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RESUMEN.

El queso es un material alimenticio en el cual crecen los microorganismos, es
un medio de cultivo, por lo que en este producto crecen todo tipo de bacterias
en especial la Listeria monocytogenes. En el presente trabajo se realizd6 un
analisis microbiologico a dos variedades de quesos (fresco y duro blando),
comercializado en los mercados de la Tiendona, Central y San Miguelito. Se
tom6 en cuenta los pardmetros utilizados dentro del Reglamento Técnico
Centro americano (RTCA) 67.04.50:08 (Alimentos. Criterios microbiol6gicos
para la inocuidad de alimentos) de quesos madurados y no madurados el cual
dice que por cada 25 g de muestra, la Listeria monocytogenes debe ser

“ausente”.

Para determinar las dos variedades de quesos se utilizd una guia de
observacion, para determinar la presencia o0 ausencia de Listeria
monocytogenes se analiz6 por medio de la metodologia descrita por el BAM
(Manual de Andlisis Bacteriologico de la Administracion de Drogas y Alimentos
(FDA). Se realiz6 un conteo en placa para la determinacién de la sobrevivencia
de la L. monocytogenes; haciendo una comparacion del dia 1 y a los 5 dias,
sometiendo la bacteria a ciertas condiciones de temperatura. Todos los analisis
respectivos fueron realizados en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la

Universidad de El Salvador

Los resultados obtenidos de los andlisis, demostraron que el 25% de las dos
variedades de quesos analizados no cumplen con los parametros requeridos
del RTCA (67.04.50:08), se demostré que la L. monocytogenes sobrevive a

condiciones de temperatura de 4 °C.



Se considerd que los quesos fresco y duro blando no son aptos para el
consumo humano, se recomienda que el ministerio de salud aumente el
monitoreo y de capacitaciones para mejorar las condiciones higiénicas en los
puestos de los mercados, ademas de supervisar que empleen leche
pasteurizada en la elaboracion de queso asi como prohibir el consumo de

guesos de dudosa procedencia.
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l. INTRODUCCION

La leche de vaca es empleada mayoritariamente en la elaboracion de productos
lacteos, entre los cuales se encuentran los quesos (fresco y duro blando), los
cuales son preferidos por la poblacion salvadorefia, por ser importante en la

dieta diaria y accesible para cualquier nivel econémico.

Debido a que en el pais su produccién es artesanal o semi-artesanal, se
vuelven susceptibles a microorganismos patégenos y a recuentos permitidos en
ocasiones por bacterias oportunistas como Listeria monocytogenes, que es un
microorganismo poco comun, al ingerir estos productos contaminados con
dicha bacteria puede desarrollarse la Listeriosis, con manifestaciones a nivel
gastrointestinal y a nivel del sistema nervioso central en casos severos; siendo
la poblacién mas afectada mujeres embarazadas, personas sometidas a dietas

rigurosas, infantes, ancianos e inmune suprimidos (11)

Para la eleccion de las dos variedades de quesos se utiliz6 una guia de
observacion, la cual nos determiné los quesos mas consumidos por la poblacién

salvadorefa.

En la presente investigacion se verifico la ausencia o presencia de Listeria
monocytogenes, mediante lo especificado en el Manual de Andlisis
Bacteriologico (BAM) de la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) de los
Estados Unidos, para su aislamiento e identificacion convencional se comparo
con el RTCA No. 67.04.50:08 (Alimentos, criterios microbio-légicos para la

inocuidad de alimentos) de quesos madurados y ho madurados.

Para la obtencion de las muestras de quesos se utilizé el muestreo estratificado
simple, dichas muestras seran tomadas aleatoriamente de los mercados La

Tiendona, Central y San Miguelito.
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También se verifico la sobrevivencia de la L. monocytogenes, se utilizé los
parametros de recuento en placa del dia uno y se comparé con el recuento en
placa del dia cinco para ver la diferencia, si la bacteria prolifera a bajas

temperaturas.

Los andlisis correspondientes se realizaron en los meses de julio a diciembre
del afio 2013 en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD), de la Universidad de El

Salvador, para evaluar si estos quesos son aptos para el consumo humano.
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II. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar Listeria monocytogenes en dos variedades de quesos

artesanales, comercializados en los mercados La Tiendona, Central y San

Miguelito.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

221

222

2.2.3

2.2.4

realizar por medio de una guia de observacion las dos variedades de
guesos mas consumidos por la poblacién y obtener los quesos

seleccionados para el andlisis.

Identificar la presencia o ausencia Listeria monocytogenes de las

muestras seleccionadas.

Evaluar la sobrevivencia de Listeria monocytogenes del conteo en
placa a los cinco dias de las muestras seleccionadas, que resultaron

positiva y comparar con el resultado del conteo en placa inicial.

Comparar los resultados microbiolégicos obtenidos con el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08
(Alimentos, criterios microbiolégicos para la inocuidad de alimentos)

de quesos madurados y no madurados.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO.
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3.0. MARCO TEORICO.
3.1 LECHE DE VACA

La definicion fisiologica de la leche de vaca no basta para evaluar la calidad de
la leche cruda, desde el momento que se considera como materia prima para el
abastecimiento de unidades industriales deben considerarse las variaciones de
composicién debida a los factores humanos que influyen en su manejo y
produccién, o debido a las condiciones climéaticas y factores fisiologicos
normales de los animales que intervienen en la secrecion determinan desde
luego la necesidad de adoptar una clasificacion que le permita apreciar las
leches segun sus caracteristicas propias y segun el valor que puedan tener en

relacion a la utilizacion que se les pretende dar (22).

La leche de vaca desde el punto de vista legal se define como “una secrecion
lactea completa y fresca, obtenida por el ordefio completo de una o varias
vacas, excluyendo la extraida 15 dias anteriores y 5 dias posteriores al parto; el
tiempo mas largo que se considera necesario para que la leche esté exenta de

calostro- (23).

Debido a la gran complejidad que presenta la leche puede ademas definirse
fisico-quimicamente como un sistema heterogéneo formado por diferentes
fases en equilibrio inestable. Segun la definicion anterior, la leche es en parte
una solucién acuosa verdadera, que contiene moléculas (la lactosa) o iones
(calcio) disueltos, esta fase es estable. Ademas también incluye soluciones
coloidales, inestables por naturaleza constituidas por dos tipos de coloide: las
albuminas y las globulinas, las moléculas poliméricas son coloides moleculares
relativamente estables puesto que son hidrofilos. Pero existe un compuesto
salino de fosfato de calcio (PO4)2Cas asociado a un compuesto organico de

caseinato de calcio que es un coloide muy inestable. Este micelio fosfocalcico.
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Es un agregado macromolecular de forma y masa variable que en la leche de
vaca fresca estd cargado negativamente. La repulsion electrostética resultante

entre los micelios, asegura su estabilidad y evita su agregacion.

Por otra parte la estabilidad de la leche puede ser alterada debido en la
mayoria de los casos a la acidificacion debido a bacterias lacticas o por

protedlisis debido a bacterias psicétropas (23).

COMPOSICION QUIMICA GLOBAL:

Cuadro Ne 1. Composicion quimica global de un litro de leche de vaca (13,42).

Composicioén Constituyentes Cantidad en g/L
Agua Oxigeno, hidrogeno 902.0
Glucidos Lactosa 42.0

Lipidos. fosfolipidos y otros
Materia Grasa 39.0
compuestos Liposolubles

Proteinas, Caseinas y otras
Materia nitrogenada 33.0
proteinas liposolubles

Sales P, k, Ca, Na ,Cly Mg 9.0

Catalizadores Vitaminas y Enzimas trazas

Todos los constituyentes
Extracto seco total 130.0
menos el agua
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3.2 CLASIFICACION DE LECHE DE VACA (27,32).

En la industria lechera se puede encontrar diferentes tipos de leche de acuerdo

a sus propiedades y manejos que se le dé:

Leche Fluida Entera: Producto integro no adulterado ni alterado del ordefio
higiénico, regular, completo e ininterrumpido de vaca sanas que no
contengan calostro, y que esta exento de color, sabor, olor y consistencia
normal, dicha leche puede ser una de las fuentes mas comunes de
contaminacion en la cual puede crecer la L. monocytogenes, ya que esta no
sufre ningun tratamiento para la elaboracién de los quesos frescos y duros
blandos.

Leche Condensada: A diferencia de la leche evaporada, la leche
concentrada a azucarada no esta estéril pero la multiplicacion de las
bacterias presentes en este producto se previene mediante la accion
preservativa del azucar, el producto se hace a base de leche pasteurizada,
concentrada primero y luego suplementada con sucrosa. Se ajusta la
concentracion y la afiadidura de azlcar, a fin de que esta presente un 63%
del volumen final, por lo que no ayuda este medio al crecimiento de la L.
monocytogenes

Leche evaporada: Es la forma de leche concentrada que mas se usa. Se
concentra hasta que su contenido de sélido sea aproximadamente 2.25
veces el de la leche entera natural, por la cantidad de calor a la que es
sometida esta puede destruir el nimero de células de L. monocytogenes.
Leche Pasteurizada: Es la leche a la cual se le ha eliminado cualquier
organismo generador de enfermedades. La leche pasteurizada no esta
estéril, de manera que es preciso enfriarla rapidamente después de la
pasteurizacion a fin de prevenir la multiplicacion de las bacterias
sobrevivientes, como lo es L .monocytogenes que debido a una mala

pasteurizacion esta puede sobrevivir.
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Leche Entera en Polvo: Se deshidrata hasta el nivel de un 97% de solidos
mediante el secado, por atomizacién o en tambor, debido al alto grado de
calor puede destruir el nimero de células de L. monocytogenes ya que no

resiste a altas temperaturas.

3.3 PRINCIPALES FUENTES DE CONTAMINACION (21,40).

Las fuentes de contaminacion, alteraciones y defectos en la leche son mdltiples;

pero principalmente se consideran como origen mas frecuentes.

El ambiente: Las bacterias y otros microorganismos como L. monocytogenes
se encuentran en el suelo, agua, aire; estas bacterias se depositan en el
cuerpo de los animales y del hombre transportado por el aire. La atmdésfera
de los establos estd siempre cargada de gérmenes y bacterias como la L.
monocytogenes, estos son transportados por el polvo. El heno y la paja
aportan sobre todo gérmenes esporulados; bacilos y clostridios. Los
excrementos son ricos en gérmenes variados y constituyen la principal
fuente de entero bacterias nocivas como la E. coli y la L. monocytogenes.
Durante la manipulacién de los forrajes, asi como al hacer la limpieza y el
barrido la atmosfera se carga de polvo con abundante gérmenes y bacterias,
la contaminacién de la leche contenida en recipientes abiertos es mas
intensa, el medio ambiente que se encuentra en la sala de recepcién de las
plantas procesadora de lacteos es capaz de contaminar la leche fresca, lista
hacer sometida a tratamientos requeridos en el proceso

El estado del animal: Las suciedades que se encuentran en la leche
proceden frecuentemente de la caida, en el momento del ordefio, de
particulas de excremento, tierra, vegetales, adherida a la piel del animal, asi
como también pelo y células epiteliales, todas estas particulas transportan
bacterias como L. monocytogenes, que de esta manera ingresan a la leche,

sobre todo en el ingreso manual y con el uso de recipiente de gran
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cobertura. La reduccion de esta contaminacion es notable si se lava la
mama con una solucion antiséptica y se inmoviliza la cola. Ademas no basta
que la res esté limpia por fuera, es preciso que esté sana libre de

Tuberculosis, Brucelosis y Listeriosis.

Limpieza y salud del personal: EI hombre constituye una via directa de
contaminacion de los alimentos, atraves de las manos, las expectoraciones,
ropa no adecuada, falta de gorro y mascarilla. Es de tomar en cuenta de que
la limpieza y la salud de las personas que realizan el ordefio y las que
manipulan la leche en las plantas procesadoras puede constituir una fuente
de contaminacion de L. monocytogenes, por lo tanto deben ser personas

competentes en tanto a la salud se refiera.

Calidad del agua: La calidad del agua tiene una gran importancia; las aguas
impuras empleadas en el lavado de los recipientes, de las maquinas y
especialmente la que se incorporan en los productos puede ser la causa de

contaminaciones de bacterias L. monocytogenes muy perjudiciales.

Limpieza de utensilios y maquinaria: Son habitualmente la forma de
contaminacién mas importante. Son millares de gérmenes y bacterias como
L. monocytogenes que pueden existir en las paredes de utensilios mal
lavados y mal secados. La forma de los aparatos y de los equipos y pueden
favorecer el desarrollo de microorganismos como L. monocytogenes;
cuando estos poseen angulos y rugosidades dificiles de lavar y desinfestar
provocando la proliferacion de bacterias. El uso de utensilios esterilizados
es el factor mas importante para producir leche con bajo contenido de
bacteria. La limpieza es importante ya que esta minimiza la contaminacion
del proceso, la presencia de moscas y bacterias como L. monocytogenes

son provocados por el mal manejo de la leche.
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Debemos recordar que al igual que todos los alimentos, la leche y sus
productos derivados tienen el potencial de causar enfermedades, trasmitidas
por bacterias como lo es L. monocytogenes, es por ello que se debe de
garantizar la inocuidad de la leche y sus derivados mediante la aplicacion de
practicas de higiene adecuadas desde la produccion de materia prima hasta el

producto final como lo es el queso (s).

La higiene de los alimentos: comprende todas las condiciones y medidas
necesarias para asegurar la inocuidad y la aptitud de los alimentos en todas las
fases de la cadena alimentaria, entendiendo por esta a la produccién primaria,
elaboracion, almacenamiento, distribucion de un alimento hasta el consumo

final (9, 43).

