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RESUMEN

El presente trabajo de graduacion tiene por objeto determinar la calidad
microbiolégica del requesdén que se comercializa en los principales
supermercados de la zona metropolitana de San Salvador. Para esto, se
seleccionaron muestras de requesoén (por métodos estadisticos), obteniéndose:
seis supermercados y tres muestras por cada una de tres marcas de requeson
a analizar (18 muestras en total). En el desarrollo experimental, y por razones
de ética y confidencialidad, se les asigné una letra para identificar a cada una
de las marcas: Marca “A”, “B” y “C” .Las muestras fueron trasladadas en
condiciones adecuadas de refrigeracién, se analizaron en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD). La investigacion se extendio durante el periodo de enero a
agosto de 2008.

A las muestras, de requesbén, previamente tratadas, se les determind:
Staphylococcus aureus, coagulasa positiva (enterotoxigénico) UFC/q,
Coliformes fecales, NMP/g, Escherichia coli, UFC/g y Salmonella en 25
gramos, empleando para ello los métodos de ensayo y analisis establecidos en
el Manual de Analisis Bacteriologico. Los resultados obtenidos, se agruparon
por muestras de cada marca, en donde para el Recuento de Staphylococcus
aureus, un 33 % de la Marca “A” y un 100 % de la Marcas “B” y “C’,
presentaron crecimiento de colonias. Ademas estas muestras, presentaron

resultados positivos en la prueba de coagulasa y catalasa. En la determinacion



de Coliformes fecales, se observaron resultados positivos en el 100 % de las
muestras de cada una de las tres marcas. En el aislamiento realizado para
Escherichia coli un 50 % de las muestras de la marca “A” y el 100 % de las
Marcas “B” y “C”, resultaron positivas. Para Salmonella, so6lo la marca “C”
presenta un 100 % de muestras positivas.

Al comparar todos los resultados de cada muestra, con los que especifica la
Norma NSO 67.01.04:06 “Productos Lacteos. Quesos No Madurados.
Especificaciones” (Ver ANEXO No 1) para comprobar la calidad microbiolégica
del requesoén analizado se concluy6 que, ninguna de las marcas analizadas se
considera apta para el consumo humano, debido a que no cumplen con las
especificaciones exigidas.

Finalmente se obtuvo, una investigacion integra, que constituye un aporte para
todos aquellos involucrados en la calidad microbiolégica del requesén: los
productores, que deben implementar controles mas rigurosos durante toda su
cadena de produccion; los supermercados que deben mantener condiciones de
almacenamiento adecuadas; las autoridades sanitarias que deben vigilar
rigurosamente los alimentos que son ofrecidos al consumidor y en especial, a
todas las personas que consumen este nutritivo alimento, que deben informarse

adecuadamente para poder exigir que lo que consume sea un alimento inocuo.
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1.0 INTRODUCCION

En el mercado nacional se comercializa una gran variedad de productos lacteos, entre
ellos el requeson, siendo este uno de los de mayor demanda y susceptible a la
contaminaciobn microbiana en todas sus etapas: Procesamiento, distribucion,
almacenamiento y comercializacion; por lo tanto se debe asegurar que se encuentre
en condiciones microbiolégicas optimas, es decir, libre de microorganismos capaces
de disminuir la vida uatil del producto y/o causar enfermedades en el consumidor;
principalmente, porque es un producto que es consumido por personas que son
propensas a adquirir enfermedades transmisibles por los alimentos (ETAs), como son
los nifios, ancianos y personas inmunodeprimidas. Por otra parte, el requeson es un
producto lacteo con muy buena aceptacion en la dieta de pacientes hospitalarios y
ambulatorios, ya que estos deben tener un consumo de sal y grasa controlado.

Por lo mencionado anteriormente, se considera de importancia determinar la calidad
microbioldgica del producto lacteo en el mercado, ya que el requeson presenta un
ambiente ideal para el crecimiento de ciertos microorganismos, incluyendo patégenos,
debido a su alto porcentaje de humedad (80%) () y nutrientes.

En este sentido, en el desarrollo de la investigacion se determiné la calidad
microbioldgica de tres marcas de requeson “A”, “B” y “C” (Ver ANEXO No 2) que se
comercializan en los principales supermercados de la Zona Metropolitana de San
Salvador. El muestreo se realizd en 6 sucursales que incluyen las siguientes cadenas

comerciales: Super Selectos, Despensa de Don Juan, Super Europa e Hiper Paiz; los
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cuales fueron seleccionados a través de un método de muestreo estadistico. La
investigacion se realiz6 entre los meses de enero a agosto del afio 2008.

