4,14613 4,14613 0,00000

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE (- CATOLICA
TESIS UCSM -« DE SANTA MARIA
5 4,14613 4,11394 4,13004 -0,03218
Fresco 4,04139 4,07918 4,06029 0,03779
4,00000 4,17609 4,08805 0,17609
4,04139 4,11394 4,07767 0,07255
Promedio 0,07980
Desviacion estandar 0,09253
Limite superior 0,24126
Limite inferior -0,08165
Gréafico N° 8

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de
referencia (TBX) para E. coli interpretados con el método Bland - Altman
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GraficoN° 9

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de
referencia (TBX) para E. coli interpretados en el grafico de dispersion
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Segun la ISO 16140-4, la veracidad relativa es un parametro importante para demostrar la
equivalencia al comparar los resultados que obtuvimos entre el método de referencia y el
alternativo. Los resultados de las muestras se analizaron mediante un gréafico de dispersion,
para la evaluacion de E. coli (Gréafico N° 6) se visualizd que los resultados en todas las
muestras tanto en el método de referencia TBX y en el método alternativo CCA tienen una
distribucion alrededor de la linea diagonal, lo cual indica que hay concordancia entre los
resultados de ambos métodos; de forma similar se aprecio en los resultados de coliformes
totales (Grafico N° 4). Adicionalmente, se empled el método de Bland - Altman en el cual
se ilustra el grado de sesgo Y la falta de concordancia de los datos obtenidos, ademas también
muestra la linea de identidad, la linea de sesgo y los limites (inferior y superior) del sesgo al
95% de confianza. En el caso de los resultados de coliformes totales, se calcul6 un limite
superior de 0.20715 y un limite inferior de -0.02903 (Tabla N° 19), la mayoria de los valores
obtenidos se encuentran dentro de los limites, excepto un valor de la muestra mozzarella.
Para E. coli, se obtuvo un valor de limite superior 0.24126 y un limite inferior de -0.08165

(Tabla N° 20), excepto un valor de la muestra serranito.

3.4. PERFIL DE PRECISION
Tabla N° 18

Estudio de perfil de precision del método alternativo (CCA) frente al método de
referencia (VRBL) para coliformes totales

Nombre de Valor Valor Bias Upper |Lower B- | Comparacion | Comparacion
lamuestra | central |central Alt B-ETI ETI con LA=%0.5 final
Ref CCA
VRBL
Mozzarella | 2,47712 2,53148 0,054 0,137 -0,029 YES YES
Mantecoso | 2,97313 2,98000 0,007 0,090 -0,076 YES YES
Ricotta 3,33244 3,61805 0,286 0,369 0,202 YES YES
Lluta 3,91908 4,09691 0,178 0,261 0,095 YES YES
Serranito 4,15836 4,25285 0,094 0,178 0,011 YES YES
Fresco 4,47712 4,66745 0,190 0,273 0,107 YES YES
Método de Método SD Final LA
referencia alternativo Repetibilidad del método de
referencia <= 0.125
SD 0,084 0,058 YES +/-0,5
Repetibilidad
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Grafico N° 10

Estudio de perfil de precision del método alternativo (CCA) frente al método de referencia
(VRBL) para coliformes totales
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Tabla N° 19

Estudio de perfil de precision del método alternativo (CCA) frente al método de
referencia (TBX) para E. coli

Valor Valor
Nombre de la ceg;al CeRtI:al Upper | Lower Comparacion Comparacion
muestra TBX CCA Bias B-ETI B-ETI con LA=+0.5 final
Mozzarella 2,20412 2,32222 | 0,118 | 0,255 -0,019 YES YES
Mantecoso 2,49831 2,61278 | 0,114 | 0,252 -0,023 YES YES
Ricotta 3,07918 3,23045 | 0,151 | 0,289 0,014 YES YES
Lluta 3,34242 3,39794 | 0,056 | 0,193 -0,082 YES YES
Serranito 3,60746 3,69461 | 0,087 | 0,224 -0,050 YES YES
Fresco 4,04139 | 4,11394 | 0,073 | 0,210 -0,065 YES YES
Método de Método SD Final
referencia alternativo Repetibilidad del método de LA
referencia <=0.125
SD 0,076 0,095 YES +/- 0,5
Repetibilidad
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Grafico N° 11

Estudio de perfil de precision del método alternativo (CCA) frente al método de
referencia (VRBL) para coliformes totales
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3.5. ESTUDIO DE INCLUSIVIDAD DEL METODO ALTERNATIVO (CCA)
FRENTE A LOS METODOS DE REFERENCIA (VRBL Y TBX) Y UN
AGAR NO SELECTIVO (TSA)

El medio de cultivo CCA ha sido evaluado y aprobado por el programa AOAC
Performance Tested Methods, lo que significa que ha sido probado y que funciona
en funcion a las especificaciones proporcionadas por el fabricante, este
documento se visualiza en el Anexo N° 13, donde se describe los estudios de

inclusividad evaluados por el Instituto de investigacion AOAC.

Tabla N° 20

Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en VRBL a
35°C por 24 h

. . , f Color de |Caldoverde| Conteo C_aquad
Microorganismos Numero de origen 4 . inoculo
colonia brillante UFC/mL
UFC/mL
Citrobacter freundii WDCM 00006 Rojo Positivo 82 100
Escherichia coli WDCM 00013 Rojo Positivo 61 100
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Gréfico N° 12
Recuento de E. coli y C. freundii en concentracion 100 UFC/mL en VRBL

Fuente: Autor

Tabla N° 21
Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en TBX a
44 °C por 24 h
Microorganismos Nl’Jm.ero de| Color _de Salmon-GAL B-D- X-glucg)_lg?ldasa Conteo C}ﬁggglid
origen colonia galactosidasa glucuronidasa UFC/mL UEC/mL
. . WDCM . -
Escherichia coli 00013 Azul Positivo Positivo 86 100

Grafico N° 13
Recuento de E. coli en concentracion 30 UFC/mL en TBX

Fuente: Autor
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Tabla N° 22
Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en CCA
a35°Cpor24h
Microorganismos | Numero | Color Salmon-GAL X- Prueba Prueba Conteo Cantidad
de de B-D- glucoronidasa de de UFC/mL in6culo
origen colonia | galactosidasa B-D- Oxidasa | catalasa UFC/mL
glucuronidasa
Escherichia coli WDCM Azul Positivo Positivo - - 122 100
00013
Citrobacter WDCM Rojo Positivo Negativo - - 109 100
freundii 00006

Gréfico N° 14
Recuento de E. coli y C. freundii en concentracion 100 UFC/mL en CCA

Fuente: Autor

Tabla N° 23
Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en TSA a
35 °C por 24 h
Microorganismos Num_ero de Color Qe Conteo Cantidad in6culo
origen colonia UFC/mL UFC/mL
Escherichia coli |WDCM 00013 Beige 134 100 UFC/mL
Citrobacter freundii | WDCM 00006 Beige 127 100 UFC/mL
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Gréfico N° 15
Recuento de E. coli y C. freundii en concentracion 100 UFC/mL en TSA

Fuente: Autor

1.1. ESTUDIO DE EXCLUSIVIDAD DEL METODO ALTERNATIVO (CCA) FRENTE
A LOS METODOS DE REFERENCIA (VRBL Y TBX)

El medio de cultivo CCA ha sido evaluado y aprobado por el programa AOAC
Performance Tested Methods, lo que significa que ha sido probado y que funciona en
funcién a las especificaciones proporcionadas por el fabricante, este documento se
visualiza en el Anexo N° 13, donde se describe los estudios de exclusividad evaluados por

el Instituto de investigacion AOAC.

Tabla N° 24
Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S.
saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en VRBL a 35 °C por 24 h

Microorganismos NUmero de origen Color de colonia
Enterococcus faecalis WDCM 00087 -
Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 Beige
Staphylococcus aureus WDCM 00034 -
Salmonella entérica WDCM 00030 Blanco
Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159 -
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Tabla N° 25
Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S.

saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en TBX a 44 °C por 24 h

. . Numero Color Salmon-GAL B-D- | X-glucoronidasa B-D-
Microorganismos de ori de . .
e origen . galactosidasa glucuronidasa
colonia
Enterococcus WDCM
faecalis 00087 ) i i
Pseudomonas WDCM
aeruginosa 00025 ) i i
Staphylococcus | WDCM
aureus 00034 i i i
Salmonella WDCM
entérica 00030 i i i
Staphylococcus | WDCM
Saprophyticus 00159 i i i
Tabla N° 26

Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S.
saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en CCA a 35 °C por 24 h

. - Numero | Color de| Salmon-GAL B-D- | X-glucoronidasa B-
Microorganismos ] h ! .
de origen| colonia galactosidasa D-glucuronidasa
Enteroggtes WDCEM Blanco Negativo Negativo
faecalis 00087
i WDEM Sin color Negativo Negativo
aeruginosa 00025
Staphylococcus WDCM
aureus 00034 ’ ] i
Salmonella entérica v(\)/(%%gn Sin color Negativo Negativo
Staphylococcus WDCM
Saprophyticus 00159 J ) )

2. PROTOCOLO DE ANALISIS DE COLIFORMES TOTALES Y E. coli PARA
QUESOS NO MADURADOS
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METODO DE ENSAYO MICROBIOLOGICO Ed. 01 RECUENTO EN PLACA DE
COLIFORMES TOTALES Y Escherichia coli UTILIZANDO EL MEDIO DE CULTIVO
COMERCIAL CROMOGENICO CCA (AGAR PARA COLIFORMES CHROMOCULT) EN
QUESOS NO MADURADOS

A. Fundamento

El medic de cultive Agar para Coliformes Chromocult, es empleado en el andlisis
microbiolégico de quesos no madurados. Este medio proporciona la  deteccidn,
diferenciacion y recuanto simultanes de coliformes lotales y E. coff en un tiempo da 24
horas a una termperatura de 36°C. La cuantificacion de coliformes se basa en la capacidad
de la enzima B-D-galaciosidasa para escindir el sustrato Salmon-GAL dando como
resultado colonias de color rojo salmon. Para el recuento de E. coli 58 basa en la capacidad
de sus enzima B-D-glucuronidasa y B-D-galaclosidasa de escindir los sustratos
XK-glucurdnido vy Salmon-GAL respectivamente, produciendo colonias de color de azul
oscuro a violeta.

