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INTRODUCCION

Pasteurizadora Santo Domingo S.A, es una empresa colombiana productora y
distribuidora de lacteos, con mas de treinta afios en el mercado, ubicada en el
municipio de Simijaca — Cundinamarca.

La compafia elabora leche UHT: Entera, deslactosada y semidescremada en
diferentes presentaciones (1000mL, 450mL y 150mL) y derivados lacteos como
yogurt, kumis y avena.

En los ultimos afos la empresa ha brindado la oportunidad a formadores en el
area de microbiologia, poner en practica los conocimientos adquiridos durante
su formacion académica en la modalidad de pasantia, en el area de control de
calidad permitiéndole aprender y adquirir experiencias en el ambito laboral y
social.

Durante este tiempo (6 meses) se dio la oportunidad de aprender nuevas
técnicas y procedimientos realizados en el area de control de calidad, realizando
entre ellos los analisis microbiolégicos como aerobios mesdfilos, coliformes
totales, coliformes fecales, mohos y levaduras, recomendados por la normativa
vigente Colombiana para evaluar la inocuidad de los productos elaborados.



1. OBJETIVOS

1.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar los andlisis microbiolégicos asignados por el area de control de calidad,
para determinar la calidad microbiol6gica de los productos elaborados por la
compainiia Pasteurizadora Santo Domingo S.A.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar la inocuidad de la materia prima y producto terminado mediante
los andlisis microbiologicos: Aerobios mesofilos, coliformes totales,
coliformes fecales, mohos y levaduras

e Evaluar la condicién higiénico sanitaria de los manipuladores y
superficies.

e Aplicar las técnicas existentes en la compafia para los analisis
microbiologicos: Aerobios mesdfilos, Coliformes totales, Coliformes
fecales, mohos y levaduras.

e Realizar la verificacidén de la técnica tradicional recuento en placa y rapida
petrifilm para el recuento de mohos y levaduras.
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2. JUSTIFICACION

Debido a las propiedades nutricionales vy fisicoquimicas que tiene la leche, se
convierte en un medio propicio para el desarrollo de microorganismos patégenos
y puede convertirse en un vehiculo para la trasmision de enfermedades al ser
humano . Por tal razén se hace necesario verificar la calidad de los productos
elaborados por la compafia para garantizar la inocuidad de los mismos,
mediante el analisis microbioldgico de aerobios mesdfilos, coliformes totales,
coliformes fecales, mohos y levaduras ya que este tipo de microorganismos
permite predeterminar algun posible patégeno, verificar la efectividad de los
procedimientos de limpieza y desinfeccion, determinar si las temperaturas
aplicadas en los procesos fueron las adecuadas, como también las deficiencias
sanitarias.®

La presencia de estos microorganismos se convierte potencialmente peligrosos
solo después que se han violado los principios de higiene, limpieza y
desinfeccién, por lo que es vital mantener estos tres aspectos para el control en
todo el proceso de fabricacion, permitiendo asegurar la inocuidad de los
productos para que puedan cumplir con la normativa nacional vigente, como
también con las normas internas establecidas en el area de calidad y sobre todo
para el consumidor.

11



3. MARCO REFERENCIAL
3.1 Marco legal

e [|SO 17025:2005, Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion. Dentro de los requisitos técnicos
de la ISO 17025:2005, se describen factores que determinan exactitud y
confiabilidad de los ensayos o de las calibraciones realizadas en un
laboratorio. Dentro de los factores se encuentran: el personal, las
instalaciones y condiciones ambientales, los métodos de ensayo y de
calibracion, los equipos, la trazabilidad de las mediciones, el muestreo y
la manipulacion de los items de ensayo y de calibracion.®

e Decreto 3075 de 1997 del Ministerio de Salud: Por el cual se reglamenta
parcialmente la Ley 09 de 1979 y se dictan otras disposiciones. Regula
las actividades de fabricacion, procesamiento, preparacién, envase,
almacenamiento, transporte, distribucién y comercializacién de alimentos
en el territorio nacional. ©)

e Decreto 616 de 2006 del Ministerio de la Proteccién Social: Por el cual
se expide el Reglamento Técnico sobre los requisitos que debe cumplir la
leche para el consumo humano que se obtenga, procese, envase,
transporte, comercializa, expenda, importe o exporte en el pais.®

e Resolucion 017 de 2012 del Ministerio de Agricultura y Desarrollo
Rural: Por la cual se establece el sistema de pago de la leche cruda al
proveedor. ©

e Resolucion 2310 de 1986 del Ministerio de Salud: Por la cual se
reglamenta parcialmente el Titulo V de la Ley 09 de 1979, en lo referente
a procesamiento, composicion, requisitos, transporte y comercializacion
de los Derivados Lacteos. ©)

e Resoluciéon 333 de 2011 del Ministerio de la Proteccidon Social: Por la
cual se establece el reglamento técnico sobre los requisitos de rotulado o
etiquetado nutricional que deben cumplir los alimentos envasados para
consumo humano.®

e Resolucion 2115 de 2007 del Ministerio de la Proteccién Social: Por
medio de la cual se sefialan caracteristicas, instrumentos basicos y
frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua
para consumo humano. ®

e Norma Técnica Colombiana. NTC 4092 de 2009. Microbiologia de

alimentos y productos para la alimentacion animal. Requisitos generales
y directrices para analisis microbiolégicos. ©

12



e AOAC Official Method 997.02 Yeast and Mold Counts in Food. (19

3.2. Antecedentes

Garedew, Berhanu, et al, (2012), realizaron un estudio para determinar la
presencia de bacterias Gram-negativas en la leche cruda destinada a la
alimentacion humana en la ciudad de Gondar (Etiopia). Los puntos de muestreo
de la leche incluyeron productores de leche, cooperativas de productos lacteos,
una planta de procesamiento de leche y supermercados. Se evaluaron los
procedimientos de higiene aplicados durante el ordefio, la recoleccion de leche,
el transporte, la pasteurizacion y las condiciones de almacenamiento posteriores
a la pasteurizacion.

Como resultado obtuvieron 54 especies bacterianas diferentes, identificando
entre ellas las bacterias patégenas Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa
y Klebsiella pneumoniae, siendo los contenedores de transporte en los centros
de recoleccion de leche y las plantas de procesamiento las mas contaminadas
con las especies bacterianas, esto se debi6é a las malas practicas de higiene
en la preparacion previa al ordefio, a la higiene deficiente de los manipuladores
de la leche y a las préacticas sanitarias deficientes asociadas al uso de los
equipos de ordefio y almacenamientos transitorios. %

Hill, Smythe, et al, en Nueva Zelanda recolectaron 297 muestras. Cinco tinas de
diferentes granjas fueron seleccionadas al azar en cada region para su analisis
para la deteccién de bacterias patdgenas no esporuladas. Utilizando métodos de
enriquecimiento en combinacion con un método de deteccién de nimero mas
probable modificado para monitorear la presencia de E. coli O157: H7, Listeria
spp, Campylobacter spp, Salmonella spp y la técnica de recuento en placa para
la enumeracion de S. aureus y E. coli. 12

Los resultados de este estudio demuestran la aparicion de los patdgenos
mencionados anteriormente excepto Salmonella spp y E. coli O157: H7
indicando que la leche cruda contiene, inevitablemente, patégenos reconocidos
y, por tanto, el control de la pasteurizacién o un tratamiento equivalente de la
leche cruda sigue siendo primordial. 12

En Estados unidos un brote de ETAS fue atribuido por los pacientes afectados,
al consumo de leche cruda provocando infecciones entéricas esporadicas
durante su periodo de exposicion. Los pacientes fueron identificados a través de
la vigilancia rutinaria de la enfermedad realizada por el departamento de Salud
de Minnesota reportando infecciones por Campylobacter spp, Salmonella spp y
E. coli. 13

Un estudio realizado por Guerrero (2015), en el Valle del cauca Colombia, tuvo
como objetivo identificar los agentes microbianos asociados a la calidad
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higiénica de la leche en los tanques de leche fria. Para dicho estudio se
seleccionaron 30 hatos, donde se efectuaron 4 muestreos entre junio y
diciembre. Obteniendo como resultado la identificacion de 14 bacterias, que
fueron agrupadas en: 1. Ambientales, con una prevalencia del 86% represen
tados por: Bacilos Gram-negativos (96,7%), Streptococcus spp. (76,7%),
Staphylococcus spp coagulasa negativos (62,5%), Citrobacter spp. (50,8%),
Enterobacter spp. (26,7%), Streptococcus uberis (23,3%), bacilos Gram-
positivos (16,7%), Proteus spp. (14,2%), Pseudomonas spp. (14,2%), Klebsiella
spp. (5%), Streptococcus dysgalactiae (2,5%), E. coli (1,7%) y 2. Patégenos
infecciosos con una prevalencia del 14% representados por: Staphylococcus
aureus (38,3%) y Streptococcus agalactiae (15%). La alta prevalencia de
bacterias ambientales que fueron identificados deja en evidencia las falencias
gue se tienen en los hatos en la higiene durante la rutina de ordefio, siendo
altamente probable que esos microrganismos sean de contaminacion externa y
no de la glandula mamaria. 14

3.3. MARCO TEORICO

3.3.1. Laleche

Es el producto de la secrecion mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y
caprinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o mas ordefios completos, sin
ningun tipo de adicion, destinada al consumo en forma de leche liquida o a
elaboracion posterior.