Higiene de los alimentos como se mencion6é antes consiste en prevenir la
contaminacion y el crecimiento de bacterias en los alimentos, en este caso de
los quesos por bacterias de L. monocytogenes; la contaminacion es introducida
en el sistema de produccién por vectores, las bacterias pueden producir toxinas
o infectar a los consumidores con L. monocytogenes. El procedimiento para
prevenir la contaminacion consiste en controlar las temperaturas de
almacenamiento de los quesos, impone asegurar la pasteurizacion de la leche,
las bacterias pueden ser destruidas generalmente con bastante rapidez con
temperaturas a 60°C; en este caso L. monocytogenes no resiste a temperaturas

elevadas mas de 45°C por lo que seria eliminada (15,43).

La higiene general: es el proceso de limpieza, la limpieza es importante porque
incluso particulas microscépicas de suciedad pueden contener bacterias, la
limpieza sistematica resulta necesaria para eliminar todo tipo de suciedad y de
bacterias contaminantes como lo es L. monocytogenes. La higiene de los
quesos depende de la limpieza de las manos, utensilios, equipo, ropa, medio

ambiente en la zona de produccién/ puestos de venta (1s).
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3.4 NORMAS PARA DETERMINAR LA CALIDAD DE LA LECHE 3, 26,32).

De todos los productos alimenticios, la leche es uno de los mas controlados
legalmente en muchos paises a nivel de latino América y Europa. El estandar
minimo de contenido graso debe ser por ley del 3.0-3.8%, debe poseer ademas
un extracto seco total (EST) entre 11.2-12.3%, una acidez total titulable entre
13-20 mL de NaOH 0.1N, un rango de pH entre 6.5-6.7, una reductasa no

menor a 2 horas y caracteristicas organolépticas de la leche cruda.

3.5 REQUISITOS GENERALES DE LA LECHE DE VACA COMO MATERIA
PRIMA PARA LA FABRICACION DE QUESOS:

La leche cruda destinada para elaborar quesos debe de presentar sus
caracteristicas propias, debido a que si no se tiene un control de calidad
eficiente los microorganismos como los Coliformes (Salmonella sp. Shigella sp.
Escherichia coli), cocos (Staphylos y Streptos) y Bacillos (Micobacterium
tuberculosis) pueden transferirse a los quesos ya que una vez estos son
elaborados ya no se pasteurizan, es decir, si la materia prima (leche) no cumple
con las condiciones minimas de inocuidad, el producto derivado final, en este
caso los quesos, arrastraran el contenido que esté presente en ella y éste
puede ser desde todos sus nutrimentos, hasta todos los microorganismos

patdgenos que no hayan sido eliminados (23, 3s).

Para elaborar un producto lacteo de gran calidad e inocuidad, las industrias

deben considerar ciertos requisitos generales, validos para lacteos:

— La leche, debe poseer un equilibrio normal de sales minerales, en especial
de calcio.

— El contenido de caseina en la leche debe ser elevado.

— Una baja capacidad de acidificacion en la leche, afecta el desuerado,

durabilidad del queso, su consistencia y maduracion.
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— Sus caracteristicas organolépticas deben ser normales, buen olor, color y
sabor.

— La cantidad de microorganismos debe ser tan baja como sea posible, libre
de microorganismos patdgenos que aporten sustancias o toxinas que
produzcan defectos en el queso.

— La leche debe estar exenta de materias o sustancias extrafias como:
antibioticos, residuos de detergente, antisépticos u otro tipo de sustancias

gue inhiban el crecimiento microbiano (zs).

3.6 QUESOS.

Ademas de ser alimentos muy apetecibles que dan variedad y atractivo a
nuestra dieta, los quesos han sido desde siempre una fuente importante de
nutrientes en cualquier lugar donde se crian animales productores de leche.
Pero existen paises menos desarrollados donde la leche se altera rapidamente
por falta de refrigeracion en donde el queso podria ser un alimento basico de la
dieta aunque se elabore bajo condiciones muy primitivas. Por esto los primeros
intentos por conseguir un producto almacenable derivado de la leche dieron
origen a una diversidad de productos y muy probablemente el queso surgio

como resultado de estos intentos por conservar la leche (7,8, 20,21).

“Por queso se entendera el producto fresco o maduro, sélido o semisdlido”

obtenido:

a. Coagulando la leche, leche descremada, leche semidescremada, crema,
crema de suero, suero de mantequilla o una combinacién cualquiera de
estas materias por la accion de cuajo u otros coagulantes apropiados, y
escurriendo parte del suero que se produce como consecuencia de tal

coagulacion.
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b. Mediante técnicas de elaboracion que comprenden la coagulacion de la
leche y/o de las materias obtenidas de la leche y que dan un producto final
gque posee las mismas caracteristicas esenciales fisicas, quimicas y

organolépticas que el producto definido directamente en el literal anterior”
(8,21).

Existen muchas otras definiciones que aunque son muy amplias no abarcan a
todos los quesos, ya que algunos se elaboran con las proteinas del suero de
leche que queda después de aprovechar la caseina coagulada. Ademas se han
utilizado grasa y proteinas vegetales para elaborar productos “parecidos” a los

guesos, algunas de ellas se dan a continuacion:

“Queso es todo producto elaborado a partir de la cuajada de la leche de vaca u
otros animales; la cuajada se obtiene mediante la coagulacion de la caseina por
accion de una enzima (renina), un acido (generalmente acido lactico) y con o
sin un tratamiento posterior de la cuajada por el calor, prensado salado y

maduracion (fermentacion) con microorganismos seleccionados (s2).

“Queso, es el producto fresco o maduro, solido o semisdlido, obtenido por la
separacion del suero después de la coagulacion de la leche natural,
descremada o semidescremada, de suero, mantequilla o una mezcla de estos

productos”(9,41).
3.7 CLASIFICACION DE LOS QUESOS.

Hoy en dia existen mas de 800 variedades de queso, aunque muchos de ellos
son en realidad productos similares elaborados con nombres diferentes. Las
diferencias entre cada variedad estan en el tamafo, forma, presentacion,
recubrimiento, tipo de leche empleada, apariencia, sabor, textura, composicion,

sistema de fabricacion y de todos ellos solo hay basicamente 18 tipos naturales
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gue son realmente distintos y que reflejan los diversos procesos empleados en

su elaboracioéngs, 21,36).

Sin embargo es posible una clasificacion en forma general de los tipos vy
variedades mas importantes de quesos basados en su textura y en el tipo de
maduracion. Hay quesos duros, semiduros y blandos dependiendo de su
contenido de humedad, y atendiendo a su maduracion. Los hay madurados por
bacterias, por mohos y sin madurar. Las bacterias pueden producir gas y formar
0jos, como en el queso suizo y carecer de esta propiedad y no formar ojos
como el cheddar. Entre los quesos blandos y semiblandos se encuentran los
madurados por bacterias como el Limburguer y el Camembert por mohos; el

queso fresco es un ejemplo de queso no madurado ().
3.8 QUESOS SEGUN EL GRADO DE MADURACION. (23, 43)

No existe una tipificacion Unica y sistematica que comprenda todas las
variedades de queso. Por tal motivo se los clasifica sobre la base de distintos

criterios.

e Si se atiende al uso, se subdividen en quesos de mesa, o de postre y
guesos para rallar.
e Segun la consistencia de la pasta, que depende del contenido de agua y del

proceso de coagulacion, se establecen las siguientes categorias:
Quesos blandos:

Se emplea poco cuajo en su coagulacién. La pasta semisélida retiene

aproximadamente hasta el 50% de agua.
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Quesos duros:

Se coagulan con alta proporcion de cuajo. Son de pasta compacta y seca, con

aproximadamente el 30% de agua.

De acuerdo con el contenido de grasa, el cual se calcula en el extracto seco y

no en el propio queso se conocen los siguientes tipos:
Quesos no madurados:

Los quesos frescos se caracterizan por su alto contenido de humedad que les
confiere una textura suave. Se pueden elaborar a partir de leche entera,
descremada y parcialmente descremada; no requieren de maduracién, por lo
tanto, estan listos para el consumo inmediatamente después de elaborados. En
el comercio estos quesos se encuentran en variadas presentaciones en cuanto

a peso y forma. Ejemplos: queso crema, queso fresco y queso cremado
Quesos madurados:

Aqui se encuentran la mayor parte de los quesos, distinguiéndose de los
qguesos frescos porque sufren de forma progresiva y de un tiempo mas o menos
largo, complejas transformaciones bioquimicas. La maduracion de estos tipos
de quesos puede ser producida por bacterias o por hongos segun el tipo a
elaborar. Durante la maduracion, la cuajada fresca se transforma en distintos
productos mas solubles. Por la naturaleza de los nuevos productos, su
diversidad y proporciones relativas, lo que hace que cada queso tenga su
sabor, aroma, aspecto, textura y consistencia caracteristicos y diferentes a las

demas variedades (3s).

En general la clasificacion de los quesos se resume en la siguiente tabla:



Cuadro Ne 2. Clasificacion de quesos. ()

Tipo de Queso

Caracteristica

Ejemplo de queso

BLANDOS

Sin madurar, con poca grasa

Queso cremado

Sin madurar, con mucha grasa

Queso crema

(para rayar)

Madurados Cammenbert

Madurados solo por bacterias Munster
Madurados por bacterias en la superficie Limbueguer

SEMI BLANDOS
Madurados por moho azul en el interior Roquefort
Madurados por bacterias, sin 0jos Cheddar
DUROS
Madurados por bacterias, con ojos Suizo
MUY DUROS

Madurados por bacterias Parmesano

QUESOS Pasteurizados, empaquetados en frio, o
Tipo americano
FUNDIDOS productos similares
QUESOS DE
Ricotta
SUERO

QUESO DURO BLANDO:

Es un queso maduro de pasta prensada y de consistencia dura de textura
bastante cerrada; con algunos ojos pequefios de tipo mecanico y de sabor

ligeramente salado. Es originario del oriente del pais y su color es blanco marfil
(39).
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Método de Elaboracion: (3s,39)

- Recepcion: aqui se pesa o mide la leche, se filtra y luego se descrema
parcialmente para estandarizar a un 2% la materia grasa

- Maduracion: la leche se deja reposar por 3 horas hasta alcanzar una acidez
del 0.18 a 0.20%

- Adicion de lipasa 300: agregando 13 g para 100 Litros de leche.

- Adicién del coagulante: este debe realizarse cuando la leche tenga 32°C,
agregar 15 c.c. de cuajo por 100 litros de leche, agitar bien para obtener una
coagulacion uniforme y el tiempo es de 60 minutos.

- Corte de la cuajada: con la lira de cuerdas es parecida al de 1 cm.

- El agitado se hace lentamente por 10 minutos para facilitar el desuerado y
evitar que los cubos se unan.

- Reposo: una vez que los cubos de cuajada del tamafio de una semilla de
maiz, se deja reposar la cuajada durante 20 minutos aproximadamente para
gue sedimente.

- Prensado: se realiza el prensado hasta que la cuajada alcance cierta
firmeza. La maduracién de esta etapa dependera del volumen de leche que
se esta prensando y del equipo empleado.

- Es el corte el bloqueo de la cuajada en el primero se corta en trozos que
sean manejados en la palma de la mano y se colocan en la mesa de
desuerado, el segundo corte se hace a la mitad del primero casi del tamafio
de una caja de fésforos.

- Luego viene la salacién que se hace 24 horas inmersas con una salmueray
esta debe tener 18% de sal.

- Moldeado y prensado: previamente al llenado de los moldes estos son
recubiertos interiormente con tela quesera, con un colador se recoge la
cuajada y se llenan los moldes, posteriormente se prensa por dos o tres dias

incrementando gradualmente la presion.
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- Maduracion: este se puede madurar o no de acuerdo a la demanda; se
recomienda una maduracion de 15 dias a un mes de temperatura y
humedad ambiente (26 — 30°C)

QUESO FRESCO:

Pertenece a la categoria de quesos frescos sin maduracion y sin prensado, con
textura suave debido a su gran contenido de humedad y posee un alto
contenido en grasa, la principal diferencia entre el queso cremado y el queso
fresco es que en el primero se utiliza cuajo combinado con un cultivo que

ayudara a proporcionarle sus caracteristicas plasticas y suaves (29,3s).
3.9 PROCESO PARA LA ELABORACION DE QUESO FRESCO:

- Filtrar la leche para eliminar cualquier material extrafio.

- Pasteurizar la leche a 65 °C por 30 minutos y enfriar a 32 °C.

- Coagular la leche utilizando coagulante liquido o en pastilla, agitar por 5
minutos y dejar en reposo durante 45 minutos a 1 hora.

- Corte de la cuajada, utilizar cuchillo o lira para cortar la cuajada en cubos,
remover suavemente cada 5 minutos durante media hora.

- Eliminar el exceso de suero: retirar el exceso de suero dejando una minima
cantidad que permita mantener sueltos los granos de cuajada.

- Salado: adicionar sal directamente al queso en forma gradual, mezclar bien
y dejar por una hora en salazén (2 libras de sal/100 botellas).

- Moldeo: Depositar la cuajada en los moldes y dejar escurrir por una hora.

Refrigerar (3s).
3.10 MECANISMO DE LA COAGULACION ENZIMATICA DE QUESOS.

