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Resumen y Abstract Vi

Resumen

Evaluacién de algunos métodos tradicionales de identificacion para detectar
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus coagulasa positiva en leche

La leche es una matriz alimenticia con gran contenido nutricional, lo que estimula el
crecimiento de bacterias como Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus de alto
impacto en la seguridad alimentaria, ademas, con una alta prevalencia en la leche, por lo
gue es necesario establecer metodologias para su deteccion. En este estudio se
inocularon muestras de leche con estos microorganismos para establecer la capacidad del
método horizontal, inmunolégico (ELISA) y molecular (PCR) para detectarlos, para ello, se
evaluo la deteccion del método horizontal inoculando simultdneamente S. Typhimurium.y
S. aureus en leche cruda y ultrapasteurizada (UHT), también se realizaron pruebas
inoculando leche UHT con estos dos microorganismos y la Bacteria acido lactica (BAL) de
la especie Lactococcus lactis para evaluar la deteccién de ellos en presencia de una
bacteria que puede hacer parte de la microbiota de la leche. Con los métodos horizontal y
ELISA se identificé S. Typhimurium en todas las muestras, mientras que la PCR no logro
su identificacion. Por otro lado, S. aureus solo se identificé por el método horizontal con
un 90% de deteccion. En la inoculacion simultanea se compararon los resultados con el
recuento de UFC/mL de S. aureus, debido a que para S. Typhimurium no se requiere
recuento sino ausencia/presencia. Se encontrd que en la muestra de leche UHT inoculada
con S. Typhimurium.y S. aureus se observd un mayor recuento que en la leche cruda, lo
gue indica que la microbiota presente en la leche cruda pudo ejercer un efecto inhibidor
sobre el crecimiento de S. aureus; en contraste, la leche UHT inoculada adicionalmente
con L. lactis, tuvo un mayor crecimiento que en todas las inoculaciones, lo que sugiere

algun tipo de interaccion entre los tres microorganismos.

Palabras clave: Salmonella Typhimurium., Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis,

Leche ultrapasteurizada, Leche cruda, Método horizontal, ELISA



Vil Evaluacion de algunos métodos tradicionales de identificacion para detectar
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus coagulasa positiva en leche

Abstract

Evaluation of some traditional identification methods to detect Salmonella spp.
and Staphylococcus aureus coagulase-positive in milk

Milk is a nutritional matrix with high nutritional content, which promotes the growth of
bacteria such as Salmonella Typhimurium and Staphylococcus aureus, having a significant
impact on food safety. Moreover, these bacteria have a high prevalence in milk, making it
necessary to establish methodologies for their detection. In this study, milk samples were
inoculated with these microorganisms to assess the capability of the horizontal,
immunological (ELISA), and molecular (PCR) methods for detection. The horizontal
method detection was evaluated by simultaneously inoculating S. Typhimurium and S.
aureus in raw and ultra-pasteurized milk (UHT). Tests were also conducted by inoculating
UHT milk with these two microorganisms and lactic acid bacteria (LAB) of the Lactococcus
lactis species to evaluate their detection in the presence of bacteria that may be part of
milk's microbiota. Using the horizontal and ELISA methods, S. Typhimurium was identified
in all samples, while PCR failed to identify it. On the other hand, S. aureus was only
identified by the horizontal method with a detection rate of 90%. In the simultaneous
inoculation, the results were compared with the S. aureus colony-forming units per milliliter
(CFU/mL) count, as S. Typhimurium requires absence/presence rather than a count. It was
found that in the UHT milk sample inoculated with S. Typhimurium and S. aureus, a higher
count was observed than in raw milk, indicating that the microbiota present in raw milk
could exert an inhibitory effect on the growth of S. aureus. In contrast, UHT milk inoculated
additionally with L. lactis had higher growth than in all inoculations, suggesting some type

of interaction among the three microorganisms.

Keywords: Salmonella Typhimurium, Staphylococcus aureus, Lactococcus lactis,

Ultrapasteurized milk, Raw milk, Horizontal Method, ELISA
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Introduccioén

En la actualidad la inocuidad de los alimentos tiene alta relevancia por relacionarse
directamente con la seguridad alimentaria, razén por la cual, deben realizarse estudios
pertinentes antes de que estos sean distribuidos y consumidos, y asi, disminuir y evitar la
aparicion de intoxicaciones y enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) (Gonzalez
Pedraza et al., 2014). Se estima que se producen al afio aproximadamente 600 millones
de casos de enfermedades por consumir alimentos contaminados y hasta 420,000 muertes
en todo el mundo (World Health Organization, 2015), por lo que, la correcta identificacion
y deteccion de agentes productores de ETAs es de vital importancia. Las ETAs no solo
tienen impacto en la seguridad alimentaria, sino también un impacto a nivel econémico. En
algunos estudios realizados, se estimé que los gastos generados al afio por los brotes de
las ETAs en Estados Unidos podian alcanzar hasta los $ 55.5 millones de délares, debido
a los gastos médicos y pérdidas en la cadena alimentaria (Scharff, 2012); en Europa se
concluyd que las pérdidas podian alcanzar mas de 100,000 millones de euros al afio
(Havelaar et al., 2015), esto reafirma y da mas importancia a garantizar la inocuidad

alimentaria.

Algunos de los microorganismos con mas impacto en la seguridad alimentaria son
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus (Centers for Disease Control and Prevention,
2021). Salmonella es importante porque ademas de ser ubicuo hace parte de la microbiota
intestinal de animales de sangre caliente, por lo que, es factible que se encuentre
contaminando diversas matrices alimenticias como carne de aves, huevos, productos
lacteos e incluso vegetales, considerandose uno de los principales agentes patogénicos
causantes de ETAs (Vazquez-Garciduefias et al., 2015), ademas, su alta patogenicidad,
lo hace el agente causal de una amplia variedad de enfermedades en humanos y animales,
produciendo desde gastroenteritis hasta infecciones invasivas (Scallan et al., 2015),
llegando a reportar hasta 93.8 millones de casos de salmonelosis al afio alrededor del
mundo (Kirk et al., 2015). Por otro lado, Staphylococcus aureus coagulasa positiva es una

bacteria Grampositiva que hace parte de la microbiota de las mucosas nasal, oral y de la
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piel de humanos, que puede ocasionar multiples cuadros infecciosos (Tong et al., 2015)
debido a su capacidad de producir una amplia variedad de factores de virulencia como son
toxinas y enzimas, entre ellas la coagulasa, que genera coagulos de fibrina en algunos
cuadros infecciosos (Foster, 2009), o las Enterotoxinas Estafilocécicas (SE), asociadas a
intoxicacion alimentaria, causando emesis e incluso shock toxico (Nia et al., 2021).
Ademds, presenta una gran prevalencia en diferentes alimentos asociados a mala
manipulacién, siendo uno de los grupos de alimentos mas susceptibles los lacteos (Bianchi
et al., 2022).

Es evidente que la seguridad alimentaria se ha vuelto un tema de peso a nivel mundial,
por lo que, es necesario establecer pardmetros y criterios enfocados en la prevencion de
las ETAs, y mas importante aln, establecer medidas que permitan una rapida deteccién
para implementar estrategias preventivas y correctivas (Kirk et al., 2015); es por eso, que
la Unién Europea establece pardmetros para garantizar la seguridad alimentaria mediante
el Reglamento (CE) N°2073/2005, en el cual se establecen los criterios para la
identificacion de Salmonella spp. con base a la ISO 6579-1:2017/Amd 1:2020 y para
Staphylococcus aureus la ISO 6888-1:2021.

En Colombia, el Instituto Colombiano de Normas Técnicas y Certificacion (ICONTEC), es
el encargado de establecer las Normas Técnicas Colombianas (NTC) para la deteccion e
identificacion de estos microorganismos, en el caso de Salmonella spp. establece la NTC
4574 y para Staphylococcus aureus coagulasa positiva la NTC 4779. Todas estas normas
toman como referencia métodos microbioldgicos tradicionales, aunque también incluyen
algunos métodos de verificacion serol6gicos y moleculares, sin embargo, los métodos
horizontales siguen siendo los aceptables segun la norma, a pesar de existir nuevas

metodologias.

En cuanto a las metodologias tradicionales, basan su funcionamiento en la utilizacion de
medios de cultivo para el aislamiento y purificacion del microorganismo y posteriormente
identificarlo con pruebas bioquimicas (Gonzalez Pedraza et al., 2014), por ende, la
validacién de dichos métodos es fundamental para garantizar resultados fiables. Esta
validacion consiste en la realizacién organizada y controlada de la prueba que se busca

verificar, con la intencién de corroborar y asegurar su adecuado funcionamiento, es decir,
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gue sea capaz de servir a su uso esperado y brindar informacion confiable (Camaré-Sala
et al., 2015).

Estos analisis y parametros se establecen para diferentes matrices alimenticias
comercializables, entre las mas relevantes se encuentra la leche, por ser un medio de
cultivo natural rico en nutrientes como carbohidratos, proteinas y lipidos (Dhanashekar et
al., 2012), ademas, de contar con una microbiota natural ampliamente variada, entre ellas
las Bacterias Acidolacticas (BAL) (Quigley et al., 2013). Estas caracteristicas nutricionales
hacen que sea una matriz altamente susceptible a la contaminacién con Salmonella, que
puede estar en la microbiota intestinal del ser humano y animales (Scallan et al.,
2011)(Gonzalez Pedraza et al., 2014) o como Staphylococcus aureus (Bianchi et al., 2022)
gue puede llegar alli por contacto con la piel del animal, del ordefiador o incluso por
contaminacion cruzada en la cadena de procesamiento (Sergelidis & Angelidis, 2017). Las
BAL presentes en este tipo de alimento, también representan una nueva perspectiva sobre
los pardmetros y analisis realizados tradicionalmente para detectar estos
microorganismos, pues ademas de ejercer un efecto beneficioso para la salud (Akbar et
al., 2019), tienen un efecto antagonico o inhibidor sobre ellos, L. lactis es uno de los
microorganismos que ha evidenciado este comportamiento (Rivera de la Cruz et al., 2017)
(Aljasir & D’Amico, 2020), por lo que puede presentarse como interferente en los métodos

de deteccidn tradicionales.

Estos factores resaltan la importancia de verificar la efectividad de los métodos de
deteccidon establecidos para estos microorganismos en matrices como la leche para
garantizar su inocuidad al ser un producto de alto consumo a nivel mundial, principalmente
por nifios, que se encuentran en etapa de crecimiento y desarrollo (Hoppe et al., 2006). El
objetivo de este trabajo de investigacion fue evaluar algunos métodos de identificacién
tradicionales para la deteccidon de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus coagulasa
positiva en leche. Esta investigacion se realizé con la colaboracion del Laboratorio de
Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional de Colombia sede
Medellin, el cual tiene como propositos esenciales la docencia, la investigacion y el servicio
de extension. Desde el &rea de extension, ofrece el servicio de andlisis microbiologico de
matrices y muestras alimenticias, por lo que, busca a través de dos de sus propdsitos

optimizar y mejorar su funcionamiento, evaluando la efectividad y ejecucién de algunos de
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los analisis que ofrece como servicio, para garantizar la confiabilidad y credibilidad de sus
resultados.



1.0Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar algunos métodos de identificacion tradicionales para la deteccién de Salmonella
spp. y Staphylococcus aureus coagulasa positiva en leche.

1.2 Objetivos especificos

¢ Analizar la efectividad del método horizontal para la deteccion y el recuento de
Salmonella spp. y Staphylococcus aureus coagulasa positiva en muestras de leche
inoculadas con cepas cuantificables.

e Evaluar la interaccion entre los microorganismos patégenos Salmonella spp. y
Staphylococcus aureus coagulasa positiva en presencia de la bacteria acidolactica
Lactococcus lactis, utilizando el método horizontal de recuento en placa

e Evaluar la aplicabilidad e implementacién de algunos métodos alternativos de
identificacion para la deteccion de Salmonella spp. y Staphylococcus aureus

coagulasa positiva



2.Marco Teorico

2.1 Laleche: matriz alimentaria

Segun el Codex Alimentarius, (2011) “la leche es un liquido nutritivo secretado por las
glandulas mamarias de los mamiferos, especialmente las vacas, que se utiliza como
alimento basico para los seres humanos”. Se obtiene a través del ordefio y durante este
proceso no puede ser alterada, sin embargo, posterior a su extraccion puede ser
procesada para consumirse de diferentes formas o utilizarse para generar otros
productos.(Paco Gonzalez Ulibarry, 2018). El contenido nutricional de la leche es variable
entre especies, sin embargo, sin importar la especie tienen un alto contenido de proteinas,
lipidos, carbohidratos simples como la lactosa y micronutrientes importantes para el
desarrollo (Bordin et al., 2001)(Dhanashekar et al., 2012), La leche ademas de nutrientes
también tiene una microbiota diversa que incluye microorganismos alteradores,
descomponedores, patogénicos, fermentadores y hasta con potencial beneficioso para la
salud (Quigley et al.,, 2013), muchos de ellos llegan a esta matriz por contaminacién
externa, por lo que, debe someterse a tratamientos como calentamiento, hervido e incluso
refrigeracion para garantizar su conservacion (Agarwal et al., 2012), de acuerdo con esto
pueden existir varios tipos de leche dependiendo del tratamiento al que se someta; asi, se
denomina leche pasteurizada cuando ha sido sometida a un tratamiento térmico llamado
pasteurizacion para destruir los posibles microorganismos patégenos en la leche cruda
gue puedan implicar un riesgo para la salud del consumidor(Agarwal et al., 2012). La
pasteurizacién consiste en calentar a una temperatura moderada durante un tiempo
determinado para luego enfriar rapidamente (Jayarao & Henning, 2001), es considerado
un proceso industrializado y sofisticado (Galvan, 2005) necesario para alargar la vida util y
la inocuidad del producto en condiciones adecuadas, aunque se alteran un poco sus
caracteristicas nutricionales y sensoriales.(Jay James M, 2005). Otro tipo de leche es la
ultrapasteurizada o UHT por sus siglas en inglés (Ultra High Temperature) que ha sido

sometida a un tratamiento extremo de alta temperatura por un muy corto tiempo, puede
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alcanzar mas de 135°C por no mas de 5 segundos (Tamime & Robinson, 2007). El objetivo
central de este tratamiento es destruir todos los microorganismos y enzimas presentes en

la leche para alargar su vida util y garantizar su inocuidad por mas tiempo.