3.3.1.1. Clasificaciéon de la leche segun Decreto 616 de 2006 del ministerio
de la proteccién social

e De acuerdo a su contenido de grasa (ver anexo 2):
a. Entera
b. Semidescremada
c. Descremada

e De acuerdo con su proceso de fabricacion:

a. LECHE PASTEURIZADA: Es el producto obtenido al someter la leche cruda,
termizada o recombinada a una adecuada relacion de temperatura y tiempo para
destruir su flora patdgena y la casi totalidad de flora banal, sin alterar de manera
esencial ni su valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas y organo
|épticas. Las condiciones minimas de pasteurizacion son aquellas que tiene
efectos bactericidas equivalentes al calentamiento de cada particula a 72°C -
76°C por 15 segundos (pasteurizacion de flujo continuo) o 61°C a 63°C por 30
minutos (pasteurizacion discontinua) seguido de enfriamiento inmediato hasta
temperatura de refrigeracion. ¥
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b. LECHE ULTRAPASTEURIZADA: Es el producto obtenido mediante proceso
térmico en flujo continuo, aplicado a la leche cruda o termizada en una
combinacion de temperatura entre 135°C a 150°C durante un tiempo de 2 a 4
segundos, seguido inmediatamente de enfriamiento hasta la temperatura de
refrigeracion y envasado en condiciones de alta higiene, en recipientes
previamente higienizados y cerrados herméticamente, de tal manera que se
asegure la inocuidad microbiolégica del producto sin alterar de manera esencial
ni su valor nutritivo, ni sus caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas, la cual
debera ser comercializada bajo condiciones de refrigeracion.®

c. LECHE ULTRA-ALTATEMPERATURA UAT (UHT) LECHE LARGA VIDA

Es el producto obtenido mediante proceso térmico en flujo continuo, aplicado a
la leche cruda o termizada a una temperatura entre 135 °C a 150 °C y tiempos
entre 2 y 4 segundos, de tal forma que se compruebe la destruccion eficaz de
las esporas bacterianas resistentes al calor, seguido inmediatamente de
enfriamiento a temperatura ambiente y envasado aséptico en recipientes
estériles con barreras a la luz y al oxigeno, cerrados herméticamente, para su
posterior almacenamiento, con el fin de que se asegure la esterilidad comercial
sin alterar de manera esencial ni su valor nutritivo ni sus caracteristicas
fisicoquimicas y organolépticas, la cual puede ser comercializada a temperatura
ambiente.®

De la leche se pueden obtener diferentes derivados, denominados derivados
lacteos dentro de los cuales se encuentra el yogurt, kumis, leche descremada,
etc.

3.3.2. Los derivados lacteos, de acuerdo a la Resolucion 2310 de 1986 del
ministerio de salud, se definen como:

3.3.2.1. Yogurt

Producto obtenido a partir de la leche higienizada, coagulada por la accion de
Lactobacillus bulgaricus y Streptococcus termophilus. Los cuales deben ser
abundantes y viables en el producto final. ©)

Clase de yogurt segun su contenido de grasa lactea (ver anexo 3):
Entero

Semidescremado

descremado

ocoTp e

3.3.2.2. Kumis

Producto obtenido a partir de la leche higienizada, coagulada por la accion de
Streptococcus lactis 0 S. cremoris, los cuales deben ser abundantes y viables en
el producto final. ©

e Clase de kumis segun su contenido de grasa lactea (ver anexo 4):

a. Entero
b. Semidescremado

15



c. descremado

3.3.2.3. Leche liquida saborizada UAT (UHT) ultra alta temperatura larga
vida.

Este derivado lacteo es elaborado bajo las mismas condiciones de la leche
UHT, agregandole ingredientes y aditivos permitidos de acuerdo a esta
resolucion. ©)

3.3.2.4. Crema de leche.

La crema de leche debe denominarse segun la clase a que corresponde
seguido del proceso de higienizacion utilizado. Por ejemplo Crema de Leche
Entera, Pasteurizada. ©

3.3.2.5. Bebida lactea a base de leche fermentada.

Producto lacteo de consistencia fluida obtenido a partir de la leche fermentada
mezclada con otros derivados lacteos e ingredientes higienizados. ©

3.3.3. Parametros microbioldgicos de acuerdo a la normativa vigente para
la leche y sus derivados.

Tabla 1: Caracteristicas microbioldgicas de la leche Pasteurizada segun Decreto
616 de 2006

Anélisis n m M C

Microorganismos mesofilos UFC /mL 3 40.000  80.000 1
Menor de

Coliformes UFC /mL 3 1 10 1
Menor de

Coliformes fecales UFC /mL 3 1 - 0

Fuente: Decreto 616 del Ministerio de proteccion social.

Tabla 2 Caracteristicas microbioldgicas de la leche Ultrapasteurizada segun
NTC 616 de 2006.

Analisis n m M C
Microorganismos mesofilos UFC /mL 3 1.000 10.000 1
Coliformes UFC /mL 3 Menor de 1 - 0
Coliformes fecales UFC /mL 3 Menor de 1 - 0
Esporas anaerobias UFC /mL 3 Menor de 1 - 0
Esporas aerébicas UFC /mL 3 Menor de 1 - 0

Fuente: Decreto 616 del Ministerio de proteccion social. )
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Tabla 3. Parametros microbioldgicos estipulados por la Resolucion 2310 de 1986
del Ministerio de Salud para Yogur y Kumis, entero semidescremado y
descremado.

Analisis n M M c
NMP Coliformes totales/g 3 20 93 1
NMP Coliformes fecales/g 3 <3 - 0
Mohos y levaduras/g 3 200 500 1

(=)

Fuente: Resolucién 2310 de 1986 del Ministerio de Salud. ©

Tabla 4 Parametros microbiol6gicos estipulados por la Resolucién 2310 de 1986
del Ministerio de Salud para crema de leche pasteurizada.

Andlisis n M M C
NMP Coliformes totales/g 3 75 150
NMP Coliformes fecales/g 3 <3 -

=

Mohos y levaduras/g 3 100 200
Fuente: Resolucion 2310 de 1986 del Ministerio de Salud. ¢

=)

)

Nota
e m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad
e M =indice maximo permisible para identificar nivel de calidad aceptable
e C =numero de muestras permitidas

3.3.4. Andlisis microbiolégico de alimentos

El andlisis microbiolégico en la industria de alimentos se constituye en una
herramienta basica para el control de materias primas, proceso, productos y
manipuladores, ya que permite establecer el grado de contaminacién bioldgica
de estos. 1%

Los principales objetivos del analisis microbioldgico son:

e Asegurar que el alimento cumpla con las normas estatutaria

e Que se ajuste a normas internas establecidas por la empresa que los
procesay a las que exija el comprador.

e Que las materias primas que llegan a la planta para ser procesadas
cumplan las normas exigidas y pactadas con el productor

e Que se mantenga el control del proceso y la higiene de la linea de
fabricacion.
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Dentro del grupo de microrganismos utilizados para evaluar la inocuidad de un
producto se encuentran: los aerobios mesofilos, coliformes, mohos y levaduras.

3.3.4.1. Aerobios mesofilos

Los microrganismos mesofilos aeroios son el grupo mas grande de los
indicadores de los alimentos. Se definen como un grupo heterogeneo de
bacterias capaces de crecer en un rango de temperatura entre 15 — 45°C, con
un optimo de 35°C. (16)

En productos terminados son empleados como indicadores de vida util. El
recuento de la microbiota aerobia mésofila tiene un valor limitado a la hora de
juzgar la seguridad de los alimentos. Esta determinacion permite obtener
informacion sobre la alteracion incipiente de los alimentos. (16)

El recuento de mesofilos aerobios permite: Verificar la efectividad de los
procedimientos de limpieza y desinfeccion, determinar si las temperaturas
aplicadas en los procesos fueron las adecuadas, determinar el origen de la
contaminacion durante los procesos de elaboracion de los alimentos, verificar
condiciones dptimas de almacenamiento y transporte. (1)

3.3.4.2. Coliformes

Este grupo de microrganismos comprende varios géneros de la familia
Enterobacteriaceae, capaces de fermentar la lactosa, estan ampliamente
distribuios en la naturaleza, agua y suelo. También son habitantes normales del
tracto intestinal del hombre y animales. ")

Dentro de los coliformes se pueden distinguir los coliformes totales y los
coliformes fecales capaces de fermentar la lactosa a 35°C, estos Ultimos siendo
los mejores indicadores de riesgo de infecciones humanas. 47

Su presencia en alimentos representa mala calidad higiénica en el proceso, falta
de higiene de los manipuladores o recontaminacién después de proceso. Estos
microorganismos no son generalmente patégenos, pero si son indicadores de
presencia de microorganismos potencialmente patdégenos y por lo tanto son un
indice de deficiencias sanitarias. @7

3.3.4.3 Hongos y levaduras

Los hongos y levaduras son microrganismos eucariotas, pueden ser unicelulares
o pluricelulares. Las levaduras son hongos con forma oval (5 — 20 um) inmoviles,
que se dividen por diversos mecanismos, especialmente por gemacion. (16