B. Materiales

- Tubos de Durham.

- Tubos de ensayo 16 mm x 160 mm.

- Botellas o matraces para ebullicion de medios de culliva.

- Placas de Pealri, de diametro 80 mm a 100 mm.

- Asa de platino-iridio o niguel-plomo, de 3 mm de didmetro aprox. o asas desechables.
- Puntas estériles.

- Porachjetos.

- Tubos de ensayos con lapa estériles y del mismao volumen.

- Mechero Bunsan.

- Gradillas.

- Espatulas.

Toda copia en PAPEL es un "Documento no Controlade™ a excepcion del original
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- Cucharas para recoger la muestra.
- Bolsas estériles.

- Vasos pracipitadas.

- Guantes de nifrila.

- Jeringas estériles descartables.

- Filtros descartables de 0.45 pm.

- Algoddn.

- Gasas.

C. Materiales bioldgicos

- Escherichia colf WDCM 00013,
- Enterococcus fagcalis WDCM 00087

D. Método de trabajo

- Pesar 10 g de muestra de queso no madurado de la parte inlerna del medio en un
recipiente estéril con una balanza analitica.

- Agregar 90 miL del diluyente de peptona tamponado con 0.4 mL de Tween 80 para
consegquir una muestra homagénea.

- Llewvar el recipiente al Slomacher durante 30 segundos a una revalucidn de 4000 rprm.

- Colocar lodo el contenido en un frasco con rosca proveniente ded diluyente.

- Transferir 1 mL del frasco con rosca a un wbo con 9 mbL de diluyente de peptona
tamponado para realizar las diluciones comespondientes para el queso no madurado.

- Inocular a una placa Petri estéril 1 mi de la dilucidn corespondiente v por duplicado.

- Vertir an cada placa petri aproximadamente 15 ml del medio CCA, praviameante
atemparada a 44 *C - 47 "C.

- Mezclar con cuidado el indculo con el medio y dejar solidificar en las placas Pefri
sobre una suparficie horizontal fria.

- Invertir los platos inoculados en una incubadora a 36 “C +/- 2 *C durante un periodo
deaZ1h+-3h.

- Usar el equipo de recuento de colonias para identificar las eolonias tipicas de
coliformes con reaccicn positiva de B-D-galactosidasa (rosade a rojo) v también las
que presentan reaccion posiliva de B-D-galactosidasa y B-D-glucurcnidasa (azul
oscuro a violeta) coma E. coli.

- Confirmar la presuncidn de bacterias coliformes que no son £. coll usando una pruaba
de oxidasa.

Toda copia en PAPEL es un "Documento no Controlado™ a excepcion del original
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E. Aseguramiento de la calidad

Realizar dos ensayos paralelos al de la muestra, empleando las cepas de referencia
como controles positives para verificar la capacidad productiva del medio y prevenir
falsos negativos, también un contral negative o blanco para verificar que las condiciones
de ensayo son cormectas libres de contaminacitn.

F. Expresion de resultados:

Calcular el numere de UFC de E. coli y coliformes fotales presente en la muestra de

quesa na madurado por grama.

DIRECTOR TECNICO ESPECIALISTA DEL SADC
LABORATORIO
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DISCUSIONES

La obtencion de la muestra es muy importante en este proceso de validacién, ya que la
diversa cantidad de factores de contaminacién externa al proceso de produccién de los
quesos no madurados es de relevancia para determinar si el producto es apto para el consumo
humano, y por lo tanto influencia en el recuento de coliformes totales y E. coli. En este
proceso de recoleccion de muestra, se pudo observar la deficiencia de higiene en la

manipulacion.

Un proceso importante en la validacion es analizar las muestras de estudio siguiendo el
proceso estandar establecido por el laboratorio, de esta manera se pudo recolectar
informacion sobre la carga microbiana natural de las muestras que fueron empleadas para el
presente estudio y también para determinar los niveles de contaminacion necesarios para la
evaluacion del método alternativo. Se confirmo la presencia de coliformes totales y E. coli
en las muestras (mozzarella, mantecoso, ricotta, serranito, lluta y fresco) que fueron
recolectadas del mercado San Camilo de la ciudad de Arequipa, ademas se evidenci6 una
alta contaminacion de estos microorganismos en comparacion con lo establecido por la R.M.
N° 591 que rige la calidad de los alimentos donde especifica que el limite permitido para
coliformes totales es 1000 UFC/g y para E. coli es 10 UFC/g en quesos, incumpliendo en un
78 % de las muestras para el recuento de coliformes totales. Esto concuerda con otras
investigaciones realizadas por I. Palpa Chavez (2015) (3) y, Y. Ccasso Chua y F. Huallpa
Mamani (2020) (57), realizadas en nuestro territorio nacional. Los resultados estadisticos
entre el método de referencia y alternativo indicaron que no hay diferencia significativa
(Tabla N° 9y 10), ya que el medio CCA muestra compatibilidad para los microorganismos
objetivos presentes en la muestra de estudio. Se puede observar que dentro de los quesos no
madurados el tipo de queso fresco presenta una alta contaminacién que podria estar
relacionada a la falta o deficiente esterilizacion de la materia prima, otra posible causa es
por el inadecuado manejo en el proceso de almacenamiento, manipulacién y dispensacion

de las muestras.

Adicionalmente a los resultados obtenidos, se evaluo estadisticamente mediante una prueba
de ANOVA, en el caso del medio de referencia (VRBL) se obtuvo un valor F de 3,1437 que
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es menor al F critico con un valor de 4,2597, de la misma forma se evidencio en el medio
de referencia (TBX) donde se obtuvo un valor F de 2,6862 el cual es menor al valor de F
critico (4,2597), esto indica que se acepta la hipotesis nula en ambos casos, por lo tanto no
hay diferencia significativa entre la varianza del método alternativo (CCA) y de referencia
(TBX 'y VRBL) con un 95 % de nivel de confianza. Asi mismo, es primordial destacar las
ventajas de emplear el medio CCA en comparacion al TBX y VRBL, debido a que su costo
es menor (aproximadamente 253,57 $), también se reduce el tiempo de analisis, se emplea
menor cantidad de recursos y facilita el trabajo para los analistas.

Dado que validar implica demostrar con un alto nivel de confianza, respaldado por
investigaciones documentadas, que un proceso especifico produciré consistentemente datos
que cumpliran con las caracteristicas de calidad establecidas, por tal motivo, se especificaron
los pardmetros que influyen en esta validacion. Este proceso implico el andlisis exhaustivo
de datos para confirmar su eficacia y la obtencion de resultados confiables. Para esto, se
evaluaron parametros cuantitativos de validacion como la precision interna, la veracidad
relativa, el perfil de precision, asi mismo también se evaluaron parametros cualitativos como

el andlisis de inclusividad y exclusividad.

La seguridad y la capacidad del medio de cultivo de estudio para promover el crecimiento
de los microorganismos son esenciales para obtener resultados confiables en la validacion.
Por lo tanto, el estudio de productividad nos indica que el medio de cultivo CCA posee los
nutrientes esenciales para el desarrollo de E. coli y coliformes totales. Esto se confirmd al
lograr una recuperacion del 96 % y 101 % para E. coli y coliformes totales respectivamente
(Tabla N° 11) en el medio de estudio CCA en comparacion con el agar no selectivo TSA,
este resultado fue 6ptimo ya que cumplen con los datos estandar establecidos por la ISO
11133-3, los cuales deben ser > 50 %. Asi mismo, cumple con el 70 % de recuperacion que
esta establecido por el mismo medio de cultivo para la matriz agua que esta descrito en la
ISO 9308. Los resultados obtenidos en el estudio de productividad concuerdan con los datos
de referencia, por lo tanto, nos confirma que el medio de cultivo CCA tiene la capacidad

para el crecimiento de los microorganismos objetivos presentes en la validacion.

Se evaluo en la presente investigacion la precisién interna que nos proporciona informacion

sobre la repetibilidad que mide la variacion de una medicion por un mismo analista en las
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mismas condiciones y la reproducibilidad que mide el desempefio de diferentes analistas
bajo diferentes condiciones; estos resultados son solo validos para el laboratorio que
conduce el estudio. En funcién al pardmetro de repetibilidad, el estudio se realiz6 con dos
analistas para evaluar el recuento de E. coli y coliformes totales obteniendo un valor Sr de
0,00287 y 0,00266 respectivamente (Tabla N° 14 y 15), estos resultados son considerados
optimos ya que es < 0,1, establecido como valor de referencia indicado en la ISO 13843. Asi
mismo, para el parametro de reproducibilidad de E. coli y coliformes totales, se calcul6 un
valor Sl de 0.17401 y 0.14870 respectivamente (Tabla N° 14 y 15), estos valores se
encuentran dentro del rango aceptable de variabilidad de la medicion de una muestra (+ 0,25
log UFC/g), descritos como referencia en la 1ISO 16140-4, el cual determina que el método

analizado es preciso dentro del LECC.