2.2 Enfermedades transmitidas por alimentos ETAS

Las enfermedades transmitidas por alimentos ETAs son un conjunto de cuadros clinicos
asociados al consumo de alimentos contaminados con agentes patogénicos, toxinas o
guimicos peligrosos para la salud. Existen microorganismos que se asocian con mas
frecuencia a las ETAs, entre ellos se encuentra la Salmonella, Campylobacter, Escherichia
coli, Listeria monocytogenes, Norovirus, Giardia y Cryptosporidium (World Health
Organization, 2015). Es de tener en cuenta, que la contaminacion en los alimentos se
puede dar por diferentes factores como, por ejemplo, la mala manipulacién, procesos
inadecuados de asepsia, contacto con fuentes de agua contaminadas, métodos de
conservacion mal aplicados, entre otros, por lo que, en cualquier momento de la cadena
de produccion incluso en la distribucion y preparacién final se pueden dar.(Doyle et al.,
2019). Las ETAs tienen un impacto evidente en la salud y seguridad alimentaria, sin
embargo, también tienen un impacto econémico debido a los costos millonarios generadas
por las pérdidas derivadas de la cadena de produccién y por los costos médicos y
sanitarios a consecuencia de los brotes (Hoffmann et al., 2015). Dentro de la amplia gama
de contaminantes microbianos podemos destacar Salmonella spp. y Staphylococcus
aureus por su prevalencia en alimentos (Centers for Disease Control and Prevention,
2021).

2.2.1 Samonella spp.

Bacteria Gram negativa de la familia Enterobacteriaceae, anaerobio facultativo, entre sus
caracteristicas metabdlicas esta la produccién de gas por la fermentacion de la glucosa,
produce acido sulfhidrico (H.S), utiliza el citrato como Unica fuente de carbono, es ureasa
negativo y catalasa positivo (Parra et al., 2002). Es altamente patégena para humanos y
animales, sus diversas especies producen cuadros clinicos que van desde problemas
gastrointestinales hasta infecciones (Centers for Disease Control and Prevention (CDC),

2019). La salmonelosis, es una de las principales infecciones producidas por el consumo



de alimentos contaminados en el mundo, los cuadros infecciosos pueden ser tratables y
leves, aunque en algunas ocasiones pueden requerir hasta tratamiento intrahospitalario;
la sintomatologia tipica de la enfermedad incluye diarrea, vomito, fiebre y dolor abdominal
(Scallan et al., 2011b). Aun cuando todo el género esta asociado a una alta patogenicidad,
la Salmonella entérica es una de las especies con mas serovariedades asociadas a

enfermedades transmitidas por alimentos en humanos y animales (Fabrega & Vila, 2013).

2.2.2 Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Bacteria grampositiva presente en la microbiota natural de la piel y las fosas nasales del
ser humano, puede causar intoxicacién alimentaria por ser productor de toxinas como la
enterotdxina B termoestable (Hosseini et al., 2015), la enterotoxina estafilocécica (Argudin
et al., 2010) o la enzima coagulasa con capacidad de generar coagulos de fibrina (Foster,
2009). Estas toxinas se asocian a su factor de virulencia, por lo que, se considera un
patdbgeno importante en alimentos. Ademdas, es considerado un microorganismo
oportunista productor de biopelicula (Coté-Gravel & Malouin, 2019) que se ha vuelto un
problema de salud publica, debido a que algunas cepas han desarrollado resistencia a
varios antibiéticos, entre ellos la meticilina, lo que dificulta el tratamiento de cuadros
infecciosos ocasionados por él (Chambers & DelLeo, 2009). Tiene una alta probabilidad de
estar presente en los alimentos a través de los manipuladores, generando un alto riesgo

de contaminacion para los consumidores (Herrera & Santos, 2015).

2.2.3 Lactococcus lactis

Coco Grampositivo perteneciente a la familia Streptococaceae, anaerobio facultativo, no
produce esporas, pero si es productor de acidos organicos; es usado como cultivo iniciador
de productos lacteos como el queso cottage y la leche fermentada (Pytka et al., 2022),
pertenece al grupo de las bacterias acidolacticas (BAL) que son bacterias que equilibran
la microbiota intestinal de humanos y animales (Akbar et al., 2019), también tiene un
potencial prometedor en el desarrollo de productos probiodticos, pues exhibe varias
propiedades probiéticas, como la capacidad de sobrevivir a condiciones extremas del
tracto digestivo; es productor de sustancias antimicrobianas como bacteriocinas y no
presenta factores de virulencia que impliquen un riesgo para la salud.(Sylvere et al., 2023).
Se ha demostrado que tiene actividad antagénica e inhibitoria frente a microorganismos de

importancia en alimentos como Salmonella Typhimurium (Rivera de la Cruz et al., 2017) y
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como Staphylococcus aureus (Aljasir & D’Amico, 2020), por lo que se ha considerado un

microorganismo prometedor en la industria de la conservacion de alimentos.

2.2.4 Cepas Epower Microbiologics cuantificadas

Las cepas de referencia Epower Microbiologics son cepas microbianas producidas por la
empresa especializada Microbiologics utilizadas como estandares o controles de calidad
en laboratorios de microbiologia. Estas cepas estan caracterizadas y se utilizan para
verificar la identificaciébn precisa de microorganismos, evaluar la sensibilidad a los
antimicrobianos, calibrar técnicas de prueba y realizar estudios de validacién de métodos
(Microbiologics, 2023). Dentro de sus productos incluye varios microorganismos, entre
ellos Salmonella entérica subsp. entérica serovar Typhimurium ATCC 14028
(Microbiologics Salmonella enterica, 2023) y Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC

25923 (Microbiologics Staphylococcus aureus, 2023)

2.3 Criterios Microbiolégicos

Son una serie de parametros que buscan garantizar la seguridad alimentaria a través de
unos estandares que determinen la inocuidad de un producto o un proceso (Valero Diaz,
2020), por lo que se definen criterios sobre la presencia de microorganismos y los
metabolitos que produce en un alimento, para poder definir su aceptabilidad, ademas
también se enfoca en el funcionamiento y aceptabilidad del proceso como tal (European

Commission, 2005)

2.4 Normativa internacional en alimentos

La Unién Europea establece sus criterios microbiolégicos en alimentos mediante el
Reglamento (CE) N° 2073/2005 (European Commission, 2005), donde se asienta todo lo
gue tiene que ver con alimentos y la seguridad alimentaria. En este se determinan los
métodos de identificacion de Salmonella spp., tomando como referencia la ISO I1ISO 6579-
1:2017 Microbiologia de los alimentos y piensos. Método horizontal para la deteccién de
Salmonella spp., la ISO 6579-1:2017 Microbiologia de los alimentos y piensos. Método

horizontal para la deteccion, enumeracion y serotipificacion de salmonella. Los métodos
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alternativos validados incluyen los inmunolégicos (Inmunoadsorcién Ligado a Enzimas
ELISA), moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa PCR), métodos basados en la
actividad metabdlica de las células de Salmonella (ISO, 2021). También establece los
métodos de identificacion para S. aureus tomando como referencia la 1ISO 6888-1:2021.
Microbiologia de los alimentos y piensos. Método horizontal para la busqueda y
enumeracién de Staphylococcus aureus. Parte 1: método de la coagulasa en tubo, la ISO
6888-1:2021: Microbiologia de los alimentos y piensos. Método horizontal para la
busqueda y enumeracion de Staphylococcus aureus. Parte 2: técnica de la coagulasa en
placa. Los métodos alternativos validados incluyen los inmunolégicos (Inmunoadsorcion
Ligado a Enzimas ELISA), moleculares (reaccion en cadena de la polimerasa PCR),
métodos basados en la deteccion de la actividad metabdlica de las células de

Staphylococcus aureus, como la impedancia.(ISO, 2022)

2.5 Normativa nacional

En Colombia las Normas Técnicas Colombianas (NTC) establecidas por la Certificacion
ICONTEC, son los estandares encargados de regular la calidad, seguridad y desempefio
de productos, procesos y servicios en Colombia. (ICONTEC - Instituto Colombiano de
Normas Técnicas, 2023). La NTC 4574 es la norma que establece los métodos para la
deteccién de Salmonella spp. en alimentos. En esta norma se establece el método
horizontal para deteccion de la Salmonella spp. como método de referencia en alimentos
para humanos y animales, también incluye métodos alternativos para su deteccién como
los inmunoldgicos (Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas ELISA) y moleculares (reaccion en
cadena de la polimerasa PCR). La norma también establece los limites maximos
permisibles de la bacteria en alimentos (ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas
Técnicas, 2007a). La NTC 4779 es la norma que establece los requisitos y métodos para
la deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva en alimentos, con la intencién
de garantizar la seguridad alimentaria. En ella se describen los procedimientos adecuados
para hacer un muestreo representativo y establece los métodos para la deteccion y
cuantificacibn de Staphylococcus aureus coagulasa positiva en alimentos; las
metodologias descritas son la de recuento en placa y técnica de la membrana filtrante. La
norma también incluye los criterios de aceptacion y los limites maximos permisibles de este
microorganismo en alimentos. (ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas Técnicas,

2007b). La NTC 506 es la norma que establece los requisitos de calidad de la leche
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pasteurizada. Estos requisitos contienen los pardmetros sensoriales como olor, sabor,
color y textura, pardmetros respecto a sus caracteristicas fisicoquimicas como densidad,
acidez y contenido nutricional; establece también criterios microbiolégicos y limites
permisibles para la presencia de microorganismos en la leche pasteurizada e incluye todos
los parametros relacionados con el envasado y etiquetado. Todos estos parametros son
establecidos para garantizar la calidad e inocuidad del producto. (ICONTEC - Instituto
Colombiano de Normas Técnicas, 2002). La NTC 3856 es la norma que establece los
pardmetros para la calidad de la leche ultrapasteurizada. La norma incluye todas las
especificaciones del proceso de produccidn, las caracteristicas sensoriales, fisicoquimicas
como acidez, densidad contenido nutricional, criterios microbiolégicos para la
determinacion de microrganismos, presencia de residuos quimicos y todo lo relacionado
con envasado, etiquetado y almacenamiento. El objetivo central de la norma es garantizar
la inocuidad y calidad del producto.(ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas Técnicas,
2004)

2.6 Métodos de identificacion

En la actualidad existen muchos métodos de identificacion de microorganismos, sin
embargo, los principales se pueden distribuir en tres grupos: los métodos basados en

cultivo, los inmunolégicos y los moleculares.

Los basados en cultivo, son métodos que basan su principio de funcionamiento en la
microbiologia clasica, utilizando medios de cultivo generales, diferenciales o selectivos,
ademas sus resultados se basan en un recuento microbiolégico (unidades formadoras de
colonia UFC), requieren de infraestructura y mano de obra especializada (Paniel & Noguer,
2019) son considerados los métodos de referencia para la deteccién de microorganismos
en alimentos, aunque requieren mucho tiempo de ejecucion y se considera que en
ocasiones pueden perder sensibilidad (Tsai et al., 2023). En los métodos inmunolégicos
encontramos la inmunoadsorcion ligada a enzimas llamada también prueba ELISA por su
acrénimo en inglés de Enzyme-linked immunosorbent assay, son una serie de ensayos
gue basan su funcionamiento en la deteccidén de biomarcadores para identificar un blanco

(S. Sharma et al., 2016). La técnica utiliza como principio la deteccién de la union entre un
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antigeno y un anticuerpo en una muestra, con la ayuda de un sustrato especifico que se
agrega para que mediante accién enzimatica se genere una reaccién quimica detectable
y cuantificable. (Van Weemen & Schuurs, 1971). Las pruebas inmunoldgicas son
ampliamente utilizadas en varios campos de diagnostico, como, por ejemplo, en el
diagnostico de enfermedades autoinmunes por permitir una deteccion maltiple (Hernandez
Ramirez & Cabiedes, 2010), por su principio de funcionamiento se considera que tiene un
fuerte impacto en el inmunodiagndstico por su alta sensibilidad y especificidad (Modabber
& Bahr, 1979). En los métodos moleculares encontramos la reaccion en cadena de la
polimerasa o PCR por sus siglas en inglés (Polymerase Chain Reaction), es una técnica
gue basa su principio en la amplificacién de fragmentos o secuencias cortas de acidos
nucleicos, ya sea de acido desoxirribonucleico ADN o acido ribonucleico ARN, a partir de
la accion enzimatica de una polimerasa, con el propésito de amplificar miles de copias a
partir de uno o pocos fragmentos de la misma secuencia (Gokmen-Polar, 2018). Esta
reaccion ocurre en tres etapas esenciales que son la desnaturalizacion del fragmento,
apareamiento de los iniciadores y la extension final, repitiéndose el proceso varias veces;
por su principio, esta técnica se considera eficaz, especifica y de alto rendimiento, lo que
la convierte en una herramienta de diagndstico (R. Sharma et al., 2002) en muchos campos
aplicativos como por ejemplo en el area de la microbiologia (Poljak et al., 1996) tomando
mas peso en la identificacién de patdgenos (Drake et al., 2015) debido a que amplifica
pequefias cantidades de &cidos nucleicos en cantidades considerables, que permiten su

andlisis, revision e identificacion (Zhang & Ozdemir, 2009).