La coagulacion es la primera de las operaciones indispensables para

transformar la leche en queso. Esto se consigue tratando la leche con cuajo de
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terneros, cuajos vegetales, cuajos de origen microbianos, o con acidos u otros

compuestos quimicos (2).
BIOQUIMICA DE LA COAGULACION.
1° Etapa. Hidrdlisis de la kappa-caseina:

La accién primaria de la renina es el rompimiento de la molécula de kappa-
caseina en dos residuos: la para kappa-caseina y un péptido complejo muy
acido. La renina, al hidrolizar la kappa-caseina que esta en la superficie de las
micelas, libera un componente muy acido, reduciendo asi el niumero de cargas
negativas en la micela produciendo asi, que las fuerzas atractivas sobrepasen a
las repulsivas produciendo el proceso de coagulacion. En esta etapa la leche no
sufre ninglin cambio fisico detectable a simple vista y se da a temperaturas
entre 0-5°C.

COAGULACION POR ACCION DE LA RENINA.
PRIMERA ETAPA.

K — caseina Renina Para — K caseina + macro péptido acido.
_—

pH 6.2 - 6.4
SEGUNDA ETAPA.

Para — K caseina + 2 Ca++ temperatura para K — caseinatodicalcico.

Ambiente (precipitado o coagulo).

22 Etapa: Precipitacion de las micelas alteradas por la renina por la presencia

de iones calcio:
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La renina en adicidn a ser un catalizador muy potente en la ruptura de la kappa-
caseina, posee una habilidad de hidrolizar proteinas, por lo que las proteinas
del queso sufren una protedlisis extendida durante la maduracion, esta
protedlisis de las diferentes fracciones de la caseina afectan el sabor del queso,
un ejemplo es la beta-caseina que produce sabores amargos, pero es reducida
su accion con sal al 5% e inhibida completamente con sal al 10%. Por otro lado
el alfa-caseina no da sabores amargos y contribuyen de manera decisiva en el
sabor del queso y es maxima con sal de 5 al 10%. La inhibicién de la sal sobre

la beta-caseina es independiente del pH y la temperatura (13, 26,42).

MECANISMO COMPLETO DE COAGULACION DE LA LECHE (0, 13,26).

PRIMERA FASE: COAGULACION

Caseina Renina, Ca ** Caseinatodicélsico + péptido.

[
>

pH6.2-6.4 (precipitado o coagulo).

Temperatura ambiente.

SEGUNDA FASE: MODIFICACION ACIDA.

Caseinato dicalcico Acido lactico. Caseinato monocalcico

»

(Precipitado plastico, suave y continuo)
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3.11 FABRICACION DE QUESOS.

La formal clasificacion del queso proporciona informacion muy util. Para la
mayoria de las 18 variedades de queso natural, existen ocho pasos basicos con
variacion de grados de énfasis en cada paso, que nos llevan a la produccion de

gueso fresco deseado 0 a una cuajada basica lista para ser madurada (10, 36,40).
3.12 PROCESOS BASICOS EN LA FABRICACION DE QUESOS.

1. Preparacion de la leche: Prepara la leche para acidez y formacién de
cuajada e incorporacién en los cultivos microbianos adecuados.

2. Corte o rotura de la cuajada: Precipitar la expulsién del suero y ayudar al
cocimiento de la cuajada aumentando el area de superficie.

3. Cocimiento de la cuajada: Contraer la cuajada para una extraccion e suero
mas efectiva, desarrollar la textura y establecer el control de la humedad.

4. Escurrimiento o drenaje; Separar permanentemente el suero de la cuajada.
5. Entretejido de la cuajada: transformar la cuajada a la textura deseada, dar
mas tiempo al desarrollo de acidez y ayudar en el control de la humedad.

6. Salado: Influir en el sabor humedad y textura.

7. Prensado: Dar formay cerrar el cuerpo del queso.

8. Aplicaciones especiales: Incorporar los microorganismos caracteristicos a un
tipo de queso especifico y establecer el ambiente adecuado para su

desarrollo (35,39).

3.13 MICROORGANISMOS PRESENTES EN LA LECHE DE VACA Y SUS
DERIVADOS.

La leche segregada por la mama, en condiciones normales, es estéril. Pero
antes de abandonar la ubre es infectada por bacterias que entran a través del

canal del pezén, siendo estas normalmente inofensivas y reducidas en
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nameros. Por ser la leche un excelente medio nutritivo favorece la multiplicacion
de microorganismos desde el punto de vista fisico. Ademas al ser un producto
de origen animal, sujeto a una diversidad de métodos de produccion, se puede
contaminar con un amplio espectro de microorganismos que al no ser
correctamente eliminados pueden ocasionar problemas durante la fabricacién

de un derivado o bien ocasionar enfermedades en el consumidor final (17, 19,20

En general se puede resumir la importancia del estudio microbiol6gico de la
leche basado en esos tres aspectos:

* Los microorganismos producen cambios deseables o indeseables en las
caracteristicas fisicas quimicas de la leche durante la elaboracién de diversos

productos lacteos.

* Los productos lacteos y la leche pueden contaminarse con microorganismos

patégenos o sus toxinas y provocar enfermedad en el consumidor.

* Los microorganismos pueden causar alteraciones de la leche y productos

lacteos haciéndolos inadecuados para el consumo humano.

Cuando la leche se enfria y se mantiene a temperaturas de 4°C se previene
normalmente la multiplicacién de las bacterias, al menos en las primeras 24
horas y la microbiota es por tanto, similar a la presente originalmente tras el

ordeno (o).

Inicialmente, la microbiota predominante es de bacterias mesofilas aerdbicas y
es dificil detectar mas de un 10 — 20% de bacterias psicrétrofas. Sin embargo,
la leche presenta una microbiota de este tipo de bacterias que es muy variada
por lo que a medida se prolonga la refrigeraciéon ésta se prolifera y se produce
un predominio del género Pseudomonas en especial P. fluorescens

representando un 90%. También se encuentran bacterias Gram (+), en especial
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cocos, generalmente Micrococcus y Streptococcos, los cuales pueden llegar a
ser mas del 10% de la microbiota presente a 6°C. El género Bacillus no es muy

habitual por debajo de 5°C, pero aumenta el 5% a partir de los 10°C (19,20).

Muchas bacterias pueden encontrarse de forma casual en la leche, siendo éste
el caso del Micobacterium tuberculosis, que puede vivir o incluso reproducirse
en ella, siendo causante de enfermedades respiratorias; y bacterias Coliformes
como la Escherichia coli causantes de enfermedades diarreicas e indicadores

de higiene de los procesos de produccion (17, 19,20).

Bacterias formadoras de &cido butirico. Esta bacterias son del tipo anaerobios,
forman esporas y tienen una temperatura 6ptima de crecimiento de 37°C, no
desarrollan bien en leche que contenga oxigeno, pero si lo hacen en los quesos
donde las condiciones anaerobias prevalecen sobre las demas. Estos procesos
fermentativos dan lugar a grandes cantidades de anhidrido carbonico,
hidrogeno y acido butirico. El queso presenta defecto de hinchamiento, con una
textura irregular y sabores extrafios, se encuentran comunmente en la
naturaleza, en suelos, plantas, estiércol y en utensilios almacenados en

condiciones defectuosas (20).

Bacterias formadoras de acido propiénico. Su temperatura de crecimiento es de
30°C, hay gran variedad de especies y algunas sobreviven a la pasteurizacion
“el método de alta temperatura y alta presion” (HTST). La inocuidad de algunos
cultivos puros utilizados con ciertos lactébacilos y lactococos son utiles en la
fabricacion de quesos como: Emmental, Gruyere y Maasdam, en los que son

responsables en la formacién de ojos y contribuyen en su caracteristico sabor
(17, 19,20).

Bacterias de la putrefaccion. Algunas de estas bacterias son psicotropas, pero
hay un gran nimero de especies tanto bacilos como cocos que son capaces de

crecer aerobia o anaerobiamente. Estas bacterias se encuentran en suelos y
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aguas contaminadas, produciendo lipasas y proteasas muy resistentes al calor.

Los productos de protedlisis pueden aportar un aroma desagradable al

degradarse hasta amoniaco que es muy volatil, algunas de estas bacterias

incluso producen un tipo de enzimas similar a la renina, que puede coagular la

leche sin acidificarla (coagulacion dulce).

Un ejemplo tipico de estos

microorganismos es el Clostridium sporogenes, un productor de gas que bajo

condiciones anaerobias produce en quesos procesados fermentaciones con

malos olores (17, 19)

Cuadro Ne 3. Tipos de microorganismos presentes en la leche que ocasiona

Problemas en la elaboracién de quesos (17, 19,20).

TIPOS MICROORGANISMOS
FUENTES ACCION E IMPORTANCIA
BIOQUIMICOS REPRESENTATIVOS

Utensilios, Fermentan la lactosa a acido

Estreptococos y lactico y/o &cido acético y CO:2
pastura, evitan la coagulacién optima del

Lactobacilos gueso
estiércol
Productores

de acido Coliformes: Estiércol, agua | Fermentan la lactosa a &cidos y

Escherichia coli (origen gases. Grupo indicador de la

fecal), contaminada, | calidad sanitaria y degrada el

Enterobacter (origen producto derivado final,
fecal y otras fuentes) sueloy productor de enfermedades
diarreicas
plantas.
Estiércol, agua
Productores Fermentan la lactosa con

Coliformes y contaminada, | produccion de gas, ocasionando

de gas Clostridium sp. irregularidades de olor y sabor

suelo y plantas

en el queso.
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TIPOS MICROORGANISMOS

BIOQUIMICOS REPRESENTATIVOS

FUENTES

ACCION E IMPORTANCIA

Bacillu ssp.,
Proteoliticos.

Pseudomona ssp.

Tierra, agua y
utensilios.

Degradan proteinas,
produciendo olor y sabores
anormales, coagulan la caseina
arruinando el queso.

Pseudomona ssp.,
Achromobacter,
Lipoliticos
Estafilococcus, otros, y

hongos.

Tierra, agua y
utensilios.

Produciendo malos olores y
sabor agrio, hidrolizan grasas
produciendo defectos de
consistencia en quesos.

Otro microorganismo encontrado en los productos lacteos es:

Clasificacion cientifica
Dominio: Bacteria
Filo: Firmicutes
Clase: Bacilli

Orden: Bacillales
Familia: Listeriaceae
Género: Listeria

Especie: L. monocytogenes

Nombre binomial: Listeria monocytogenes

Figura: N2 1 Listeria monocytogenes
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Es una bacteria que se desarrolla intracelularmente y es causante de la
Listeriosis. Es uno de los patégenos causante de infecciones alimentarias mas
virulentos, con una tasa de mortalidad entre un 20 a 30%, mas alta que casi
todas las restantes toxicoinfecciones alimentarias. L. monocytogenes es un
bacilo Gram positivo, pequeiio (0,4 a 0,5 micrones de ancho x 0,5 a 1,2 de
largo) no ramificado y anaerobio facultativo capaz de proliferar en un amplio
rango de temperaturas (1 °C a 45 °C) y una elevada concentracion de sal. Es
catalasa positiva y no presenta capsula ni espora. Tiene flagelos peritricos,
gracias a los cuales presenta movilidad a 30 °C o menos, pero es inmoévil a 37

°C, temperatura a la cual sus flagelos se inactivan (, 11).

Normalmente, este microorganismo prolifera a numeros potencialmente
peligrosos dentro de 1 a 35 dias. El periodo de incubacién ha sido conocido y
tiene un amplio rango como 1 a 91 dias, sin embargo, bajo las condiciones

ideales se ha informado que toman un tiempo pequefio como 1.75 a 2 horas.

Las infecciones serias pueden producir septicemia (envenenamiento de la
sangre), meningitis, encefalitis, infeccidbn del sistema nervioso central, y
posiblemente la muerte. Estos sintomas pueden precederse por sintomas

gastrointestinales como nauseas, vomitos y diarreas, fiebre o dolor de cabeza ¢,
11,14).

3.14 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes recibe su nombre del cirujano inglés Joseph Lister

(Listeria) y de su capacidad de que extractos de su membrana son capaces de
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estimular la produccién —generar— monocitos (monocytogenes) en el conejo,

aunqgue no en la enfermedad del ser humano (11)

3.14.1 Caracteristicas

El género se encuentra definido por poseer un contenido de DNA G+C,
aproximadamente de un 38% ademas en su membrana celular tiene una pared
celular de mureina, péptidoglucano que contiene acido meso-diaminopimélico
gue se encuentra fijo a la membrana celular por el acido teicoico y el acido
lipoteicoico presentes en la membrana celular. Puede ser aislada de diversos
ambientes como suelo, agua fresca, aguas residuales y vegetacion y puede
llegar a infectar numerosos animales domésticos contaminando la vegetacion y
el suelo donde habitan. Es también un contaminante frecuente de los productos
alimentarios, ya que es capaz de generar biopeliculas en alimentos que se

encuentren en refrigeracion, porque tiene la capacidad de crecer hasta a 4 °C.

La infeccion por L. monocytogenes, en el contexto del embarazo, suele
diagnosticarse de forma tardia, produciéndose un cuadro muy grave, llamado
granulomatosisinfantisepticum, llegando a provocar abortos. También se ha
relacionado con Meningoencefalitis y meningitis especialmente en neonatos,
ancianos e inmunodeprimidos, asi como bacteriemia en mujeres gestantes,

inmunodeprimidos y neonatos (granulomatosisinfanto-séptica) (11).

L. monocytogenes es un patdégeno facultativo intracelular que puede crecer en
los macrofagos, las células epiteliales y los fibroblastos en cultivo. Tras la
ingesta de alimentos contaminados, L. monocytogenes puede sobrevivir a la
exposicion a enzimas proteoliticas, acido gastrico y sales biliares.
Principalmente contiene una proteina denominada internalina la cual interactta

con el receptor de las células del hospedero para la adhesién celular, esta se
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denomina E-cadherina la cual induce la fagocitosis, siendo estas especificas
para cada tejido. La presencia de internalinas facilita la entrada del
microorganismo a las células. El organismo reacciona creando una especie de
fagosoma con el fin de encapsular la bacteria pero esta produce listeriolisina O
y fosfolipasas C que le permiten destruir el fagosoma hidrolizando los lipidos de
su membrana. Esta listeriolisina esta codificada por el gen hly. Al estar dentro
del citosol L. monocytogenes utiliza una proteina de superficie denominada

ActA la cual genera la polimerizacion intracelular de la actina.