Los hongos y las levaduras son en su mayoria saprofitos, hallandose libres en la
naturaleza. Estos microorganismos crecen mas lentamente que las bacterias en
los alimentos no acidos que conservan humedad y por ello pocas veces
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determinan problemas en tales alimentos. Sin embrago, en los alimentos acidos
y en los de baja actividad de agua, crecen con mayor rapidez que las bacterias,
determinando por ello importantes pérdidas por alteracion de los productos
alimenticios cuyo almacenamiento se realiza en condiciones inadecuadas.
Ademas existe el peligro potencial de produccién de micotoxinas por parte de los
hongos. Las condiciones necesarias para que un hongo crezca en superficie son:
existencia de esporas, nutrientes, humedad y temperatura entre 4°C y 38°C. (16

3.3.5. Técnicas empleadas para el analisis microbiolégico

3.3.5.1. Métodos tradicionales

Son métodos de referencia considerados como Gold Standard para la validacién
y verificacibn de métodos alternativos. Sin embargo, estos métodos
generalmente se realizan en etapas que consideran varios dias, requieren de la
preparacion de un alto nimero de materiales asociados a cada etapa del analisis,
y deben ser realizados por personal altamente calificado. 1)

e Recuento en placa

La técnica se basa en contar las “unidades formadoras de colonias” (UFC)
presentes en un gramo o mililitro de muestra. Se considera que cada colonia que
desarrolla en el medio de cultivo de eleccién después de un cierto tiempo de
incubacion a la temperatura adecuada, proviene de un microorganismo o de un
agregado de ellos, de la muestra bajo estudio; ese microorganismo o
microorganismos son capaces de formar la colonia. Para que las colonias
puedan contarse de manera confiable, se hacen las diluciones decimales
necesarias de la muestra. 1%

3.3.5.2. Métodos alternativos

Se caracterizan por ser rapidos y faciles de usar. Mediante estos métodos, se
pueden analizar un gran nimero de muestras por unidad de tiempo, ademas,
poseen una especificidad y sensibilidad similar al método tradicional, pueden ser
automatizados y, en general, mas rentables para el operador. Sin embargo, estos
métodos deben ser validados por organismos especializados, bajo normas
internacionalmente reconocidas como la norma ISO 16140, teniendo como
referencia al método tradicional. 18

Dentro de estos métodos rapidos se encuentran las placas de petrifilm.
e Placas Petrifilm

Método microbiologico que consiste en una familia de placas listas para usarse
disefiadas para ofrecer ahorro de tiempo, incremento de productividad, fiabilidad
y eficiencia. Su disefio tiene una pelicula rehidratable cubierta con nutrientes y
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agentes gelificantes. Proporciona resultados en tres pasos: inoculacion,
incubacion y recuento. Las placas Petrifilm estan disponibles para la mayoria de
las necesidades de pruebas microbioldgicas incluyendo: recuento de aerobios,
coliformes totales, E. coli, mohos y levaduras.®®

Figura 1: Disefio y composicion de una placa de Petrifilm

, ‘ ! f _ Film de propileno
- i . —_
——

Adhesivo e indicador

Gel soluble en agua

Medio de cultivo y
agente gelificante

Adhesivo

Film de polietileno
(soporte)

Fuente: (Rios Ccolque & Riquez Alvaro, 2007)
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4. METODOLGIA

Durante este tiempo se realizaron una serie de actividades bajo los lineamientos
y frecuencias estipulados por el laboratorio de control de calidad como se
muestra en el anexo 8 (Puntos de muestreos para los analisis microbiol6gicos
asignados por el laboratorio de control de calidad), 9 (Analisis microbiologicos
realizados a los Puntos de muestreo) y 9 (Analisis microbioldgico realizado a la
leche cruda, procesada y sus derivados).

Para la realizacion de los andlisis microbiologicos diariamente se realiz6: control
de ambientes, control de esterilidad de los medios de cultivos, los cuales se
realizaron de la siguiente manera.

4.1. Control de ambiente en el area de siembra.

Empleando la técnica de sedimentacion, se colocaban cajas de petris abiertas
gue contenian medios de cultivos: Plate Count para microorganismos mesofilos
y OGY para hongos y levaduras dentro del lugar de siembra durante 15 minutos.
Transcurrido ese tiempo se incubaron las cajas a una temperatura de 35 + 2°C
durante 48 horas para las bacterias mesdéfilos y a temperatura ambiente durante
4 dias para mohos y levaduras. @1

Para mantener la higiene y asepsia del area de trabajo y evitar la contaminacion,
se realiz0 todos los dias la limpieza de las superficies con detergente al 3% vy
desinfecciéon del ambiente con productos de quinta generacién, a base de
amonio cuaternario por aspersion y radiacion con UV por 20 minutos.

4.2. Control de esterilidad de los medios de cultivos

De cada medio de cultivo utilizado para realizar los andlisis microbiolégicos,
preparados de acuerdo a las indicaciones de la casa comercial, se tom6 una caja
sin inocular y se incubaron a 35°C para bacterias mesofilas y para mohos y
levaduras a temperatura ambiente durante 4 dias. @V

4.3. Técnicas empleadas para el andlisis microbiolégico

4.3.1. Técnicarecuento en placa

Esta técnica es utilizada para el recuento de aerobios mesofilos, coliformes
totales, coliformes fecales, mohos y Levaduras. La figura 2 y 3 muestra
graficamente el procedimiento de la técnica de cdmo se ejecuté para cada
analisis.

Figura 2: siembra por vertido en placa: A) La muestra se pipetea en una placa

estéril, B) se afiade medio estéril y se mezcla con el inoculo, C) incubacion, D)
Recuento tipico de la siembra.
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Fuente: (Camacho, 2009)

Figura 3: Diagrama de flujo para el recuento de Aerobios mesofilos, coliformes
totales, coliformes fecales, Mohos y Levaduras.

Para estos analisis se tomo
1g o ImL dependiendo de
la muestra (sélida — liquida)
y se adiciono en un tubo de
ensayo que contenia 9.2mL
de caldo de peptona estéril.

Se homogenizo, vertiendo

el tubo las veces que fue

necesario y a continuacion -

se tomo 1mL de esta con |::> %Jggigigé/gﬂﬂlgvt):
ayuda de una micropipeta y

se adiciono en profundidad

en cajas de petri estériles.

&

YGC. para Mohos y VRB para Plate count para
Levaduras Coliformes Aerobios mesofilos
{ J
f
Se mezcldé suavemente y se dejo Se mezclaron cada uno
solidificar, para luego incubar a suavemente, y se dejaron
temperatura ambiente por 4 dias. solidificar e incubaron a
35°C/48h

NOTA

Fuente: Autor

¢ Los medios de cultivos utilizados fueron preparados bajo las indicaciones

de la casa comercial.

4.3.2. Técnica Petrifilm

Consistio en colocar las placas de Petrifilm para el recuento de aerobios
mesofilos, coliformes totales — coliformes fecales, mohos y levaduras en una
superficie plana, donde se levanto la pelicula superior y se inoculo 1mL de la
muestra en el centro de la placa con ayuda de la micropipeta. Seguidamente con
un esparcidor de plastico, se distribuy6 la suspension de manera uniforme
utilizando una suave presion hacia abajo en el centro del esparcidor.
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Una vez inoculadas las placas estas se dejaron solidificar por 1 minuto y se
llevaron a incubar en posicion horizontal, con el lado despejado hacia arriba, en
pilas que no excedian las 20 unidades a 34°C/48h para aerobios mesdfilosy 4
dias a temperatura ambiente para mohos y levaduras.®9

Figura 4: Técnica de Petrifilm. A) Inoculacion, B) incubacion, C) interpretacion,
D) tincién

’g—‘

Fuente: (Petrifilm, 2000)

4.4. Analisis a materia prima

A la materia prima se les realizo los analisis microbiolégicos de acuerdo al
cronograma plasmado en el anexo 8, especificados en el anexo 9.

Dentro de las materias primas se encuentran: La leche cruda de los diferentes
proveedores (rutas) y material de empaque e insumos.

4.4.1. Leche cruda

Para el muestreo de la leche cruda se tomé una muestra representativa del
proveedor en un recipiente estéril, a partir de esta se tomé 1mL y se adiciono
en un tubo de ensayo que contenia 9.2mL de caldo peptona estéril y se realizo
diluciones hasta 10 a continuaciéon se sembré en petrifilm como se indica en la
figura 4.

Aparte del analisis de aerobios mesofilos, a la leche cruda se les realizé choque
térmico, para realizar recuento de esporas termo resistente.
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La leche de los proveedores con los que ya se tiene un contrato se les realiza
cada mes y a la leche que llega para ingreso se les realiza el mismo dia en que
llega al laboratorio.

4.4.2. Choque térmico.

Consistio en adicionar 1mL de Tripolifosfato al 0.6% en un tubo de ensayo estéril
para estabilizar la leche, y adicionarle la muestra hasta casi llenar el tubo; el tubo
de ensayo fue llevado a la autoclave hasta alcanzar una temperatura de 111°C
y se incubo por 4 dias a 35°C, transcurrido estas horas se realiz6 una siembra
masiva en el medio de cultivo BHI y se volvié a incubar por dos dias a la misma
temperatura, para luego realizar el recuento.

4.4.3. Insumos y material de empaque.

Alos insumos y al material de empaque se les realizo los analisis microbiolégicos
especificados en el anexo 9.