3.Materiales y métodos

El estudio se realizé en la Universidad Nacional de Colombia, sede Medellin, en el
laboratorio de Microbiologia de Aguas y Alimentos y se usaron los siguientes medios de
cultivo y cepas de referencia:

Medios de cultivo para el crecimiento de bacterias: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD), agar Salmonella-Shigella (SS), agar Baird Parker, agar Nutritivo (AN), caldo Infusion
Cerebro Corazén (BHI), Peptona Universal, Peptona Bufferada, caldo Tetrationato, agar
Hierro triple-aztcar (TSI), agar Lisina Hierro (LIA), agar Citrato, agar Urea, reactivo
Bactident coagulasa (todos de la casa comercial Merck), caldo Man Rogosa Sharpe (MRS)

y agar Man Rogosa Sharpe (MRS).

Microorganismos: Cepas Epower Microbiologics cuantificadas de un solo uso
(Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium ATCC 14028 y Staphylococcus
aureus subsp. aureus ATCC 25923).

Cepas ATCC liofilizadas (Salmonella Typhimurium ATCC 14028 y Staphylococcus aureus
ATCC 25923) y la cepa Lactococcus lactis subsp. lactis inscrita en el National Center of
Biotechnology Information identificada molecularmente con el codigo JQ712015
perteneciente a la coleccion del Colegio Mayor de Antioquia.

3.1 Conservacion y crecimiento de las cepas

Para la realizacion del estudio se conservaron todas las cepas liofilizadas siguiendo una
metodologia estandar para garantizar su pureza y viabilidad, ademas, estas cepas fueron
las utilizadas para evaluar el crecimiento cinético de Salmonella Typhimurium.y

Staphylococcus aureus coagulasa positiva. Las cepas Epower Microbiologics no se
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conservaron porque eran cepas cuantificadas de un solo uso y su activacion se realizé

siguiendo las indicaciones del proveedor.

3.1.1 Conservacion de las cepas ATCC liofilizadas

Las cepas liofilizadas de Salmonella Typhimurium.y Staphylococcus aureus coagulasa
positiva fueron conservadas en viales con caldo BHI y glicerol (30% v/v). Lactococcus
lactis, se conservé en viales con caldo MRS, cada conservacién se hizo por duplicado. Se
almacenaron todas las cepas a -20°C. Para su reactivacién, se tomaron 100 pL de cada
vial, se dispusieron en tubos estériles con medio de cultivo liquido y condiciones
atmosféricas especificas para cada microorganismo (caldo BHI y aerobiosis para S.
Typhimurium.y S. aureus, caldo MRS y anaerobiosis (CO2, al 5.0%) para L. lactis). Se
incubaron a 37°C durante 24 horas. Se verificé la viabilidad y pureza de los cultivos
bacterianos, inoculando cada cepa en su respectivo medio de cultivo sélido por el método
de siembra en superficie por agotamiento: agar XLD (xilosa, lisina, desoxicolato) para S.

Typhimurium., agar Baird Parker para S. aureus y agar MRS para L. lactis.

3.1.2 Cinética bacteriana

Se inocularon e incubaron las cepas liofilizadas de S. Typhimurium.y S. aureus en medios
selectivos agar XLD y agar Baird Parker respectivamente a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se tomaron colonias tipicas de cada microorganismo y se inocularon en
medio de cultivo AN (agar nutritivo), se incubaron bajo las mismas condiciones. Luego se
tomaron colonias de cada microorganismo directamente del medio de cultivo sélido y se
ajustaron a una DOsoo = 0.1 £ 0.02 en agua peptonada al 0,1% p/v, se agregaron 100uL
del patrén ajustado de cada microorganismo en una placa de micro titulacion por triplicado
con una muestra blanco que en este caso fue agua peptonada al 0,1% pl/v; la placa se
dispuso en un espectrofotdmetro de microplacas MultiskanGo ajustando la temperatura a
37°C, haciendo lecturas cada media hora en las primeras dos horas y posteriormente,

haciendo lecturas cada hora durante 24 horas.

3.2 Antagonismo en crecimiento en placa:

Se activaron las cepas de S. Typhimurium.y S. aureus, como se describié anteriormente,

cada microorganismo se ajustd a una DOsoo = 0.1 + 0.02 en agua peptonada al 0,1% pl/v.
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Posteriormente, se inocularon los microorganismos activados en 3 tubos estériles con 9
mL de caldo BHI de la siguiente manera: al primero se le adicioné 1 mL del patron ajustado
de S. Typhimurium, al segundo se le adicion6 1 mL del patron ajustado de S. aureus
coagulasa positiva, al ultimo, se le adicion6 1 mL del patron de cada microorganismo. Los
tubos fueron incubados a 37°C durante 24 horas, a lo largo de este tiempo se tomaron
alicuotas de cada tubo cada 30 minutos durante las primeras dos horas, luego de las
cuales se hizo el muestreo cada hora hasta cumplir las 24 horas, en cada tiempo de
muestreo, se tom6 una alicuota y se inoculé directamente por el método de agotamiento
por superficie en los medios de cultivo selectivos para cada microorganismo (Agar XLD y
Agar Baird Parker).

3.3 Inoculacion de muestras

Durante el estudio se inocularon muestras de leche con propésitos diferentes de
investigacion, por lo tanto, en este apartado se describen todas las inoculaciones
realizadas. Se hicieron inoculaciones con cepas cuantificadas Epower Microbiologics y
ATCC en muestras de leche UHT y cruda, con el propdésito de verificar los métodos de
deteccion e identificacién microbiol6gicos tradicionales, inmunolégicos y moleculares para
los microorganismos en cuestién y la funcionalidad del método tradicional al existir una
posible interaccidn entre estos microorganismos en una matriz alimenticia compleja como

la leche.

3.3.1 Inoculacion en leche UHT con cepas Epower

Se utilizaron cepas Epower de la casa comercial Microbiologics con una concentracién de
pellet E4 correspondiente a 1000-9999 UFC/mL para Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Typhimurium ATCC 14028 y Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923,
se activaron segun recomendacion del fabricante. A partir de la activacion, se realizé una
dilucién 1:10 para obtener una concentracion aproximada de 100-999 UFC/mL para cada
microorganismo, y se inocularon muestras de leche UHT para disminuir el riesgo de
interferentes o contaminantes en el ensayo. En este caso no fue necesaria la
determinacion de un método de inoculacion para las muestras, debido a que se hizo

directamente a partir de la activacion de las cepas de la siguiente manera: Cada muestra



17

tenia un total de 150 mL, de los cuales 135 mL eran leche UHT y 15 mL eran el
sobrenadante obtenido a partir de la activacion de las cepas Epower Microbiologics para
cada microorganismo. Luego de la respectiva inoculacién se incub6 a 37°C durante 30
minutos. Este procedimiento se realizé tanto para la concentracion de pellet E4 1000-9999
UFC/mL, como para la dilucién 1:10 de esta misma cepa.

3.3.2 Determinacion del método de inoculacion de la leche con
cepas liofilizadas

Para determinar el método de inoculacion de las muestras de leche, se activaron e
incubaron cepas liofilizadas de S. Typhimurium.y S. aureus en sus medios de cultivo
selectivos agar XLD y agar Baird Parker respectivamente a 37°C durante 24 horas.
Posteriormente, se inocularon colonias tipicas de cada microorganismo en medio de cultivo
AN vy se incubaron bajo las mismas condiciones. A partir de los cultivos obtenidos, se
realizaron dos inoculaciones diferentes: En la primera, se tomaron aproximadamente 3
colonias de los cultivos de cada microorganismo y se inocularon directamente a 150 mL
de leche UHT; en la segunda, se tomaron colonias de los cultivos y se ajustaron a una
DOsoo = 0.1 + 0.02 en agua peptonada al 0,1% p/v (patron MacFarland 0,5) en un
MultiskanGo, se agregaron 15 mL del patrén obtenido de cada microorganismo a 135 mL
de leche UHT para tener un total de 150 mL de muestra. Las dos muestras fueron
procesadas siguiendo los protocolos estandar establecidos para cada microorganismo

segun las NTC.

3.3.3 Inoculacién en leche UHT con colonias frescas
simultaneamente

Se tomaron muestras de 150 mL de leche UHT y se resuspendieron simultaneamente 3

colonias frescas de Salmonella typhimurium ATCC 14028 y 3 de Staphylococcus aureus

ATCC 25923 tomadas del medio de cultivo AN; en otras muestras se inocularon

adicionalmente 3 colonias de Lactococcus lactis, a partir del medio de cultivo selectivo

sOlido MRS. Se incub6 a 37°C durante 24 horas.
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3.3.4 Inoculacién de leche cruda con colonias frescas
simultaneamente

A partir de las cepas mencionadas en el parrafo anterior, se hizo una inoculacién similar

cambiando la matriz, en este caso se resuspendi6 en leche cruda y no se agregé L. lactis.

Se incub6 a 37°C durante 24 horas.

Las muestras inoculadas se procesaron para la deteccion y cuantificacion de Salmonella

Typhimurium ATCC 14028 y de Staphylococcus aureus ATCC 25923 con base al protocolo

establecido por las NTC 4574 y NTC 4779 respectivamente. Sin embargo, para cada tipo

de inoculacién el proposito era diferente, por lo que, se nombraron las muestras para su

correcta identificacion de la siguiente manera (Tabla 3-1):

Tabla 3-1: Cdbdigo de cada muestra segun el tipo de inoculacion

Nombre de la
muestra o o
(Codigo de Composicion del inéculo
identificacion)
£4 ST, Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923
- concentracion de pellet E4 1000-9999 UFC/mL (cepa Epower)
Staphylococcus aureus subsp. aureus ATCC 25923/Dilucion
E4 1:10 ST, 1:10 del pellet E4 1000-9999 UFC/mL (concentracion
aproximada de 100-999 UFC/mL) (cepa Epower)
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
E4_SA. ATCC 14028 concentracion de pellet E4 1000-9999 UFC/mL
(cepa Epower)
Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium
E4 110 SA. ATCC 14028 /Dilucién 1:10 del pellet E4 1000-9999 UFC/mL
B B (concentracién aproximada de 100-999 UFC/mL) (cepa
Epower)
Colonias directas en leche UHT: Salmonella Typhimurium
UHT_SSL, ATCC 14028 + Staphylococcus aureus ATCC 25923 +
Lactococcus lactis
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UHT SS Colonias directas en leche UHT: Salmonella Typhimurium
- ATCC 14028 + Staphylococcus aureus ATCC 25923
CRU SS Colonias directas en leche cruda: Salmonella Typhimurium
- ATCC 14028 + Staphylococcus aureus ATCC 25923
CRU_CONTROL Leche cruda sin inéculo

Todas las muestras inoculadas contenian un volumen total de 150 mL de leche. n =ntimero de ensayo

3.4 Procesamiento de las muestras de leche inoculada
por el método horizontal en placa:

Para la determinacion y deteccion de Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus
coagulasa positiva, se tomaron como referencia las respectivas metodologias descritas en
la Norma Técnica Colombiana para los microorganismos en cuestién. La NTC 4574
“Microbiologia de alimentos y de alimentos para animales. Método horizontal para la
deteccién de Salmonella spp.”, y la NTC 4779 “Microbiologia de alimentos y alimentos para
animales. Método horizontal para el recuento de estafilococos coagulasa positiva
(Staphylococcus aureus y otras especies)”. Todas las muestras de leche inoculadas como

se describio en el apartado 3.3 se procesaron con esta metodologia.

3.4.1 Deteccion de Salmonella spp.

Para la deteccion de Salmonella spp. en una matriz alimenticia, se debe tomar una muestra
representativa (25 gr o 25 mL). Cada muestra inoculada con Salmonella Typhimurium
(Tabla 3-1), se procesoé por triplicado, por ejemplo, para el caso de la muestra inoculada
con la cepa Epower E4, habian tres pre-enriquecimientos, luego de cada uno, se hicieron
los enriguecimientos por triplicado adicionando 1mL del pre-enriguecimiento a 9 mL de
caldo de enriquecimiento Tetrationato para un total de nueve tubos de enriquecimiento, de
cada tubo se tom6 0,1 mL y se inocul6 por el método de agotamiento en superficie en Agar
XLD, se incub6 a 37°C durante 24 horas, luego se eligié un cultivo por cada repeticién, se
selecciond una colonia tipica de cada uno y se inoculé en AN por el método francés. Para
su confirmacion se hizo miniserie bioquimica tomando una colonia e inoculandola en medio
de cultivo TSI, LIA, UREA vy Citrato (Figura 3-1). Basta con que una de sus réplicas o
repeticiones tenga una colonia tipica confirmada por miniserie bioquimica para que se

considere que la muestra es positiva, sus resultados se expresan como
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ausencia/presencia, como lo indica la norma (ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas
Técnicas, 2007a),

Figura3-1 Metodologia del procesamiento de las muestras de leche inoculadas con
Salmonella spp.

inoculada

!