Estos filamentos se reorganizan en una larga cola que se extiende desde un
solo extremo de la bacteria. Mediante los movimientos de la cola el
microorganismo migra por el citoplasma hacia la membrana de la célula
huésped. En la periferia se forman protrusiones (filbpodos) que pueden penetrar
en las células adyacentes y que permiten el ingreso de la bacteria. Esto explica
la necesidad de una inmunidad mediada por células. Puesto que los
microorganismos nunca son extracelulares, los anticuerpos humorales del

huésped no serian efectivos.
3.14.2 Tratamiento

Al ser la Listeriosis una enfermedad relativamente rara en humanos, no hay
estudios prospectivos y controlados que establezcan el mejor tratamiento
antibiético. Dado que la mayoria de los antibiéticos son bacteriostaticos para L.
monocytogenes, actualmente se considera que las mejores opciones son las
combinaciones de gentamicina con penicilinas de espectro ampliado como la

ampicilina.

Se han descrito fallos terapéuticos con estos antibioticos, pero nunca se ha
demostrado in vitro resistencia al compuesto B-lactamico utilizado. En el manejo

de estas infecciones son de gran importancia el empleo de dosis altas y la
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duracion adecuada del tratamiento, que deben individualizarse. En las
enfermedades graves como la cerebritis o la granulomatosisinfantiséptica, el
inicio precoz del tratamiento es fundamental para el control de la infeccion.
Estudios in vitro han demostrado sinergia de ampicilina y penicilina con
aminoglucosidos. Esta asociacion debe utilizarse en casos de
granulomatosisinfantiséptica o de sepsis neonatal. En aquellos pacientes con
meningoencefalitis pueden asociarse aminoglucosidos, administrados por via

intratecal, al tratamiento base de penicilina o ampicilina.

La combinacion de trimetoprim y sulfametoxazol se ha utilizado con éxito en
pacientes alérgicos a penicilinas, considerandose en la actualidad la terapia

alternativa en esta circunstancia.

La duracion apropiada del tratamiento tampoco esta clara. Tras dos semanas
de terapia se han descrito recurrencias en pacientes inmune deprimidos.
Parece conveniente, por tanto, prolongar la terapia entre tres y seis meses en
estos casos. En general dos semanas parecen ser suficientes en bacteriemias

mientras que en meningitis se deberian utilizar ciclos mas largos 1)
3.14.3 Resistencia antibidtica

Listeria es resistente a las penicilinas naturales (penicilina G, penicilina V),
penicilinas resistentes a B-lactamasa (meticilina, nafcilina, isoxazoilpenicilina—
oxacilina, cloxacilina, dicloxacilina—) y a todas las cefalosporinas. Pero es
susceptible a las penicilinas de espectro ampliado (11)

3.14.4 Alternativas

Otras alternativas son cotrimoxazol, eritromicina, cloranfenicol, rifampicina,

tetraciclinas, carbapenémicos, entre otros.
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3.14.5 Profilaxis
Es necesario un control exhaustivo en todas las fases:

a) En las empresas lacteas se debe implantar un programa de autocontrol de
los procesos segun el Sistema APPCC.

b) En la granja hay que controlar el ensilado para que acidifique cuanto antes,
porque en el medio acido la bacteria se desarrolla muy mal.

c) Almacenar la leche a menos de 4 °C, para evitar el desarrollo microbiano

d) El trabajador que tenga sintomas de padecer la enfermedad debe
abstenerse de manipular alimentos.

e) La bacteria crece con relativa facilidad a temperaturas bajas, por ello es
importante que los equipos de refrigeracion funcionen dentro de unos rangos
de temperatura menores de 4 °C.

El patdgeno tiene como caracteristica su capacidad para desarrollarse a

temperaturas de refrigeracion, en presencia de altas concentraciones de cloruro

de sodio. Presenta ademas, mayor resistencia térmica en comparacion a otras
bacterias patdgenas no esporuladas. Su resistencia a altas temperaturas, llevo

a considerar la necesidad de aumentar los estandares de pasteurizacion de la

leche. Sin embargo, numerosos estudios posteriores demostraron que la

pasteurizacion a 72 °C durante 15 o mas segundos, son suficientes para
destruir el bajo numero de células de L. monocytogenes habitualmente
presentes en leche cruda. El aislamiento de la bacteria en productos lacteos
pasteurizados obedeceria por lo tanto a un proceso deficiente o a una re

contaminacion post tratamiento térmico (11)

Entre los factores que contribuyen a la resistencia térmica de L. monocytogenes
estan, un sistema de proteinas que se activa frente al shock térmico, al ser
expuesta la bacteria a temperaturas subletales previo al tratamiento térmico.

Este aspecto deberia tenerse en cuenta al utilizar la termizacibn como
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mecanismo para destruir bacterias saprofitas, previo a la pasteurizacion. Se ha
encontrado también que L. monocytogenes presenta mayor resistencia a las
altas temperaturas, mientras mayor sea su permanencia en la leche cruda bajo
condiciones de refrigeracion. Otro factor importante es el contenido graso del
alimento, observandose mayor resistencia térmica al encontrarse el patdgeno

en crema y leche entera (11,14)
3.14.6 Identificacién microbioldgica

Se desarrolla muy bien en agar sangre generando colonias grisaceas y
presentando beta hemolisis. Es un bacilo catalasa positivo, mévil y se evidencia
en medios de cultivo semisélido donde a los 25 °C el microorganismo forma una
especie de sombrilla. Se desarrolla de manera adecuada en bilis, por lo que se
utilizan medios inclinados con agar bilis esculina. Esta prueba consiste en
determinar la capacidad que tiene L. monocytogenes de hidrolizar la esculina a
esculetina y la glucosa en presencia de sales biliares. La esculetina generada
reacciona con los iones de hierro que contiene el cloruro férrico en el medio y

genera una coloracion negra, siendo esta positiva (11,14).

L. monocytogenes presenta un metabolismo fermentativo al generar acido a
partir de la glucosa y por producir acetona, lo que conlleva a una reaccioén de
Voges-Proskauer positiva y no fermenta la xilosa. La fermentacion de estos
azucares se evidencian por la técnica de voges-proskauer, la cual consiste en
identificar si L. monocytogenes genera acidos y diacetilo ya que el medio
contiene azucares fermentables. Para ver la reaccion se utilizan los reveladores

alfa-naftol y KOH. Si la suspensién se torna color rosa la prueba es positiva.

La prueba de CAMP es utilizada para la identificacion de L. monocytogenes
Consiste en sembrar en agar sangre una estria en forma horizontal de L.

monocytogenes y una perpendicular a esta de S.aureus sin unirse entre si. El


http://es.wikipedia.org/wiki/Agar_sangre
http://es.wikipedia.org/wiki/Catalasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Agar_bilis_esculina
http://es.wikipedia.org/wiki/Esculina
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Esculetina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Reacci%C3%B3n_de_Voges-Proskauer&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Reacci%C3%B3n_de_Voges-Proskauer&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/KOH
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Prueba_de_CAMP&action=edit&redlink=1
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resultado esperado sera que L. monocytogenes genere el factor CAMP el cual
produce un sinergismo con la beta lisina producida por Staphylococcus aureus

sobre los eritrocitos generando una lisis de estos (11, 14).


http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_aureus

CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO.
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio realizado fue prospectivo, trasversal y experimental:

Prospectivo: ya que se registrO la presencia o ausencia de Listeria
monocytogenes, en los quesos frescos y duros blandos que actualmente se
comercializan en los principales mercados: La Tiendona, Central y San

Miguelito.

Transversal: la investigacion se realiz6 en un tiempo determinado, para
efectuar un estudio de interés en el presente, es decir en el momento que se

realizé la investigacion.

Experimental: debido a que se clasific6 como un estudio de laboratorio, ya que
las muestras que se recolectaron se transportaron al laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacién y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador para su analisis.

4.2 Investigacion bibliografica
Se realiz6 a través de visitas y consultas a las siguientes instituciones:

e Administracion Municipal de Mercados Unidad de Cuentas Corrientes.

e Biblioteca de la Universidad Alberto Masferrer (USAM)

e Biblioteca de la Universidad Dr. José Matias Delgado

e Biblioteca de la Facultad de Quimica y Farmacia de la Universidad de El
Salvador.

¢ Biblioteca de la Universidad Nueva San Salvador (UNSSA)

e Oficina de Informacion y Respuesta, Ministerio de Salud (MINSAL).

e [nternet.
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4.3 INVESTIGACION DE CAMPO

Guia de Observacion: la cual se elaboro con el objetivo de seleccionar las dos
variedades de quesos a analizar, se visitd y observo en los diferentes puestos
de los mercados la Tiendona, Central y San Miguelito, condiciones higiénicas,
manipulacion de utensilios y otros. (anexo N°1)

Universo: muestras de quesos frescos y duros blandos que son
comercializados en los 35 puestos de la Tiendona, 212 puestos del Central y 46

puestos del San Miguelito. (anexo Ne¢ 3)

Muestra: Queso fresco y duro blando seleccionados, obtenidos de los

diferentes puestos de los mercados.

Toma de muestra (6.27): para la recoleccion de las muestras se llevo a cabo el
muestreo aleatorio estratificado, con el propésito que todas las muestras
tuvieran la misma probabilidad de ser seleccionadas, para poder determinar
cuantas muestras de cada queso pudieran ser tomadas para el andlisis; se
consideré un 50% de probabilidad que las muestras estén contaminadas, con
una confianza del 95% (valor estandar del 1.96) y un intervalo de error del 0.5

(valor estandar), se utilizé la siguiente ecuacion:

B NZ?pq
~ d2(N-—1) + Z2pq

n

Dénde:

n = numero total de muestras a tomatr.

N= poblacién total

Z= valor de confianza (95% = 1.96)



d=intervalo de error (0.5)
P=la probabilidad de éxito que sera del 50%.
g= la probabilidad de fracaso que sera del 50%.

~ (293)(1.96)2(0.5)(0.5)
~ (0.5)2(293 — 1)2 + (1.96)2(05)(0.5)

n

n = 4.0 (tamafo de la muestra).

El porcentaje representativo de cada estrato se representa asi:

%=&x100
N

Donde: Ni= Numero de puestos por estratos.
N= Numero de puestos en el universo.

Asi tenemos para el estrato:

% = 222 1100
°= %93 %

=72.4 =72.0% Mercado Central

Cuadro Ne¢ 4 Porcentaje de cada estrato.

Mercados Célculo Porcentaje (%)
La Tiendona (35/293) X 100 12.0
Central (212 /293) X 100 72.0
San Miguelito (46 /293) X 100 16.0
TOTAL 100.0
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La unidad muestreada de cada estrato se obtuvo de la siguiente manera:

n; = N X
Dénde:

ni= numero de puestos a muestrear por cada estrato.
n=tamafo de muestra

Ni= nimero de puestos por estrato.

N= namero de puestos en el universo.

Asi, para el estrato 1 tenemos:

n; = 22 4=29~30 puestos
293

Cuadro Ne 5 Calculo de puestos a muestrear.

mercados Célculo n; (puestos)
La Tiendona 4(35/293) 1.0
Central 4(212/293) 3.0
San Miguelito 4(46 1 293) 1.0
TOTAL 5.0

4.4 Determinacion y seleccion de los quesos a muestrear ().

Se seleccionaron dos variedades de quesos: 5 quesos frescos y 5 quesos duros

blandos los cuales son los mas consumidos por la poblacion Salvadorefia.



56

Por cada puesto se toma una muestra de queso fresco y una de queso duro

blando reflejado en el siguiente cuadro:

Cuadro Ne 6 Niumero de puestos a muestrear.

Queso fresco Queso duro
Mercado
Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3 Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3
Tiendona 1 1
Central 1 1 1 1 1 1
San 1 1
Miguelito

Teniendo un total de 10 muestras, 5 muestras de queso fresco y 5 muestras de

duro blando.

Los puestos se tomaron aleatoriamente de cada mercado.

Para que el

muestreo fuera representativo se tomd un total de 60 muestras,

tomando por cada muestreo 20 (10 muestras de queso fresco y 10 duro blando)

de los diferentes puestos de los mercados.

Los andlisis se realizaron durante los meses de julio hasta diciembre en el

Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de EIl Salvador.




Seleccion de
puestos

Toma de
muestra

Andlisis de L.
monocytogenes

Conteo de L.
monocytogenes,

dia0

Incubacion en T°
de 4° en
refrigeracion, 5
dias

Re analisis,
conteo de L.
monocytogenes
alos 5 dias

Comparacién de
resultados de L.

monocytogenes,
del dia 0 vs. 5 dia

Figura N22 Diagrama de flujo para la investigacion
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4.5 PARTE EXPERIMENTAL.:
4.5.1 Tratamiento de muestras de quesos fresco y duro blando:
Enriguecimiento. (s)

1. En un erlenmeyer pesar 25g de la muestra en forma aséptica en una
balanza semianalitica, asegurar que se represente tanto la superficie como
el interior de la muestra.

2. Agregar 225mL de caldo de enriquecimiento de Listeria (LEB), colocar en el
stomacher por 3 minutos a 260 rpm.

3. Incubar a 35°C por 24 horas (anexo N2 4).

4.5.2 Aislamiento de L. monocytogenes.(s)

1. Tomar una asada del medio de cultivo de enriquecimiento (LEB) y estriar en
medio de cultivo Oxford (OXA) y PALCAM por duplicado.