Para los insumos se hizo el muestreo de forma aséptica tomando 1g o 1mL
dependiendo de la muestra, sembrandolos de forma directa y otros con
diluciones (101, 102 hasta 10%)

Para el muestreo del material de empaque se hizo un frotis con un hisopo estéril
humedecido en agua de peptona para realizar la siembra en profundidad de
forma directa, bajo condiciones de esterilidad.

Adicionalmente a estas materias primas se les hacia andlisis fisicoquimicos.

Tabla 5. Andlisis fisicoquimicos realizados a los insumos y material de empaque

Insumos Empaqgues
e pH ¢ Dimensiones de ancho
o Acidez ¢ Dimensiones de largo
e Densidad e Altura
e Textos

Fuente: Autor

4.5. Control de ambiente dentro de la compaiiia.

Los controles de ambientes se realizaban en las areas donde se procesaban y
almacenaban los productos. Para ello se colocaban dos cajas de petris rotuladas
con el medio de cultivo OGY y Plate Count con el punto a muestrear; estas se
dejaban abiertas en una superficie plana durante 10 minutos. Transcurrido este
tiempo se incubaron las placas a una temperatura de 35 + 2°C durante 48 horas
para las bacterias mesdfilos y a temperatura ambiente durante 4 dias para
mohos y levaduras.

4.6. Control a manipuladores
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Este se llevaba a cabo a cada uno de los trabajadores que se encontraban en
contacto directo con el producto procesado. Tomando dos hisopos estériles
humedecidos en 9.2mL de caldo peptona estéril, frotando la palma de la mano,
uilas y el espacio entre los dedos, una vez realizado el frotis, el hisopo fue
sumergido dentro del mismo tubo de ensayo para proceder a la siembra en
petrifilm para aerobios mesdofilos y en placas para coliformes totales y coliformes
fecales.

4.7. Superficies

Las superficies a las que se les hizo el muestreo fueron a las de los carrotanques
donde se transporta la leche cruda, los silos donde se almacenaba la leche y los
cestillos donde se empacaba la leche.

Para el muestreo de los carrotanques y los silos se tomd una muestra
representativa de agua una vez lavados por las personas encargadas, para
realizar el analisis de aerobios mesdfilos en petrifilm y coliformes totales y
coliformes fecales en placas.

Para los cestillos se tomd un frotis con un hisopo estéril realizando el mismo
procedimiento que para los manipuladores; adicional a este procedimiento a los
cestillos y a los carrotanques se les hizo un frotis con la técnica de luminometria,
la cual se efectud de la siguiente manera. 3

Figura 5: Procedimiento de la toma de muestra por luminometria.

a—
ﬂ/(A
| Yy 4
F S e\

Fuente: (3M)
A. Tomando la térula por la parte plastica superior y sin tocar la parte blanca,
hisopear horizontal y verticalmente de un lado hacia el otro.

B. Continuar el hisopado por toda la superficie de forma horizontal y vertical.
Una vez terminado de hisopar regrese la torula al tubo
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C. Activar la prueba

D. Presione la tapa azul dentro del tubo hasta el fondo (suena “click”).

E. Después de activar la torula, agitar rdpidamente por un minimo de 5
segundos para permitir que se mezclen los componentes. (Agitar de forma
horizontal, nunca vertical).

F. Introducir inmediatamente después la térula dentro del Luminémetro,
cerrar la tapa y seleccionar “Medicion de la muestra”.

e El resultado de la medicion, expresada en URL (Unidades
Relativas de Luz) aparecera en el lector.

e Registrar la medicion.

4.8. Analisis microbiologico del Agua por filtracion por membrana
para la deteccidn de coliformes totales, coliformes fecales y
Pseudomonas aeruginosa.

Para estos analisis se tiene en cuenta la Resolucién 2115 de 2007 del Ministerio
de Proteccidén Social, Ministerio de Ambiente, Vivienda y Desarrollo Territorial.
Por medio de la cual se sefalan caracteristicas, instrumentos basicos y
frecuencias del sistema de control y vigilancia para la calidad del agua para
consumo humano.

Puntos de muestreos

Acueducto

Subterraneo

Tanque aéreo

Laboratorio de fisicoquimica y microbiologia.
Retorno

Recibo

Pasteurizador

Area de UHT

Se toma 100mL de muestra para cada analisis en los diferentes punto de
muestreo en frascos Schott estériles de 250mL, seguidamente estas muestras
son transportadas al laboratorio de microbiologia, donde se les adicionara
aproximadamente 1mL de tiosulfato al 10% para inactivar el cloro presente,
dejandolo actuar por 30 minutos, pasado este tiempo se hace pasar el agua a
través del equipo de filtracion gracias a un sistema de bomba al vacio, en el filtro
queda suspendida la carga microbiana presente en la muestra, que
posteriormente se transfiere a cajas de petris pequefias que contienen: Plate
Count para aerobios mesofilos, chromocult para coliformes totales — coliformes
fecales y cetrimide para Pseudomonas aeruginosa.
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Las cajas de petri con los diferentes medios se llevan a incubar a 35°C durante
48h.

Figura 6: Diagrama de flujo para filtracion por membrana

1. Inicio [ Frascos Schott de 250mL con 100mL de agua ]

TN

l }

Adicionar tiosulfato de sodio al 10%

Dejar actuar durante 30 minutos

'

¥ { Filtrar 100mL de agua para cada analisis (AM, ]

2. Filtrar

CTICF, Pzeudomanas aeruginosa)

Colocar las membranas sobre las superficies de [as cajas
con medio de cultive Plate Count, Chromocult v Cetrimide

'

Incubar a 35°C/48h

3. Transferir

4. Incubar .

Realizar recuento

Fuente: (Carrillo & Lozano, 2008)

4.9. Analisis microbiolégico para productos UHT

Para estos productos se realiza esterilidad comercial basado en la Norma técnica
colombiana (NTC) 4433 y aerobios mesofilos incubadas por 48h haciendo uso
de la técnica petriflm mencionada anteriormente; a excepcién de la leche
saborizada y avena que se realiza por el método tradicional recuento en placas.
Las muestras son incubadas por lotes y orden de trabajo, unas a 35°C por 48h
que se siembran en petrifilm y otras por diez dias para realizar prueba de
esterilidad comercial.

Para la prueba de esterilidad comercial primero se ordenan las muestras de
acuerdo al lote, y a la maquina envasadora, una vez ordenadas se colocan
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dentro de un recipiente limpio, luego se limpia y desinfecta la superficie externa
de los envases con alcohol, para luego abrirlos asépticamente con ayuda de
una tijera estéril y proceder a la siembra en placas adicionandoles medio de
cultivo BHI (Infusion Cerebro Corazon) que es preparado de acuerdo a las
especificaciones de la casa comercial.

Ya solidificada las cajas se incuban unas a 35°C y 55°C en condiciones
aerdbicas y otras a 35°C en condiciones anaeroébicas (Jarra de anaerobiosis).

Nota:

e Leche UAT (UHT) en la prueba de esterilidad comercial de acuerdo a la
NTC 616 DE 2006 después de incubar durante 10 dias no debe presentar
crecimiento microbiano a 35°C ni a 55°C.

e En caso de presenciarse algun crecimiento se realiza tincién de Gram y
se toma una contra muestra donde se realizara nuevamente el
procedimiento descrito anteriormente.

4.10. Analisis microbiolégico para derivados lacteos

Para los productos lacteos se hace el analisis microbiolégico desde la leche
pasteurizada, las bases de los lacteos hasta el producto final, para ello se hace
dilucién hasta 10-! de cada muestra y se realiza la siembra en profundidad por
recuento en placa, otras veces se realiza en petrifilm, esto depende de la
cantidad de muestra a analizar.

Nota

e Paratodos los analisis microbiologicos en caso de haber presencia de los
microorganismos evaluados y estos no se encuentren dentro del rango
permitido por la normativa, se les realiza una contra muestra reportandole
al jefe del laboratorio y si en el siguiente muestreo persiste el crecimiento
microbiano se toman las medidas pertinentes por el area de calidad como
por ejemplo retencién del lote de la muestra contaminada.

4.11. Verificacion de latécnica tradicional recuento en placay rapida
petrifilm para la deteccién de mohos y levaduras.

Para la verificacion de estas dos técnicas, se empled las cepas liofilizadas y
certificadas de la casa comercial Microbiologics®, referencia KWIK-STICK™
Candida albicans ATCC 10231 y Aspergillus brasiliensis ATCC 16404, basados
en la Norma técnica Colombiana 4092 para el recuento en placay AOAC 997.02
para placas de petrifilm.
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En el afio 2017 se realizé la validacion de la técnica recuento en placa para la
deteccion de mohos y levaduras en la compafiia, con el objetivo de determinar
la precision y exactitud de la misma @9; una vez validada la técnica, la NTC-
ISO/IEC 17025:2005 recomienda que los laboratorios deben realizar el
seguimiento a la validez de los ensayos, por lo que en este trabajo se realizo la
verificacion de la técnica utilizando la metodologia descrita en la validacion,
realizando pruebas de repetibilidad y reproducibilidad.

Para dicha verificacion se realiz6 inicialmente la activacién de las cepas como
se indica en el anexo 7 en el medio de cultivo YGC, estas cajas fueron incubadas
a temperatura ambiente por cuatro dias, a partir de estos cultivos se hizo repique
utilizando el mismo medio de cultivo para hacer una descripcibn macro y
microscopica incubandolos a la misma temperatura.