[ Pre-enriguecimiento (Feptona Bufferada). }

[ Muesira de leche }

Tres repeticiones a 37°C/24 H

'

Enriquecimiento (Tetrationato). Cada
repeticion por triplicado a 37°C/24 H

v

Siembra en agar selectivo 5-35 0 XLD de
cada repeficion a 37°C/24 H

v

Siembra en agar nutritivo de una colonia tipica por
cada tripleta de repeticion a 37°C/24 H

v

[ Serie bioguimica por cada agar nutritivo (TSI, ]

LIA, Urea, Citrato} a 37°CM8-24 H

Se implement6 un cddigo de identificacion teniendo en cuenta los pre-enriquecimientos,
enriguecimientos y repeticiones de las muestras (Tabla 3-2). El cédigo se tuvo en cuenta
para todas las muestras procesadas por este método precedido del codigo de identificacion

de la muestra dependiendo del tipo de inoculacion para diferenciarlas (Tabla 3-1).

Tabla 3-2: Cddigo de identificacion para las muestras inoculadas con Salmonella
procesadas por el método horizontal

Enriguecimiento 1 Enriguecimiento 2 Enriquecimiento 3

Pre-enriquecimiento 1 P1T1 P1T2 P1T3
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Pre-enriquecimiento 2 P2T1 pP2T2 P2T3

Pre-enriquecimiento 3 P3T1 P3T2 P3T3

Pre-enriquecimiento=Peptona bufferada. Enriquecimiento= Tetrationato. P=pre-enriquecimiento.
T=enriquecimiento. El primer nGmero corresponde al pre-enriquecimiento del cual proviene la
muestra y el segundo nimero corresponden al enriquecimiento asociado.

3.4.2 Deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

El protocolo se fundamenta en la realizacion de diluciones a partir de una muestra hasta
un factor de 10 con repeticiones, con la intenciéon de poder hacer recuento en placa del
microorganismo y poder establecer limites de deteccién. Cada muestra inoculada (Tabla
3-1), fue procesada por triplicado, por ejemplo, para el caso de las muestras inoculadas
con la cepa Epower E4, se hicieron tres diluciones, cada una por triplicado, la primera se
hizo con 90mL de peptona universal y 10mL de la muestra de leche 1:10, las siguientes
se hicieron con 1 mL de la dilucién anterior en 9 mL de peptona universal 1:100 y 1:1000
respectivamente, luego, a partir de cada dilucién se tomé una alicuota de 100 pL y se
inoculé en medio de cultivo Agar Baird Parker por duplicado, teniendo en total 18 cultivos
de siembra; se seleccionaron 3 colonias tipicas y se les realiz6 la prueba de la coagulasa
con el reactivo Bactident coagulasa de la casa comercial Merck (Figura 3-2). Se obtuvieron
los valores de UFC/mL al multiplicar las colonias obtenidas en el cultivo por su respectivo
factor de dilucién (Ecuacién 3.1) y hacer su conversion (Corral et al.,, 2012), pues se
inocularon 100 pL. Al final las UFC/mL reportadas fueron el promedio de las respectivas

diluciones.
UFC

g UFC X Factor de dilucion X volumen inoculado Ecuacion (3.1)

Figura3-2 Metodologia del procesamiento de leche inoculada con Staphylococcus
aureus coagulasa positiva
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Muestra de leche
inoculada

[ Tres diluciones 1:10 en peptona universal ]

por friplicado a 37°C/24 H

v

[ Siembra en agar selectiva Baird Parker de cada ]

dilucién por duplicado a 37°C/ 24-48 H

'

[ Frueba de coagulasa a una o dos colonias tipicas por ]

cada repeticion a 37°C/3-9 H

3.5 Deteccion por Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a
Enzimas (ELISA)

Para la deteccién con la prueba ELISA se procesaron las muestras de leche UHT
inoculadas con las cepas Epower como se indicé en el apartado 3.3.1 y se usaron los kits
comerciales RIDASCREEN® Salmonella Art. No. R4201 para Salmonella spp. y
RIDASCREEN SET Total Art No. R4106 para Staphylococcus aureus.

3.5.1 Deteccion de Salmonella spp

Se utilizé el kit comercial RIDASCREEN® Salmonella Art. No. R4201 y se siguieron las
especificaciones del fabricante de la siguiente manera. Posterior a la inoculacién se tomé
25 mL de la muestra de leche y se adicioné a 225 mL de caldo de peptona bufferada, se
incubd a 36 £ 1 ° C durante 16 - 20 h, luego se agregaron 100 pyL de cada muestra a las
placas de microtitulacion con sus respectivos controles negativo y positivo, se adicionaron
los anticuerpos y se hicieron los respectivos lavados con base a las indicaciones del
fabricante. Por ultimo, se hizo la lectura de la reaccion inmunoldgica por lectura
automatizada en un espectrofotbmetro de microplacas MultiskanGo y por inspeccion

visual.

Segun indicacién del kit, la muestra era positiva si los valores de absorbancia eran

superiores o iguales a 0,200, negativa si eran inferiores a 0,185 o dudosa si estaban entre
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0,185 y 0,200; o por cambio de color, negativa azul claro y positivo azul oscuro, al final se
agrega una solucion de frenado de la reaccién proporcionada por el kit en la que las
muestras cambian a amarillo claro las negativas y a amarillo oscuro las positivas (R-
Biopharm, 2016).

3.5.2 Deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Se utilizé el kit comercial RIDASCREEN SET Total Art No. R4106 y se siguieron las
especificaciones del fabricante de la siguiente manera: Se tomaron de 10 a 25 mL de cada
muestra, se centrifugaron a 10°C a 3500 g durante 10 minutos, luego se eliminé la capa
superior de grasa con ayuda de una micropipeta para evitar generar turbulencia en la
separacion, se tomaron 100 uL del fluido restante y se agregaron a la placa de
microtitulacion con sus respectivos controles negativo y positivo, se prosiguié con la adicién
de los anticuerpos y lavados respectivos segun indicaciones. Por Gltimo, se hizo la lectura
de la reaccidon inmunolégica por lectura automatizada en un espectrofotometro de

microplacas MultiskanGo y por inspeccién visual.

Segun indicacion del kit, se tom6 un valor de corte como punto de referencia (Valor de
corte = absorbancia del control negativo + 0,15), en este caso, las muestras con valores
por encima del valor de corte se consideraron positivas y las que dieron por debajo
negativas; por cambio de color, las muestras azul muy claro o transparente fueron
consideradas negativas y el azul mas oscuro positivas, al final se agrega una solucién de
frenado de la reaccién proporcionada por el kit en la que las muestras cambian a amarillo

claro las negativas y a amarillo oscuro las positivas (R-Biopharm, 2017).

3.6 Deteccion por prueba de lareaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR)

Para la deteccién de Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus coagulasa positiva
a través de la prueba PCR se procesaron las muestras de leche UHT inoculadas con las
cepas Epower (Tabla 3-1), como se indic6 en el apartado 3.3.1, para un total de 20
muestras para cada microorganismo. Se realizé extraccion de ADN usando el kit comercial
illustra bacteria genomicPrep Mini Spin Kit de la casa comercial GE Healthcare que basa

su principio de extraccién en la lisis celular, precipitacién, adsorcion selectiva y purificacion
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de ADN mediante columnas de centrifugacion; ademas esta disefiado para extraccion de
ADN de bacterias Gram positivas y Gram negativas.

Se realizé la extracciéon de ADN de S. Typhimurium siguiendo las especificaciones del kit
comercial; inicialmente se hizo una lisis celular seguido de la eliminacion de los
contaminantes con ayuda de la enzima proteinasa K y los buffers de lisis suministrados por
el kit, se mezclo y se paso a través de una columna de purificacién, luego se utilizé6 una
solucién de lavado para eliminar impurezas, por ultimo, se recuper6 el ADN purificado por
medio de una elusion. Se almacend a -20°C. Para S. aureus se siguieron las mismas
indicaciones, excepto que en la etapa de lisis celular se agregé también la enzima lisozima
para romper la pared de peptidoglicano (GE Healthcare, 2007). Se verificé la integridad del
ADN realizando una electroforesis en gel de agarosa al 1% p/v en buffer TBE READY-
PACKTM 10X (Tris-Borato-EDTA) tefiido con el colorante EZ-Vision® In-Gel Solution,
10,000X, para mejorar la visualizacion de las bandas de ADN en el gel, todos estos
reactivos de la casa comercial AMRESCO-VWR. Se ajustaron las muestras de ADN a una
concentracion de 50 ng/uL a partir de los valores obtenidos en el espectrofotometro de
microvolumen y se mezclaron con el colorante de carga de gel de ADN (azul de bromofenol
y cianol de xileno FF) de Thermo Scientific en una proporcién 5:1, luego se dispuso cada
muestra en los pozos del gel junto con un marcador de peso molecular GeneRuler 100 bp
Plus DNA Ladder (100- 3,000 pb) de Thermo Scientific; posteriormente se observaron y
fotografiaron las bandas de ADN a través de un sistema de fotodocumentacion de geles

con transiluminador UV.

3.6.1 Deteccion de Salmonella spp.

Para realizar la PCR de Salmonella spp. se procesaron un total de 20 muestras de leche
inoculadas con las cepas Epower Microbiologics (E4_SA.y E4_1:10_SA,) tomando como
referencia las condiciones reportadas por Luigi et al., (2015), se amplific6 un fragmento de

119 pb del Gen invA, con los siguientes iniciadores:

F: 8-TCGTCATTCCATTACCTACC-3

R: 5-AAACGTTGAAAAACTGAGGA-3
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El volumen total de la reaccion fue de 20 uL, en los cuales habia 1 pL de la muestra de
ADN bacteriano (50 ng/ pL), 0,24 pL de cada iniciador, 1 pL de Taq DNA Polymerase
recombinant (5u/ul Thermo Scientific), 0.4 pl de dNTPs (Set 4 x 100 uL QUIAGEN), 2 pL
de cloruro de magnesio (MgCI2 1X AMRESCO), 1.6 pL de Buffer cloruro de magnesio
(MgCl; 2Mm Thermo Scientific) y se completdé el volumen con agua estéril libre de
nucleasas. El programa se realiz6 en un termociclador Labnet modelo MultiGene Optimax
de la siguiente manera: un precalentamiento Gnico a 94°C durante 3 minutos, seguido de
35 ciclos a 94°C durante 1 minuto, 55°C durante 1 minuto y 72°C durante 1 minuto, se hizo
una extension final Unica a 72°C durante 10 minutos (Luigi et al., 2015). Se verificaron los
productos de amplificacidon en una electroforesis en gel de agarosa como se describié

anteriormente.

3.6.2 Deteccidn de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Para realizar la PCR de S. aureus se procesaron un total de 20 muestras de leche
inoculadas con las cepas Epower Microbiologics (E4_STny E4_1:10_STn). Se revisaron
los iniciadores reportados por Herrera & Santos, (2015), estandarizados por varios autores
para genes que codifican las enterotoxinas y los factores de virulencia del microorganismo;
y se eligieron los iniciadores y condiciones reportadas por Rosec & Gigaud, (2002), que
amplifican un fragmento de 416 pb del gen Seb que codifica para la enterotoxina B.

F: 5-GAATGATATTAATTCGCATC-3’
R: 8-TCTTTGTCGTAAGATAAACTTC-3

El volumen total de la reaccion fue de 20 pL, en los cuales habian 1 pyL de la muestra de
ADN bacteriano (50 ng/ yL), 0,24 yL de cada iniciador, 1 uL de Taq DNA Polymerase
recombinant (5u/uL Thermo Scientific), 0.4 yL de dNTPs (Set 4 x 100 uyL QUIAGEN), 2 uL
de cloruro de magnesio (MgCI2 1X AMRESCO), 1.6 uL de Buffer cloruro de magnesio
(MgCI2 2Mm Thermo Scientific) y se completé el volumen con agua estéril libre de
nucleasas. El programa se realizé en un termociclador Labnet modelo MultiGene Optimax
de la siguiente manera: un precalentamiento Unico a 94°C durante 3 minutos, seguido de
30 ciclos a 94°C durante 30 segundos, 57°C durante 30 segundos y 72°C durante 30
segundos, se hizo una extension final Gnica a 72°C durante 10 minutos (Rosec & Gigaud,
2002). Se verificaron los productos de amplificacion en una electroforesis en gel de

agarosa como se describié anteriormente.
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3.7 Analisis estadistico

Se hizo un andlisis de antagonismo en cultivo directo en caja de Petri para evaluar la
interaccion entre S. aureus coagulasa positiva y S. Typhimurium y su efecto en la cinética
de crecimiento de cada microorganismo, teniendo como constante el tiempo de muestreo
y como variable el in6culo inicial (S. aureus coagulasa positiva sola, S. Typhimurium sola
y S. aureus coagulasa positiva + S. Typhimurium, todos inoculados en caldo BHI) siendo
un disefio cuasi-experimental de muestras cronoldgicas. También se realiz6 un andlisis de
verificacion de tres métodos de identificacion para la deteccién de S. aureus coagulasa
positiva y S. Typhimurium en matrices alimenticias como la leche para evaluar el nivel de
deteccién de dichos métodos, teniendo como constantes el in6culo de la muestra (cepas
cuantificadas Epower) y la matriz inoculada (leche UHT) y como variable los métodos de
identificacion (método horizontal, método molecular PCR y método inmunoldgico ELISA),
siendo un disefio experimental con medida solo post-tratamiento. Adicionalmente, se
hicieron pruebas de sensibilidad del método horizontal que es el estandar establecido por
las normativas nacionales e internacionales, teniendo como constante el método de
deteccioén (método horizontal) y como variables el inéculo (S. aureus coagulasa positiva +
S. Typhimurium, S. aureus coagulasa positiva + S. Typhimurium + L. lactis) y el tipo de
leche (UHT y cruda), siendo un disefio experimental multigrupo con medida solo post-

tratamiento.

