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RESUMEN: El méodo de placas Rida Count es utilizado en é mundo con una confiabilidad demostrada,
pero al ser introducido por primera vez en Cuba serealizd una comprobacion de su funcionamiento. Se compar6
con los métodos convencionales para la enumeracion de bacterias totales, coliformes totales, enterobacterias,
Escherichia coli, y Salmonella spp. acorde con la horma | SO/IEC 16140:2003 para € uso de méodos
microbiolégicos aternativos. Se contaminaron muestras de leche estéril reconstituida con inéculos de cepas
de Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella entérica serotipo typhimurium (Laboratorio Control
Microbioldgico, CENSA) y Saphylococcus aureus (ATCC 6538). El coeficiente de corrdacion lineal de Rida
Count para conteo debacterias mesdfilas, coliformes totales, Escherichia coli, enterobacterias y Salmonella
spp. con relacion a la técnica tradicional en leche estéril contaminada fue de 0.997, 0.999, 0.998, 0.996 y
0.997; en d caso de leche cruda fue de 0.998, 0.991, 0.994, 0.991 y 0.996, respectivamente. Los resultados
experimentales y précticos demostraron que € funcionamiento del méodo se encuentra acorde con lo descrito
y constituye una alternativa conveniente para los laboratorios lacteos del pais con escasez de recursos para la
cuantificacion de microorganismos, ya que reduce € tiempo 'y los recursos de trabajo en d laboratorio, brindando
resultados entre 24-48 horas y aumento dd rendimiento en un 95%.

Palabras clave: Rida Count, enumeracién de microorganismos, método convencional.

Per for mance assessment of the RIDA COUNT method for theenumeration of bacteriain milk

ABSTRACT: The method of Rida Count plates is used in the world with a demonstrated reiability, but as
being introduced for the first time in Cuba, a verification of its operation was carried out. For that reason, the
method was compared with the conventional methods used for the enumeration of total bacteria, total coliforms,
enterobacteria, Escherichia coli, and Salmonella spp. in agreement with the standard 1SO/IEC 16140:2003
for the use of alternative microbiological methods. Reconstituted sterile milk samples were inoculated with
strains of Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella enterica serovar typhimurium (Laboratory of
Microbiological Control, CENSA) and Saphyl ococcus aureus (ATCC 6538). Thelinear correlation coefficients
of Rida Count for total count, total coliforms, enterobacteria, Escherichia coli, and Salmonella spp. in relation
to the conventional contaminated sterile milk method were of 0.997, 0.999, 0.998, 0.996 and 0.997; in the case
of raw milk, they were of 0.998, 0.991, 0.994, 0.991 and 0.996, respectively. The experimental and practical
results demonstrated that the operation of the method was in agreement with that described in literature and it
congtituted a convenient alternative for the milk laboratories of the country with limited resources for the
quantification of microorganisms since it reduced the time and labor in the laboratory, offering results between
24-48 hours and increasing the yield in a 95%.
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La leche se utiliza en la alimentacién humana por
ofrecer una equilibrada composicién de nutrientes que
resultan de elevado valor biol4gico, se le considera uno
de los alimentos mas completos (1). Sin embargo su
consumo no esta exento de riesgos ya que puede alte-
rarse en cada uno de los mdltiples pasos que van desde
su secrecion de la vaca hasta su consumo. Las enfer-
medades de transmision alimentaria asociadas con el
consumo de leche cruda ocurren reiteradamente cada
afio (2). Los principales peligros a los que se encuentra
expuesta son microbioldgicos y quimicos (3).