Con los dos microorganismos aislados se inici6 con la preparacion de los
inéculos con los que se iba a trabajar.

Para la concentracion del in6culo de Candida albicans ATCC 10231 se parti6 de
la comparacion visual con el patron de turbidez Mcfarland 0.5 que tiene una
concentracion de 1.5*108 células bacterianas por mL, ?® este patrén fue usado
como referencia para ajustar la turbidez de la suspension de la levadura
guedando a esta misma concentracidn aproximadamente, mientras que para
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 la concentracion del indculo se hizo bajo el
recuento en Camara de Neubauer.

4.11.1. Preparacion del in6culo de Candida albicans.

Figura 7: Estandarizacion de la concentracion de Candida albicans ATCC
10231. A) Control caldo BHI, B) Patron McFarland 0.5 C) inéculo Candida
albicans preparado a partir de la comparacion visual del patron McFarland 0.5.

Fuente: Autor
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4.11.2. Preparacion del inoculo de Aspergillus brasiliensis

Figura 8: Preparacion del in6culo de Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Fuente: Autor

Con la estandarizacién del inéculo se procedié a realizar los ensayos de
repetibilidad y reproducibilidad, en los que se parti6 de una concentracion de
1.5*108 UFC/mL para Candida albicans y 10° esporas/mL para Aspergillus
brasiliensis aproximadamente; de estos in6culos se realizaron diluciones hasta
10-% para la levadura y 10-° para el hongo; trabajando con las dos ultimas
diluciones para cada microorganismo.

Para dichas pruebas de repetibilidad y reproducibilidad se realizaron cinco
ensayos.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Por politicas internas de la empresa no se publica ningun resultado, pero si se
da una breve explicaciéon de lo que se buscaba con cada andlisis.

Cada uno de los resultados obtenidos de los andlisis realizados a los productos
de la compafia es registrado en un libro especificado (bithcora) para cada
producto, para hacer el seguimiento de estos, siendo reportado al jefe del area
de control de calidad para darle liberacion de esta area.

En caso de existir algun recuento por fuera del limite permitido, se realiza una
contra muestra registrandola nuevamente en la bitadcora correspondiente como
contra muestra.

Los analisis microbiolégicos realizados en el laboratorio de calidad (aerobios
mesofilos, Coliformes totales, coliformes fecales mohos y levaduras), son
utilizados como referente para evaluar las condiciones higiénico sanitaria de los
productos elaborados, para su posterior liberacion.

El recuento de microorganismos aerobios mesdfilos, refleja la calidad sanitaria
de los productos analizados, indicando ademas de las condiciones higiénicas de
la materia prima, la forma como fueron manipulados durante su elaboracion. Un
recuento bajo de aerobios mesofilos no implica 0 no asegura la ausencia de
patdgenos o sus toxinas, de la misma manera un recuento elevado no significa
presencia de flora patégena. Ahora bien, salvo en alimentos obtenidos por
fermentacion, no son recomendables recuentos elevados. Un recuento elevado
puede significar: Contaminaciéon de la materia prima, deficiente manipulacién
durante el proceso de elaboracion, posibilidad de que existan patdégenos, pues
estos son mesofilos, Inmediata alteracion del producto. (2

Los coliformes en productos alimenticios que han recibido un tratamiento térmico
(pasteurizacion, coccion, etc.), se utilizan como indicadores de malas practicas
sanitarias. 19

Los hongos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidos en el
ambiente, pueden encontrarse como microbiota normal de un alimento, o0 como
contaminantes en equipos mal higienizados. Ciertas especies de hongos y
levaduras son utiles en la elaboracion de algunos alimentos, sin embargo
también pueden ser causantes de la descomposicién de otros alimentos. Debido
a su crecimiento lento y a su baja competitividad, los hongos y levaduras se
manifiestan en los alimentos donde el crecimiento bacteriano es menos
favorable. (19

5.1. Control de ambiente en el area de siembra
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Figura 9: Control de ambiente en el area de siembra.

Fuente: Autor

El control de ambientes en el area de siembra se realiz6 diariamente de acuerdo
a las indicaciones del laboratorio de control de calidad. Los resultados obtenidos
fueron éptimos, ya que no hubo crecimiento de ninguno tipo de microorganismos.
Esto garantiza que los procesos de limpieza y desinfeccion son adecuados y
realizados de forma correcta.

5.2. Control de esterilidad de los medios de cultivos

El control de esterilidad de los medios de cultivo se hace con el fin de verificar la
esterilidad del medio de cultivo, es decir que no exista ningun tipo de crecimiento
microbiano, para asi garantizar los recuentos obtenidos.

5.3. Técnicas empleadas para el analisis microbiolégico

Las técnicas empleadas rutinariamente en el laboratorio de calidad para el
analisis microbiologico es la técnica recuento en placa donde se realiza siembra
en profundidad para evaluar la calidad de los productos, siendo esta las mas
utilizada y recomendada por la Comision Internacional sobre Especificaciones
Microbiolégicas en los Alimentos (ICMSF) y placas de Petrifilm.

5.4. Analisis a Materia prima

Realizar el andlisis a la materia prima es vital porque a partir de ella se puede
conocer la carga microbiana adicional que le puede aportar al producto
elaborado en caso de que se encuentre presente algun tipo de microorganismo;
ya que estos pueden ocasionar cambios fisicoquimicos hasta el deterioro del
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producto en caso de presentar recuentos altos. Es por ello, que las materias
primas deben ser sometidas a un andlisis microbiolégico que demuestre que
cumplen con las especificaciones establecidas, para garantizar que son
adecuados para el uso al que estan destinados.

Aungque muchos de estos microorganismos son eliminados en los procesos de
pasteurizacion cuando se encuentra en su forma vegetativa, algunos sobreviven
a estas temperaturas en su forma esporulada.

Aparte del andlisis microbiolégico a la materia prima, se les realiza analisis
fisicoquimicos; en el caso de la leche cruda a este se les practica las pruebas de
plataforma (pH, acidez, % de grasa, etc) en el area de fisicoquimica por el
personal encargado y al material de empaque se les hace mediciones a ver si
cumplen con los estandares, como ancho, largo, altura, calibre, y a los insumos
pH, densidad, acidez, en el laboratorio de microbiologia.

Figura 10: Andlisis fisicoquimico al material de empaque.

Fuente: Autor

5.5. Control de ambiente dentro de la compafiia.

El control de ambiente es realizado para garantizar la higiene del ambiente que
se encuentra en contacto con los productos elaborados. En caso de que los
recuentos sean muy altos este es reportado al jefe de produccién donde se toma
como medida la limpieza y desinfeccién del area y nuevamente se vuelve a
evaluar el area.

Un ambiente contaminado afecta directamente la calidad del producto, llevando
al deterioro del mismo, causandole pérdidas econémicas a la compania.

5.6. Control de manipuladores
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Figura 11: Realizacion de frotis a los manipuladores

Fuente: Autor

Este examen se realiza mensual a todos los trabajadores que se encuentren en
contacto de forma directa durante el proceso de elaboracién y empaque del
producto, con el objetivo de verificar el estado higiénico sanitario de los
manipuladores para que no llegue a afectar el producto.

5.7. Control de Superficies

Figura 12: Muestreo de superficie: A) Frotis de cestillo con hisopo estéril B)
Luminometria.

Fuente: Autor

El control de superficies se realiza de do formas: una como lo muestra la figura
12 A, que consiste en frotar con un hisopo humedecido en caldo peptona estéril
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las paredes del recipiente a muestrear para arrastrar consigo los
microorganismos presentes y la otra por luminometria con el luminébmetro como
lo muestra la imagen B.

La técnica de luminometria solo se hace con los carrotanques y los cestillos,
siendo estos los que se deben liberar de forma inmediata del area de lavado,
esta se emplea para evaluar de forma inmediata la limpieza de las superficies de
estos. Esta técnica permite la cuantificacion de ATP (Adenosin-tri-fosfato)
expresada en URL (unidades relativas de luz) producida por los
microorganismos contaminantes que han proliferado por los nutrientes que
contiene la leche. La presencia de ATP es un indicador de una higiene
incorrecta.®

Para realizar la medicién del ATP se realiza primero el frotis a las paredes con la
térula (hisopo) como se indica en las figura 5, Las puntas de los hisopos de
muestreo estdn humedecidas con una solucion que permite extraer el ATP de
las células. El reactivo que esta dentro del bulbo del dispositivo esta formado por
una enzima que se encuentra en las luciérnagas llamada Luciferasa. Cuando
esta enzima entra en contacto con el ATP reacciona y emite luz, esta emision de
luz es cuantificada por el lumindmetro. La cantidad de luz emitida es
directamente proporcional a la cantidad de ATP, dando asi una medida
cuantitativa de la limpieza de la superficie. 23

Para considerar que la superficie esta limpia la URL debe ser menor >100.

5.8. Analisis microbiolégico de aguas

La calidad del agua es de vital importancia ya que esta es utilizada de forma
directa en la elaboracion de algunos productos o de forma indirecta para los
procesos de limpieza diarios.