Segun la 1ISO 16140-4, la veracidad relativa es un parametro importante para demostrar la
equivalencia al comparar los resultados que obtuvimos entre el método de referencia y el
alternativo. Los resultados de las muestras se analizaron mediante un gréfico de dispersion,
para la evaluacion de E. coli (Gréafico N° 6) se visualizd que los resultados en todas las
muestras tanto en el método de referencia TBX y en el método alternativo CCA tienen una
distribucion alrededor de la linea diagonal, lo cual indica que hay concordancia entre los
resultados de ambos métodos; de forma similar se apreci6 en los resultados de coliformes
totales (Grafico N° 4). Adicionalmente, se empleé el método de Bland - Altman en el cual
se ilustra el grado de sesgo y la falta de concordancia de los datos obtenidos, ademas también
muestra la linea de identidad, la linea de sesgo y los limites (inferior y superior) del sesgo al
95% de confianza. En el caso de los resultados de coliformes totales, se calculd un limite
superior de 0.20715 y un limite inferior de -0.02903 (Tabla N° 16), la mayoria de los valores
obtenidos se encuentran dentro de los limites, excepto un valor de la muestra mozzarella.
Para E. coli, se obtuvo un valor de limite superior 0.24126 y un limite inferior de -0.08165
(Tabla N° 17), de la misma forma solo un dato se encontr6 fuera de los limites que
corresponde a la muestra serranito. Segun se establece en la ISO 16140-4, se espera que no
mas de uno en veinte valores obtenidos queden fuera de los limites de confianza, de acuerdo
con el gréafico obtenido se puede identificar que solo hay un dato fuera del limite de
confianza de 25 datos en el analisis para coliformes totales y E. coli por lo tanto se cumple
con lo requerido en este parametro. Una posible causa de estos datos atipicos puede ser por
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la presencia de una variaciéon inusual en la muestra analizada, en factores como la

contaminacion externa, una inadecuada homogeneizacion.

Otro parametro de relevancia en la validacion es el estudio de perfil de precision que se basa
en la comparacion entre los resultados calculados entre ambos métodos. Estos datos se
representaron graficamente, en el cual se evidencian los limites de aceptabilidad +/- 0,5 log
10, el limite superior ¢ inferior de B-ETI (B-expectativa de intervalo de tolerancia), y la
desviacion estandar de referencia y alternativo. Para el andlisis de E. coli se obtuvo una
desviacion estandar de 0,076 para el método de referencia y de 0,095 para el método
alternativo (Tabla N° 19), de acuerdo con lo establecido en la ISO 16140-4, estos datos
deben ser < 0,125, por lo tanto, los datos cumplen con este requisito. De la misma forma se
concluye para el analisis de coliformes totales, donde se obtuvo una desviacion estandar de
0.084 para el método de referencia y de 0,058 para el método alternativo (Tabla N° 18). Para
determinar si el método alternativo es aceptado como equivalente al método de referencia
para las muestras estudiadas se calcularon los intervalos de tolerancia esperado (B-ETI), los
cuales deben cumplir con la condicional de Ui < AL y Li > -AL, todos los datos obtenidos
tanto para E. coli (Grafico N° 7) y coliformes totales (Grafico N° 8) satisfacen esta

condicion, por lo tanto, se acepta como equivalente al método alternativo de este estudio.

Este estudio de validacion es una ampliacion de alcance de muestra de un método
previamente validado, por lo tanto, el estudio de inclusividad y exclusividad no son
requeridos, sin embargo, se vio por conveniente utilizar cepas que no se utilizaron en este
estudio y cepas ya utilizadas (Anexo N° 13) con el objetivo de ampliar y corroborar la
informacion sobre este método. Dentro del analisis cualitativo, se realizé el parametro de
inclusividad con las cepas E. coli WDCM 00013 y C. freundii WDCM 00006 con el fin de
verificar la diferenciacion entre la E. coli WDCM 00013 y otros coliformes que podrian
presentarse por la naturaleza de la muestra, de acuerdo a la ISO 11133-3 se recomienda
como microorganismo de referencia a los mencionados previamente, segun la Tabla N° 20,
21,22y 23 se confirmd las caracteristicas macroscépicas y bioquimicas, de la misma manera
la actividad enzimaética de las cepas. En el parametro de exclusividad, se utilizé las cepas
E. faecalis WDCM 00087, P. aeruginosa WDCM 00025, S. aureus WDCM 00034,
Salmonella entérica WDCM 00030 y S. Saprophyticus WDCM 00159 con el objetivo de
comprobar la selectividad del método alternativo, se seleccionaron las cepas en base a la
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ISO 11133-3 y a la flora microbiana natural que puede estar presente como interferentes en
la muestra, al realizar el ensayo se identifico el crecimiento de las cepas E. faecalis WDCM
00087, P. aeruginosa WDCM 00025 y Salmonella entérica WDCM 00030 (Tabla N° 24,
25 y 26) presentando un color blanco que se diferencia del color caracteristico de los
microorganismo objetivos, segln la informacion de la ficha técnica del medio sugiere que
al presentarse el crecimiento de estas bacterias se debe emplear un complemento adicional
que consta de vancomicina y cefsulodina al 0.125%, el cual no se encuentra disponible para
el presente estudio, entonces se puede afirmar que el método alternativo es selectivo y

diferencial para E. coli y coliformes totales.

Durante el desarrollo de la validacién de la técnica, se realizé un control microbiolédgico de
los ambientes, superficies y analistas, ademas de un correcto control de la autoclave con el
uso de esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. Por lo tanto, se puede
afirmar que la presente investigacion si cumple con las especificaciones establecidas por el
LECC para el desarrollo de la validacion (Anexo N° 14-18).
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CONCLUSIONES

- Serecolectaron los quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta
y serranito) del mercado San Camilo bajo las condiciones de inclusividad del estudio
mediante una toma de muestra no probabilistica por conveniencia. La obtencion se
efectud de acuerdo con la ISO 707, empleando bolsas estériles y un recipiente aséptico

para su transporte con una temperatura c’)ptima.

- Se evaluaron los quesos no madurados con el método alternativo (CCA) y referencia
(VRBL y TBX), afirmando estadisticamente mediante una prueba de ANOVA que no
hay diferencia significativa entre ellos, ya que se obtuvieron valores de F (3,1437 y
2,6862 respectivamente) menores al F critico (4,2597). Se concluye que la mayoria de
las muestras excedieron los limites maximos de contaminacion por el ente regulador
de inocuidad alimentaria que establece como valor permitido para coliformes totales
de 1000 UFC/g y para E. coli de 10 UFC/g en quesos, por consiguiente, la mayoria de

estos alimentos no se consideran aptos para el consumo humano.

- Se realizd la validacion del método para coliformes totales y Escherichia coli
utilizando el medio de cultivo CCA, en quesos no madurados. Se comprobo que el
método alternativo contiene los componentes necesarios para el desarrollo,
crecimiento, diferenciacion y selectividad de E. coli y coliformes totales. Ademas, se
evidencia que ambos métodos son equivalentes en la matriz de quesos no madurados,
dado que cumple con los criterios de aceptacion establecidos por la normativa
internacional, concluyendo que es repetible, reproducible, exacto y preciso segun la
ISO 16140 - 4.

- Sedesarroll6 un protocolo de andlisis de validacion del método para coliformes totales
y Escherichia coli utilizando el medio de cultivo comercial cromogénico CCA (Agar
para Coliformes Chromocult) en quesos no madurados para el LECC (Laboratorio de
Ensayo y Control de Calidad), ya que este método fue evaluado y demuestra que puede
ser replicable en el laboratorio brindando datos confiables para los clientes. Ademas,
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se evidencia que este ensayo en el laboratorio resulta ser menos costoso (S/. 35,00) en

comparacion a los métodos de referencia (S/. 105,00) para los clientes.
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RECOMENDACIONES

- Paraprdéximos estudios de validacion del método para coliformes totales y Escherichia
coli, seria interesante utilizar adicionalmente otras cepas WDCM de interés para la
matriz para ver la influencia de estas sobre el medio de cultivo y poder compararlas

con las presentes en esta investigacion.

- Esimportante resaltar que la validacion en un solo laboratorio es un anélisis de primer
paso para la estandarizacion de un método microbiolégico, ya que brinda la
informacidn necesaria para continuar con el segundo paso que es la validacion

interlaboratorio para asi poder establecer un método normalizado.

- Seria interesante que, en futuras validaciones con la misma matriz, la recoleccién de
la muestra sea directamente del fabricante para evitar la contaminacion cruzada que

puede alterar los datos.