El CENLAC es un centro de control de la calidad e
inocuidad de alimentos, y funciona como referencia en
Cuba para la calidad de la leche en el pais. Como par-
te de su trabajo se encuentra el control del cumpli-
miento de los requisitos higiénico y de inocuidad de la
leche y sus derivados. En este sentido, para el control
de la calidad higiénica o microbioldgica de la leche se
determina el conteo total de microorganismos, y en
determinadas circunstancias se recomienda evaluar la
presencia de algunos patégenos. Un 20% de los ensa-
yos microbiolégicos realizado en la industria de ali-
mentos se emplean para analizar patdgenos, el 80%
restante son los ensayos para el conteo total de
microorganismaos, coliformes, mohosy levaduras (5).

La enumeracién de microorganismos se harealiza-
do, tradicionalmente, mediante el método de Numero
Mas Probable (NMP) y recuento en placa. Estos mé-
todos son laboriosos, requieren un volumen considera-
ble de tubos de ensayo y medios de dilucién, asi como
espacio para el almacenamiento e incubacion de las
placas de cultivo. El desarrollo de métodos rapidos
como son: Redigel, Simplate, Petrifilm, Medios
cromogénicos, sistema Tempo, simplifican el trabajo,
al requerir menor tiempo para obtener resultados, son
faciles de usar, precisos y econdmicamente rentables
(4). Esto es de especial importancia en productos que
son muy perecederos y necesitan una decision rapi-
da, como es el caso de la leche.

Uno de los métodos rapidos que se emplea en la
actualidad para la deteccion de microorganismos en
alimentos es el Rida Count, desarrollado por R-Biofharm
consiste en placas con medios de cultivo deshidratado,
listo para el uso (6). Este método esta aceptado
internacionalmente con su registro comercial. En aras
de brindar respuestas rapidas y abaratar los costos, el
CENLAC valor¢ laintroduccion de estos métodos para
utilizar en sus trabajos de servicios, pero como se iba
a introducir, por primera vez en el laboratorio y en el
pais, resultaba necesario hacer una comprobacion del
funcionamiento en nuestras condiciones. Segun la
norma ISO/IEC 17025:2006 no se requiere una valida-
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cion completa dado que es un método comprobado
internacionalmente, pero si verificar si en el laboratorio
funcionatal y como establecen los comercializadores.
El objetivo de este trabajo fue evaluar el desempefio
del método, en las condiciones de Cubay el CENLAC
de placas Rida Count a partir de la comparacién con el
meétodo convencional para la enumeracion de conteo
total de microorganismo, coliformes totales,
enterobacterias, Escherichia coli y Salmonella spp. en
el laboratorio CENLAC, centro de referencia para el
andlisis de laleche en Cuba.

Determinacion de microorganismos.

Se realiz6 el recuento total de microorganismos,
coliformes totales, enterobacterias, Escherichia coliy
Salmonella typhimurium en muestras de leche
reconstituida estéril e inoculadas con los
microorganismos de eleccion para obtener tres niveles
de concentracion (103, 102, 10* ufc/mL). Se sembraron
20 réplicas de cada nivel y muestras de mezclas de
leche cruda mediante los métodos que parecen en la
Tabla 1. Se emplearon controles negativos constituidos
por leche estéril sininocular para todos los ensayos.

Entodos los ensayos, los inéculos fueron prepara-
dos seleccionando las colonias caracteristicas y se
inocularon a un tubo de solucién salina estéril (0,85%)
hasta llegar a una turbidez comparable con el tubo N°
2 de la escala McFarland (3x108 ufc/mL).

Control de in6culo: En todos los casos se controld
la concentracion del inéculo realizando diluciones deci-
males seriadas 1:10 y sembrando 0,1mL de las dilucio-
nes -5, -6, -7 en dos placas de Triptona SoyaAgar (TSA)
gue se diseminaron con la ayuda de varillas L. Las pla-
cas se invirtieron e incubaron a 37°C por 24 horas. Se
emplearon controles negativos constituidos por leche
estéril sininocular. Todos los indculos fueron utilizados
dentro de la primera hora de preparados y se considera-
ron vélidos los conteos entre 20 - 200 ufc/mL.