La planta cuenta con varios puntos de muestreo del agua que facilita la obtencion
de la misma, donde una parte es obtenida por pozo subterraneo, tratada bajo
los pardmetros fisicoquimicos de la Resolucion del Ministerio de la Proteccion
Social 2115 de 2007 vy otro por el acueducto. Para evaluar la calidad de esta, se
realizan los andlisis microbioldgicos por parte del laboratorio de microbiologia
coliformes totales y E. coli contemplados en la misma resolucion, por medio de
la técnica filtracion por membrana, adicional a estos microorganismos también
se realiza por medio de la misma técnica el aislamiento de Pseudomona
aeruginosa.

5.9. Analisis microbiolégico para productos UHT
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Figura 13: Analisis microbioldgicos para productos UHT por la técnica
recuento en placa y placas de petrifilm.

Fuente: Autor

Para el andlisis microbioldgico de los productos UHT el laboratorio de calidad
hace uso de las dos técnicas descritas anteriormente, determinando la presencia
0 ausencia de crecimiento microbiano para esterilidad comercial y menor a uno
(<1) para los recuentos obtenidos de las muestras sembradas en petrifilm o en
placas que han sido incubadas con anterioridad.

El Decreto 616 de 2006 del Ministerio de la Proteccion Social, establece que para
los analisis microbioldgico para los productos UHT debe realizarse la siembra en
tubos de ensayos, la compafia modifico la siembra, realizandola en placas bajo
los mismos criterios de evaluacion descrito por el decreto (utilizando las mismas
temperaturas y tiempo de incubacion, medio de cultivo BHI, realizacion de tincion
Gram, etc) con el fin de reducir tiempo de andlisis y costos.

En el laboratorio son analizados diariamente cuatro lotes de estos productos
(aproximadamente)

5.10. Analisis microbiolégico para derivados lacteos

La Resolucién 2310 de 1986 del Ministerio de Salud recomienda para el analisis
de los derivados lacteos la técnica del nimero mas probable. La compafia
Pasteurizadora santo Domingo utiliza la técnica recuento en placa y Petrifilm,
siguiendo los mismos lineamientos del procesado de las muestras descritos en
esta resolucion, para reducir tiempo de procesamiento.

Para el procesado de las muestras en el laboratorio, se muestrean tres productos

lacteos indicados como inicio, mitad y final con el mismo lote.
Diariamente se estaban analizando 30 muestras.
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5.11. Verificacion de técnica tradicional recuento en placay rapida
petrifilm para el recuento de mohos y levaduras.

La verificacion de la técnica recuento en placa y placas de petrifilm para la
deteccion de mohos y levaduras se realizd con Candida albicans y Aspergillus
brasiliensis como se indicdé anteriormente, estos dos microorganismos fueron
cultivados en el medios de cultivo YGC; medio utilizado y recomendado en la
validacion realizada en el laboratorio de calidad de la compafiia.

La validacion y por ende la verificacion se realizé con el fin de demostrar que
esta técnica es confiable para la deteccion de mohos y levaduras aun cambiando
de analistas (reproducibilidad) realizandolo las veces que sea necesario
(repetibilidad) ya que la empresa realiza diariamente el analisis de estos para la
liberacién de materia prima y sus productos.

Figura 14: Morfologia macroscoépica - anverso y reverso de A) Candida albicans
ATCC 10231, B) Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 en agar YGC.

Fuente: Autor
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Figura 15: Morfologia microscépica: A) Candida albicans ATCC 10231, B)
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 en agar YGC.

Objetivo 100X
Fuente: Autor

Las figuras 14 y 15 muestran el crecimiento tipico macro y microscépico de los
dos microorganismos en el medio YGC.

Candida albicans crecié formando colonias blancas tanto por el anverso como
por el reverso, grandes, cremosas Y lisas. Esta levadura se caracteriza por ser
dimérfica es decir, se desarrolla de forma distinta en funcién de la temperatura
de crecimiento, como levadura, normalmente a 37°C en el huésped, y como
hongo de aspecto filamentoso, a 25°C en la naturaleza. ¢

Las caracteristicas que mostro Aspergillus brasiliensis en sus colonias por el
anverso fue un color amarillo palido, algodonoso en los primeros dias del
desarrollo del micelio, al igual que el reverso, pero al transcurrir los dias (4 dias)
fue cambiando de color al esporular, tomando una la coloracién negra en la parte
frontal y por el revés quedando marron.

Para realizar la estandarizacién de los inGculos con las cepas de estudio, se
realiz6 un primer ensayo trabajando con las diluciones recomendadas en la
validacion con dos ensayos, para comprobar si se podia realizar tanto la
deteccion como el conteo de las UFC/mL de los microorganismos utilizados con
las diluciones 10° -10® para Candida albicans dado que si se trabaja con
muestras mas concentradas puede ocurrir un solapamiento en el crecimiento de
las colonias y por ende se dificulta el recuento de las colonias crecidas. ?®y
104 -10° para Aspergillus brasiliensis ya que si se trabaja con muestras mas
diluidas puede que no ocurra la cuantificacion de colonias y por ende no haya
crecimiento del moho. %
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Tabla 6: Resultados obtenidos a partir del primer ensayo de Candida albicans
ATCC 10231 para la estandarizacion del inéculo en recuento en placa y placas
de petrifilm.

Recuento en placa Petrifilm
Diluciones
ATELEE B 105 | Lo 10% | Lo 105 | Lo 106 | Lo
varianza g 10 g 10 g 10 g 10
60 1.778 7 0.845 90 1.954 14 1.146
56 1.748 4 0.602 87 1.939 13 1.113
Promedio 58 1.763 55 0.723 88.5 1.946 13.5 1.130

Tabla 7: Resultados obtenidos a partir del primer ensayo de Aspergillus
brasiliensis ATCC 16404 para la estandarizacion del inéculo en recuento en
placa y placas de petrifilm.

Recuento en placa PRI
Ensayo
10* | Log o | 10° [Logwo | 10° | 10 | 10° | 10° Log 10
1 30 | 1.477 11 1.041 0 4 0.602
2 28 | 1.447 12 1.079 0 TNTC 5 0.698
total 58 | 1.763 | 23 1.361 0 9 1.301
Promedio 29 1462 | 11.5 | 1.060 - 6 0.650

TNTC: Muy numeroso para el conteo
Fuente: Autor

Como lo muestra la tabla 6 se pudo realizar el conteo tanto en placas como en
petrifilm obteniendo resultados similares a los de la validaciéon (ver anexo 5); caso
contrario ocurrié con Aspergillus brasiliensis con las diluciones 10*y 10° con la
técnica rapida petrifilm plasmados en la tabla 7, dado que el recuento fue muy
numeroso para el conteo, debido a esto se agregd una dilucion mas (10°6), pero
en este caso se observd que con la técnica recuento en placa no hubo
crecimiento en ninguno de los dos ensayos mientras que en petrifilm si.

Al comparar los recuentos de la levadura con el hongo con las dos técnicas en
los diferentes ensayos se ve que hay mayor crecimiento con la técnica rapida
petrifilm, con respecto a la técnica recuento en placa.

Atendiendo a los resultados obtenidos anteriormente se decidié trabajar con las

mismas concentraciones y diluciones para la realizacion de la repetibilidad y
reproducibilidad.
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Tabla 8: Ensayos de repetibilidad y reproducibilidad con las técnicas: recuento

en placa y placas de petrifilm para Candida albicans.

Recuento en placa Petrifilm
REPETIBILIDAD
10° 10°% 10° 10°
Loglo LOglo LOglo LOglo
total
33.1380752 | 33.4983106 33.3034221 33.855398
Promedio
6.62761505 | 6.69966211 6.66068442 6.7710796
Desviacion estandar
0.0651915 0.24742237 0.01399949 0.1560989
Coeficiente de
variacion 0.00983634 | 0.03693057 0.00210181 | 0.02305377
Recuento en placa Petrifilm
REPRODUCIBILIDAD
10° 10 10° 10°
Logio Logio Logio Logio
total
32.9986568 | 33.2464986 33.3556431 | 33.1997552
Promedio
6.59973136 | 6.64929972 6.67112861 | 6.63995104
Desviacion estandar
0.05025042 | 0.18587388 0.03265719 | 0.31555192
Coeficiente de
variacion 0.00761401 0.0279539 0.0048953 0.04752323

La tabla 8 muestra el promedio de los recuentos obtenidos del ensayo de
repetibilidad que mide la concordancia entre las mediciones obtenidas por un
analista en varias repeticiones bajo las mismas condiciones de laboratorio al
igual que la reproducibilidad pero en este caso cambiando de analista.

Atendiendo a la media de los recuentos reportados por las técnicas empleadas
estos guardan cierta similitud encontrandose entre 6,5 — 6,7.

Las figuras 16 y 18 muestran mejor el comportamiento de los recuentos de los 5
ensayos realizados para la repetibilidad y la reproducibilidad.

Figura 16: Repetibilidad para Candida albicans con las técnicas: recuento en
placa vy petrifilm.

40



REPETIBILIDAD

7.2
g 7 MENOS 5 Recuento
= en placa
Q 68 MENOS 5 Pétrifilm
D 6.6
O 64 MENOS 6 Recuento
9 6.2 en placa
1 2 3 4 5 MENOS 6 Pétrifilm

NUMERO DE ENSAYOS

Fuente: Autor

En la figura 16 se muestra el logaritmo de los recuentos reportados con las
técnicas de recuento en placa y petrifilm de los 5 ensayos. Al comparar los 5
ensayos con la dilucién 10° se pudo observar que los recuentos obtenidos en
petrifilm y recuento en placa no fueron tan diferentes; sin embargo fueron menos
variables los obtenidos en petrifilm (ver figura 18), con respecto a la dilucién
106 con ambas técnicas los recuentos fueron mas dispersos, no mostraron tanta
concordancia. Analizando cada ensayo solo en el numero 2 el recuento fue
cercano con la dilucién 10°y en 10-¢ el ensayo 4.