- Se recomienda en proximos estudios el uso del complemento selectivo E. coli /
Coliforme que contiene cefsulodina y vancomicina, para ver la influencia de este

aditivo en los resultados.
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Anexo N° 1

Tabla N° 27

Costos de los medios de cultivo y pruebas confirmatorias utilizados en la validacion

Costos
Materiales Método de referencia Método Alternativo
Medios TBX $ 697,28 CCA $ 800
VRBL $214
Caldo Verde $178
Brillante
Reactivo - - $35,71
oxidasa
Total $1,089.28 $ 835,71
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Anexo N° 2

Ficha técnica del medio de cultivo VRBL
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Anexo N° 3

Ficha técnica del medio de cultivo TBX
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Selscive medium for the detsction and enumeration of Eschenchia coll in foods.

Practical information

Aglications Calegories
Selective enumeration Eschenchia cob *ataen -
Dietection Escherichia coh - P il
LT - s
Indusiry: Food “d 'l
usiry: Mgl . o
Feeguiations: 150 11133 /150 16648 w S maTary
- [ " e i
W - i e ® D ¥
Sl i T
" ¥ .
-
..l'.‘ ‘L‘r-

Principles and uses

TBX Chromogenic Agar (Tryplone Bile X-Glucuronide) is basad on Tryptone Bile Saks Agar medium, used o defect and snumerate £ cali in foods, with
the addition of a chromogenic agent, x--D-Gluowonide, fo detect the presence of the enzyme gluourcnidase, which is highly spedfic for E. ool

The released dhromophore in TBX Agar is colored and tanget colonies ane easity identified. E. coli absorbs the agent x-8-D-glucuronide,
and the inraceillar gucuronidase enzyme ac breaks e bond between the chromophore and the glucuronide. The released chromophore is
colored and buslds up wathan the calls, caumng the E. coli colories o be blue-green colored.

Casein pepione provides nitrogesn, vilemins, minerals and aming acds essential for growthe Bile Salts ane inhibilors o ofher Gram-positive ogansms
and suppress ookform bacteria. Bacienological agar is the solidifying agent.

150 15549 specifies a honzontal method for the enumeration of B-glucuranidase-positve E. coli in products infended for human conswemption or for the
feading of animals.

The negative bel-gluouronidase £ odli colonies are colodess, e.g- E. ool M&T: HT. The high temperatures {44°C) inhibit the growth of E. coli O187: HT.

Formula in g/l

Enzymasc digest of casein 20 Bacienological agar 16
Bile salks N® 1 1,8 Sbromo-d=oorn=3:-indoli-L-D-glouronic acid 0,078
Preparation

Suspend 36,6 grams of e medum in one lier of distiled wailer. Mix well and dissolve by heating with freqguent agitation. Boid for one minuie ot
compiele dissokson. Stenlze in auiodae at 121 °C for 15 minutes. Cool to 4850 *C, mix wel and dispenss into plaies.

Instructions for use

Enumeration of B-glucuronidase-posiive Eschenchia coll acconding fo 150 18844:

= Inoculates the TEX agar either by the plating methed in depth, seeding on the surface or by the membrane fikration method

= The membrane fitration method and the enumerabon by e most probable number fechnique needs a previous resuscilalion stage in Minerals
Medified Glutarmate Agar or Beoth MM or MMGHE [Cal. 1385)

= Incubaie the plates of TBX agar for 21 hours at a bemperature of 44 *C.

= Calculate the nusmber of posfiee Eschenchia coli B-glucuronidase colonies from the number of typical blue colonies.
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Anexo N° 4

Ficha técnica del medio de cultivo CCA

The original medium used for the revised ISO 9308-1 (2014):
Chromocult® Coliform Agar to be used to detect and
enumerate E. coli and coliform bacteria in water

Introduction

The revised [50 9308 part 1 {2014) with the
amendment 1 {2016) describes the usage of
mermbrane fltration and a chromogenic califarm
agar for enumeration of Escherichia colil and colifarm
bacteria in:

¢ drinking water

= disinfected poal water

» finished water from treatment plants.

Our Chramocult® Caliform Agar (CCA) is the original:
the anly chromogenic culture rmedium which wes

weed For all validation stwdies that were nesded Lo
prepare this new IS0 9308 -1 standard. The procedure
takes much less time for positive results than the

48 hours needed for the previous IS0 9308 part

1 {2000) rethod using Lackose TTC sgar, and the

e method requires no additional culture media for
result confirmation. In additon, Chromocult™ Coliform
Agar is a US EPA approved membrane filter mediem
that simultaneously determings the presence of tatal
coliforms and E. coli, both of which must be manitored
under the Total Coliform Rule at § 141.21.

The principle

Chromacult® Coliform Agar i€ & salective and
differential chromogenic culture medium fer the
microbiological analysis of waber samples. Within 24
hours this rmediurm enables the simultanecus detection,
differentiation and enurmeration af E. coll and coliform
bacteria in drinking water.

Counting of colifarm bacteria is based on the ability of
B-D-galactosidase, an enzyrme which is characteristic of
ooliferm bactéria, to cleave the substrate Salmon-GaL.
The reaction results in salmon red colored coliferm
bacteria colonies.

Counting of E. coli is based on the cleavage aof both
the substrates ¥-glucursnide by B-D-glecuranidass
and Salmen-GaAL by B-D-galactasidase, an enzyme
combination, which is characteristic of E. cali. In

the presence af E. ooli both substrates are cleaved,
resulting in colonies that take on a dark blue to vialat
color BS oppoded bo the salmon red of other califarm
bacteria colonies. Non-caliform bacteria appear as
colorless oF i Fare cases BS Durguoise colonies. The
CCA Tormulation contains sodium heptadecylsulfabe
[e.g. Tergital® 7) as an inhibiter of Gram-pasitive
bacteria with mo negative effect on the growth af the
targeted coliform bactera [ E col.
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Advantages

of the revized IS0 9308-1 method sver IS0 9308-1

(2000):

» Save time: Up to 24 hours faster than the ald
Lactose TTC agar rethod.

= Clear results: Easy counting of E. coli and coliform
bacteria by color wihen using CCA.

» Save eosts: Mo additional eullure media neaded for
canfirmation. Instead, one-minute confirmation of
califarm bacteria l.I!-iI"lg an ine:-:pengive axidasa-hased
Last strip.

= Easjer-to-do: The CCA method is easier to perform
than the Lactose TTC agar methed.
Application

Far water analysis, Chromacult® Colifarm Agar is
usually combined with membrane fltration:

Filter appropriate volume of sample (e.g. 100 mL
municipal drinking water, 250 mL bottled water)
using membrane fter.

Place fter on CCA ensuring that no air is trapped
undemeath.

Incubate the inoculated dishes asrobically in an
inverted position at 35-37 °C.

= After incubation, examine the plates far presence of
typical colored colonies of £, coli and other coliform
bactaria.

MOTE: The type and guality of membrane filter alfects
the size, coloration and number of colonies significantly.
Our mixed cellulose ester filkars were used in &ll 150
walidation studies and supported the calor farmation
and the growth of colonias wery well. For mare detailed
infarmation sbout the validation af CCA, including filter
pErFDI'I"I"IﬂI‘IEE.. sae B, LEI"IQIE_. . Strathmann, and R.
Ossmer [2013). Letters Appl. Micrebisl. 57, 547-553,

' ¥ L]

et Y )

Wi st cn lr#
N Vi




REPQSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA ;
DE SANTA MARIA

Anexo N° 5

Certificado de cepa Escherichia coli WDCM 00013

e igmaabrich s

Certified reference material — Vitroids™

Refarence material certificate

Escherichia coli WDCM 00013 VT000136

Product na.:
Lot nau:
Dascription of CRM:

Expiry dita:

Starting maberial:
Mo of pEiseges:

Cartifind vl s

TR

VTOO013E

BOCHIFES

Vet are disd-shaged, Fecrosiongeal nfieeres materias Each dee coslaii
& Guishissd iuiSsar of merooeg aten [oelosy femsg unis; efu), immosiimed in
& wolid walar sobuble fatrie

HMAR 1024

=30 + 8 N stora the Mylar bag contaming the plastic vials with e Vileoids ™
e ad

CRET 434 babch T5=03-D017F (ireaze- drisd mcrosegantm n a glass am peuk)
2 {ugssn ricaigt Trem call cillune colectios JECT)

Sample: Fscharichis coll WHCM 00013 WTD00136

Exparetad uisarlanly

(g valus]

.03 BAE+0% - 138404 cfu par diec

Dt o Easting:

Trypeass Soy agar | sersbie | 37 9C ) 24 hes

colany FaTRng et

cha
The refarerds dhlbal We CRCULESD By L EPW CRaoarenisl & AIBTE HOMInng LEESISady i Crdinasr| ErEl U0 T OSTpts’ FEgism
"RIWEIGHT. Theh Mol SunsmHng &f WFONTROTY ONgnadst o ek gRMTAEd Diwsight Candend o dsien |Sl) Msutng rom o SresgT
FECIMETAS T E VI GRS i PO il AT, Thak SEpebTae) Cregsh SRS o SCECGNE T T 15 BT sWisSssy, which i

s b Mutiplying O biwsight Handwd o dstion by G

Matralogical
Eracmability:
Miasurement mathos:
Imtended, correct wie
& handling
indtructinic

Hualth and safaty
information:

Aceradititian:

A By TR L CET

a

Dutals see "“Cartification process detals”™ an page 1.

Thi cartified vaks @ established by plabe counting in accordancs with 1S0/IEC 170F95,

Plisaia follow [P PotrocBons goven in “Garal Pstrucons for inbieded usss of thi
it material” of page 3.