Analisis estadistico: El conteo de unidades
formadoras de colonias (ufc) fue transformado a
logaritmo. Posteriormente, se realiz6 la comparacion
de los métodos mediante analisis de varianza simple,
correlacion de Pearson y regresion lineal. Todos los
analisis estadisticos se realizaron con el paguete es-
tadistico Statgraphics (version 5.1).

La Tabla 2 muestra los parametros de precision de
los diferentes niveles de contaminacion de las mues-
tras de leche estériles contaminadas y leche cruda.
Con respecto al grado de concordancia entre los re-
cuentos que se determind con la mediay la desviacion
estandar, los resultados obtenidos fueron en su mayo-
ria menor del 10% del coeficiente de variacion, lo que
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TABLA 1. Ensayos, métodos y microorganismos./ Essays, methods and microorganisms.

M étodo Convencional
NC SO 4833:2003

Microorganismo

microorgani Smos

Rida Count
R1001

Microor ganismo utilizado
Staphylococcus aureus ATCC

Agar TBX

totales Agar paraconteo en placa (PCA) (PCA) modificado 6538
(TTCO)
coliformestotales NC 1SO 4832:2006 R1002 Escherichia coli ATCC 25922
Agar violetarojo bilis (VRBA) (VRBA) modificado
(X-Ga)
enterobacterias SO 21528-2:2004 R1009 Salmonella typhimurium
Agar violetarojo hilis (Laboratorio Control de
Calidad, CENSA)
Escherichia cali 1S016649-2:2001 R1006 Escherichia coli ATCC 25922

(VRBA) modificado
(X-Glucorénico)

NC 1SO 6579:2007
Agar XLD

Salmonella spp.

R1004 Salmonella typhimurium
Agar XLD (Laboratorio Control de
modificado Calidad, CENSA)

manifiesta un alto grado de concordancia entre los
datos. Asi como que las pendientes obtenidas presen-
taron valores cercanos a 1, lo que refiere la concordan-
cia entre los métodos (Tabla 2).

La media de los conteos (log, ) y la desviacion
estandar (DS) de las 20 réplicas en los tres niveles de
contaminacion de leche cruda fueron similares para
ambos métodos como se muestra en la Tabla 2, ex-
cepto en el caso de los ensayos de enterobacterias y
Salmonella en el nivel de contaminacién méas bajo
(3x10Y), los cuales se correspondieron a 0,12 (0,03) y
0,14 (0,03), respectivamente. En las muestras de le-
che cruda los resultados obtenidos son semejantes
por ambas técnicas en cada uno de los ensayos reali-
zados 0,57 (0,56), 0,55 (0,52), 0,74 (0,72), 0,55 (0,50)
y 0,20 (0,24) respectivamente.

En la Tabla 2 se observé que el coeficiente de co-
rrelacion lineal (r?) obtenido para el recuento de
microorganismos totales, coliformes totales,
enterobacterias, Escherichia coli, Salmonella spp., los
cuales se encuentran entre 0,9964-0,999, evidencian-
do que existe una alta correlacion lineal entre ambos
meétodos para cada uno de los andlisis realizados. El
analisis de varianza demostré que no existen diferen-
cias significativas entre ambas técnicas, debido a que
el valor de p fue mayor que 0,05.

Se analiz6 un total de 10 muestras de leche cruda,
se observo que la diferencia entre ambos métodos es
minima en cada uno de los ensayos. Los valores obte-
nidos del coeficiente de variacion (maximo 10%) de-
mostraron que existe un alto grado de concordancia
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entre los resultados obtenidos en las repeticiones de
leche estéril contaminada en cada uno de los niveles
utilizados y los obtenidos en leche cruda, demostra-
ron la varianza relativa entre las mediciones.