Se recolectaron datos de recuento de microorganismos en UFC/mL, los datos obtenidos
se transformaron con la funcion logaritmica en base 10 (logio) para el andlisis de los datos.
Se realiz6 un andlisis de varianza y se determiné la normalidad de los datos por medio del
test de shapiro wilk y se realiz6 prueba de homogeneidad de varianza por el test de Bartlett
y el test de Levene’s. para realizar la prueba de medias de las muestras evaluadas se
realiz6 una prueba de tukey y para los datos que no cumplieron el supuesto de normalidad
se realiz6 la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Se hizo un andlisis multidimensional
no métrico para evaluar las diferencias entre la inoculacion por escala de macfarland y
colonia, para el andlisis estadistico se trabaj6 significancia estadistica del 0.05 (a=0.05);

se utilizaron los paquetes ggplot2, bmrs, vegan en el programa estadistico R y R STUDIO
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(R: The R Project for Statistical Computing), ademas se utilizé el programa past 4 project
(PAST - Download.).



4.Resultados

4.1 Cinética bacteriana

En la figura 4-1 se observa que el crecimiento exponencial de S. Typhimurium inicia
aproximadamente a los 90 minutos y el de S. aureus a los 180 minutos de incubacién, por
lo que, se evidencia que el crecimiento de S. aureus es mas lento, Oliveira et al., (2022)
destacan el crecimiento y colonizacién de este microorganismo en alimentos como la leche
por tener un alto contenido de nutrientes (Dhanashekar et al., 2012) necesarios para su
crecimiento, sin embargo, Schilcher & Horswill, (2020), reportan la gran cantidad de
metabolitos que debe producir este microorganismo para crecer y colonizar, incluso Coté-
Gravel & Malouin, (2019) hacen alusion a que algunas variantes de S. aureus tienen un
crecimiento mucho mas lento de lo normal debido a esto, lo que refuerza los resultados

obtenidos al crecer mas lento que Salmonella.

Figura4 -1 Cinética de crecimiento de S. Typhimurium y S. aureus
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4.2 Antagonismo en crecimiento en placa

Se inoculé con Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus como se indico en el
apartado 3.3, se hizo el muestreo durante 24 horas, sin embargo, para analizar los datos
solo se tomaron los tiempos 30, 60, 90, 120 y 180 minutos, que fueron los tiempos en los
gue fue posible la cuantificacién de las UFC, ademas, se tomd como referencia la Figura
4-1, en la cual se observa un comportamiento adaptativo en los microorganismos durante
los primeros 120 minutos de crecimiento. Se establecié el comportamiento entre los dos
microorganismos en estos tiempos.

En la Figura 4-2 se observa el crecimiento en cultivo para los dos microorganismos
inoculados individualmente y en conjunto en su respectivo medio de cultivo selectivo, se

pudo apreciar que hubo crecimiento en todos los tiempos.

Figura4 -2 Antagonismo en placa de S. Typhimurium y S. aureus inoculados
simultaneamente
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SSB=Cultivo de BHI inoculado con S. Typhimurium y S. aureus en Baird Parker. SSX= Cultivo de BHI
inoculado con S. Typhimuriumy S. aureus en XLD. ST=Cultivo de BHI inoculado con S. aureus en Baird
Parker. SA=Cultivo de BHI inoculado con S. Typhimurium en XLD. El nimero que precede al codigo es
el tiempo de incubacién que tuvo el respectivo indculo en BHI.

Para identificar el comportamiento de los microorganismos se hizo un analisis exploratorio
de los ensayos, en la Figura 4-3 se observa la tendencia de crecimiento de S. aureus; al
comparar el crecimiento de la muestra en la que esté inoculado simultdneamente con S.
Typhimurium (nombrada S. aureus en la gréfica) con la muestra en la que esta inoculado
solo (nombrada control), se observa un comportamiento de crecimiento irregular en todos
los casos, por lo que, se evidencia que el crecimiento de S. aureus se ve afectado por la
presencia de S. Typhimurium. Al evaluar el promedio de los datos se nota un cambio
marcado en el comportamiento de crecimiento a partir de los 50 minutos, tiempo en el que
se observa un crecimiento exponencial mayor en el control que en la muestra inoculada

simultaneamente.

Figura4 -3 Andlisis exploratorio de los datos de antagonismo de S. aureus
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ENSAYO 1

ENSAYO 3

UFC

ENSAYO 2

PROMEDIO

Tipo

Control

160~ S. aureus

Tiempo

Linea roja (control): muestra inoculada con S. aureus. Linea azul (S.aureus): muestra inoculada con S. aureus:y S.

Typhimurium

A partir de lo observado en el analisis exploratorio, se realizé una transformaciéon de los
datos con funcién logaritmica; los cuales se modelaron en bmrs con la funcién de Poisson,
evidenciando un buen ajuste de los datos con un error estimado de 0.14. Al evaluar los
contrastes se observaron diferencias entre el control y la muestra con los dos
microorganismos, ademas, se concluye que, al aumentar el tiempo, la concentraciéon de
UFC/mL tiene una tendencia creciente tanto para el control como para la muestra inoculada
simultdneamente. En la figura 4-4 se muestra la gréafica de ajuste de los datos al modelo y
la variacion de la concentracion en UFC/mL en funcién del tiempo.

Figura4 -4 Grafico de modelo bayesiano para S. aureus

A. B.
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A.Gréfica de ajuste de los datos al modelo Bayesiano de S. aureus. B. Variacion de UFC/mL en funcién del tiempo

Con el fin de verificar este comportamiento, se realizé una prueba de Shapiro wills
obteniendo un valor P de 0.1241 mayor al nivel de significancia, lo cual indica que los datos
transformados se distribuyen de forma normal. También se hizo el test de Bartlett para
verificar la homogeneidad de las varianzas con un valor P de 0,298 y una prueba de Tukey
gue confirmdé que el control inoculado solo con S. aureus y la muestra inoculada con los
dos microorganismos presentaron diferencias significativas en las medias, generando dos
grupos con un 95% de confianza. En la figura 4-5, se presenta un diagrama de cajas para

ilustrar la diferencia entre las medias del control y la muestra inoculada simultaneamente.

Figura4 -5 Diagrama de cajas de S. aureus

En el caso de S. Typhimurium, también se hizo un andlisis exploratorio de los datos de los
ensayos, en la Figura 4-6 se observa que no hubo diferencias significativas en el
comportamiento entre la muestra inoculada solo con S. Typhimurium (llamada control) y la
muestra inoculada con ambos microorganismos (llamada S. Typhimurium). Al evaluar el
promedio de los datos el crecimiento tiene una tendencia de crecimiento exponencial en

ambas muestras.

Figura4 -6 Andlisis exploratorio de los datos de antagonismo de S. Typhimurium
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ENSAYO 1 ENSAYQ 2

- ) . Tipo

UFC

ENSAYO 3 Promedio Control
200 - S. Typhimurium

400-

Tiempo

Linea roja: muestra inoculada con S. Typhimurium. Linea azul: muestra inoculada con S. aureus:y S. Typhimurium

Se realiz6 una transformacién de la misma forma que a S. aureus y los datos se modelaron
en bmrs con la funcion de Gamma, debido a que Poisson no se ajustaba adecuadamente,
la estimacion del error fue de 0.12. Al evaluar los contrastes no se observaron diferencias
significativas entre las dos muestras, también se concluye que, al aumentar el tiempo, la
concentracion de UFC/mL tiene una tendencia creciente para ambas muestras. En la figura
4-7, se muestra la gréafica de ajuste de los datos al modelo y la variacion de la concentracién

en UFC/mL en funcion del tiempo.

Figura4 -7 Gréfico de modelo bayesiano para S. Typhimurium

A. B.

A.Gréfica de ajuste de los datos al modelo Bayesiano de S. Typhimurium. B. Variacion de UFC/mL en funcién del

tiempo
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Con el fin de realizar la prueba de comparacion de medias se transformaron los datos y se
realizo el test de homocedasticidad de Levene’s, del cual se obtuvo un valor P de 0,3630
lo cual indica que se afecta la hipétesis nula y las varianzas son homogéneas;
posteriormente se realizd un test no paramétrico de Kruskal-Wallis con un valor P de
0.9969 indicando que no existen diferencias significativas entre las medias de los grupos,

con un nivel de confianza del 95%, figura 4-8.

Figura4 -8 Diagrama de cajas de S. Typhimurium

UFC

Tipe

Con base en lo anterior, se pudo comprobar el posible antagonismo de S. Typhimurium
sobre S. aureus debido a que su crecimiento se ve significativamente afectado, aunque no
se detiene su crecimiento. Este efecto pudo darse por la competencia por nutrientes en el
medio, debido a que S. aureus tiene muchos requerimientos nutricionales y al inocularse
al mismo tiempo no se permite su adaptacion al medio para crecer rapidamente y producir
sus metabolitos, Schilcher & Horswill, (2020), reportan la alta produccion de sustancias
extracelulares de este microorganismo, ademas de la produccion de biofiim como
estrategia de colonizacion, C6té-Gravel & Malouin, (2019) también reportan la alta
produccion de toxinas y sustancias para su desarrollo; estos autores sustentan el
comportamiento obtenido en el presente ensayo. Teniendo en cuenta estos hallazgos, en
donde se evidencio una alteracion significativa del crecimiento de S. aureus en presencia
de S. Typhimurium después de los 50 minutos de incubacion (Figura 4-3), y de la cinética
bacteriana de estos dos microorganismos (Figura 4-1), se decidi6 incubar durante 30
minutos todas las muestras de leche inoculadas en el presente estudio, tiempo en el que
no se observé un cambio aparente en el crecimiento de los microorganismos y por ende
se presume que la concentracion de los inéculos permanece estable para evitar una

variacion en la deteccion del método.
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4.3 Deteccion por el método horizontal en placa

En las tablas 4-1, 4-2, 4-3 y 4-4 se muestran los resultados obtenidos al determinar S.
Typhimuriumy S. aureus coagulasa positiva por el método horizontal en muestras de leche

UHT inoculadas con las cepas Epower Microbiologics.

4.3.1 Deteccion de Salmonella spp.

En la tabla 4-2 estdn registrados los resultados de las muestras inoculadas y
posteriormente procesadas por este método, se encontr6 presencia de S. Typhimurium en
todas las muestras; estos resultados se obtuvieron por la identificacion de colonias tipicas
de color negro debido a la produccién de acido sulfhidrico (H2S) por la accién de la
tiosulfato reductasa sobre el tiosulfato, el cual se une a las sales de amonio citrato férrico
produciendo un pigmento negro y un cambio de color rojo purpura alrededor de la colonia
debido a la descarboxilacion de la L- Lisina, en medio de cultivo selectivo agar XLD, luego
se confirmaron inoculandolas en medio de cultivo TSI, LIA, Urea y citrato (tabla 4-1). El
comportamiento bioquimico de las colonias en estos medios de cultivo para confirmar la
presencia de Salmonella fue: en el TSI se observo la presencia de la enzima tiosulfato
reductasa que actu6 sobre el tiosulfato de sodio produciendo &cido sulfhidrico (H.S) que
se une a las sales de amonio férrico produciendo una coloraciéon negra en el medio,
ademas hubo fermentacion de glucosa mas no lactosa y sacarosa, dando como resultado
superficie alcalina/profundidad acida (K/A) mas produccién de gas. En el agar LIA la
enzima lisina descarboxilasa actia aumentando el pH haciendo que el parpura de
bromocresol de un cambio de color en el medio de cultivo a un lila fuerte. En el agar urea
no hubo cambio debido a la ausencia de la enzima ureasa y en el agar citrato hay un
cambio de color de verde a azul intenso por la utilizacién del citrato como Unica fuente de
carbono (MacFaddin, 2003). Aun cuando las metodologias descritas para la identificacion
de este microorganismo por microbiologia tradicional involucran muchos medios de cultivo
para garantizar su correcta deteccion (ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas
Técnicas, 2007a), es de suma importancia hacer una confirmacién bioquimica como la
descrita anteriormente, pues en una muestra de andlisis pueden estar otros
microorganismos con caracteristicas similares, entre ellos, Proteus, de la misma familia

Enterobacteriaceae, que en estos medios de cultivo presenta caracteristicas similares, sin
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embargo, se diferencia por ser ureasa positiva (Castro et al., 2006), por lo tanto, los medios
de cultivo selectivos en conjunto con las pruebas bioquimicas aseguran una correcta
deteccion.