Flaaia rafir 1o the Salety Data Shisst (ink en pega 3) Mor detaled infeemation diout the
raituns of afry hicard e aeeroprali pretitons 1o e Lk

Sagina-Aldnch Produchon GmbH 6 eecrad Risd by B Swiss Socradilalod Sardce SA5 &
raliretcs maluna prodocar undar o, SIS 0001 B Eserdanie with inlam ateaal
staratard 150 17038 1,

10 MAY 2633

T
@
%
I\{L__ ..i-“
150 170
BAME Qeal O, Thermeas Bdbrer - CAM Oparations.  Dr. FHlpp Zall - Appiening Offcar

R AT FTEeton SmbM, Indusmraaracs 15, 471 Sude, Selosnaad; Tel 48785350
R ST PrEdemon Gmbs B & adadary of Pk sheh, e T, GETRaTy.
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Anexo N° 6

Certificado de cepa Enterococcus faecalis WDCM 00087

e, sigmaskdrich com

Certified reference material — Vitroids™

Reference material certificate

Enterococcus faecalis WDCM 00087 VTODOBY7

Product na.:
Lok new:
Dascription of Ciok:

Expiry date:
Storage:

Starting material:
Me. of passages:

WTODOETT
BOCHETTO

vEreida™ are diec-shaged, secrosiologeal frescs materias. Each dis contain
& quishimsd numBser of mcrooergastims [celory fermisg unies; cfu), immoisibed in
& welid walir sohibla et

MAY 2024

=30 £ 8 W stora tha myles bagy contaming the plaetie vials with e Wilesds ™
urepad

CECT 795 babch 08-11- 2014 | frisze-drisd microsegantm n a glies ampoub)
3 {ugesn recapt rem cal cullure colaotios CECT)

Sample: Erlerococors faecalis WDCM 0008T VTOOGETFT

Cartifeind wil s

Expasdad uscartanty

P I ek )

i vialisn) Expasttnd riafeia

0.041 AAE#DE = TOE408 cfu pr dlise

Dt of vstineg:

Trypease soy agar [ sarabic | 37 9€ { 24 hes
13 UM 2023

cha
Tia relersncs sk e SSCULSCSs Sy (LGS G ERsSronrenis: SySIeTe Homionng LaEarscony i Cincans | Cl-CINE Compuser rogoem
TRINEIGHT". The TS St o WfCHIEAy ONGraisd Mo Teb JRMraed Diwdghl DRI SF AR |50 SHGnng from e Sasgm
EOTHILTEC T Vi ADESINE Curing ROPKQE BTy DB, The SapSIa CHnGgs T 0 SCT0nE s Do 15 BTt aErasry, whic i

calaary FaTRing ein

s by Mty Do Diwsaght A B sion Bn Lk

Matralogical
eraceability:
Mueasurement method:
Irtended, correct use
& handling
insEructicns:

Huaith ard waduty
Irfermitican:

Ace raditatian:

A B TR LT

a

Dutaits sed "Cartifsation process datals” on page .

This csirtifid vaks i astablshed by plabe counting in aceordanss with 150/1EC L0591,

Madia Follew e BalnaBond v 1n “Gaikral Belructions foe imisde o of this
Filirites matirlal® o pags 1.

PFlaaia rafer 1o the Salety Data Shest (ink en paga 3] lor detaled infesemation about the
Faituna of afry hataed st aperogriala procilion 1o be Rakes.

Sigma-Aldrich Production GmbH s aceradited by the Swits Accrediation Sardoe SAS
relireccs malenal producar undar no. SIS 0001 B eoosrdance with inlamatienal
stadard 150 17034 19,

i B0 SEP 20032

o
@
&
7
1mD 1L
BRME o8l [, Thomas Babrar - CAM Dperations.  Ov. Philpa Dl - Sppiieing DNcar

R AT FTEOSTn Sk, IndsmraaTais 15, AT Bude, Seioenmnd; Tel 48z 755-3540
BRI AT Prederis. b G Gbaedary of MEth aLek, [T, LETRAYY
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Anexo N° 7
Certificado de cepa Citrobacter freundii WDCM 00006

@m e sigmasabdrich com

Certificate of Analysis — Vitroids™ (micesistagical ey
Citrobacter freundii WDCM 00006 VTO00066

Product na.: WTBDOGEE
Lot ne: BOCGS 148
Description of CRM: ViEnsida™ are dikc-shaged, micratislogical rafereos materias Each diss containg

& quantified numisr of microorgasisms [oslesy formisg unies; cful, immesikzed in
& solid watar sehubla fatri

Expiry data: OCT 2023

Sorage: =20 4 8§ W€ shera tha gl Bag conlaining thi plati vals with B Vitesids™
U ad

Starting maberial: CRET Fddd baveh 11=08-20047F |ireane-drid microorgasiem m a gliss
arspincla)

Mo of padseges: 2 {upen recaiet frem call cullure colaction CECT)

Sampie: Citrabacter freundy WDCH 30006 ¥TO000ES

Coartifwid wal v Expardad ustarlannly
Enpisctad racrm
(L= E B F TR S ) (g valua)]
3.1E+03 clu par disc 0.037 1.EE+0F « BLOE+03 ofu par dise
Carfiibieafed - Tryptass Soy dgar [ serabic f 37 °C ) M hrd
Daita &f Ricatifg: 25 OCT a0

ol ckaYy TR SAL
Tk PR o vl W CHRCULBEES Uy | LRGP Bl GTeb b 5 (I8 TE MOl onng W Bty i) Caaniat rﬁi.l’.nlnurp.mr ol
TRIWEIGHT. Thi s susmant of Ghoartaaney mmw‘:nwxun-:‘m BN G AN !;r:u m“f.f'.;.r
R ETLC T vEE SDCRINSe curing PP ey TRring. The & e Cangs TkaL inGo SCIoant mtia b . b mrinSry, which i
o by Maitinlyineg D4 Diwssght UNdeG SFANs by L.

Matrologicsl tracaability:  Datais e “Cortification prodas dealh® on paga 2.

Measurement method: Tha Cortlmad walug s aslabhared By plals coustieg.

Irtended, correct e & Plaass follow the inelructioss greas i “Canaral imeinetien s for moen disd o of
hardiing instrue bons: this refunance matana® on gags 3.

Huaith ans wafuty Plaass rafar 1= tha Safity Data Sheiat (ink an page ¥) for detaleed informatisn
infermaticn: ot e nabers of any Bazand and appropriss precaulioes to B takan,
Arcreditation: Sryma-Adnch Production GmbH i s ned fed by thie Swiss accrisfilalios aulhorily

SRS ey abirad relaran ol mabecial producer SRES 0000 in accerdanoe with 150
17034 1 and registered bsting latoratary STS 0400 accerding to ISGVIEC 17025
ni,

Cartificats issues dabe: 25 MOV 2021

IR0 APE04 IIB\IIIIE 1TaRE
i GEGL

R AT PTEOsITor Sk, IndsmreaTiis 15, 8471 S, Geiaenmad; Ted 4zl 755- 3540
G TN LT
AL AR Prederrion, Grbe B b badary of Mtk ARk, [LSTRrE, GETRENY.

artificaim Page 1 Cort ficata werniar 0L

Cr. Thormam Béhrer - CRM Opsrations  Dr. Philipe Zall - Approwing Dfficer
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Anexo N° 8
Certificado de cepa Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025

e pigmee Hrich som

Certified reference material - Vitroids™
Reference material certificate

Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 VTOD0256

Product na.: WTDDOISE
Lok f: BOCHETER
Duscription af CRM: Vitreii™ are disc-shaged, micrebislogical rafereses materiss. Each dise contains

@ quirshissd numBsr of mroorgastems [celory fermisg ungs; cful, immeoskoad in
sl wartar sobuble matre

Expiry data: JUN To2a

Storage: =20+ 8 stora the e by contaiming thi Bt vals with b Yitrods™
urs i ad

Starting maberial: CECT 108 hatch 09=08=2017 | frese-drisd Mmcrosrgantm n a gliss ampouk)

M. of passages: 3 fugsi et e cal cullune clestien CECT)

Sample: Paecdom o aeroginoss WECH 00028 wTO0OIS6

Cartifid vl Expadtiud ufssriantly
Enpieiad i

A Pran vk (e vaalu)

6.0E403 cha per dise 0.039 2EEFOT - 1.3E 404 cfu par dise
Conditiofs: Trypeass soy agar [ serobic § 37 9€ [ 24 hrs
Dt o Rl g 21 UL 2022

o iy ARG alan
T relarsnos ik dd. A SR 3y (L5 GPW ERasOaTanin Spisma HOtInnng L barwany i Canoae| e (IR cumputr Fgaan
W] GHT”. The Tebt et o8 LACMTRy OrWENAES. O, Tab MM ] wdaght 0AMIM 8 AM |50) MG om D Masg
FEOTHITE. T Vil DD NS Curi] PEFOQe ey [MIng. The Sl g Tkl Do SIoanl Teda Dah 15 D sErleEiry, whe ik
X by Mutilyineg Db Diwiight MBI S8 s By 6

Mutralogical Dutaids s "Cartifaton process detals” on page 1.

Eracaability:

Maasuremant mathod: The certifed vake & estabbchisd by plate countisg in aconrdancs with 150/1EC 1POFS%,
Intended, correct usa  Fease folew P Patnacsons gven in “Gareral eetrucbons for indecded uses of tho
& handling raleretcd matirial® of pags 3.

instructions:

Huaith ansd waduty Miasa rafer 1o tha Salety Data Shest (ink en paga ¥ for detaled infermation about the
information: saturs of afy hakaed afd apgrogtals procationg D ba takes.