Figura 17: Ensayo de reproducibilidad para Candida albicans con las técnicas:
recuento en placa vy petrifilm.

REPRODUCIBILIDAD

6.9 MENOS 5 Recuento
= |
=S 6.8 en placa
O 67 MENOS 5 Pétrifilm
L
6.6
- 6.5 MENOQOS 6 Recuento
8 6'4 en placa
e 6'3 MENOS 6 Pétrifilm
6.2

1 2 3 4 5
NUMERO DE ENSAYOS

Fuente: Autor

En el ensayo de reproducibilidad mostrado en la figura 18 se cambio de analista,
trabajando bajo las mismas condiciones que trabajo el analista en la repetibilidad.

Al comparar los 5 ensayos con la diluciéon 10 se observé que con la técnica
petrifilm los recuentos en todos los ensayos se mantuvieron muy cercanos y en
recuento en placa variaron mucho con el ensayo 1, pero con los otros ensayos
guardaron una cercania con los recuentos en petrifilm. Con respecto a la dilucion
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10 con la técnica recuento en placa muestran mucha variaciéon con respecto a
la de petrifilm, estan mas dispersos los recuentos de cada ensayo.

Ahora bien, al comparar el comportamiento de los recuentos de las figuras 16 y
18 por los dos analistas hubo mayor variacion en los ensayos con el analista que
realizd la repetibilidad. La figura 18 muestra que tan desviados fueron los
recuentos con respecto al promedio, de cada técnica empleada de acuerdo a las
diluciones

Figura 18: Desviacion estandar del ensayo de repetibilidad y reproducibilidad
para Candida albicans

DESVIACION ESTANDAR

0.35
0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

DESVIACION ESTANDAR

Recuento en placa Pétrifilm Recuento en placa Pétrifilm

MENOS 5 MENOS 6

Repetibilidad Reproducibilidad

Fuente: Autor

La figura 18 refleja que tan dispersos fueron los recuentos obtenidos con
respecto al promedio de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad con las
técnicas empleadas.

La desviacién estandar de los recuentos con la repetibilidad presentaron mayor
variabilidad con la técnica recuento en placa (ver tabla 8) con las dos diluciones
trabajadas, esto mismo sucedié con la reproducibilidad pero con la dilucién 10
Con la dilucién 106 fue un poco mayor la variacion de los recuentos con la técnica
petrifilm.

Las variaciones presentadas pudieron deberse a errores humanos, dado a la
forma de la preparacion del inéculo, ya que para este se realizd con la
comparacion visual del patréon de turbidez Mcfarland 0.5 y no se utilizé un equipo
que permitiera tener la certeza de la concentracion como por ejemplo un
espectrofotometro, también se uso caldo BHI en vez de caldo peptona o agua
destilada estéril, dado a que este no permite ver bien la turbidez debido al color
de ese medio, otra razén podria ser al momento de pipetear.

42



Tabla 9: Resultados obtenidos de los ensayos de repetibilidad y reproducibilidad
llevados a cabo para Aspergillus brasiliensis.

Recuento en placa Petrifilm
REPETIBILIDAD
10 10° 106 104 10°% 10
Logio Logio Logio | Logio | Logio Logio
Total 27.3052654 | 5.4452678 0 32.380212
Promedio 5.46105307 | 1.08905356 0 TNTC 6.4760422
Desviacion estandar 0.14302429 | 0.14141657 - 0.3217501
Coeficiente de
variacion 0.02618987 | 0.02322472 - 0.0496831
Recuento en placa Petrifilm
REPRODUCIBILIDAD — 10° 10° | 10° | 10° 10%
Log1o Log1o Logio | Logio | Logio Logsio
Total 27.4302041 | 5.27230584 0 32.8273693
Promedio 5.48604082 | 1.05446117 0 TINTC 6.56547385
Desviacion estandar 0.05321089 | 0.05170187 - 0.29147969
Coeficiente de 0.00969932 | 0.04903155 | - 0.04439583

variacion

Con respecto a los ensayos realizados para Aspergillus brasiliensis (tabla 9) se
mostré el mismo comportamiento con la dilucién 10 cuando se realizaron los
primeros ensayos para la estandarizacion del in6culo, donde no se pudo realizar
el conteo de las esporas/mL con la técnica petrifilm debido a que fue muy
numeroso el crecimiento del hongo y se expandio por toda la placa, mientras que
con la técnica recuento en placa no crecio, este suceso permite deducir que con
la técnica petrifilm hay mayor crecimiento del microorganismo para muestras
mas diluidas.

En promedio con los ensayos realizados en la repetibilidad y la reproducibilidad,
estos fueron parecidos por ambas técnicas, teniendo menos variacion los
recuentos realizados por el analista de la reproducibilidad (desviacion estandar)

Tabla 10: Porcentajes de recuperacion de Candida albicans en pruebas de
repetibilidad y reproducibilidad

Repetibilidad
Diluciones Recuento en placa Petrifilm
105 72.2% 72.5%
106 95% 95.2%
Reproducibilidad
10° 91% 91.4%
106 94.9% 94.9%

Fuente: Autor
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Figura 19: Porcentajes de recuperacion por las técnicas: Recuento en placa y
petrifilm para Candida albicans en pruebas de repetibilidad y reproducibilidad

% DE RECUPERACION - REPETIBILIDAD % DE RECUFERACION - REPRODUCIBILIDAD

u Reproducibilidad
u Repetibilidad MENOS MENOS 5 Recuento

5 Recuento en placa en placa

Repetibilidad MENOS
5 Pétrifilm
u Reproducibilidad

94.90% Reproducibilidad
MENOS & Recuento
en placa

MENQOS 5 Pétrifilm
\ 91.40% ’
Repetibilidad MENOS ~ Reproducibilidad

6 Pétrifilm MENOS 6 Pétrifilm

u Repetibilidad MENOS
6 Recuento en placa

Fuente: Autor

Al comparar los porcentajes de recuperacion de Candida albicans con respecto
a las dos técnicas empleadas (tabla 10, figura 19), teniendo en cuenta las
concentraciones de las diluciones trabajadas, los porcentajes de recuperacién
fueron un poco mayor con la dilucién 10 en la reproducibilidad, encontrandose
mayor con la técnica petrifilm 91.4% (figura derecha color verde); con la dilucién
106 ocurrié lo contario, el porcentaje de recuperacion fue un poco mayor en la
repetibilidad que en la reproducibilidad siendo mayor el porcentaje con la técnica
recuento en petrifilm 95%, pero esta diferencia no es tan grande (figura izquierda,
color amarillo).

Tabla 11: Porcentaje de recuperaciéon de A. brasiliensis en pruebas de
repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad
Diluciones Recuento en placa Petrifilm

104 73.7%

10° 63.6% TNTC
106 - 58.5%

Reproducibilidad

104 74%

10° 63.6% TNTC
106 - 58.5%

Fuente: Autor

El porcentaje de recuperacion de A. brasiliensis en las pruebas de repetibilidad
y reproducibilidad (figura 11) con respecto a la técnica recuento en placa fueron
parecidos con las diluciones 10-*y 10-°con la dilucién 10® no hubo recuperacion
del hongo. Con respecto a la técnica petrifilm no se realiz6 el conteo de las
esporas/mL con las diluciones 10-4y 10 ya que el recuento fue muy numeroso,
pero con la dilucién 106 si.

Para ver si existia alguna diferencia significativa entre las dos técnicas evaluadas
se realiz0 el analisis estadistico basado en la distribucion de t- Student
(realizandolo solo para Candida albicans debido a que solo con la levadura se

44



obtuvo recuento con las dos técnicas y con las diluciones trabajas), en la hoja de
calculo microsoft excel, para lo cual, se manejo una distribucién de dos colas,
con un indice de confianza del 95 % y una significancia de 0,05; es decir, cada
cola con un 0,025 y grados de libertad de 4. Donde se plantearon dos hipotesis

Hipotesis nula: No hay diferencia significativa en los recuentos obtenidos por
las técnicas recuento en placas y placas de Petrifilm.

Hipotesis alternativa: Hay diferencia significativa en los recuentos obtenidos
por las técnicas recuento en placas y placas de Petrifilm.

El T tabulado arrojo un valor de significancia de 0.034, por lo que se acepta la
hipodtesis nula, es decir que no existe diferencia significativa entre los recuentos
obtenidos por la técnica recuento en placa y placas de Petrifilm.

45



6. CONCLUSIONES

Los analisis microbiolégicos de Aerobios mesofilos, coliformes totales,
coliformes fecales, mohos y levaduras realizados rutinariamente en el
laboratorio de calidad permitieron comprender la importancia que tienen
para los productos elaborados, ya que aseguran su inocuidad,
permitiendo determinar si el producto es acto o no para los consumidores.

El estado higiénico sanitario de los manipuladores como de las superficies
permiten minimizar el riesgo de contaminacion cruzada para garantizar un
producto seguro y de buena calidad.