Tabla 4-1: Reporte miniseries bioquimicas para la confirmacion de S. Typhimurium

Cédigo TSI LIA Urea Citrato

E4 SA; P1R2 K/A Produccion R ] .
— HaS

E4_SA; P2R1 KIA Produccion . _ )
H,S

E4 SA; P3R1 K/A Produccion R ] .
HaS

E4_1:10_SA, PIR2 | KI/A Proauzcscuon N _ -

E4_1:10_SAs_P2R2 |  KIA Proiuzgc'on . ] .

E4_1:10_SAs P3R1 | KIA PrO?_tC:ngn N _ ;

Resultados de algunas miniseries bioquimicas realizadas a colonias tipicas de S. Typhimurium.
Obtenidas a partir de muestras inoculas tipo E4_SAy E4_1:10_SA

Tabla 4-2: Resultados de la deteccion de S. Typhimurium en muestra inoculadas
E4 SAyE4 _1:10_SA

Ausencia/Presencia
Muestra Ausencia/Presencia
Muestra concentracion | Salmonella spp. en 25
concentraciéon Salmonella spp. en
E4_1:10_SA mL
E4_SA 25 mL

E4_SA1_P1T2 Presencia E4_1:10_SA1_P1R1 Presencia
E4 SA2 P1T2 Presencia E4 1:10_SA2 P1R2 Presencia
E4 SA3 P2T1 Presencia E4 1:10_SA3_P1R3 Presencia
E4 SA4 P2T1 Presencia E4 1:10_SA4 P2R1 Presencia
E4 SA5 P2T2 Presencia E4 1:10_SA5 P2R2 Presencia
E4 SA6_P2T3 Presencia E4 1:10_SA6_P2R3 Presencia
E4 SA7_P3T1 Presencia E4 1:10_SA7_P3R1 Presencia
E4 SA8 P3T2 Presencia E4 1:10_SA8 P3R1 Presencia
E4 SA9 P3T3 Presencia E4 1:10_SA9 PER3 Presencia
E4 SA10_P3T3 Presencia E4 1:10_SA10_PER3 Presencia

Resultados de la detecciéon de S. Typhimurium en 25 mL de leche UHT inoculada con las concentraciones
E4_SAyE4 1:10_SA. Los resultados se reportan como ausencia/presencia.
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La metodologia de deteccion horizontal para este microorganismo consta de una etapa de
pre-enriquecimiento y otra de enriquecimiento durante 24 h cada una, debido a que es
dificil su recuperacién en las muestras, por esta razon a pesar de haber hecho la
inoculacion con cepas cuantificables (E4_ST = 50-500 UFC/mL. y E4 1:10 ST = 5-50
UFC/mL) no se hizo recuento de UFC/mL que pudieran correlacionar la cantidad inoculada
con la recuperada y el reporte de resultados se hizo indicando ausencia/presencia como
lo dice la norma (Tabla 4-3) (ICONTEC - Instituto Colombiano de Normas Técnicas,
2007a). Tsai et al., (2023), resaltan la importancia de tener estos pasos de recuperacion
del microorganismo en este tipo de metodologias haciendo combinaciones de los
diferentes medios de pre-enriquecimiento y enriquecimiento con la intencién de probar que
efecto tienen sobre su crecimiento y recuperacién, encontrando que después de 5 horas
los cultivos eran incontables, esto se contrasta con los tiempos de incubacién exigidos por
la norma (18 a 24h) y es la razén por la que no se hace recuento. Cabe destacar, que en
una matriz contaminada naturalmente son necesarios estos tiempos de incubacion, pues

existen factores intrinsecos y extrinsecos que pueden afectar la deteccién en un alimento.

Algunos inconvenientes que se encontraron al desarrollar el método fueron el tiempo largo
de ejecucion, pues debian pasar al menos 6 dias para obtener resultados, también se
dificult6 la interpretacion de resultados, ademas Paniel & Noguer, (2019) destacaron la
incapacidad del método horizontal de detectar células viables no cultivables.

4.3.2 Deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Para S. aureus los datos se reportaron como UFC/mL, en la tabla 4-3 se muestran los
datos obtenidos de una sola muestra con sus respectivas diluciones y repeticiones, cabe
resaltar que en todas las muestras solo se observaron UFC en la dilucién 10%, debido a la

baja concentracion del indculo (Tabla 4-4).

Tabla 4-3: Célculo de las UFC/mL recuperadas en una muestra inoculada con la
concentracion E4_ST

G, Promedio Promedio Promedio .
Dilucion Promedio
recuento recuento recuento .
(50-500 repeticion 1 repeticion 1 repeticion 1 repeticiones
UFC/mL) (UEC/mL) (UEC/mL) (UFC/mL)) (UFC/mL)




39

101 200 400 200 267
10 2 0 0 0 0
103 0 0 0 0

Célculo de las UFC/mL de S. aureus recuperadas a partir de la muestra de leche E4_ST>

Se hizo recuento de las colonias tipicas que presentaban color negro grisaceo por la
reduccion del telurio de potasio y un halo claro alrededor de la colonia por la accién de la
lecitinasa sobre la lecitina presente en la yema de huevo del medio de cultivo Baird Parker,
se confirmaron con la prueba de la coagulasa, identificando la formacién del coagulo en
las primeras 3 horas de incubacién. Cabe resaltar que esta metodologia no cuenta con
pre-enriquecimiento ni enriquecimiento, por lo que en este caso si fue posible el recuento

del microorganismo.

En la Tabla 4-4 estan reportadas las cantidades de UFC/mL recuperadas por el método,
se verificd que las cantidades reportadas si estuvieran dentro del rango establecido para
cada concentracion (E4_ST = 50-500 UFC/mL.y E4_1:10_ST =5-50 UFC/mL.) En el caso
de las muestras inoculadas con la concentracion E4 ST, la recuperacion del
microorganismo fue acorde con el rango de deteccion establecido tedricamente a partir de
las concentraciones de las cepas E-power. Cuando se trabajo con la concentracion
E4 1:10_ ST, el nivel de deteccién no fue suficiente en dos de las muestras inoculadas, en
las cuales no hubo recuperacion de colonias (Tabla 4-4). Este resultado sugiere una
posible disminucién de la sensibilidad del método a medida que disminuye la concentracién

del microorganismo, arrojando falsos negativos.

Tabla 4-4: Recuento e identificacion de S. aureus coagulasa positiva por el método
horizontal en muestras de leche UHT inoculadas con las concentraciones E4_ STy
E4 1:10 ST

Muestra UFC/mL Prueba Rango de Recuperacién
coagulasa deteccion Si NG
(UFC/mL)
E4 ST.D; 133 + 50-500 X
E4 _ST.D; 268 + 50-500 X
E4 _STiD; 100 + 50-500 X
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E4_ST4D: 268 + 50-500 X
E4 STsD; 233 + 50-500 X
E4_STe D1 166 + 50-500 X
E4 _ST;D; 133 + 50-500 X
E4_STs D1 233 + 50-500 X
E4 SToD: 200 + 50-500 X
E4 _STio D 233 + 50-500 X
E4 1:10_ST:D: 33 + 5-50 X
E4 1:10_ST.D; 33 + 5-50 X
E4 1:10_ST3D; 33 + 5-50 X
E4 1:10_ST4D; 33 + 5-50 X

E4 1:10_STsD; 0 NCC 5-50 X
E4 1:10_STe D: 33 + 5-50 X
E4 1:10_ST;D: 33 + 5-50 X

E4 1:10_STgD: 0 NCC 5-50 X
E4 1:10_SToeD; 33 + 5-50 X
E4 1:10_STiwo 33 + 5-50 X

D:

STn hace referencia a S. aureus. n= nimero de ensayo. + =positiva para la prueba de la coagulasa.
NCC=No hubo crecimiento de colonia

En los laboratorios de bioanalisis, como es el caso del Laboratorio de Microbiologia de
aguas y alimentos de la Universidad Nacional de Colombia sede Medellin, es importante
corroborar que un método de referencia de este tipo sea funcional, por lo que, estos
resultados apoyan su verificacion, porque hubo una buena recuperaciéon en un alimento
como la leche, que tiene una alta susceptibilidad a contaminarse con S. aureus (Bianchi et
al., 2022), de igual manera no se puede desconocer que se perdi6 eficiencia en dos de las
muestras. Otros laboratorios, también realizan pruebas para verificar la ejecucion de sus
métodos, por ejemplo, Pitkala et al., (2005), hicieron un andlisis entre laboratorios para
evaluar su desempefio, identificando diferentes microorganismos en muestras de mastitis
veterinaria por el método horizontal; S. aureus fue uno de los pocos microorganismos que

fue identificado por todos los laboratorios que participaron en el estudio, lo cual respalda
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la efectividad del método. Los métodos horizontales también dejan un precedente sobre la
calidad microbiol6gica de una matriz; como en el caso de Makovec & Ruegg, (2003) que
recopilaron los resultados de analisis realizados a muestras de leche en el Laboratorio de
Diagnéstico Veterinario de Wisconsin por el método horizontal durante 8 afios,
concluyendo que las condiciones higiénico sanitarias de los manipuladores durante ese

tiempo no fueron adecuadas, esto resalta la importancia de este tipo de metodologias.

4.4 Deteccidn de muestras inoculadas simultaneamente

Se evalud la deteccion de Salmonella Typhimurium y Staphylococcus aureus por el método
de deteccién horizontal al inocularlos simultaneamente en una muestra (leche UHT o
cruda) y también al inocularlos junto a la BAL Lactococcus lactis, con el propésito de
identificar el comportamiento de los microorganismos al tener otros factores en el medio.
Por la alta peligrosidad de Salmonella spp. en alimentos y su dificil recuperacion, el método
horizontal para su identificacion esta constituido por etapas de pre-enriquecimiento y
enriguecimiento (ICONTEC , 2007a), pasos importantes para garantizar su recuperacion y
deteccion (Tsai et al., 2023), sin embargo, su reporte de resultados es ausencia/presencia,
razon por la que, el analisis estadistico en este apartado se realizé solo con los datos
obtenidos a partir de la detecciobn de Staphylococcus aureus, ya que, con este

microorganismo si se hizo recuento de UFC/mL.

Se realiz6 un andlisis corto para determinar si las muestras se iban a inocular con colonia
directa o con patrén de MacFarland 0.5, tomando los datos de UFC/mL recuperadas de S.
aureus por cada método de inoculacién. Para analizar los datos obtenidos se realizé una
transformacion logaritmica con test de Levene’s y se obtuvo un valor P de 0.4180, lo cual
prueba que hay homogeneidad de varianza en las medias de los grupos, también se realizé
un test de Tukey para determinar si habia diferencias significativas entre los valores de
UFC/mL obtenidos a partir de colonia y las obtenidas a partir del patron MacFarland, de lo
cual se pudo concluir que no existen diferencias significativas entre las medias de los

grupos con el 95% de confianza.

Figura 4 -9 Andlisis exploratorio y comparacién de las medias del método MacFarlad y
colonias directas para S. aureus
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A.Andlisis exploratorio de los datos. B. Diagrama de cajas con las medias de los dos métodos de inoculacion

4.4.1 Procesamiento de muestras de leche inoculadas
simultaneamente

Se realiz6 un analisis estadistico con los datos de UFC/mL obtenidos a partir de la
inoculacion simultanea de S. Typhimurium y S. aureus coagulasa positiva en muestras de
leche UHT (UHT_SS) y cruda (CRU_SS), leche UHT inoculada con estos dos
microorganismos y L. lactis (UHT_SSL) y leche cruda sin inocular (CRU_CONTROL). Se
hizo un modelo bayesiano con transformacién logaritmica utilizando la funcion gamma para
evaluar la tendencia de los datos y se observé que habia buen ajuste del modelo con un
error estimado de 0.13, también se realizé test de Levene’s para evaluar la homogeneidad
de las varianzas de los grupos y se afect6 la hip6tesis nula con un P de 0.465. Se realizd
una prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis para observar la diferencia entre las medias
de los grupos y se encontré que existen diferencias significativas entre ellos como se

observa en la Figura 4-10 con un 95% de confianza y un valor P de 4,06 x108.