Accraditation: Sigrma-Aldrich Produdtion GmbH is aceredted by the Swits Accreditation Sardoe SAS

raferercs mataral prodacer undar no. SAMS DDOI in accordanca with intamatienal
statard 150 17034 19,

Cortificats issues date: 26 SEP 2003
D
(+)
e
1mn 1N
BRNE BE01 [ir, Themes Bidbrer - CAM Dperabions. D, Philpp Zall - Appiining Ofoar

R ATy PTEOsITon Sk, IndemneaTaies 15, G471 Bude, Swioenand; Tl +40-82-755-3540
G TANTCL LT
RRFLE - AR Prodecrs, Gmbs B Gbadary of Mtk tieh, LTRSS, CETREY .

artificats Pages 1 Carfficmts waruian O
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Anexo N° 9
Certificado de cepa Salmonella entérica WDCM 00030

el
Certified reference material — Vitroids™
Reference material certificate
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Enteritidis WDCM 00030 VT000303

Product no.: VT000303

Lot mo.: BCCG2047

Description of CRM: vmoﬁds" dec-shaped, microbdiclogical reference materials. Each disc contains

fied number of micr (colony forming units; cfu), immobilzed n

a scild water sokuble matrix.

Expiry date JUL 2024

Storage: =20 £ 5 °C; store the mylar bag containing the plastic vials with the Vitrolds™
unopened

Swrting material: CECT 4300 batch 22-07-2015 (freexe-dried microorganism In a glass
ampoule)

No. of passages: 2 {upon receipt from cell culture collection CECT)

Sampile: Safmonedla enterica subsp. enterica serovar Enteritidis WDCM 00020 VTD0O303

Cortified vabe Expanded uncertainty

(geometric mean value) (10930 value) CPyried mave

Canditions: | Trypease soy agar / serobic 7 37 *C / 24 bws
Date of testing: uwazm

ol coisey feeming usts

The refacenice value ate caicuintes by (US £9A Trvicsamentsl Syseme Montaring Laboratory In Ondessti) DMEL-CIN t competer program

EOWEEMT™. o from the nmm:mm)_mmnw

@eormatric mean value chtalned 2aring Romogenaty taeing. The spactad range tikes ints socount macls betch 13 batch variabity, which ix
dave by m‘upghtwt mandart deviation by 1.6

Metrological Detalis see "Certification process detalls” on page 2.

Measurement method: The centified value is establizhed by plate counting In accordance with ISO/TEC 17025,

Intended, correct use Mease Boliow the Instructions given In “General Instructions for intended uses of this
& handling reference material™ on page 3.

instructions:

Health and safety Pease refer to the Safety Data Sheet {Ink on page 3) for detalled information about the
information: nature of any hazard and appropriate precautions to be taken.

Accreditation: Sigma-Aldrich Production GmdH & accredited by the Swiss Accredtation Service SAS as

reference material ptodum' under no. SANS 0001 i od with inter !
standard 1S0 17034

Certificate issue date: 07 SEP 2022

O
m
I o /

\
N\
IS0 L7004 — -
s s02 Or, Thomas Blve: - CRN Operatioes O Philipp 26 - Agpeosing OM o

Sigra-Adrice Prdection Gmite| Industriesranss 25, $471 Bucve, Swiseriand; Tel 410175535108
W _sigmanisrich com

Sigma-Alaricy Gt e e of Marci KGaA, O Garrrany.

Cartfcats Page 1 of 3 Cetificats verson 01
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Anexo N° 10
Certificado de cepa Staphylococcus aureus WDCM 00034

@m e sigmaskdrich com

Certificate of Analysis — Vitroids™ (micsbisiegical cam)
Staphylococcus aureus subsp. aureus WDCM 00034 VTODD343

Prodiset no.: VTODOE43
Lot ma.: BLCFESTL
Daseription of CRM: Vitreids™ are Sisc-shapad, mice al rafereses matanals. Each dise containg

a quantified numar of microorgansms [colony Torming unis; ou), immosilzed in
& sold walar sohubla matrx.

Expiry date: AR 3038

Snorige: <20 x5 “€; stona e Myl beg contairng he plaetic viaks with the Witrods™
urpErad

Starting material: CECT 435 bateh 04=05-2017F | Fro b -Sriad mcrooeg ssism s 3 glass ampeu k)

Mo, of passages: 3 {upen recaipt frem call cubture colactios CECT)

En s il =aaewima

1.2E+02 cfu par disc [Herr B.2E#01 = L2E+02 ofu par disc

Condition: Trypease Soy Agar [ serobic £ 37 °C [ 48 hrs
Data of Lasting! OF MY 022

ol cay FaTRing s
Tis relerence s e CRCHNEE By (LGP Erssronmenis Sy nere Monimnng LaEonory i Cncans | St -CIR'S COmpaser rogoum

FRETE TS VLS SDIB I i POPRQEnETy tEnng. The & apered Mg Tk NIz wlﬂ'ﬂlm‘hﬂﬂﬂ AL Ty, el
EEN8 by (AT [T Dewdaght IAMMT ENSan Ep Lk

Mutrological traceability:  Detaik s “Certlication process details” en paga 2.

Measurement method: Thw cartifsed sdlua & estabbsrad By pla coustieg.

DInbended, corract usa & Mo follow [Ba inslrutions ghes s "Geraral instnations for imended uses of
i thits radl

andling | matarial™ on pags 3.

Haalth and safaty Plaass rafar i the Safety Data Skeet (Enk on page 3) for detaded information

infamaation: aEout e natues of any Bazard and approgeials Precautens io Ba akan,

Aceraditation: Sigma-Akdrich Praduction GrmbH t6 acoradRied by e Swiss accreditaton authorty
SAS at regtered refren oo material producar SRES 0001 in aceandanca with 150
17034 1 and registered testing laboratory STS 0400 acearding to [SOVIEC 17005
wI,

Cartificats Eaue date: 26 AUG 2022

©®©

) s,
-y S

e pEle  ESOYINE 1PEIS Cr. Thomas Béhrer - CRM Opsrstions Dr. Philinp Zall - Approwing Dfficer

R G8GL ST S

Tl MAETRC PYCELCTN Sama, IR ImsiTaies 15, 471 Bude, Swvoeinsd. Tel +40-81-355- 3510
A GOSN G
ST AETET FIOSLCTon Srmas d & tubaeddry of Mo t0wh, [LSTRDMST, G Ty
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Anexo N° 11
Certificado de cepa Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159

@m waw pigmaakdrich com
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Anexo N° 12
Estudio de exclusividad del método alternativo frente a los métodos de referencia con

vancomicina

Tabla N° 28 Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S.
aureus, S. saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en CCA con vancomicina a 35
°C por 24 h

Numero de | Color de | Salmon-GAL B- | X-glucoronidasa
origen colonia | D-galactosidasa |B-D-glucuronidasa
Enterococcus WDCM

Microorganismos

faccalis 00009 Blanco Negativo Negativo
Pseuggmon-g WDCEM Sin color Negativo Negativo
aeruginosa 00025
Staphylococcus WDCM
aureus 00034 ) i i
Salmonella entérica V(\)/(%C:;I(\)/I Sin color Negativo Negativo

Staphylococcus WDCM
Saprophyticus 00159
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Anexo N° 13
Certificado N° 020902 del medio de cultivo Chromocult Coliform Agar por el programa
AOAC Performance Tested

AOAC

[V]Researce
CERTIFICATION

AOAC’ Performance Tested""
Certificate No.

020902

The AOAC Research Institute hereby certifies the method known as:

Chromocult® Coliform Agar

manufactured by
Merck KGaA
Frankfurter Str. 250
64293 Darmstadt
Germany

This method has been evaluated in the AOAC® Performance Tested Methods®™ Program and found to perform as stated by the manufacturer contingent to the comments
contained in the manuscript. This certificate means that an AOAC® Certification Mark License Agreement has been executed which authorizes the manufacturer to display the
AOAC Performance Tested * certification mark along with the statement - "THIS METHOD'S PERFORMANCE WAS REVIEWED BY AOAC RESEARCH INSTITUTE AND WAS FOUND
TO PERFORM TO THE MANUFACTURER'S SPECIFICATIONS" - on the above-mentioned method for a period of one calendar year from the date of this certificate (February 07,
2022 - December 31, 2022). Renewal may be granted at the end of one year under the rules stated in the licensing agreement.