Una vez obtenidas las muestras, se realizd las determinaciones: Staphylococcus
aureus, coagulasa positiva (enterotoxigénico) UFC/g, Coliformes fecales, NMP/g,
Escherichia coli, UFC/g, Salmonella en 25 gramos, empleando para ello los
métodos de ensayo y analisis establecidos en el Manual de Andlisis Bacterioldgico
(BAM, siglas en inglés), comparandolos con los Limites Microbiolégicos Sanitarios
para quesos no madurados que establece la Norma Salvadorefia Obligatoria (NSO)
67.01.04:06 “Productos Lacteos. Quesos No Madurados. Especificaciones”. (Ver
ANEXO No 1).

En el presente trabajo, no se incluy6 la determinaciéon de Listeria monocytogenes,
debido a la falta de insumos necesarios para la realizacion del andlisis microbiolégico
de dicho microorganismo.

Todas las determinaciones que se han especificado, se realizaron en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD).

Se considera que la investigacidon permitio concluir si las diferentes marcas de
requeson comercializadas en los principales supermercados de la Zona Metropolitana
de San Salvador poseen la calidad microbiolégica requerida para el consumo
humano. Por lo que se espera que esta investigacion sea un gran aporte y contribuya

a futuras investigaciones relacionadas a la problematica de estudio.
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2.0 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad microbiologica del requeson que se comercializa en los

principales supermercados de la zona metropolitana de San Salvador.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 Seleccionar diferentes marcas de requesoén, en los principales

supermercados, utilizando el método de muestreo aleatorio simple.

2.2.2 Realizar el recuento de Staphylococcus aureus (coagulasa positiva

-enterotoxigénico).

2.2.3 Cuantificar Coliformes fecales, por el método del Numero Mas
Probable por gramo de muestra (NMP/g), en las marcas de

requeson seleccionadas.

2.2.4 ldentificar la presencia o0 ausencia de los microorganismos

patogenos: Escherichia coli, y Salmonella.



2.2.5 Comparar los resultados obtenidos con los especificados en la
Norma NSO 67.01.04:06 “Productos Lacteos. Quesos No
Madurados. Especificaciones”, para comprobar la calidad
microbiolégica de las diferentes marcas de requeson comercializadas
en los principales supermercados de la Zona Metropolitana de San

Salvador.
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3.0MARCO TEORICO

3.1Generalidades del Requesén

Existen unas 400 variedades conocidas de quesos que se agrupan en 20
clases. La mayoria de ellas se elaboran con la misma leche variando los
microorganismos, enzimas y sal adicionados y cambiando la temperatura
durante la elaboracion y maduracion.

Los quesos se clasifican por su textura y grado de dureza, admitiéndose 2
grandes grupos: El primero, quesos madurados, varia desde los quesos muy
duros, con poca humedad, quesos para rayar, pasando por los duros, a los
semiblandos, con mayor humedad y blandos. El segundo grupo lo constituyen
los quesos blandos sin madurar con un gran contenido de humedad como el

requeson. (is)

Clasificacion de quesos no madurados )

— Queso Cottage

— Queso Cottage bajo en grasa

— Queso Ricotta

— Queso Crema (untar)

— Queso Crema bajo en grasa (untar)

— Queso fresco
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— Queso fresco bajo en grasa
— Queso de capas

— Queso duro

— Queso Mozzarella

— Quesillo alto y bajo en grasa
— Queso de suero o requeson

— Queso mantequilla

3.1.1 Definicion del Requeson

Queso de suero o requeson: es el queso obtenido por la concentracién de
suero, con o sin la adicion de leche y grasa de leche, y el moldeo de la proteina
concentrada, cuyo contenido de grasa es variable segun la materia prima
utilizada.

El requesdn es un queso no madurado, que se encuentra listo para su consumo

después de su elaboracion.