2. Incubar las placas de agar OXFORD y PALCAM por 24 - 48 horas a 35°C,
luego refrigerar a 4°C por 24 — 48 horas 0 mas para su Optimo crecimiento y
caracterizacion de las colonias (ver anexo 4).

3. Verificar caracteristicas de colonias tipicas de L. monocytogenes, los cuales
son de color verde grisaceo con un halo marrén-negro.

4. Transferir 5 colonias tipicas del agar OXFORD a placas de agar tripticasa
soya +0.6% de extracto de levadura (TSAye).

5. Incubar las placas de (TSAye) con las colonias tipicas de L. monocytogenes
a 35°C (anexo Ne¢ 4).



Cuadro Ne 7 Caracteristicas tipicas de colonias de Listeria monocytogenes.

Medio de Cultivo

Caracteristicas tipicas de colonias

OXFORD

Colonias de color verde grisaceo con un
halo marrén-negro. Si las colonias crecen
muy proximas, la totalidad del medio de

cultivo adopta una coloracion marrén-negro.

PALCAM

Colonias de color verde grisaceo con un
halo marrén-negro, se crecen las colonias
préximas, el medio de cultivo adopta una

coloracion marrén-negro.

TSAye

Colonias redondas de color blanco- hueso.

4.5.3 Identificacion de L. monocytogenes.

Las pruebas de identificacion a realizar seran las siguientes:

- Catalasa ).
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1. Seleccionar una colonia tipica de (TSAye), con un palillo estéril, colocar la

colonia tipica en un porta objeto.

2. Agregar una gota de perédxido de hidrogeno al 3% (H2032) al porta objeto con

la colonia tipica. Un burbujeo en los primeros segundos indica reaccién

positiva (anexo N2 4).

H202() =——> H20() + O2()

- Tincién al gram ().

1. Colocar sobre un porta objeto estéril una gota de solucion salina.
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. Tomar una colonia tipica de L. monocytogenes con un asa bacteriologica y
colocarla sobre la gota de solucion salina y expandirla sin tocar la superficie

del portaobjeto (frotis).

. Tomar el frotis y colocarlo sobre la base del mechero de bunsen, hasta que

seque el frotis.

. Luego agregar 1 o 2 gotas de cristal violeta, dejarlo aproximadamente por un

minuto.

. Tomarlo y lavarlo con agua desmineralizada, agregar lugol y dejarlo por un

minuto.
. Lavarlo con agua desmineralizada y agregar unas gotas de alcohol cetona.
. Agregar Safranina cubriendo la muestra y dejarlo por un minuto.

. Lavar con agua desmineralizada y poner a secar en la base del mechero de

bunsen.

. Seco, observar al microscopio, la L. monocytogenes es un bacilo gram

positivo no ramificado (ver anexo N¢ 4 y 5).

- Hemolisis (s).

1. Dibujar de 20 a 25 espacios en la base de la placa de agar sangre.

2. Inocular con un asa en punta colonias tipicas de L. monocytogenes, de las

placas (TSAye) en las pacas de agar sangre. Pasar una colonia por espacio

dibujado en la placa.
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3. Incubar por 24 - 48 hrs las placas de agar sangre con las colonias tipicas,
observar la formacién de un halo claro alrededor de las colonias tipicas de L.

monocytogenes (anexo N2 4).
- Prueba de CAMP ).

1. En placas que contienen agar sangre, estriar un cultivo de Staphylococcus
aureus, f-hemoliticos y otro de Rhodococcus equi, en paralelo vy

diametralmente opuesto el uno del otro.

2. Luego estriar el inéculo de la muestra en forma paralela uno del otro pero en
angulo recto entre las estrias del Staphylococcus aureus y Rhodococcus

equi.

3. Incubar las placas de agar sangre con los in6culos estriados a 35° C, por 24
— 48 hrs.

4. Examinar las placas de agar sangre incubadas y observar la formacion de
flecha de L. monocytogenes al interaccionar con Staphylococcus aureus

(anexo Ne 4).
- Motilidad ):

1. De las placas (TSAye) con L. monocytogenes, con un asa en punta tomar

una colonia e inocular en un tubo que contenga medio de motilidad.

2. Incubar los tubos de motilidad con la L. monocytogenes, por 7 dias a

temperatura ambiente.

3. Observar crecimiento con forma de sombrilla de la L. monocytogenes (anexo
Ne 4)
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-TSI ).

1. De las placas de (TSAye) con L. monocytogenes, con un asa en punta tomar

una colonia tipica.
2. Inocular la colonia de L. monocytogenes en el tubo que contiene medio TSI.
3. Incubar el tubo del medio TSI con la colonia tipica de 1- 2 dias a 35° C.

4. Observar cambio de color naranja-rojo del medio TSI, lo cual indica prueba

positiva para L. monocytogenes (anexo Ne 4)
- Reaccion de Voges — Proskauer ).

1. Realizar una suspension del microorganismo de L.monocytogenes, utilizando

un asa, en un tubo que contiene 0.5 mL, del medio Voges- Proskauer.

2. Incubar el tubo del medio de Voges- Proskauer con L. monocytogenes a 35
0 C por 24 hrs.

3. Al tubo del medio Voges- Proskauer, agregar 10 gotas de la solucion a-

naftol.

4. Agregar al tubo del medio de Voges- Proskauer con L. monocytognes 5 gotas

de la solucién de hidroxido de potasio, luego agitar durante 1 mn.

5. Una coloracion rojiza (que puede aparecer con extrema lentitud) indica un
resultado positivo para L. monocytogenes (anexo Ne 4).
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- Reaccién de indol (s).

1. Inocular en un tubo que contiene 1mL de medio de triptona- peptona con el
in6culo de L. monocytogenes, tomado del medio (TSAye) con colonias

tipicas.

2. Incubar los tubos del medio triptona-peptona con el inoculo de L.

monocytogenes a 35° C por 24 hrs.

3. Agregar 2 gotas del reactivo Kovac a cada tubo del medio triptona-peptona

con el indculo de L. monocytogenes.

4. La aparicion de un anillo rojo-violaceo indica una prueba positiva para L.

monocytogenes (anexo N2 4).
- Prueba del rojo de metilo ().

1. Inocular en un tubo que contiene medio de rojo de metilo, una colonia tipica

de L. monocytogenes tomada del medio (TSAye).

2. Incubar los tubos del medio de rojo de metilo con el microorganismo a 35°C

por 24 hrs.

3. Agregar de 4 a 5 gotas al tubo del medio de rojo de metilo con el

microorganismo el indicador de rojo de metilo.

4. La aparicion de una coloracion roja del medio rojo de metilo con el
microorganismo indica un resultado positivo para L. monocytogenes y una

coloracién amarilla demuestra un resultado negativo (anexo Ne@ 4)
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- Fermentacion de carbohidratos ().

1. Tomar colonias tipicas de L. monocytogenes del medio (TSAye) e inocular

en un caldo de tripticasa soja + extracto de levadura (TSBye).
2. Incubar los tubos de (TSBye) con el microorganismo a 37° C por 24 hrs.
3. Preparar una solucion de ramnosa al 0.5% y colocar 2 mL a cada tubo.

4. A los tubos de ramnosa al 0.5%, inocular L. monocytogenes de los tubos del
medio (TSABye).

5. Incubar los tubos de la solucién de ramnosa al 5% con el microorganismo a

350 C por 7 dias.

6. Un cambio de color en los tubos de ramnosa + microorganismo de violeta a

color amarillo denota un resultado positivo de L. monocytogenes (anexo N° 4)

Cuadro Ne 8 Resultados esperados de L. monocytogenes.

PRUEBAS RESULTADOS ESPERADOS
Catalasa Burbujeo en los primeros segundos.
Tincion al gram Bacilo gram-positivo, pequefio, no ramificado

Formacion de un halo claro alrededor de la

Hemolisis o
colonia tipica de L. monocytogenes.
Formacion de flecha de L. monocytogenes,
CAMP ] .
al interaccionar con Staphylococcus aureus.
Motilidad Crecimiento con forma de sombirilla.
TSI Cambio de color naranja-rojo del medio TSI.

Coloracion rojiza (que puede aparecer con
Voger-Proskauer )
extrema lentitud)

Indol La aparicion de un anillo rojo-violaceo.
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Cuadro Ne 8 (continuacion)

] . Aparicion de una coloracion roja en el medio
Rojo de Metilo N
es prueba positiva de L. monocytogenes
Cambio de color en los tubos de ramnosa
Fermentacion de Carbohidratos con L. monocytogenes, de violeta a color
amarillo es positiva

4.6 EVALUACION DE SOBREVIVENCIA DE Listeria monocytogenes (12,25).

Para este tipo de investigacion sobre la sobrevivencia de Listeria
monocytogenes en queso fresco y duro blando se analizé de la siguiente

manera:

A las muestras que resultaron positivas después de haberles realizado todas
las pruebas de identificacibn se sometieron a un conteo en placa el cual

consistié de esta manera:

El dia 1 se realiz6 el primer muestreo.
2. El procedimiento realizado para las muestras fue (12,25

- En un Erlenmeyer de 250 mL se pesd 25g de la muestra, en forma
aséptica en una balanza semianalitica, se asegurd que se represente
tanto la superficie como el interior de la muestra.

- Se agreg6 225 mL de caldo de enriquecimiento de Listeria (LEB) y se
colocaron en el stomacher por 3 mn a 260 rpm.

- Se incubaron a 35°C por 1 hora.

- Se tomaron 0.1 mL del medio de cultivo de enriquecimiento LEB y se

estrié en medio de cultivo OXFORD.



66

- Se incubaron las placas de agar OXFORD por 24 hrs a 35°C, luego se
refrigeraron a 4°C por 24 hrs para su Optimo crecimiento y
caracterizacion de las colonias de L. monocytogenes.

- Se verificaron caracteristicas de colonias tipicas de L. monocytogenes,
las cuales son de color verde grisdceo con un halo marrén — negro y se
realizo el conteo en placa (cuenta colonias) el dia 1.

- Se transfirieron 5 colonias tipicas de L monocytogenes del agar
OXFORD a placas de agar tripticasa soya + 0.6% de extracto de
levadura (TSAye).

- Se incubaron las placas de TSAye con las colonias tipicas de L.
monocytogenes a 35°C por 24 horas.

- Luego se sometieron las colonias tipicas de L. monocytogenes de las
placas de TSAye a pruebas de identificacion como las del literal 2.5.3,

para saber si las 5 colonias tomadas eran L. monocytogenes.

Después del primer muestreo del dia 1, las muestras de los quesos se
colocaron en refrigeracion a una temperatura de 4°C (temperatura estandar
de la refrigeradora en la cual estuvieron los quesos), por espacio de 5 dias.
A los 5 dias se realizo el procedimiento del literal 2 y se realizé el conteo en
placa en el medio de OXFORD.

Al obtener los resultados del literal 2 y 4, se hizo una comparacién del
conteo en placa para poder observar la proliferacion de la bacteria.

Se evaluaron las caracteristicas fisicas y organolépticas de los quesos, del
dia 1 y a los 5 dias, como: color, olor, textura para ver los cambios que

estos presentaron ().



Cuadro N¢ 9 Caracteristicas fisicas y Organolépticas de los quesos.

Muestras Queso fresco Queso Duro Blando
o Dia 1 Dia 5 Dia 1 Dia 5
Caracteristica
Blanco Blanco - )
Color blanco ) ) Amarillo tenue
amarillento amarillo
ol Caracteristico | Caracteristico a | Caracteristico | Caracteristico
or
a lacteo fermento a lacteo a lacteo viejo
Masa
Masa o )
Textura o semisolido y semiduro Dura y reseca
semisolida )
viscosa
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Nota: La metodologia utilizada del conteo en placa se tomé del Manual de

Procedimiento Enumeracion Listeria Monocytogenes en Alimentos ISO 11290-

2. Modificado y Detection and enumeration of Listeria monocytogenes and other

Listeria species (anexo N2 10)



CAPITULO V

RESULTADOS DE ANALISIS.
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5.0 RESULTADOS DE ANALISIS.

5.1 Guia de observacion.

Se realiz6 una guia de observacion (anexo N¢ 1) para obtener datos iniciales
sobre cudles son los quesos mas vendidos y algunas condiciones higiénicas de
los puestos de los mercados: La Tiendona, Central y San Miguelito.

Los resultados obtenidos se muestran a continuacion.

Cuadro Ne 10. Tipos de quesos en los mercados existentes.

MERCADOS
TIPOS DE QUESOS Tiendona Total jin;Lzlstos: To?aalndl\(:“sr:ttzs:
Total de puestos= 35 150 46
# puesto % # puesto % # puesto %
Queso duro blando 35 100.0 150 70.75 46 100.0
Queso duro viejo 25 71.43 105 49.52 33 71.74
Queso de capita 18 51.43 97 45.75 25 54.35
Queso fresco 31 88.57 120 56.6 39 84.78
Queso cremado 25 71.43 88 4151 18 39.13
Queso majado 17 48.57 67 31.60 15 32.61
Quesillo 27 77.14 98 46.22 27 58.63
otros 20 57.14 65 30.66 13 28.26

Estos porcentajes son basados en el nimero total de la guia de observacion;
reflejando los diferentes tipos de quesos que se comercializan en los puestos

de los mercados.
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Figura Ne 3 Dato de los quesos que poseen los puestos de los diferentes mer-

cados.

Se refleja cudles son los dos quesos que se encuentran en todos los puestos de

venta de los tres mercados, siendo los quesos frescos y duros blandos.

Cuadro Ne 11 Quesos mas comercializados y preferidos por los consumidores.