Figura 4 - 10 Diagrama de cajas con las medias de las muestras de leche inoculadas



43

L 1 UHT_SS

UHT_SSL

UFC

CRU_SS

CRU_CONTROL

—

UHT_SSL=Leche UHT con S. Typhimurium, S. aureus y L. lactis. UHT_SS= Leche UHT con S.
Typhimurium y S. aureus. CRU_SS= Leche cuda con S. Typhimurium y S. aureus.
CRU_CONTROL=Leche cruda

Se encontré que en las muestras UHT_SSL el crecimiento de UFC/mL es mayor en
comparacion con las otras muestras, ademas, en las muestras inoculadas solo con S.
Typhimurium y S. aureus se encontré mayor crecimiento en la leche UHT que en la cruda,
también se comprobd la presencia de S. aureus en la muestra de leche cruda sin inocular
como parte de su microbiota, estos hallazgos concuerdan con lo descrito por Oliveira et
al., (2022) quienes encontraron una prevalencia del 53% de S. aureus en muestras de
leche cruda, ademas, al hacer una identificacion completa muchos de los aislados eran
portadores de genes SE, por lo que encontraron varias enterotoxinas de este
microorganismo en la leche y una poblaciéon muy grande, ademas, se debe tener en cuenta
la amplia gama de microrganismos que puede tener esta matriz, por ejemplo, Quigley et
al., (2013), reportaron una diversa microbiota presente en la leche cruda, destacando
desde bacterias acido lacticas hasta microorganismos patégenos; por otro lado, Agarwal
et al., (2012), hicieron una comparacién entre leche cruda, pasteurizada y UHT,
encontrando que la leche UHT no tiene contaminacion microbiana significativa, esto podria
explicar que el crecimiento en las muestras UHT_SS hubiese sido mayor que en las
muestras CRU_SS, debido a que hay menos microbiota competitiva. En el caso de las
muestras UHT_SSL, a pesar de tener la presencia de una BAL como L. lactis, no hubo
disminucion en el crecimiento de S. aureus, esto se podria explicar por el corto tiempo de

incubaciéon y por la complejidad de la matriz, por ejemplo, Aljasir & D’Amico, (2020),
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hicieron pruebas de inhibicion de L. lactis sobre S. aureus realizando ensayos en cultivo y
en leche inoculada, encontrando efecto inhibidor significativo en los cultivos directos mas
no en las muestras de leche, lo que sugiere un cambio al hacer las pruebas en una matriz
directa. De igual manera, debemos tener en cuenta que si hubo algun tipo de interaccion,
porque al comparar las muestras UHT_SSL y UHT_SS hay mayor crecimiento en las
muestras con L. lactis, lo que sugiere una posible interaccion con S. Typhimurium, esto se
podria apoyar con lo reportado por autores como Rivera de la Cruz et al., (2017) quienes
aislaron L. lactis de queso artesanal, y encontraron un efecto inhibidor de este
microorganismo sobre S. Typhimurium. Cabe resaltar que en las pruebas de antagonismo
realizadas en el presente estudio se encontr6 un posible efecto inhibidor de S.
Typhimurium sobre el crecimiento de S. aureus, lo que sugiere que en este caso L. lactis
pudo ejercer algun tipo de interaccion sobre S. Typhimurium, lo que pudo generar un

crecimiento mayor de S. aureus.

4.5 Deteccion por método inmunoldgico ELISA

En las tablas 4-5 y 4-6, se muestran los resultados obtenidos para detectar S. Typhimurium
y S. aureus coagulasa positiva por el método inmunolégico ELISA en muestras de leche

UHT inoculadas con las cepas Epower Microbiologics.

4.5.1 Deteccion de Salmonella spp.

Las muestras inoculadas se procesaron segin metodologia antes descrita y los resultados
fueron interpretados por lectura automatizada y por inspeccion visual. En el presente
estudio la deteccién fue positiva en todas las muestras inoculadas, confirmando el
resultado tanto por valor de absorbancia como por cambio de color (Tabla 4-5), es decir,
el porcentaje de deteccion fue del 100%. Batista Gutiérrez et al., (2019), comprobaron el
porcentaje de detecciéon del kit en muestras de agua inoculadas en laboratorio y en
muestras de aguas superficiales de fuentes naturales, presentando una deteccion del
100% y 72% respectivamente, teniendo un alto porcentaje de deteccién en contraste con
los métodos tradicionales, mientras que David et al., (2016) determinaron la presencia de
Salmonella spp. en muestras de queso costefio y campesino contaminadas naturalmente,

lo cual respalda los resultados obtenidos, evidenciando la efectividad del kit RIDASCREEN
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en la deteccion de este microorganismo en diferentes muestras. Por otro lado, autores
como Dos Santos et al., (2020) analizaron la calidad microbiologica de peces de la
Amazonia brasilefia, detectando la presencia de Salmonella spp. por métodos
convencionales en contraste con métodos inmunoldgicos, obteniendo una taza de
concordancia superior al 92%, lo que evidencia un nivel de deteccion ligeramente mas alto
en el inmunoensayo, por lo tanto, se puede suponer que los métodos inmunolégicos en

general presentan una alta efectividad para este microorganismo.

Tabla 4-5: Resultados de la deteccion de S. Typhimurium por prueba ELISA

Muestra Absorbancia Cambio de color Positiva | Negativa | Dudosa
DO 450/620 nm Si No

E4_SA: 3,714 X X
E4_SA: 3,535 X X
E4_SAs 3,483 X X
E4_SA4 3,936 X X
E4_SAs 3,928 X X
E4_SAs 3,951 X X
E4_SA7 3,929 X X
E4_SAs 3,911 X X
E4_SA¢ 3,892 X X
E4_SAio 3,857 X X

E4_1:10_SA: 3,147 X X

E4_1:10_SA: 3,652 X X

E4 1:10_SAs 3,584 X X

E4 1:10 SA4 2,797 X X

E4_1:10_SAs 3,959 X X

E4_1:10_SAs 3,874 X X

E4 1:10_SA; 2,911 X X

E4 1:10_SAs 2,984 X X

E4_1:10_SAo 2,884 X X

E4_1:10_SAw 3,940 X X
Muestra positiva valores superiores o iguales a 0,200/Muestra negativa valores inferiores a

0,185/Muestra dudosa valores entre 0,185 y 0,200

4.5.2 Deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

La interpretacion de resultados para S. aureus se hizo segun indicacion del kit, por lectura

automatizada y por inspeccion visual; tomando un valor de corte como punto de referencia
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(Tabla 4-6). Las muestras procesadas por este método arrojaron resultado negativo en
todos los casos, tanto por cambio de color como por valor de absorbancia, es decir, que
su porcentaje de deteccion fue del 0%, por lo tanto, todas las muestras son consideradas
falsos negativos. Por los resultados obtenidos anteriormente, se evalué la funcionalidad
del método tomando como muestra el cultivo puro Staphylococcus aureus ATCC 25923
incubado a 37° C durante 24, 36 y 48 h y tampoco hubo resultados positivos. Cabe
destacar que la peligrosidad alimentaria no esta en el consumo del microorganismo sino
en el consumo de la toxina presente en el alimento (Oliveira et al., 2022), por lo que, la
identificacion pudo estar afectada por el crecimiento del microorganismo y su adaptacion
al medio, es decir, que la naturaleza de la muestra puede influir en su deteccion (Bianchi
et al., 2022), dado que el kit esta disefiado para detectar las toxinas. Este kit se ha utilizado
para la identificacién rapida de S. aureus, por su facilidad y corto tiempo de ejecucién, sin
embargo, varios autores lo han utilizado para detectar directamente las toxinas: Ertas et
al., (2010) y Kav et al., (2011), verificaron la presencia de las toxinas en aquellas matrices
lacteas en las que habian aislado a S. aureus, para evaluar el riesgo del consumidor a

contraer una intoxicacion alimentaria.

Ademas, el kit también se ha estudiado y probado en matrices como jamén, queso, salami,
pavo y mejillones (Park et al., 1996), entre esas matrices se destaca el queso, por la alta
susceptibilidad de este alimento a contaminarse con S. aureus (Ostyn et al., 2011). Bianchi
et al., (2022) lo comprobaron en varios grupos de alimentos, destacando que los productos
lacteos elaborados con leche cruda y procesada son los que tienen mayor contenido
toxigénico. También se utilizé detectando la enterotoxina estafilocécica tipo B (SEB) de
alto riesgo bhioldgico, en muestras de leche inoculada y se identificd facil y rapidamente
(Nia et al., 2016). En el 2019 lo utilizaron validando el método de concentracién por dialisis
en muestras complejas para aumentar la sensibilidad de los métodos inmunoenziméaticos
(Nia et al., 2021).

Aunque, la literatura respalda la efectividad del kit, en el presente estudio no se obtuvieron
los resultados esperados, sin embargo, vale la pena verificar la ejecucion del método, dado

gue son consideradas pruebas de referencia para la deteccién de las toxinas SE por su
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facil implementacion en comparacion de otros métodos, ademéas muchas metodologias

nuevas no han sido validadas aun (Nia et al., 2021).

Tabla 4-6: Resultados prueba ELISA para detectar S. aureus

Muestra Absorbancia Cambio de Positiva | Negativa Valor
DO 450/620 nm color de corte
Si No
E4 _STi 0,164 X X 0,275
E4_ST» 0,198 X X 0,275
E4_STs 0,127 X X 0,275
E4_STa 0,126 X X 0,275
E4_STs 0,138 X X 0,275
E4_STe 0,186 X X 0,247
E4_ST7 0,181 X X 0,247
E4 _STs 0,174 X X 0,247
E4 _STo 0,119 X X 0.247
E4_STio 0,131 X X 0,247
E4_1:10_ST: 0,159 X X 0,239
E4_1:10_ST2 0,133 X X 0,239
E4 1:10_STs 0,137 X X 0,239
E4_1:10_ST4 0,158 X X 0,239
E4 1:10_STs 0,214 X X 0,239
E4 1:10_STse 0,181 X X 0,243
E4 1:10_ST; 0,110 X X 0,243
E4 1:10_STs 0,125 X X 0,243
E4 1:10_STo 0,114 X X 0,243
E4_1:10_STio 0,113 X X 0,243

valor de corte.

Muestra positiva=absorbancia mayor

al

valor

Pruebas realizadas con sus respectivos controles. Muestra negativa= absorbancia menor al

de corte. Valor de

corte=absorbancia del control negativo +0,15. Lectura a una DO 450/620 nm

4.6 Deteccion por método molecular PCR

En este apartado se discuten los resultados obtenidos al buscar implementar el método

molecular PCR para detectar S. Typhimurium y S. aureus coagulasa positiva en muestras

de leche UHT inoculadas con las cepas Epower Microbiologics.
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4.6.1 Deteccion de Salmonella spp.

Aunque se utiliz6 una metodologia antes descrita (Luigi et al., 2015), en el presente estudio
no se logré obtener un producto de amplificacion, por lo que, la implementacion del método
para detectar el microorganismo en muestras de leche no fue posible, esto pudo ocurrir
por la composicidbn compleja de la matriz (Dhanashekar et al., 2012), por su mala
manipulacién antes y durante su procesamiento e incluso por contaminaciones quimicas o
problemas operativos en la ejecucion de la extraccion de acidos nucleicos o preparacion
de la PCR. Luigi et al., (2015) reportaron un 100% de deteccion en su método, sin embargo,
realizaron extracciones de ADN por diferentes metodologias, reportando las
concentraciones mas altas de ADN en las extracciones realizadas con un kit comercial,
ademas, sus muestras fueron, aislamientos directos del microorganismo, por lo que se
presume que no tenian muchos factores interferentes por parte de la muestra; por el
contrario, en el presente ensayo no se obtuvo ADN bacteriano de buena calidad a pesar
de usar un kit comercial y la muestra fue una matriz alimenticia, que por su naturaleza es
considerada mas compleja, estos factores pudieron influir en los resultados como se
menciond anteriormente. Chacén et al., (2010), reportaron resultados satisfactorios en la
adaptacion de una metodologia de PCR en la deteccién de Salmonella spp. en muestras
de lechuga, por lo que, pudieron implementar el método en una matriz alimenticia, sin
embargo, tuvieron inconvenientes en la estandarizacion de la metodologia que tomaron
como referencia, razén por la cual, tuvieron que hacer muchos ajustes para obtener
resultados favorables, incluso hicieron una modificacion de la PCR tradicional, también se
debe tener en cuenta que realizaron tratamientos previos a las muestras antes de ser
analizadas. Por otro lado, Soledad Vazquez-Garciduefias et al., (2015) reportaron
protocolos eficientes en la deteccion de Salmonella spp. en leche, no obstante, hacen
énfasis en la importancia de realizar un pre-enriquecimiento a las muestras que van a ser
analizadas para facilitar su deteccion. Se debe tener en cuenta, que la PCR es un método
molecular de amplificacion de acidos nucleicos muy usado para la deteccion de patégenos
(Drake et al., 2015), aun asi, es evidente que la composicién compleja de la matriz puede
generar inconvenientes en el proceso de extraccion de ADN, quedando componentes
propios del alimento que generan interferencias con esta metodologia. Kong et al., (2022)
contrarresta estos factores modificando la PCR para detectar el gen InvA de Salmonella

spp., que fue el gen blanco del presente estudio, haciendo una combinando de la PCR
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digital de gotas ddPCR con la secuenciacion de nueva generacion NGS, con este logra
aumentar la sensibilidad y especificidad del método. Por otro lado, Myint et al., (2006)
realizaron un analisis de eficiencia procesando muestras de pollo contaminadas
naturalmente por prueba PCR en contraste con la metodologia tradicional, para determinar
la efectividad de los métodos, encontrando que todas las muestras que resultaron positivas
por PCR también lo fueron por microbiologia tradicional. Aunque en la literatura se reporta
la efectividad del método, los mismos autores discuten sobre los cambios y modificaciones
gue deben hacer para su adaptacion, por lo tanto, es claro que varios factores influyen en

su implementacion.