February 07, 2022
Scott Coates, Senior Director Date
Signature for AOAC Research Institute

2275 Research Blvd., Ste. 300, Rockville, Maryland, USA Telephone: +1-301-924-7077 Fax: +1-301-924-7089
Internet e-mail: aoacri@aoac org * World Wide Web Site: http://www.acac org
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Merck Chromocult® Coliform Agar, ADAC® Performance Tested™ Certification Number 020902

Tahble 8. Indhusi : growth and colony color of coliform and E. solil strains incubated on Chromocult Coliform Agar at 35°C for 24 h (1)
Inocuhsm Salmon-GAL KeGlucuronide
Specien Drighns || Nl (o ) | SPOWER PB-galactosidase P-B-glucuronidase | Calony colar®
1. | Escherichia cali ATCC 25023 I0-100 + + = dark blue ta vialet
2. | Escherichia cali DENZ 502 30-100 + + + dark blue to vialet
3. | Escherichia cali ATCC ELE:] 30-100 + + + dark blue to vialet
4. | Escherichia cali ATCC 5218 10-100 + + + dark blue to vialet
5. | Escherichia cali ATCC 11108 10-100 + + + dark blue to vialet
& | Escherichia cali ATCC 11229 30-100 + + + dark blue to vialet
7. | Escherichia cali ATCC 10536 30-100 + + = dark blue ta vialet
B | Escherichia cali ATCC 51735 30-100 + + + dark blue to vialet
5. | Escherichia cali ATCC 49161 10-100 + + + dark blue to vialet
10. | Escherichia cali ATCC 35471 10-100 + + + dark blue to vialet
11. | Escherichia cali ATCC 35270 30-100 + + + dark blue ta vialet
1}, | Escherichia cali ATCC 33582 30-100 + + + dark blue to wialet
13 | Escherichia cali ATCC 11775 W-100 + + - dark blue ta vialet
14. | Escherichia fergusoni ATCC 35470 30-100 + + - salman-red
15 | Escherichia fergusond ATCC 5455 10-100 + + = salman-red
16. | Escherichia hermanni ATCC 33650 10-100 + + = salman-red
17. | Escherichia hermanni ATCC 33651 30-100 + + - salman-red
18. | Escherichia hermannii ATCC 33652 30-100 + + = salman-red
19. | Escherichia intermedia ATCC 21073 I0-100 + + - salman-red
20. | Ertercbacter aerogenes ATCC 13048 30-100 + + - salman-red
21. | Enterchacter aerogenes ATCC 15038 10-100 + + = salman-red
21, | Enterchacter aerogenes ATCC 5028 10-100 + + = salman-red
23. | Entercbacter aerogenes ATCC 35025 30-100 + + - salman-red
24. | Entercbacter aerogenes ATCC 29540 30-100 + + - salmon-red
25 | Erterchacter aerogenes ATCC 513432 30-100 + + - salmaon-red
26. | Entercbacter cloacae ATCC 13047 10-100 + + = salman-red

* Typical appearance of E. coli [Gal =, Gluc +): dark blue to violet
Typical appearance of coliforms |Gal +, Gluc -): salmon-red

Inoculum Salmon-GAL x-Glucuronide
Species COrigin. | Number | \opptate] | 5™ | poogalactosidase | PD-glucuronidase ECR iy oiots
27. | Enterobacter choacae ATCC 29006 30-100 + + = salmon-red
28. | Enterobacter choacae MCTC 5354 30-100 + + - salmon-red
249, | Enterobacter choacae ATCC 25341 30-100 + + - salmon-red
30. | Enterobscter doacas ATCC 35030 30-100 + * - salman-red
31. | Enterobacter chacae ATCC 35549 30-100 + + = salmon-red
3. | Enterobacter sakaczakii ATCC £1329 30-100 + + = salmon-red
331. | Enterobscter sakacakii ATCC 12368 30-100 + + = salmon-red
34. | Enterobacter sakacakii ATCC 29004 30-100 + + - salmon-red
35. | Enterobscter sakacakii ATCC 20544 30-100 + # = salman-red
36, | Kebsiells oxytocs ATCC 43165 30-100 + * - salmon-red
37. | Klebsiella axytoca ATCC 49334 30-100 + + = salmon-red
38, | Klebsiella axytoca ATCC 13182 30-100 + + = salmon-red
38. | Klebsiella axytoca ATCC 8724 30-100 + + = salmon-red
40. | Khebsiells oxytoca ATCC 33531 30-100 + + - salmon-red
41. | Klebsiella pneumeniase ATOC 13883 30-100 + + - salman-red
4F | Klebsiella pneumoeniase ATOC 10031 30-100 + + - salman-red
431. | Crrobacter braakii ATCC E750 30-100 + + = salmon-red
44. | Crrobacter freundii ATCC 8454 30-100 + + = salmon-red
45. | Cirobacter freundii ATCC BOS0 30-100 + + = salmon-red
4. | Citrobacter freundii ATCC 43854 30-100 + + - salmon-red
47. | Citrobacter freundii ATCC EETY 30-100 + # = salman-red
48 | Citrobacter freundii ATCC 11811 30-100 + * - salman-red
48. | Citrobacter koseri ATCC 27028 30-100 + + = salmon-red
50. | Citrobacter koseri ATCC 27156 30-100 + + = salmon-red
51. | Citrobacter &p. ATCC 51642 30-100 + + = salmon-red
5k | Citrobacter ssp. ATCC 51378 30-100 + + - salmon-red
53, | Citrobacter youngas ATCC 20221 30-100 + * - salman-red

Typical appearance of E. coli (Gal +, Glse #]- dark blue to vioket
Typical appearance of colifarms |Gal +, Gluc -): salmon-red

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
REPOQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 4 DE SANTA MARIA

Merck Chromocult® Coliform Agar, ADAC® Performance Tested™ Certification Number 020902

ity study: growth and colony color of non-coliform strains incubated on Chromocult Coliform Agar at 35°C

Speties Origin | Number [chufplate] Growth pogal . B-D-gluc - Colony colior
1. | Acinetobacter baumannii ATCC 10606 100-300 + - - colores
2. | Aeromonas hydrophila ATCC 7966 100-300 + - - coloriess
3. | Alcaligenes faecalis ATCC 10209 100-300 + - - coloress
4. | Bacillus cereus ATCC 11778 100-300 -
5. | Bacillus pumilus ATCC 27142 100-300 -
E. | Bacillus subtilis ATCC E051 100-300 =
7. | Campylobacter jejuni ATCC 28473 100-300 =
B. | Costridium perfringens ATCC 13124 100-300 -
8. | Edwardsizlla tarda ATCC 15947 100-300 + . - enlores
10. | Hafnia alwei ATCC 25936 100-300 + - - coloriess
11. | Lactobadillus acidophilus ATCC 4356 100-300 -
12 | Microbscterivom lacticum DSMZ 20437 100-300 -
13. | Micrococous luteus ATCC 10240 100-300 -
14. | Morganells morganii ATCC 25830 100-300 + - - colores
15, | Morganells morgani ATCC Bl 100-300 + - - cnlores
16. | Proteus mirabilis ATCC 14153 100-300 + - - coloriess
17. | Proteus mirabilis ATCC 14273 100-300 + - - colores
18. | Proteus mirabils ATCC 29306 100-300 + - - coloriess
19. | Proteus wulgaris ATCC 13315 100-300 + - - coloress
0. | Proteus wulgaris ATCC 2427 100-300 + - - enlores
21. | Providencia rustigianni ATCC 13159 100-300 + - - coloriess
22, | Pseudomonas asruginosa ATCC 27853 100-300 + - - coloress
23, | Pseudomonas asruginosa ATCC o027 100-300 + - - cnlores
24, | Pseudomonas alcaligy ATCC 14308 100-300 + - - colorkess
15 | Pseudomonas fluoresoens ATCC 13625 100-300 -
26. | Pseudomonas putida ATCC 13633 100-300 + - - enlorkess
27. | Pseudomonas stutzeri ATCC 17832 100-300 + - - coloress

Inoculum Salmon-GAL E-Glucuronide

Species Odgin | Number | @ rpiate) | 5™ | Bogalactosidase | PO-glocoronidase | Colomy colar
8. | Salmanells Anatum ATCC 5270 100-300 + = + turguoise
. | Salmanella Cholerasuis RCTC 017 100-300 + = = colorless
3. | Salmanella Cholerasuis ATCC 12011 100-300 + = - colarless
31 | Salmanells Enteritidis ATCC 13076 1d0-300 + - - colorless
32, | Salmonella Typhimuwrium ATCC 13113 100-300 + - - colarless
33, | Serratia plymuthica ATCC J462 100-300 -
34, | Shigells bawdi ATCC B2 100-300 + - * turguaise
35, | Shigells flexneri ATCC 12022 100-300 + = - colarless
36, | Shigells flexneri ATCC 12025 100-300 + - - colarless
37. | Shigedls flexneri ATCC 12023 100-300 + - + turguoise
8. | Shigells sonnei ATCC 20930 100-300 + - - colarless
39, | Shigells sonnei ATCC 11060 100-300 + = = colorless
40, | Staphylococcus aureus ATCC 6538p 100-300 -
41, | Staphylococcus saprophyticus ATCC 15305 1D0-300 -
42, | Streplococcus pyogenes ATCC 12344 100-300 -
43, | ¥Yersiniaintermedia ATCC 20009 100-300 + - - colorless
44, | Yersinia enteritidis ATCC 23715 100-300 + - - colorless
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Anexo N° 14

Verificacion de los equipos del laboratorio

Tabla N° 29

Requisito y frecuencia de los equipos utilizados en la validacién

Equipos Requisitos Frecuencia
Incubadora Verificar la estabilidad de la Diariamente
temperatura
Autoclave Verificar las caracteristicas Cada 2 afios

de esterilizacion y la
eficacia del equipo con un
test biologico

Balanza Verificar con una pesa de Diariamente
control
Micropipetas Verificar la exactitud Mensualmente
Condiciones ambientales | Control de las superficies y Semanalmente
(microbiolégicas) el aire del laboratorio
Condiciones ambientales | Control de la temperatura y Diariamente
(temperatura y humedad) humedad del laboratorio

Se examino la calibracion, el mantenimiento de todos los equipos empleados. En el caso
de equipos que no estaban calibrados, se realizé una comprobacion. Esto garantiza la

fiabilidad de los resultados obtenidos en la investigacion.
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Anexo N° 15

Control de la autoclave

Se realiz6 la confirmacion de esterilizacion de la autoclave utilizada en la presente
investigacion, se llevo a cabo con un bioindicador que contiene esporas de Geobacillus
stearothermophilus ATCC 7953. Para la verificacion se coloco la ampolla que contiene estas
esporas dentro de la autoclave en una botella esterilizada con agua esterilizada por un tiempo
de 15 minutos a una temperatura de 121 °C, al finalizar se llevd a incubar a 60 °C durante
48 horas, y de la misma forma se incubd otra ampolla no esterilizada como control. Después
de las 48 horas, se mantuvo el color violeta rojizo en la ampolla esterilizada indicando la
ausencia de crecimiento de las esporas, por otro lado, en la ampolla no esterilizada si hubo
un viraje de color hacia el amarillo con la presencia de turbidez por la fermentacion de aztcar

y el crecimiento de las esporas.