MERCADOS
TIPOS DE QUESOS
% TIENDONA % CENTRAL % SAN MIGUELITO
Queso duro blando 100.0 70.75 100.0
Queso fresco 88.57 56.6 84.78

Los porcentajes son basados en el numero total de la guia de observacion,

observandose gue estos son los dos quesos que se encuentran en todos los

puestos de los tres mercados.
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Figura N° 4 Tipos de quesos preferidos por los consumidores.

En la mayoria de los puestos de los mercados los quesos mas comercializados
son los quesos frescos y duro blando, reflejandose que los porcentajes de los
otros quesos son bajos a comparacion de los quesos frescos y duros blandos,

por lo que se muestra que son los quesos mas vendidos.

Cuadro Ne 12 Puestos de los mercados que mantienen en refrigeracion los que-

SOsS.
MERCADOS
TIPOS DE QUESOS
% TIENDONA % CENTRAL % SAN MIGUELITO
Queso duro blando 42.86 31.33 39.13
Queso fresco 80.0 63.33 65.22

Se puede observar que los porcentajes de los quesos duro blando son mas
bajos que los quesos frescos, en su mayoria los duro blando son los que estan

casi siempre a temperatura ambiente y a veces expuestos al ambiente.
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Figura N 5 Quesos que se mantienen en refrigeracion en los puestos de los

mercados.

Se observa que los quesos frescos son los que tienen un porcentaje mas

elevado (80%, 63% y 65.22%) a mantenerse en refrigeracion que los quesos

duro blando, debido a que necesitan estar a una temperatura baja (temperatura

tedrica 4° C) para evitar la proliferacion de las bacterias, por lo que no se sabe a

qué temperatura mantienen las refrigeradoras los puestos de los mercados.

También se observé que la mayoria mantienen los quesos duro blando a

temperatura ambiente.

Cuadro Ne 13 Medidas higiénicas tomadas en los puestos de los mercados

para los quesos.

MERCADOS
PREGUNTAS TIENDONA CENTRAL SAN MIGUELITO | Observa-
% Sl %NO | %Sl | %NO % Sl % NO ciones
] Embutidos
Los quesos estan )
,patis,
separados de otros 57.14 | 42.86 | 56.67 | 43.33 82.61 17.39 ]
chorizos,
productos.
refrescos
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Cuadro Ne 13 (continuacion).

MERCADO
PREGUNTA
SAN OBSERVA
TIENDONA CENTRAL
MIGUELITO CIONES
% S %NO | %Sl | %NO | %Sl % NO
La mayoria
Los puestos y el
no cumple
personal cumplen con
) o 14.28 | 85.71 54.0 46.0 | 13.04 | 86.96 con una
una debida higiene o
higiene
para los quesos.
adecuada
Manipulan los mismos Se observo
utensilios para cortar gue utilizan
_ _ 85.71 | 14.28 | 84.67 | 15.33 | 86.96 | 13.04 ,
los diferentes tipos de el mismo
gquesos. utensilio
Se observan limpios los En su
recipientes donde se mayoria no
_ 28.57 | 71.43 | 34.67 | 65.33 | 34.78 | 65.22
guardan dichos se observa-
quesos. ron limpios
La persona que Se observo
despacha el queso, es que casi
) ] 42.86 | 57.14 | 58.0 42.0 | 45.65 | 54.35 .
la misma que manipula siempre es
el dinero. la misma

Se puede observar que no todos los puestos cumplen con las medidas de
higiene. Debido al poco espacio que estos puestos suelen tener, al escaso
personal; por lo que se da el problema que la persona que despacha los quesos
es la misma que toma el dinero, manipulacion del mismo utensilio para todos
los productos que en su mayoria son de cortar, mantienen los quesos con otros
productos; dando lugar a una contaminacién cruzada ya sea de L.
monocytogenes u otras bacterias. La mayoria de estos problemas se debe a la
falta de orientacion que las personas de los mercados poseen con respecto a

las medidas higiénicas.



5.2 Identificacion de Listeria monocytogenes

El muestreo se realizé en los mercados: la Tiendona, Central y San Miguelito, y

posteriormente se codificaron las 60 muestras de queso fresco y duro blando

segun Anexo N<° 7, para la verificacion de la presencia o ausencia de L.

monocytogenes, los analisis se realizaron en el Laboratorio de Microbiologia de

Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la

Universidad de El Salvador, dando como resultado los datos que a continuacién

Se presentan:

Cuadro Ne 14 Resultados obtenidos para la identificacién de listeria monocyto-

genes primer muestreo (20 muestras).

PRUEBAS RESULTA-

. PRESUNTIVAS PRUEBAS CONFIRMATIVAS DOS Valor

= Aislamiento Lo OBTENIDOS permitido

E selectivo Pruebas bioguimicas L.monocyto- oor el

genes
g T T V |R F atlfs-rei?e
O |P [Ct g C| M IS P | M I C

1AFC + |+ |+ |+ -l - -] - - -] - Ausente Cumple
2AFC + |+ | + | + |+ |+ + |+ |+ + Presente No cumple
3AFC - - - - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
AAFT + |+ |+ |+ -l - -] - - -] - Ausente Cumple
5AFSm | + | + | + | + -l - -] - - -] - Ausente Cumple
1ADC -+ | - - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
2ADC + |+ | + | + |+ |+ + |+ |+ + Presente No cumple
3ADC + |+ |+ | - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
4ADT -+ | - - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
5ADSm | + | + | + | + -l - -] - - -] - Ausente Cumple
1BFC + |+ ]+ |+ -l - -] - - -] - Ausente Cumple
2BFC -+ -] - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
3BFC -+ + |- -l - -] - - -] - Ausente Cumple
ABFT - |+ + ]+ -l - -] - - -] - Ausente Cumple
5BFSmM - |+ + ]+ -l - -] - - -] - Ausente Cumple
1BDC + | + | + | + |+ |+ + |+ ||+ Presente No cumple
2BDC -+ -] - -l - -] - - -] - Ausente Cumple
3BDC -+ -] - -l - -] - -] - Ausente Cumple
4BDT + |+ |+ |+ + o+ [+ + |+ |+ + Presente No cumple
5BDSm | - | + | - | - -l - -l - - Ausente Cumple
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Nota: += positivo, - = negativos, O= oxford, P= palcam, Ct= catalasa, Tg= tincion al gran, H=
hemolisis, C= CAMP, M= movilidad, TSI= triple aztcar hierro, VP= voges proskauer, RM=rojo
de metilo, I= indol, FC= fermentacién de carbohidratos, API= API listeria.

Cuadro Ne¢ 15 Resultado obtenido para la identificacion de Listeria monocytoge-
nes segundo muestreo (20 muestras).

PRUEBAS

2 PRESUNTIVAS PRUEBAS CONFIRMATIVAS RESULTA- Valor

e Aislamiento Pruebas bioguimicas DOS permitido

bef selectivo OBTENIDOS por el

g Tl vl R El A L.monocito- RTCA

O | Ct Tg H|CM|S | P genes ausente.

| Pl M C |

1CFC + + + - -l - - - - Ausente Cumple
2CFC + + + + |+ + | ]|+ + | FH| ]+ Presente No cumple
3CFC + + + - - - -] - - - Ausente Cumple
ACFT + + + + |+ | H| ]+ ||+ Presente No cumple
5CFSm 4 + + + ||+ | H| |+ | FH| ]|+ Presente No cumple
1CDC + - - - -l - -l Ausente Cumple
2CDC + - + -l - - - -] Ausente Cumple
3CDC + + + + ||+ | H| ]+ [+ + Presente No cumple
ACDT + - - - - - -l -] Ausente Cumple
5CDSm + + + - - - -] Ausente Cumple
1DFC + + + |- - - -] -] - Ausente Cumple
2DFC + - - - -l - - - Ausente Cumple
3DFC + - - - - |- - -|- -l -] - Ausente Cumple
ADFT + + + - - - -] - - - Ausente Cumple
5DFSm + - - - -l - -l - Ausente Cumple
1DDC + |+ + P T S I U ) ) e Presente No cumple
2DDC + + + + ||+ | H| ]+ [+ + Presente No cumple
3DDC + + + -l - - - -] Ausente Cumple
ADDT + + + + ||+ | H| ]+ [+ + Presente No cumple
5DDSm + + + -l - - - - - -] Ausente Cumple

Nota: += positivo, - = negativos, O = oxford, Ct = catalasa, Tg = tincién al gran, H =hemolisis,
C = CAMP, M = movilidad, TSI = triple azUcar hierro, VP = voges proskauer, RM =rojo de metilo,
| = indol, FC = fermentacion de carbohidratos, API= API listeria.



Cuadro Ne 16 Resultado obtenido para la identificacion de Listeria monocyto-

genes tercer muestreo (20 muestras).
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PRUEBAS

ﬁ PRESUNTIVAS PRUEBAS CONFIRMATIVAS RESULTA- Valor
Aislamiento S DOS ermitido

E selectivo Pruebas bioguimicas OBTENIDOS P por el

g T vl R = L .monocyto- RTCA

O | Ct Tg H|C | M IS Pl M | C genes ausente

1EFC + + + - - == - - Ausente Cumple
2EFC + + + + | + |+ [+ +H] + |+ + Presente No cumple
3EFC + + + - - - - - - - - Ausente No cumple
AEFT + + + - - - -l-] - -] Ausente Cumple
5EFSm | + + - - - -l -l-1 - -] Ausente Cumple
1EDC + + + + |+ [+ |+ |+ ||+ Presente No cumple
2EDC + + + - - - -l-] - -] Ausente Cumple
3EDC - - - - - - -l-] - -] Ausente Cumple
A4EDT + + + - - -l -l-1 - -] Ausente Cumple
5EDSm | + + il + |+ |+ | F| ]+ | FH]|+ Presente No cumple
1FFC + + + - - - -l-] - -] Ausente Cumple
2FFC + + + - - - -l-] - -] Ausente Cumple
3FFC + + - - - -l -l-1 - -] Ausente Cumple
AFFT + + + + |+ [+ |+ |+ ||+ Presente No cumple
5FFSm + + - - - - -l-] - -] Ausente Cumple
1FDC + + + - - - l-1 - -] Ausente Cumple
2FDC + + + - - - - - - - |- Ausente Cumple
3FDC + + + - - - l-1 - -] Ausente Cumple
AFDT + + - - - - l-1 - -] Ausente Cumple
5FDSm | + + - - - - -1 - -] Ausente Cumple

Nota: += positivo, - = negativos, O = oxford, Ct = catalasa, Tg = tincion al gran, H =hemolisis,

C = CAMP, M = movilidad, TSI = triple azlcar hierro, VP = voges proskauer, RM = rojo de
metilo, | = indol, FC = fermentacién de carbohidratos, API = api listeria.

Los resultados obtenidos de los cuadros anteriores nos reportan 15 muestras

de quesos (6 quesos frescos y 9 duros blandos) con L. monocytogenes

equivalente al 25% de las muestras analizadas, y 45 muestras en las que no

estd presente esta bacteria (es decir el 75%). El Reglamento Técnico

Centroamericano 67.04.50:08 (Alimentos, criterios microbiolégicos para la

inocuidad de alimentos), en el subgrupo 1.8 y 1.9 de quesos madurados y no

madurados (ver anexo N-2 1), indica que el limite maximo permitido es ausencia
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en 25g, por lo que estas muestras de quesos frescos y duro blando no cumplen

con este parametro.

5.3 Resultados obtenidos para la sobrevivencia de Listeria monocytogenes.

Cuadro Ne 17 Caracteristicas fisicas y organolépticas de los quesos frescos.

CARACTERISTICAS

QUESO FRESCO

1 dia 5 dias
Blanco Blanco - amarillo
Color
Olor Caracteristico a lacteo Caracteristico a fermentado

Sabor tedrico

Caracteristico a lacteo y
ligeramente salado

Agrio ligeramente salado

Textura

Masa semi-solida

Masa semisélida y viscosa

Cuadro Ne 18 Caracteristicas fisicas y organolépticas de los quesos duro

blando.

CARACTERISTICAS

QUESO DURO BLANDO

1 dia 5 dias
Blanco amarillento Amarillo tenue
Color
Olor Caracteristico a lacteo Caracteristico a lacteo viejo
Caracteristico a lacteo y Caracteristico a lacteo y

Sabor ligeramente salado ligeramente salado

Semi-dura Semi-dura y reseca

Textura

De los cuadros 5 y 6 podemos comparar que los quesos al pasar los dias

cambian sus caracteristicas fisicas y organolépticas, tedricamente debido a la

presencia de otras bacterias que descomponen los quesos, como lo son los

coliformes, Pseudomonas sp, los Bacillus sp. y otras (17,19).
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La Listeria monocytogenes pertenece a la familia de los Bacillus, los cuales
degradan proteinas produciendo olor y sabores anormales en los quesos
frescos y duro blando, tedricamente otras bacterias como la Pseudomonas spp.
aparte de producir malos olores y sabor agrio, produce defectos en la

consistencia de los quesos.

5.4 Comparacion de los conteos en placade 1 diay alos 5 dias:

Los datos que se reportan solo son de las muestras que salieron positivas a L.

monocytogenes como se describid en el literal 2.6.

El conteo de colonias en placas se multiplicé por la diluciéon 10! y como

resultado se obtuvo:

2AFC: 28 UFC X 10 = 280 UFC

Cuadro Ne 19 Resultados de los conteos en placa de Listeria spp los dias 1y 5.