Estos resultados son similares a los obtenidos en
otro estudio comparativo de placas Rida Count en le-
che pasteurizada, queso doble cremay carne de ham-
burguesa, para el recuento total de microorganismos,
coliformes totales, enterobacterias, Escherichia coli;
en el cual se obtuvo un coeficiente de correlacion de
0.9619, 0.941, 0.8875, 0.926 respectivamente. Eviden-
ciando una fuerte correlacion lineal entre el método
tradicional y la técnica de recuento rapido Rida Count
(7).Resultado similar fue obtenido por la corporacion
japonesa Chisso en el estudio de validacion interna,
realizado para el recuento de bacterias totales mediante
el uso de Sanita kun (placas Rida Count) en 14 ali-
mentos, donde el coeficiente de correlacion lineal cal-
culado fue de (r?) 0.99 (6).

En el estudio realizado por la AOAC para la valida-
cion del método Rida Count (Coliformes R 1009) en 63
alimentos crudos, excluyendo los alimentos congela-
dos tuvo como resultado un coeficiente de correlacion
lineal de 0.98, mientras que para los 26 alimentos ino-
culados en el ensayo de repetibilidad el coeficiente de
correlacion fue de 0.94 (8, 9).

Los resultados obtenidos demostraron que el sis-
tema Rida Count tiene un comportamiento similar en el
CENLAC al reportado en otros paises, por lo que cons-
tituye un método apropiado y una alternativa factible para
la cuantificacién de microorganismos en leche.
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TABLA 2. Comparacion entre placa Rida Count y método convencional (p > 0,05)./ Comparison between Rida Count
plates and conventional methods.

) Método .
Alimento : Rida Count
) ,,, Convencional . » o
Nivel de Contaminacion (log ufc/mL) (log ufc/mL) (®) Ecuacion regresion lineal
(ufc/mL)
DS CV DS CV
micr oor ganismos totales
3x10° 4,08 | 0,03 | 0,78 | 4,08 | 0,03| 0,73
3x107 2,90 | 006 | 209 | 292 | 0,04 | 1,24 | 0,997 y=1,017x-0,055
3x10* 050 | 0,16 | 899 | 044 | 0,14 | 9,46
Leche Cruda (n=10) 8,03 | 057 | 705 | 806 | 0,56 | 6,97 | 0,998 y=0,997+0,1046
coliformestotales
3x10° 409 | 0,02 | 041 | 414 | 0,04 | 1,04
3x10? 220 | 004 | 1,84 | 212 | 0,05| 2,34 | 0,999 y=1,097x+0,006
3x10* 039 | 0,11 | 828 | 0,39 | 0,11 | 848
Leche Cruda (n=10) 542 | 055 | 10,2 | 545 | 052| 948 | 0,991 y=0,9312x+0,4029
enterobacterias
3x10° 6,16 | 0,04 | 0,65 | 6,17 | 0,05| 0,83
3x10° 422 |1 0,04 | 1,01 | 4,24 | 0,01| 0,22 | 0,998 y=0,979x+0,124
3x10* 224 | 012 | 545 | 232 | 0,03 | 1,47
Leche Cruda (n=10) 447 | 0,74 | 17 | 448 | 0,72| 16 | 0,964 y=0,9379x+0,2288
Escherichia coli
3x10° 3,76 | 0,04 | 1,01 | 389 | 0,05 1,37
3x10° 244 | 004 | 1,76 | 241 | 004 | 1,54 | 0,996 y=1,046x-0,084
3x10* 047 | 013 | 791 | 045 | 0,16 | 6,77
Leche Cruda (n=10) 542 | 055 | 751 | 468 | 0,50 | 10,4 | 0,991 y=0,9312x+0,4029
Salmonella spp.
3x10° 6,20 | 0,03 | 055 | 6,20 | 0,03 | 0,49
3x10° 4,23 ] 006 | 1,30 | 427 | 0,02| 043 | 0,997 y=0,973x+0,160
3x10* 220|014 | 625 | 230 | 003| 145
Leche Cruda (n=10) 232 020 | 861 | 233 | 0,24 101 [ 0,99 y=1,046x-0,084
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