Gréfico N° 16 Grafico N° 17
Esterilizacion suficiente con Sterikon Control positivo con Sterikon plus
plus bioindicador MERCK bioindicador MERCK

Fuente: Autor Fuente: Autor

En la primera imagen se puede observar el resultado satisfactorio de la verificacion de la
autoclave con el uso de esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 y en la
segunda imagen su respectivo control positivo, por lo tanto, se pudo afirmar que el equipo
asegura una correcta esterilizacion y cumple con las especificaciones establecidas por el
LECC para el desarrollo de la validacion.
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Anexo N° 16
Ficha técnica de Sterikon plus bioindicador MERCK
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Anexo N° 17

Control de ambientes

El laboratorio fue objeto de monitoreo semanal, centrandose en areas especificas como
el area de preparacion de materiales y la cabina de flujo laminar vertical. Para evaluar
la calidad del aire, se utilizo la técnica de sedimentacion, colocando placas con medio
de cultivo para bacterias meséfilos (Agar PC) y hongos (Agar OGYE) en diferentes
puntos del laboratorio durante 15 minutos. De manera similar, las superficies fueron
monitoreadas mediante gasas, tomando una muestra representativa de un area
aproximada de 25 cm?. Posteriormente, estas muestras fueron incubadas a 37 °C en el

caso del agar nutritivoy PC, y 22 °C en el agar OGYE.

Luego del periodo de incubacion, se llevé a cabo el recuento en cada una de las placas,
confirmando la ausencia de contaminacién en el area. De esa manera, se aseguré la
validez de cada parametro de la validacién, ya que la limpieza tanto del laboratorio

como del area de siembra evit6 la contaminacion cruzada.

Tabla N° 30

Resultados del control microbiol6gico de ambiente y superficie

Ambiente UFC / hora Superficie UFC / 25 cm? Analista
Ensayos " "
Cabina Area Cabina Area Guantes Guantes
inicio final
M |HL| M [HyL| M |HyL| M |HyL| M |HyL| M |HyL
0 0 Max | Max 0 0 Max | Max 0 0 0 0
10 10 10 10
1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
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5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
CUMPLE Sl Sl SI Sl Sl SI Sl Si Sl Si Si Sl

* M: bacterias mesofilas H: hongos L: levaduras

Durante el desarrollo de la validacion, se obtuvieron resultados confiables en el control
microbioldgico de los ambientes, superficies y analistas. La tabla N° 29 muestra que los
controles microbiol6dgicos cumplen con las especificaciones establecidas por el LECC. Esto
garantiza que las condiciones de trabajo sean Optimas durante las pruebas realizadas, asi
mismo ayuda a reducir los falsos positivos debido a la contaminacion microbiana cruzada.
Esto se logra a través de un riguroso proceso de higiene y desinfeccion en el laboratorio,
especialmente en el area de trabajo, lo cual es primordial para obtener resultados confiables

durante la validacion.
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Anexo N° 18

Verificacion de medios de cultivo

Se llevaron a cabo controles sobre los medios de cultivo utilizados en la investigacion, tal
como un control macroscopico, una medicion del pH a 25 °C, un control de esterilidad y un

estudio de productividad.

1.  Control macroscopico
Se realiz6 una revision visual para evaluar la consistencia del medio, su color y su
apariencia. Todas estas caracteristicas se compararon con las especificaciones detalladas del
medio en la ficha técnica correspondiente. En la siguiente tabla se aprecian los resultados de
las caracteristicas macroscopicas de los medios de cultivo utilizados en la presente
investigacion, y se evidencia que presentan las mismas especificaciones que se detallan en

su ficha técnica correspondiente.

Tabla N° 31
Resultados de las caracteristicas macroscépicas de los medios de cultivo utilizados en la
validacion
Medio de cultivo Caracteristicas macroscopicas
Agar CCA Color Dbeige, granulado, consistencia fina vy

homogénea sin presencia de humedad.

Agar VRBL Color violeta, granulado, consistencia fina homogénea

sin presencia de humedad.

Agar TBX Color Dbeige, granulado, consistencia fina vy
homogénea sin presencia de humedad.

2. Control de esterilidad
Se distribuyeron las placas de Petri con el medio de cultivo seleccionado para la siembra
correspondiente. Estos recipientes con el medio de cultivo fueron incubados a una
temperatura de 37 °C (CCA y VRBL) y 44 °C (TBX) durante 24 horas. Al finalizar el
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periodo de incubacion, se confirmo la ausencia de crecimiento en las placas, de esta manera

se evidencid que los medios estuvieran correctamente esterilizados.

3. Control de pH
Se extrajo una muestra del medio preparado a una temperatura de 25 °C y se determin0 el
pH utilizando un papel indicador. Se compard el valor obtenido con el indicado en la ficha
técnica de cada uno de los medios de cultivo con un margen de +/- 2. En la siguiente tabla
se muestran los resultados del pH medido utilizando una tira indicadora. Se compard el valor
obtenido teniendo como resultado el mismo de la ficha técnica correspondiente de cada

medio de cultivo.

Tabla N° 32

Resultados de la medicion de pH de los medios de cultivo utilizados en la validacion

Medio de cultivo Valor de pH
Agar CCA 7
Agar VRBL ) ]
Agar TBX 7.2

La verificacion de los medios de cultivo, se realizd mediante un control macroscopico,
evaluando la consistencia del medio, el color y la apariencia; todas estas caracteristicas
fueron comparadas con las fichas técnicas correspondientes de cada medio y se pudo afirmar
que todos los medios se encontraban en excelente estado para poder ser utilizados en la
validacion. Ademas, se realizo un control de esterilidad, que consistié en distribuir en las
placas de Petri el medio de cultivo, luego fueron incubados a una temperatura de 37 °C y 44
°C durante 24 horas, después de este periodo se pudo confirmar la ausencia de crecimiento
microbiano en las placas, por lo tanto, se puede garantizar la confiabilidad de los resultados
obtenidos durante el desarrollo de esta investigacion. Por ultimo, se llevé a cabo un control
de pH, que se basa en extraer una muestra del medio preparado a una temperatura de 25 °C
y se analiz6 el pH utilizando un papel indicador, para luego ser comparados con el valor en

la ficha técnica de cada medio cultivo y se pudo confirmar que se encuentran dentro del
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rango establecido, por lo tanto, nos asegura que los medios de cultivo se encuentran aptos

para su uso en la validacion.
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Anexo N° 19
Reconstitucion de cepas bacterianas WDCM

Las cepas WDCM (World Data Centre for Microorganisms) fueron disueltas en el medio
de cultivo que indica la ficha técnica correspondiente. En todas las cepas, el medio de
cultivo de reconstitucion es el caldo Soya Tripticasa. EI volumen depende de cada cepa,
ya que la cantidad de UFC/disco es diferente y también del rango de contaminacion

objetivo para realizar cada parametro de la validacion.

Grafico N° 18
Reconstitucion del disco de la cepa WDCM en caldo TSA

Fuente: Autor
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Los

Anexo N° 20

Revitalizacion y cuantificacion de las cepas bacterianas WDCM

primeros discos de cada cepa bacteriana, fueron disueltos en el volumen de caldo Soya

Tripticasa correspondiente para cada cepa para realizar los parametros cualitativos de

exclusividad e inclusividad. Posterior a esto, se realizd la revitalizacion de las cepas

bacterianas en base a la ficha técnica correspondiente de cada bacteria.

a. Materiales y reactivos

Se utilizaron tubos de ensayo con una cantidad de 9 mL de caldo Soya Tripticasa, cepa

bacteriana WDCM, micropipeta, puntas estériles, gradilla y una incubadora.

b. Procedimiento

Se tomé 1 mL de las cepas WDCM reconstituidas en caldo Soya Tripticasa.

Luego se transfirid a un tubo de ensayo con 9 mL de caldo Soya Tripticasa.

Una vez homogeneizado el tubo de ensayo, este fue llevado a incubacién a 37 °C por
24 h aproximadamente.

Pasadas las 24 h de incubacidn se verifico la turbidez y se procedio a sembrar en el
medio de cultivo CCA para conocer la verdadera concentracion para realizar los

andlisis respectivos.

Gréfico N° 19 Grafico N° 20
Revitalizacion de las cepas WDCM en Incubacion del indculo en agar CCA por
caldo TSA 24 h

Fuente: Autor Fuente: Autor
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