3.1.2 Materias Primas y Materiales g,

Para la elaboracién de quesos no madurados se pueden emplear:
a) Leche pasteurizada, entera, semidescremada o descremada; también se
podrd emplear leche sometida a otros procesos térmicos y cuyas

caracteristicas sean equivalentes o mejores a las de la leche pasteurizada.
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b) Enzimas y/o cultivos de bacterias inocuas productoras de acido lactico
(fermentos lacticos); Cuajo u otras enzimas coagulantes apropiadas y sal
yodada.

c) Los aditivos alimentarios seran los especificados en la NSO 67.01.14:06
Productos Lacteos. Norma General para el Queso. Especificaciones.
Cualquier otro producto de calidad comestible cuyo uso sea permitido por la
autoridad nacional competente para la elaboracién de quesos no madurados
en sus diferentes tipos, o permitidos por el Codex Alimentarius en su ultima

version.

3.1.3 Proceso de Fabricacion ()

El proceso de fabricacidén del requeson es a base de estructuras producidas por
coagulacion de las proteinas lactoséricas, mediante acidificacion, tratamientos

térmicos y calcio (Ver ANEXO No 3)

La caseina es el elemento que se coagula dando su consistencia al queso y
este ya no esta presente en el suero empleado para elaborar el requeson. Este
obtiene su textura de la coccién a alta temperatura, que endurece la albumina y
la globulina presentes en el suero. El afadido de &cido citrico o tartarico se

emplea a veces para catalizar el proceso de coagulacion.

En términos sencillos, se trata basicamente de recuperar la mayor cantidad

posible de la proteina en el lactosuero y de disefiar cuidadosamente el pH vy el
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contenido de humedad y de calcio en el producto terminado. El mecanismo
principal para la elaboracion de requesones es la desnaturalizacion controlada
de las proteinas en el lactosuero, proceso que se favorece a pH alcalinos. Sin
embargo, el reto no es trivial pues el producto debe tener ciertos atributos

especificos, sensoriales y de textura, esperados por los consumidores.

Entre los acidos empleados industrialmente se encuentran los acidos lactico,
citrico, acético y fosférico, grado alimentario. Al seleccionar el acido se deben
considerar varios factores, tales como: disponibilidad, costo, seguridad en su
almacenamiento y manejo, caracteristicas fisicas de la cuajada y sabor y

rendimiento de los requesones.

En la elaboracion artesanal del requesén generalmente se utiliza vinagre (una
solucion acuosa de acido acético) o jugos de frutas acidas (soluciones acuosas
de acido citrico) en volimenes de aproximadamente 5 a 10 % en relacion al
volumen del lactosuero. El acido tiene como funcion bajar el pH hasta valores
cercanos al punto isoeléctrico de estas proteinas. Esto, junto con las reacciones
de desnaturalizacion térmica, conduce a la floculacién y precipitacion de las

proteinas lactoséricas.
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3.1.4 Marco Legal )

El requeson como un alimento que ingerido aporta al organismo materiales y
energia para el desarrollo de los procesos bioldgicos en el hombre, se
encuentra normalizado por el Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social,
cumpliendo con las regulaciones y prohibiciones que establece el Codigo de
Salud para todos los alimentos de consumo humano; encontrdndose los

siguientes articulos de relevancia:

Art. 85.- Se prohibe elaborar, fabricar, vender, donar, almacenar,
distribuir, mantener y transferir alimentos alterados, adulterados, falsificados,
contaminados 0 no aptos para consumo humano.

Art. 86.- El Ministerio por si o por medio de sus delegados, tendra a su
cargo la supervision del cumplimiento de las normas sobre alimentos y bebidas
destinadas al consumo de la poblaciébn dando preferencia a los aspectos
siguientes:

1. La inspeccién y control de todos los aspectos de la elaboracion,
almacenamiento, refrigeracion, envase, distribucion y expendio
de los articulos alimentarios y bebidas; de materias primas que
se utilicen para su fabricacion; de los locales o sitios destinados
para ese efecto, sus instalaciones, maquinarias, equipos,

utensilios u otro objeto destinado para su operacidon y su
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procesamiento, mercados, supermercados, establecimientos
publicos y todo sitio similar.

Art. 89.- Se establece con caracter obligatorio la pasteurizacion,
esterilizacion u otro tratamiento de la leche en los lugares de procesamiento
industrial, artesanal o cualquier otro establecimiento que se dediquen a tales
actividades.