4.6.2 Deteccion de Staphylococcus aureus coagulasa positiva

Con los métodos moleculares no se obtuvieron amplificaciones en ninguna de las
muestras, por lo tanto, no se logré la implementacion del método, en este caso, se pudieron
presentar los mismos inconvenientes expuestos en el item anterior para la PCR de
Salmonella. Herrera & Santos, (2015), adecuaron las condiciones de Rosec & Gigaud,
(2002) y reportaron un 42% de deteccion del gen Seb en muestras de queso doble crema,
aungue se debe resaltar que por la complejidad de la matriz realizaron un aislamiento
previo para evitar interferencias con el método. Esto podria descartar problemas
relacionados con la funcionalidad de los iniciadores y las condiciones operativas de la PCR
pero resalta el tratamiento y manipulacion que se debe hacer a la muestra como posible
inconveniente. Otros autores implementaron la PCR y detectaron S. aureus en diferentes
matrices, por ejemplo, Kav et al., (2011), utilizaron iniciadores descritos previamente para
la identificacién de S. aureus toxigénico y lo detectaron en varias muestras de queso Urfa
en Turquia. Ertas et al., (2010), detectaron genes de virulencia de S. aureus en muestras
de queso de cabra y postres de leche a través de la implementacion de una PCR multiple.
Neelam et al.,, (2022) implementaron la técnica PCR para la deteccion de este
microorganismo a partir de 11 pares de iniciadores reportados por otros autores que
codificaban para sus enterotoxinas y factores de virulencia, logrando su identificacion en
muestras de leche. Por otro lado, Koskinen et al., (2010) compararon la sensibilidad de la
PCR con el método horizontal en muestras de leche y detectaron 53 muestras positivas
por PCR, pero negativas por el método horizontal, concluyendo que la PCR es mas
sensible. Lo anterior difiere con los obtenido en esta investigacion, donde no fue posible la

deteccion por PCR y si se pudo hacer en la mayoria de las muestras por el método
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horizontal. Myint et al., (2006) comprobaron la eficacia que tiene el método cuando se hace
un enriguecimiento previo al andlisis, encontrando que en muestras en las que no se hacia
no se logré su deteccion, por lo tanto, destacan que uno de los inconvenientes en la
implementacién de estas metodologias es precisamente que no existen estandares
definidos para el manejo de las muestras previo a su identificacién. Esto indica que los
resultados negativos obtenidos en este estudio pudieron deberse a la manipulacion de la
muestra previa a la extraccion de ADN, etapa comun para la metodologia de los dos

microorganismos.

Es evidente que los investigadores han enfocado la deteccién de S. aureus en el desarrollo
y mejoramiento de métodos nuevos enfocados en la deteccién de la amplia gama de
toxinas que produce este microorganismo (Hosseini et al., 2015). Por ejemplo, Sartori et
al., (2017) desarrollaron una PCR en tiempo real para detectarlo a través de sus genes de
virulencia en muestras de leche, encontrando una eficiencia del 100%. Nia et al., (2021)
incluso validaron un método para aumentar la sensibilidad de los inmunoensayos en la
deteccion de las enterotoxinas producidas por este microorganismo, sin embargo, los

métodos de referencia tradicionales no pierden vigencia.

En el caso de Salmonella spp. los métodos tradicionales siguen siendo los de referencia 'y
esta comprobada su efectividad, sin embargo, en la norma ya se han aceptado pruebas
moleculares e inmunolégicas como métodos de verificacion (ICONTEC - Instituto
Colombiano de Normas Técnicas, 2007b), por lo que vale la pena, tener en cuenta los
resultados obtenidos en este estudio para la prueba ELISA y corroborar los resultados

obtenidos en la prueba PCR.

Tabla 4-7: Matriz ventajas y desventajas de los métodos de deteccion de Salmonella
Typhimurium y Staphylococcus aureus

i ] Método serolégico Método molecular
Método horizontal
ELISA PCR
Ventajas
Salmonella Reconocido y aceptado | Es de corta duracién (2 | Por ser un método de
Typhimurium segin las normativas | dias) y de facil | deteccién a nivel de &cidos
nacionales e | implementacion. nucleicos podria presentar
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internacionales. Recupera
el microorganismo con
pre-enriguecimiento y
enriquecimiento para
identificar cantidades

minimas en alimentos. En

Aplica para el criterio
ausencia/presencia  del
microorganismo.

En el estudio se detect6 el
microorganismo en la

totalidad de las muestras

una mayor sensibilidad en
su deteccion, sin embargo,
en el estudio no se pudo
realizar su implementacién
debido a que no se

obtuvieron fragmentos de

el estudio se detect6 el | (porcentaje deteccion | amplificacion
microorganismo en la | =100%)
totalidad de las muestras
(porcentaje deteccion
=100%)
Desventajas

Método de mucho tiempo
de ejecucion (6 dias).
Utiliza muchos medios de
cultivo e insumos, lo cual
incrementa los gastos.

Por tener varios pasos

intermedios se puede
presentar facilmente
contaminacién  cruzada

durante la manipulacion.

Por ser un
microorganismo que se
injuria facilmente se debe
recuperar mediante pre-
enriguecimientos, por lo
que, no se puede hacer

recuento directo en placa.

Se requiere de un equipo
(lector de ELISA) y de un
medio de cultivo de pre-
enriguecimiento (Peptona
Bufferada) que no incluyen
el kit pero que son
necesarios para la
implementacion del
método, lo cual conlleva
mas gastos o0 puede

interferir con su ejecucion.

Requiere de equipos
especializados, ademas
es necesario un

pretratamiento de la
muestra.

En este estudio no se
pudieron obtener

resultados positivos.

Staphylococcus

aureus

Ventajas

Reconocido y aceptado
segln normativas
nacionales e
internacionales.

Su metodologia basada en
diluciones  facilita el
recuento en placa.

En el estudio se detecto el
microorganismo en la
mayoria de las muestras
(porcentaje deteccion

=90%)

Método de corta duracion,
que basa su principio en la
deteccion de las toxinas
producidas por el
microorganismo, sin
embargo, en el estudio no
se logr6 obtener los

resultados esperados.

Por ser un método de
deteccion a nivel de &cidos
nucleicos podria presentar
una mayor sensibilidad en
su deteccion, sin embargo,
en el estudio no se pudo
realizar su implementacién
debido a que no se
obtuvieron fragmentos de

amplificacion

Desventajas
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Método muy laborioso
para el operador, por lo
que se pueden presentar
errores en la
manipulacion.

Utiliza muchos insumos en
el procesamiento de una
muestra.

No estd disefiado para
detectar las toxinas
producidas por el
microorganismo.

La deteccion en el estudio
no fue del 100%.

La preparacion de la
muestra €s un poco
compleja.

El éxito del método se
basa en la deteccién de
las toxinas, sin embargo,
el  microorganismo no
siempre las produce, lo
cual puede generar falsos
negativos.

Método costoso.

En este estudio no se
detectd el microorganismo
en ninguna de las
muestras, por lo que,
todos son considerados

falsos negativos.

Requiere de  equipos
especializados, ademas
es necesario un
pretratamiento de la
muestra.

En este estudio no se
pudieron obtener

resultados positivos.




5.Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones

La implementacion y verificacion de metodologias confiables de referencia para la
deteccidn de patégenos como Salmonella spp y Staphylococcus aureus coagulasa positiva
en alimentos es de suma importancia, por lo que, se logré verificar la eficiencia del método
horizontal y la prueba ELISA en la deteccion de S. Typhimurium con un porcentaje de
deteccién del 100% en las dos pruebas, por otro lado, también se verificé la eficiencia del
método horizontal para la deteccién de S. aureus, sin embargo, se pudo detectar una leve
disminucion de su eficiencia al disminuir la concentracion del microorganismo teniendo un

porcentaje de deteccion del 90%.

Las pruebas de antagonismo en cultivo en caja de Petri evidenciaron un posible efecto
inhibidor de S. Typhimurium sobre S. aureus, mostrando un crecimiento inestable del S.
aureus durante la fase de adaptacién, sin embargo, en las pruebas de inoculacion
simultanea la recuperaciéon de UFC/mL de S. aureus por el método horizontal fue mayor
en las muestras que tenian la interaccion entre L. lactis, S. aureus y S. Typhimurium que
en las que solo estaban S. aureus y S. Typhimurium, lo cual sugiere que la presencia de
L. lactis disminuy6 el efecto inhibidor que se evidencié previamente en las pruebas de

antagonismo.

Los métodos moleculares como la PCR son ampliamente reportados y estudiados en la
literatura, sin embargo, su correcta implementacion como método de referencia depende
de varios factores, entre ellos, la naturaleza de la matriz de estudio, el tratamiento que se
le dé a la muestra, los métodos de extraccion de acidos nucleicos que se empleen, entre
otros, razones que pudieron influir para que en el presente estudio no se lograra

estandarizar la metodologia para S. Typhimurium y S. aureus coagulasa positiva.
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Es importante tener en cuenta que S. aureus es un microorganismos de alta peligrosidad
por la amplia variedad de toxinas que produce, razén por la que, los métodos de deteccion
inmunoldgicos estan enfocados en la deteccion de las toxinas mas no del microorganismo,
por lo tanto, es posible que su deteccién no se haya logrado a través de esta metodologia
porgue el microorganismo no alcanzo las condiciones en las que produce dichas toxinas o

no produjo la cantidad necesaria para ser detectadas por el Kit utilizado.

5.2 Recomendaciones

Los métodos inmunoldégicos se han convertido en las pruebas de referencia para la
deteccion facil de las toxinas SE producidas por S. aureus en alimentos, por lo que, se
recomienda hacer andlisis més detallados sobre la funcionalidad del kit para evaluar la
posibilidad de implementar este método al portafolio de analisis ofertados por el
Laboratorio de Microbiologia de Aguas y Alimentos de la Universidad Nacional de

Colombia sede Medellin.

Se recomienda analizar el posible efecto antagénico que tiene S. Typhimurium sobre el
crecimiento de S. aureus y la interaccién que tiene L. lactis sobre S. Typhimurium, para
evaluar el efecto inhibidor de este microorganismo sobre este patdgeno de alta importancia

en alimentos.

Se sugiere hacer analisis de sensibilidad del método horizontal para S. aureus con
concentraciones mas bajas de in6culo para constatar su nivel de deteccién, ademas de
verificar las condiciones de las PCR para S. aureus y S. Typhimurium, teniendo mayor
rigurosidad desde el manejo de la matriz previo a su procesamiento hasta la amplificacién

final.



A. Anexo: Confirmacion dela S
Typhimurium en medio de cultivo y
miniserie Bioquimica

k/A

Urea- citrato+ LIA+ Prd-Gas

HaS

A. Colonias de S. Jyphimurium en medio de cultivo XLD B. Miniserie Bioquimica de confirmacion




B. Anexo: Confirmacidon de S. aureus
en medio de cultivo

A. B.

A. Colonias tipicas de S. aureus en medio de cultivo Baird Praker

B. Confirmacion de la presencia de la enzima coagulas



C. Anexo: Composicion medios de
cultivo XLD, Baird Parker, LIA, TSI,
Citrato y Urea

Agar XLD (Xilosa, Lisina,
Desoxicolato) gfL
¥ilosa 35 Agar BD Baird-Parker gfL
Lactosa 7.5 Extracto de carne 5,0
Sacarosa 75 Pectona de Caseina 10,0
Cloruro de Sodio 5.0 Extacto de Levadura 1,0
Extracto de Levadura 3.0 Clorura de Litio 5,0
Rojo Fenol 0,08 Glicina 12,0
Desaoxicolato de Sodio 2,5 Firuvato Sdr:lico 10,0
Citrato Férrico de Amoniaco 0,8 Telurato Potasica 0.1
L-Liscna 5,0 — ’E‘far — ;2,3
) - mulsion de Yema de Huevo ,
Tiesulfato Sodien o8 (Laboratorios Britania, 2021a)
Agar 13,5

(Valtek diagnostics, 2021)

Agar T.5.1. [Triple Sugar Iron

— - Agar) gfL
Agar Lisina Hierro (LIA) gfL Extracto de Carne 3.0
Peptona de Gelatina 5,00 Pluripeptona 20,0
Extracto de Levadura 3,00 Cloruro de Sodio 5.0
G_|L.IECISE 1,00 Lactosa 10,0
Lisina 10,00 Sacarosa 10,0
Citrato de Hierro y Amaonio 0,5 Glucoda 1.0
Tiosulfato de Bromocresol 0,04 sulfata de Hierro y Amonio 0.2
Agar Lisina Hierro 0.02 Tiosulfato de Sodio 0,2
15,00 Rojo de Fenol 0,0

(Laboratorios Britania, 2021c)
Agar 13,0

(Laboratorios Britania, 2012)

Agar Simmons Citrato g/l Christensen Medio{Urea Agar

Citrato de Sodio 2,0 Base) gfL
Cloruro de Scdio 50 Tripteina 1,0
Fosfato Dipotdsico 1,0 Glucosa 1,0
Fosfato Monoaménico 1,0 Cloruro de Sodio 5.0
Sulfate de Magnesic 0,2 Fosfato Monopotésico 2,0
Azul de Bromatimaol 0,08 Rojo de Fenol 0,012
Agar 15,00 Agar 15,0

(Laberatorios Britania, 2021d) (Laboratorios Britania, 2021h)




D. Anexo: Visualizaciéon del cambio

de color en muestras procesadas por
ELISA

C.

A. Cambio de color por accién enzimatica, azul =positivo, rosado = negativo B.
Adicion de solucién de parado amarillo oscuro = positivo, amarillo claro =
negativo. C. Vista lateral de las celdas. 1,3 leche inoculada. 2, 4 leche sin
inocular. 5 control positivo. 6 control negativo
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