Se aplicaron las técnicas recuento en placas y placas de petrifilm para la
enumeracion de aerobios mesofilos, coliformes totales, coliformes
fecales, mohos y levaduras aplicandolas bajo los criterios establecidos por
el area de control de calidad.

En la verificacion de la técnica recuento en placa y placas de petrifilm no
existen diferencias significativas para el aislamiento de la levadura
Candida albicans.

La verificacién con la técnica recuento en placa para la cuantificacion de
A. brasiliensis se vio afectada por factores externos como la
concentracion del inoculo.
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7. RECOMENDACION

Para la estandarizacion del in6culo de Candida albicans se recomienda
trabajar con camara de Neubauer para ajustar mejor la concentracion, en
vez de usar el patron McFarland que es mas utilizado para realizar
concentraciones bacterianas.

Se recomienda realizar nuevos ensayos de repetibilidad y reproducibilidad
trabajando con otros tipos de mohos y levaduras, como también con otras
concentraciones que permitan garantizar con mayor confianza la
veracidad del método.

Para el recuento de mohos y levaduras se recomienda incubar estos
microorganismos bajo condiciones de temperatura adecuadas (25°C),
actualmente el laboratorio de control de calidad no cuenta con una
incubadora para este tipo de microrganismos y se dejan a temperatura
ambiente lo que hace que sea mas demorado el crecimiento.
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8. GLOSARIO

Exactitud: se entiende como la cercania que presenta un resultado en
comparacion con un valor de referencia.

Precision: Es el grado de concordancia entre los resultados obtenidos al aplicar
el procedimiento experimental repetidas veces bajo las condiciones
establecidas. Dentro de este pardmetro se engloban la repetibilidad vy
reproducibilidad

Repetibilidad: Es la medida de concordancia que obtiene un analista bajo las
mismas condiciones de laboratorio. Las condiciones de repetibilidad incluyen: el
mismo procedimiento de medicion, el mismo observador, el mismo instrumento
de medicion, utilizado bajo las mismas condiciones, el mismo lugar, repeticion
en un periodo corto de tiempo.

Reproducibilidad: Es el grado de concordancia entre resultados obtenidos en
mediciones repetidas de un mismo objeto, bajo condiciones especificas.
(Diferentes analistas, diferentes dias, etc.)
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Anexo 1: CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

10. ANEXOS

ACTIVIDAD

DICIEMBRE

ENERO

FEBRERO

MARZO

ABRIL

MAYO

1

2

34

1

2

3

4

Induccién a la compafiia Pasteurizadora Santo Domingo

Induccion laboratorio de Calidad

Andlisis microbioldgico a leche Cruda

Analisis microbiologico Leche UHT

Andlisis microbioldgico leche Saborizada UHT

Andlisis microbiol6gico Avena UHT

Analisis microbioldgico productos lacteos fermentados

Analisis microbiol6égico Materia prima

Analisis microbioldgico Leche termizada

Andlisis microbioldgico Pasteurizador

Analisis microbioldgico Crema de leche

Control de Ambientes

Control Manipuladores

Control de Superficies

Analisis microbiologicos de Aguas

Verificacion de técnica tradicional y rapida Petrifilm 3M,
para el recuento de mohos y levaduras.

Elaboracion informe de grado

Sustentacion Trabajo de Grado

Revision Bibliogréafica
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Anexo 2: Clasificacion de la leche segun contenido de grasa

% grasa m/v

Leche
Pasteurizada  Ultrapasteurizada UAT(UHT9 Esterilizada
Entera 3.0 3.0 3.0 3.0
Semidescremada | 1.5-2.0 15-20 15-20 15-20
Descremada 0.1-05 0.1-05 0.1-05 0.1-0.5

Fuente: Decreto 616 del Ministerio de la proteccion social.

Anexo 3: Clasificacion del yogurt segun contenido de grasa

Yogurt Entera Semidescremado Descremado

Materia grasa %m/m Min.2.5 Min.1.5 Max.0.8

Sélidos lacteos no

grasos % 7.0 7.0 7.0
Acidez como acido 4 74 4 59 0.70 -1.50 0.70 -1.50
lactico %
Prueba de fosfatasa Negativa Negativa Negativa

Fuente Resoluciéon 2310 de 1986 del Ministerio de Salud
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Anexo 4: Clasificacion del Kumis segun contenido de grasa

Yogurt Entera Semidescremado Descremado
Materia grasa %m/m Min.2.5 Min.1.5 Max.0.8
Sdlidos Iacttoaos no 70 70 70
grasas %
Acidez como acido 0.60 -1.20 0.60 -1.20 0.60 -1.20
lactico %
Negativa Negativa Negativa

Prueba de fosfatasa
Fuente Resolucion 2310 de 1986 del Ministerio de Salud

Anexo 5: Resultados obtenidos a partir de la estandarizacion del inéculo de
Candida albicans ATCC 10231 de la validacion.

Medio
de Dilucién| 102| 103| 10* 10°| 10°|Promedio | Desviacion | Coeficiente

cultivo estandar |de variacion

UFC
Agar TNTC|TNTC|  123| 58| 8| ool oa 0,387

YGC Logwo |N/A |N/A | 2,090]1,763]0,903

Fuente: (Jaimes Jauregui Blanca Yazmin, 2017)

Anexo 6: Resultados obtenidos a partir de la estandarizacion del in6culo de
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404

Medio

de  |Dilucion | 102 103| 10* 10°] 10%|Prom |Des Coeficiente

cultivo estandar |de variacion

par |0 |TNTC|TNTC | 30| 12| 2

VG 0,9524 0,5982 0,628
Log1o N/A  |N/A 1,477| 1,079| 0,301

Fuente: (Jaimes Jauregui Blanca Yazmin, 2017)
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Anexo 7: Reactivacion de las cepas liofilizadas.

W

N

Abra la bolsa en el core y remueva
£l KWIKSTIK™.

B

Arrangue la porcion de la etiqueta
del ratulo v adjuntela a los registros
de CC o a la placa de culiivo
primario.

3)

Libere &l fluido hidratante por medio de
una accion de presion o pellizeo en la
parte inferior de |a tapa de | smpolla.

0

C

e
Sujetando €l aparsto
verticalments, golpee *l“
: -
ILge.r.urnente pars =
facilitar 2l flujo del =]

fiuidlo & través de la
pasaje hasta la parte
infenior del aparato,

Aplaste el granulo
y mezcle con el

fluida, usando una
accion de pellizeo.

@)

"l“““

INMEDIATAMENTE sature &l swab
en el material hidratado.

Aot &l swab con presion y inocule una
area circular de aproximadaments 25
mim de digmetro en la(s) placafs) de
cultive primaric.

Utilizandn una alzs estéril, haga unas
10-20 rayas repetidaments a traves
de la ares inoculada pars facilitsr
gislamiento de colonia.

)

0

Elirming el KWIKSTIE™ en |ugar
apropiado para materiales
bielogicos peligrosos.

INMEDIATAMENTE
incube el mediofs) de cultive
primario inoculada(s).
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Anexo 8: Puntos de muestreos para los analisis microbiologicos asignados por

el laboratorio de control de calidad.

Semana
Puntos de muestreo Frecuencia
1 2
Carrotanques rutas Quincenal X
; ; Insumos y material | Cada vez que
Materia prima de empague llegue un lote X X
nuevo.
Leche Silos de
termizada almacenamiento Semanal X X
Pasteurizador Salida de Semanal X X
Pasterizador
Crema de Tubo salida de Quincenal X
leche crema
Areas de X
Ambientes procesamiento y
empaque de los Mensual
productos
Manipuladores Manipuladores Mensual X
Silos de Cada vez que se
almacenamiento realice lavado de X X
o los silos. Una
Superficies muestra por silo
Carrotanques rutas
Mensual Dos cestillos
Cestillos después de
Lavados
Puntos de
Aguas muestreos Mensual X

Fuente: Autor




Anexo 9: Analisis microbiolégicos realizados a los Puntos de muestreo

Analisis
Puntos de
muestreo . L
M Dilucioén
AM CTICE | MYL Pseugggnona étodo ucié
-1
Petrifilm 18_2
Materia prima v v v . Recuento 103
en placa
. v - v - -
Ambientes Recuento
en placa
. v v - - ; ;
Manipuladores Frotis Directo
Frotis .
.. v v - -
Superficies Luminometria Directo
v v _ v Filtracion Directo
Aguas por
membrana

AM: Aerobios mesofilos, CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales, My L: Mohos y Levaduras
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Anexo 10: Analisis microbiolégico realizado a la leche cruda, procesada y sus

derivados
Andlisis
d Método Dilucién
Producto AM | CTICF | MyL | EC
Cruda v - - Petrifim | 103- 10*
Petrifilm
Pasteurizada v v - Recuento | 102- 103
en placa
Entera UHT v - v
Leche Petrifilm
Descremada v i v
deslactosada Recuento Directo
UHT en placa
Semidescremada v i v
deslactosada
UHT
Kumis - v -
Petrifilm
Yogur entero - v - Recuento 101
en placa
Bebida lactea - 4 -
Derivados
|acteos
v i v Recuento
Saborizada UHT en placa
Directo
Avena UHT 4 - v'| Recuento
en placa
Petrifilm
Crema de leche v v - 102-10°
Pasteurizada Recuento
en placa

AM: Aerobios mesdfilos, CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales M y L: Mohos y Levaduras, EC:

Esterilidad comercial.

Fuente: Autor
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