4) Que para procesar la leche utilicen equipos y utensilios de facil

limpieza, y demas materiales que permita obtener productos de

buena calidad higiénica.
El Ministerio de Agricultura y Ganaderia, deberd realizar campafas de
higienizacién de la leche, que comprenda pruebas de Tuberculosis y Brucelosis,
ademas debera impartir asesoria técnica a los ganaderos del pais para lograr
tal objetivo, ademas de lo anterior, conjuntamente con las autoridades
respectivas debera efectuar un control cuarentenario efectivo en las fronteras,
Puertos y Aeropuertos del Pais, a fin de evitar la importacién de este tipo de

productos sin que se cumpla con los requisitos higiénicos establecidos en esta

ley.

Para los efectos del inciso anterior; el Ministerio debera controlar
periodicamente el cumplimiento de esa obligacion y sin perjuicio de lo anterior
podra realizar un control de calidad y los analisis bacterioldgicos y fisico
guimico necesarios en todos aquellos lugares en que se produzcan leche y sus

derivados.
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Art. 285.- Son infracciones menos graves contra la salud:
13) No cumplir con las normas de salud en las operaciones sobre

los alimentos o actividades relacionadas con las mismas.

Ademas, el requesén se encuentra regulado por el CONACYT bajo la Norma
NSO 67.01.04:06 “Productos Lacteos. Quesos No Madurados.
Especificaciones” (Ver ANEXO No 1), en donde se establecen las

caracteristicas y especificaciones que debe cumplir este producto.

3.1.5 Caracteristicas y Especificaciones

3.1.5.1 Caracteristicas Generales

El requesén debe cumplir con las caracteristicas indicadas a continuacion:

- Debe ser elaborado con ingredientes inocuos en cualquiera de sus
etapas de Procesamiento.

- Estar libre de cualquier defecto que pueda afectar su ingesta y apariencia
del producto final.

- Debe cumplir con Buenas Practicas de Manufactura en su elaboracion,

envasado o empacado y conservacion.
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3.1.5.2 Caracteristicas Organolépticas

El requeson debe estar libre de los siguientes defectos:

Defectos en el sabor: fermentado, rancio, agrio, quemado, mohoso, o

cualquier otro sabor anormal o extrafio.

- Defectos en el olor: fermentado, amoniacal, fétido, rancio, mohoso, o
cualquier olor anormal o extrafio.

- Defectos en el color: anormal, no uniforme, manchado o moteado,
provocado por el crecimiento de mohos o microorganismos que no
correspondan a las caracteristicas del queso de que se trate.

- Defectos en la textura: no propia o con cristales grandes de lactosa con
consistencia ligosa (viscosa, pegajosa) acompafada de olor
desagradable.

- Defectos en la apariencia: no propia, con cristales grandes de lactosa,

sucia o con desarrollo de mohos u otros hongos.

3.1.5.3 Caracteristicas Microbioldgicas )

El requeson (queso no madurado), no debe contener microorganismos en

namero mayor a lo especificado en la Tabla N° 1.



TABLA N° 1. Limites Microbiolégicos Sanitarios para quesos no

Madurados.
Microorganismos Y 2 m ¥ M
Staphylococcus aureus, coagulasa
5 1 10° 10°
positiva (enterotoxigénico) UFC/g
Coliformes fecales, NMP/g 4 2 3 10
Escherichia coli, UFC/g 5 0 Ausencia Ausencia
Salmonella en 25 gramos 5 0 Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes, en 25
5 0 Ausencia Ausencia

gramos

“m” pero no mayor que “M”.

M = Recuento maximo permitido.

m = Recuento méaximo recomendado.

3.1.5.4 Caracteristicas Fisicoquimicas )

n = Numero de muestras que debe analizarse.
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¢ = Numero de muestras que se permite que tengan un recuento mayor

El requesdn debe cumplir con una humedad, en porcentaje en masa, maximo

de 80.0 y de grasa lactea, en base humeda, un porcentaje en masa no mayor

de 18.0 (ajustada a las Buenas Practicas de Fabricacion).
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3.1.5.5 Condiciones de Almacenamiento y etiquetado

Las condiciones de almacenamiento y etiquetado para productos lacteos que

establecen normas internacionales son:

— Las leyendas de los productos lacteos debera rotular: "Manténgase en
refrigeracion" o "Consérvese en refrigeracion”
Donde la Refrigeracion se refiere: método de conservacion fisico, con el cual
se mantiene el producto a una temperatura maxima de 4°C (277 K). ()

— Temperatura de almacenamiento de lacteos debe de estar en un rango de

0-4°C. a7

3.2 Generalidades de Microorganismos contaminantes del requeson.

Los alimentos pueden constituir el vehiculo de transmisién de dos grupos
principales de organismos patégenos para el hombre:

1. Organismos productores de enfermedades infecciosas en los animales,
que son trasmisibles al hombre (zoonosis): bacterianas, viricas, por
hongos, por helmintos y por protozoos. Estos organismos se encuentran
ya en los alimentos en el momento que éstos son obtenidos
(contaminacion endogena).