MUESTRA 1DIA 5 DIAS
2AFC 280 UFC | 970 UFC
2ADC 80 UFC 680 UFC
1BDC 370 UFC | 2810 UFC
4BDT 450 UFC | 2030 UFC
2CFC 230 UFC | 300 UFC
ACFT 70UFC 170 UFC

5CFSm 250 UFC | 410 UFC
3CDC 100 UFC | 210 UFC
1DDC 150UFC 280UFC

2DDC 120UFC 340UFC

4DDT 40UFC 150UFC

2EFC 180UFC 530UFC

1EDC 90UFC 820UFC




Cuadro Ne 19 (continuacion).

MUESTRA 1DIA 5 DIAS

5EDSm 10UFC 210UFC
AFFT 430UFC | 65000UFC

De las muestras anteriores, se calculd el niUmero de las colonias:

5col. L. spp » 5 UFC L. monocytogenes (+) —> 100%

Por lo tanto se tiene que:

SUFCL.spp—» 100% 5UFC ——» 100%

5UFCL.m —» X 2UFC— X
X =100% X =40%

Se tiene que:

230UFC — 100%

X «— 40%

X =92 UFC.



Cuadro Ne 20 Numero total de colonias positivas de L. monocytogenes del

dia 1.
Muestras Listeria. spp L. monocytogenes | L. monocytogenes Log
UFClg UFCl/g %
2AFC 280 280 100 2.45
2ADC 80 80 100 1.90
1BDC 370 370 100 2.57
4BDT 450 450 100 2.65
2CFC 230 92 40 1.96
4CFT 70 28 40 1.45
5CFSm 250 250 100 2.39
3CDC 100 30 30 1.48
1DDC 150 120 80 2.08
2DDC 120 72 60 1.86
4DDT 40 16 40 1.20
2EFC 180 144 80 2.16
1EDC 90 54 60 1.73
5EDSmM 100 100 100 2.00
4FFT 430 344 80 2.54

80



Cuadro Ne 21 Namero total de colonias positivas de L. monocytogenes, del
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dia 5.
Muestras Listeria. spp L. monocytogenes | L. monocytogenes Log
UFC/g UFC/g %

2AFC 970 970 100 2.99
2ADC 680 680 100 2.83
1BDC 2810 2810 100 3.45
4BDT 2030 2030 100 3.31
2CFC 300 120 40 2.08
ACFT 170 68 40 1.83
5CFSm 410 410 100 2.61
3CDC 210 63 30 1.80
1DDC 280 224 80 2.35
2DDC 340 204 60 2.31
4DDT 150 60 40 1.78
2EFC 530 424 80 2.63
1EDC 820 492 60 2.69
S5EDESmM 210 210 100 2.32
AFFT 65000 52000 80 4.72
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Figura Ne 6 Primer muestreo, muestras positivas de L. monocytogenes.
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Figura Ne 7 Segundo muestreo, muestras positivas de L. monocytogenes.
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Figura Ne 8 Tercer muestreo, muestras positivas de L. monocytogenes.

Al comparar estos resultados en las figuras N¢ 6, 7, 8 nos muestran el
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crecimiento de L. monocytogenes con respecto al tiempo. La bacteria fue
sometida a una temperatura de 4°C por 5 dias, para ver su proliferacién, lo cual
nos representa que L. monocytogenes consumio el sustrato de los quesos y la
cantidad de sal que estos contienen, por lo que le dio a la bacteria condiciones
adecuadas para poder sobrevivir; debido a que esta prolifera a un rango de
temperatura de 1 - 45°C y a una elevada concentracion de sal. Los resultados
nos muestran que de 30 muestras de queso duro blando 9 salieron
contaminados y de 30 muestras de queso fresco 6 salieron contaminados. Los
quesos duro blando son los mas contaminados por dicha bacteria, debido a la
concentracion elevada de sal que estos poseen.



CAPITULO VI

COCLUSIONES.



6.0 CONCLUSIONES.

. Los resultados obtenidos en la guia de observaciébn mostraron que las
dos variedades de quesos (frescos y duro blando) comercializados en los
tres mercados obtuvieron los porcentajes mas elevados: Tiendona:
qgueso fresco 88.57%, duro blando 100%; Central: fresco 56.6%, duro
blando 70.75%; San Miguelito: fresco 84.78%, duro blando 100%.

. Los resultados de la guia de observacién nos mostro, la falta de higiene
en un 72.89% que estos puestos poseen en sus instalaciones en los
mercados donde se comercializan quesos y otros productos.

. Los resultados obtenidos de las muestras de quesos analizadas fueron
el 10% de queso fresco y el 15% de duro blando contaminadas con L.

monocytogenes, por lo que pude ser dafiino a la poblacion salvadorefia.

Se comprobd la sobrevivencia de L. monocytogenes, con la
comparaciéon del dia 1 con respecto al quinto dia, mostrdndonos que la
bacteria tuvo condiciones adecuadas como sustrato, salinidad y

temperatura Optima para poder proliferar

. Las muestras analizadas demuestran que no cumplen con lo
especificado por el Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:08
(Alimentos, Criterios Microbiolégico para la Inocuidad de Alimentos) de
guesos madurados y no madurados, el cual nos dice que por cada 25g
de muestra analizada el Limite maximo permitido es Ausencia de L.

monocytogenes.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES.



7.0 RECOMENDACIONES.

Que al elaborar el queso se debe cumplir con las condiciones higiénicas
adecuadas, ya que esta es una de las mayores fuentes de

contaminacion.

Evitar el consumo de quesos frescos y duro blando de dudosa
procedencia, debido a que los puestos de los mercados no cumplen con
las medidas higiénicas para evitar adquirir listeriosis u otros

microorganismos.

Que los puestos de los mercados no deben comercializar otros productos
que estén cerca de los quesos, ya se puede ocasionar una

contaminacion cruzada con L. monocytogenes u otro microorganismo.

Que las personas con sistema inmune suprimido, ancianos, personas
con una estricta dieta rigurosa, mujeres embarazadas no deben de
consumir queso frescos y duro blando de dudosa procedencia para evitar
el riesgo de adquirir listeriosis.

A los inspectores de saneamiento que deben aumentar el monitoreo de
los mercados, asi como la institucién respectiva gestione capacitaciones
que los lleve a implementar un procedimiento de limpieza y sanitizacién
de los puestos de venta de alimentos, para poder tener un mejor control

y erradicacion del microorganismo patégeno de L. monocytogenes.

Que el Ministerio de Salud refuerce el sistema de monitoreo para realizar
analisis microbiologico de quesos frescos y duro blando, en las zonas
rurales y urbanas donde es su mayor elaboracion, e implementar el uso

de leche pasteurizada para la elaboracion de quesos, para que exista



una mejor verificacion del cumplimiento de la presencia o ausencia del

microorganismo patdégeno de L. monocytogenes u otro microorganismo.
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9.0 GLOSARIO

Alimento: toda sustancia, elaborada, semielaborada o bruta, que se destina al
consumo humano, incluyendo las bebidas, el chicle y cualesquiera otras
sustancias que se utilicen en la fabricacion, preparacion o tratamiento de los

alimentos (s).

Bacterias: grupos de microorganismos unicelulares que se multiplican por

particion simple. También son llamados microbios (17).

Bacterias mesofilas: bacterias con temperatura Optima de crecimiento dentro

de limites regulares (15-45°C) (s).

Bacterias psicotropas: bacterias capaces de crecer a bajas temperaturas (10-
20°C) @5).

Calostro: secrecion densa, cremosa y amarilla que es recolectada de la ubre
de la vaca después del parto. Por definicion unicamente la secrecion del primer

ordefio después del parto puede ser denominada calostro (22).

Escherichia coli: bacilo gram negativo, cuyas cepas enteropatdgenas son
habitantes casi universales de las vias intestinales de los humanos y los
animales de sangre caliente, tienen un papel nutricional importante en las vias
intestinales, en especial vitamina K. Es patégena cuando la resistencia del
huésped es baja, se le relaciona con las infecciones disentéricas y las fiebres

generalizadas (15,21).

Esterilizacion: destruccion de los microorganismos que pueden haber en un
objeto, mediante medios fisicos, especialmente calor y presion o quimicos, con

los llamados antisépticos; desinfeccidn (15,43).



Fermentacion: movimiento o agitacion de las particulas de un liquido que se

trasforma o entra en descomposicion (19,20).

Higiene de los alimentos: comprende las condiciones y medidas necesarias
para la produccion, elaboracion, almacenamiento y distribucion de los alimentos
destinados a garantizar un producto inocuo, en buen estado y comestible, apto

para el consumo humano (1s5,43).

HTST: método de pasteurizacion a 70°C por 15 segundos, que mata gran
cantidad de bacterias, es mas lento que el UHT, pero mas econdémico puesto
gue no se necesita tanto dinero para la maquinaria requerida y es

frecuentemente utilizado para lacteos como yogures y leches(i,41).

Inocuidad: garantia de que un alimento no causara dafio al consumidor cuando

este sea preparado e ingerido de acuerdo al uso al que se destine (9,43).

Lactosa: el azlcar de la leche que se encuentra en la leche de los mamiferos
(41).

Leche: es la secrecion obtenida por el ordefio completo de una vaca o0 mas
vacas sanas que contenga no menos del 3% de grasa y no menos del 85% de
sélidos lacteos no grasos y que esta libre de calostro. Se presumira que la leche
contiene calostro cuando se obtiene dentro del términol5 dias anteriores vy

posteriores al parto o 15 dias después del mismo (10, 22,26).

Microbiota: Conjunto de microorganismos (bacterias y hongos) de determinado
tejido de un hospedador que han desarrollado una relacion intima con este y

gue normalmente desempefian funciones benéficas (7,17).

Pasteurizacion: es un proceso que consiste en calentar cada particula de

leche o productos lacteos a una temperatura y durante un periodo de tiempo



minimo, que sean necesarios para destruir todos los agentes patdgenos que

puedan contener. Su finalidad es destruir gérmenes infecciosos (9, 13,31).

Proteina caseina en leche: la caseina es una de las proteinas que se dirige
con mas facilidad y constituyen la fraccion mayor de las sustancias proteicas de
la leche (aproximadamente un 80%). El rendimiento mayor o menor que se
obtiene en la produccién o procesamientos en los quesos se debe al porcentaje
mayor o menor de grasas y caseina que contiene la leche. El color blanco que

contiene la leche se debe al caseinato de calcio que contiene (23, 26, 34,43).

Protedlisis: degradacién de proteinas ya sea mediantes enzimas especificas

llamadas proteasas o por medio de digestion intermolecular (2o, 23,25).

Queso: es el producto fresco o madurado, solido o semisoélido, obtenido por la
coagulacion de leche, leche descremada, leche parcialmente descremada,
crema, crema de suero o suero de mantequilla o una combinacion cualquiera de
estas, por la accion del cuajo u otros coagulante apropiados, con o sin
aplicacién del calor, y con o sin la adicion de otros ingredientes aditivos

alimentarios (s, 23, 32,35).

Queso fresco: es el queso no madurado ni escaldado, moldeado, de textura
relativamente firme, levemente granular, preparado con leche entera
semidescremada cuajada con enzimas y acidos organicos, generalmente sin

cultivos lacticos. También se designa como queso blanco (s, 32,35).

Queso no madurado: es el queso que esta listo para su consumo

inmediatamente después de su fabricacion (9, 29,39).

Reglamento Técnico Salvadorefio: es un documento en el que se establecen

las caracteristicas de los bienes en sus procesos y métodos de produccion



conexos, incluidas las disposiciones administrativas aplicables, y cuya
observancia es obligatoria zs).

Salmonella: bacillo gram-negativo. Es patégena ya sea en el hombre o en otros
animales de sangre caliente. En los humanos las enfermedades mas comunes

causadas por salmonella son la fiebre tifoidea y la gastroenteritis (9,17).

Sanidad: conjunto de servicios gubernamentales para la salud del comun de

habitantes, de una provincia o de un municipio (15,36).

Stapylococcus aureus: bacteria gram-positiva es parasito frecuente de los
humanos, animales y en ocasiones originan infecciones serias. Es una forma
pigmentada amarilla que se relaciona con procesos patolégicos incluyendo:

neumonia, osteomielitis, meningitis y artritis (17,36).

Ultrafiltracion: se usa para aumentar el porcentaje de las proteinas en la leche
liguida como método para fortificar las proteinas de la misma. Este proceso
permite que las propiedades de las proteinas de la leche de manera natural
mejoren su sabor y textura y que no se requiera adicionar leche en polvo sin
grasa, lo que con frecuencia causa que la leche liquida sepa cémo cocida o
mas dulce, por el exceso de lactosa de la leche en polvo sin grasa. Las
variedades resultantes sin grasa o0 bajas en grasa tienen el mismo sabor y

textura que la leche entera, sin las grasas adicionales (13, 31,41).



ANEXOS



ANEXO N2 1

GUIA DE OBSERVACION

GUIA DE OBSERVACION
UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA.

Universidad de El Salvador

Realizada en los diferentes mercados: Central, Tiendona y San Miguelito,
ubicados en la zona de San Salvador con el objetivo de determinar los dos
diferentes tipos de quesos mas consumidos, dentro de los puestos de dichos

mercados.

1. De los siguientes tipos de quesos ¢Cuales poseen en existencia en el
puesto?

- Quesillo - Queso fresco ]

- Queso duro blando - Quesocremado [

- Queso duro viejo - Otros(especifique):

I I

- Queso de capita

2. De acuerdo a los resultados de la pegunta No.1, seleccionar los dos tipos
de quesos preferidos por los consumidores.

- Quesillo - Queso fresco ]

- Queso duro blando - Queso cremado O

- Queso duro viejo - Otros(especifique):

O od O

- Queso de capita



. De los dos quesos seleccionados, ¢, Cuantos puestos mantienen en

refrigeracion estos quesos?

. ¢Los gquesos estan separados de otros productos?
S O NO []

Especifique que otros:

. ¢Los puestos y el personal cumplen con una debida higiene para los

quesos?
Si [ No []

. ¢Manipulan el mismo utensilio para cortar los diferentes tipos quesos?
Si [ No []

. ¢, Se observan limpios los recipientes donde se guardan dichos quesos?
Si [ No []

. ¢La persona que despacha el queso, es la misma que manipula el dinero?

Si [ No []



ANEXO Ne 2

ESPECIFICACIONES MICROBIOLOGICAS PARA QUESOS FRESCOS Y
DUROS BLANDOS ESTABLECIDOS POR ELREGLAMENTO TECNICO
CENTROAMERICANO RTCA 67.04.50:083s)

1.8 subgrupo de alimento: Quesos madurados y procesados

Parametro Categoria | Tipo de | Limite maximo
riesgo permitido.
Escherichia coli 5 <10UFC/g
Staphylococcus aureus 7 A 103UFC /g
Listeria monocytogenes / 25¢g 10 Ausencia
Salmonella ssp / 25¢g 10 Ausencia

1.9 subgrupo de alimento: Quesos frescos, no madurados y

requeson.
Pardmetro Categoria | Tipo de | Limite maximo
riesgo permitido.
Escherichia coli 5 <10UFC/g
Staphylococcus aureus 7 A 103UFC /g
Listeria monocytogenes / 25¢g 10 Ausencia
Salmonella ssp / 25¢g 10 Ausencia

- Lacategoria 10 se emplea en otros microorganismos considerados
peligrosos como Salmonella, Clostridium botulinum, entre otros.

Categoria 10: plan de 2 clases, donde n=5y c= 0.

- 5.1.1 Riesgo tipo A: Comprende los alimentos que por su naturaleza,
composicién, proceso, manipulacion y poblacion a la que va dirigida,
tienen una alta probabilidad de causar dafio a la salud.




ANEXO N2 3

Cuadro Ne 22 Listado de los mercados municipales del Area metropolitana San

Salvador ().
Mercados Caodigo Numero de Puestos a muestrear
puestos
La Tiendona T 35 3
Central C 212 1
San Miguelito SM 46 1

Figura N¢ 9 Mapa de la zona metropolitana de San Salvador




ANEXO Ne 4

PROCEDIMIENTOS ANALITICOS



ENRIQUECIMIENTO DE LA MUESTRA

Pesar 25g de la muestra de queso duro
blando o queso fresco

225mL de caldo de enriquecimiento
para listeria

STOMACHER 260 rpm por 3 minutos.

Incubar 35°C por 24 — 48 horas

Figura Ne 10 Esquema de enriquecimiento de la muestra.




Aislamiento:

LEB

RN

OXFORD

PALCAM

NS

Incubar 35 °C. 24-48 h

l

Incubar 4 °C, 24-48 h

Figura Ne 11 Esquema de aislamiento de la cepa




PRUEBAS DE IDENTIFICACION

PRUEBAS BIOQUIMICAS /—\

“~_ 4

TSAye

l

@Il

| Catalasa TG Hemolisis CAMP MOV RM VP IND FC |

f

)

TG: Tincién al Gram. VP: Voges - Proskauer. Incubar 35 °C. 24 h o Incubar solo el tubo “FC” a
’ temperatura ambiente por 7

MOV: Movilidad. IND: Indol. dias

RM: Rojo de metilo. FC: Fermentacién de carbohidratos.

Figura Ne 12. Esquema de pruebas bioguimicas.



1) Prueba de CAMP

~ )

Staphylococcus aureus

Medio Agar Sangre

(-

Listeria monocytogenes

l

C

Rhodococcus equi

Incubar a 35 °C por 24 horas

~—

Figura N° 13. Esquema prueba de CAM



2) TINCION AL GRAM

{ GRAM + GRAM -

" / . © Fliaiién )

Cristal
O vieleta (D
Complejo
© yodo / lugol @
Q Decoloracién @
Alcohol/acetona
\ 4
@ Safranina @

Figura Ne 14. Tincién al Gram



ANEXO N2 5

RESULTADOS DE L. monocytogenes



Bacilo gram positivo de L.
monocytogenes

Figura Ne 15. a = Caldos de enriquecimiento para Listeria; b = Agar OXFORD
modificado. L. monocytogenes, colonias tipicas pequefas
(aproximadamente 1mm) y rodeadas por un halo de
oscurecimiento; ¢ = Agar PALCAM para Listeria: Colonias tipicas
pequefias, rodeadas de un halo de oscurecimiento; d = colonias
tipicas en el medio TSAye; e = prueba de catalasa para Listeria
monocytogenes; f = tincion al gram para L. monocytogenes.




equi

Figura N° 16. g = prueba de hemolisis para L. monocytogenes; h = prueba del
CAMP para L. monocytogene; i = prueba de motilidad para L.
monocytogenes; | = prueba del TSI para L. monocytogenes;

k = prueba de Voges — proskauer; | = prueba de indol.




Figura Ne 17. m = prueba de rojo de metilo; n = fermentacion de Carbohidratos
(ramnosa); o = tés de API listeria



ANEXO N26

MATERIALES Y EQUIPOS

Material:

- Agitador de vidrio

- Asa Bacteriolégica

- Beaker de 30, 50, 100, 400, 600, 1000 mL
- Erlenmeyer de 125, 20, 1000,2000mL

- Gradillas para tubos de ensayo

- Mechero Bunsen

- Micropipeta de 10 pL

- Pipetade morh de 1.0 mL, 5.0 mLy 10.0 mL
- Placas de Petri

- Porta objetos

- Probetas de 10, 25. 50, 100, 500, 1000mL
- Tubos para pruebas bioguimicas.

- Baja lenguas.

- Palillos estériles.

Equipo:
- Autoclave - Cuenta colonias
- Balanza Semianalitica
- Cabina de flujo laminar
- Estufa
- Hot Plate
- Incubadora
- Refrigerador.
- Stomacher



ANEXO Ne 7

CODIGOS DE LAS MUESTRAS



Cuadro Ne 23 Cdédigos de las muestras del segundo y tercer muestreo

Segundo muestreo

tercer muestreo

Primer cédigo

Cabdigo nuevo

Primer cddigo

Cébdigo nuevo

CiDC 1CDC
C2FC 1CFC
C3DC 2CDC
C4FC 2CFC
C5DC 3CDC
C6FC 3CFC
C7DT 4CDT
C8FT ACFT
CoDSm 5CDSm
C10FSm 5CFSm
D1DC 1DDC
D2FC 1DFC
D3DC 2DDC
D4FC 2DFC
D5DC 3DDC
D6FC 3DFC
D7DT 4DDT
D8FT 4ADFT
D9DSm 5DDSm
D10FSm 5DFSm

EC1F 1EFC
EC1D 1EDC
EC2F 2EFC
EC2D 2EDC
EC3F 3EFC
EC3D 3EDC
ET1F 4EFT
ET1D 4EDT
ESmF 5EFSmM
ESmD 5EDSmM
E2C1F 1FFC
E2C1D 1FDC
E2C2F 2FFC
E2C2D 2FDC
E2C3F 3FFC
E2C3D 3FDC
E2TF 4FFT
E2TD 4FDT
E2SmF 5FFSm
E2SmD 5FDSm




Cuadro N@ 24. Significado Cddigos de las muestras

NUmero de Orden de Queso fresco y Mercados.
puesto. muestreo. duro blando.

1 C D C

4 D D T

5 E F Sm

2 F F C

En donde:

T: Tiendona. F: Queso fresco.

C: Central D: Queso duro blando.

Sm: San Miguelito.

Nota: las letras del orden del muestreo se usaron de la siguiente manera:

De las letras A y B son del primer muestreo.
De las letras C y D son del segundo muestreo.

De las letras E y F son del tercer muestreo.

Los numeros de los puestos se usaron de la siguiente forma:

Los numeros 1, 2 y 3 son los puestos del mercado Central.

El nimero 4 son los puestos del mercado la Tiendona.

El nimero 5 son los puestos del mercado San Miguelito.




ANEXO Ne 8

Medios y Reactivos

MEDIOS DE CULTIVO (2¢).

Caldo de enriquecimiento para listeria
Agar selectivo base para listeria OXFORD
Agar selectivo base para listeria PALCAM.
Agar Tripticasa soya

Extracto de levadura

Caldo rojo de metilo-voges-proskauer.
Agua de triptona (indol)

Triple azlcar de hierro (TSI)

Medio sim (movilidad)

Agar base sangre.

Caldo de Tripticasa soya.

REACTIVOS (28).

a - naftol

Hidroxido de potasio
Kovac

Rojo de metilo
Peroxido de Hidrogeno.
Agua desmineralizada.
Cristal Violeta.

Lugol.

Alcochol.

Safranina.



ANEXO N2 9
REGISTROS DE LATEMPERATURA DE LA REFRIGERADORA

Cuadro Ne 25 Control de temperatura de la refrigeradora

Fecha Temperatura Fecha Temperatura
05 - 07 - 2013 3.9 02-10-2013 4.0
06 -07 - 2013 4.0 03-10-2013 4.0
07 - 07 - 2013 3.8 04-10-2013 3.8
08 - 07 - 2013 4.0 07-10-2013 4.0
10 - 07 - 2013 4.0 09-10-2013 4.0
12 - 07 - 2013 3.9 14-10-2013 3.9
13-07 - 2013 4.0 15-10-2013 3.9
16 - 07 - 2013 3.9 16-10-2013 4.0
17 -07 - 2013 4.0 21-10-2013 3.8
19 -07-2013 4.0 22-10-2013 3.9
23-07 - 2013 4.0 23-10-2013 4.0
24 - 07 - 2013 4.0 24-10-2013 4.0
27 - 07 - 2013 3.9 25-10-2013 3.9
08 - 08 - 2013 3.7 28-10-2013 4.0
13- 08 - 2013 4.0 29-10-2013 4.0
14 - 08 - 2013 4.0 01-11-2013 3.9
15- 08 - 2013 4.0 04-11-2013 3.9
16 - 08 - 2013 3.9 05-11-2013 4.0
20 - 08 - 2013 4.0 06-11-2013 4.0
Fecha Temperatura

07-11-2013 4.0

08-11-2013 3.9

11-11-2013 4.0

12-11-2013 4.0

13-11-2013 3.9

14-11-2013 4.0

15-11-2013 4.0

18-11-2013 3.8

19-11-2013 4.0

20-11-2013 3.9

21-11-2013 4.0

22-11-2013 4.0

25-11-2013 3.9

26-11-2013 4.0

27-11-2013 4.0

28-11-2013 3.9

02-12-2013 3.9

03-12-2013 4.0




ANEXO N2 10

PROCEDIMIENTO ENUMERACION LISTERIA MONOCYTOGENES@12,25)



ANEXO N2 10

PROCEDIMIENTO ENUMERACION LISTERIA MONOCYTOGENES EN
ALIMENTOS ISO 11290-2. MODIFICADO (12,25).

Inoculacién e incubacion:

Transferir con pipeta estéril 0,1mL de la suspensién inicial a dos placas
de agar ALOA (placas previamente secadas en incubadora).

Repetir este procedimiento usando diluciones decimales consecutivas si
es necesario.

Cuando para ciertos productos es necesario estimar bajos numeros de L.
monocytogenes, el limite de enumeracion puede ser reducido por un
factor de 10 examinado 1,0 mL de la suspension inicial. Distribuya el
in6culo de 1 mL sobre la superficie del agar en una placa de Petri grande
(140 mm) o sobre la superficie del agar en placa de Petri pequefia (90
mm) pero en 3 porciones y disemine con rastrillo estéril. En ambos casos
debe preparar duplicados de siembra usando 2 placas de 140 mm 6 6 en
el caso de usar placas de 90 mm.

Cuidadosamente esparcir o diseminar el inéculo lo mas pronto posible
sobre la superficie del agar sin tocar los bordes de la placa con el
rastrillo. Utilice un rastrillo estéril por cada placa.

Dejar las placas cerradas a temperatura ambiente por 15 minutos para
gue el in6culo sea absorbido en el agar.

Invertir las placas y colocar en la incubadoraa 37°C £ 1°Cpor24 hy
una incubacion adicional de 18 a 24 h.

Incubar las placas de agar ALOA en condiciones aergbicas.



Enumeracion:

Después de la incubacion por 24 horas si el desarrollo de las colonias es
leve 0 no se observa desarrollo realizar una incubacion adicional de 18 h
a 24 h = 3 horas

Las colonias de L. monocytogenes son azul-verdosa con un halo opaco.
Las colonias de Listeria spp son azul- verdosas sin halo.

Contar todas las colonias presuntivas o sospechosas de Listeria spp en
cada placa que contiene menos de 150 de colonias caracteristicas y no

caracteristicas.

Confirmacion de listeria ssp

Seleccion de colonias para confirmacion:

Después del periodo de incubacién conservar las placas que contienen
menos de 150 colonias presuntivas de Listeria spp, de todas las
diluciones y si es posible de dos diluciones sucesivas.

Seleccionar 5 de las colonias presuntivas o sospechosas de cada placa
retenida. Si en la placa hay menos de 5 colonias presuntivas seleccione
para confirmacion todas las existentes.

Traspasar y sembrar por aislamiento las colonias seleccionadas
sobre la superficie seca de agar soya triptona extracto de levadura
(TSYEA), de manera que se obtengan colonias bien aisladas.

Incubar las placas sembradas a 35 a 37 °C £ 1°C por 18 a 24 horas o
hasta que el desarrollo sea satisfactorio.

Las colonias tipicas son de 1 mm a 2 mm de didmetro, convexas, sin
color y opacas con bordes regulares o enteros.

Realizar las pruebas confirmativas a partir de cultivo puro en agar
TSYEA.