2. Organismos productores de intoxicaciones y toxiinfecciones alimentarias
humanas, que no existian, por lo general, inicialmente en el alimento,

pero que se sumaron posteriormente a ellos. (32
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Las caracteristicas nutricionales que hacen de la leche y sus derivados un
alimento completo para la dieta de los seres humanos, también la hacen un
medio de cultivo ideal para el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos.

Una de las ramas de la industria lactea que depende en gran manera de la
actividad de los microorganismos, es la industria de los quesos. Una gran
variedad de ellos han sido elaborados bajo la actividad enzimética de diversas
especies bacterianas y fungicas. En la elaboracién de mantequillas también se
utilizan cultivos bacterianos seleccionados por su habilidad de producir acido y
sabor.

Otros microorganismos como en el caso del requesén deben ser estudiados no
por su utilidad, si no por la capacidad de alterar la composicién y
caracteristicas organolépticas o por ser agentes causales de enfermedad en los

consumidores. (1

Entre los microorganismos que pueden contaminar el requeson tenemos: ()

3.2.1 Escherichia coli

Este organismo pertenece a la familia Enterobacteriaceae, de la tribu

Escherichieae y del género Escherichia.

Existe casi siempre en el intestino bajo de los animales de sangre caliente y en

el colon del hombre sin causar enfermedades. Cuando llega a otras
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localizaciones, como vias urinarias, puede producir infecciones graves que

resisten al tratamiento antibiotico.

Escherichia coli es una enterobacteria que se caracteriza por la produccién
fermentativa de &cido y gas a partir de glucosa y lactosa, entre otros

carbohidratos.

Otras de sus caracteristicas son: No forma esporas, es capaz de vivir en
aerobiosis como en anaerobiosis (Es decir son anaerobios facultativos). Es un
organismo Gram — negativo que posee una membrana interna (citoplasmatica),
una cadena de peptidoglucano que la rodea, y una compleja membrana externa
(pared celular) que comprende la capsula y que contiene lipopolisacaridos y

porinas (canales para la penetracion de antibioticos y nutrientes). ()

Posee antigenos somatico O y flagelar H. El antigeno O consiste en el lado O
de la cadena de polisacaridos que esta expuesta hacia la superficie (hacia el
lado exterior de la pared celular). Se basa especificamente en la union de los
grupos O de las azucares. El antigeno O es estable al calor mientras que el
antigeno H es labil al calor. Esta bacteria produce una toxina conocida como
“Shiga like toxin” (toxina parecida a Shigella dysenteriae) que es actualmente
la toxina mas fuerte conocida. Se ha encontrado que puede sobrevivir en pH

extremos de 4.0. g9
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La presencia de este microorganismo en un alimento interpreta generalmente
como contaminacién directa o indirecta de origen fecal debido a que su habitat
natural es el tracto digestivo del hombre y animales de sangre caliente. (3
Como se ha mencionado E. coli se encuentra en el intestino grueso de la
mayoria de los animales de sangre caliente y por lo tanto contamina la leche ya
sea directa o indirectamente mediante el contacto con material fecal. Si la cepa
0157:H7 se encuentra en el ganado lechero, el riesgo de que por
contaminacion cruzada llegue a la leche aumenta.

La poblacion con mayor riesgo son los nifios menores de 5 afios, ancianos y
personas con problemas previos gastrointestinales. Se cree que la dosis
infectiva puede ser tan baja como 10 UFC, y que su incidencia suele ser mayor
durante los meses de verano debido a que la produccion lechera es mayor. El
modo de accion de E. coli O157:H7 es mediante la produccion de grandes
cantidades de la toxina (“Shiga like”) que causa danos severos al intestino
delgado. Entre sus sintomas se encuentran: fiebre, colitis hemorragica severa,
calambres abdominales, diarrea aguda y luego sanguinolenta, el sindrome
hemolitico urémico (insuficiencia renal y anemia hemolitica) o el de
trombocitopenia purpura (defectos de coagulacién y afecta el sistema nervioso
central). Las diarreas son el primer sintoma que aparece y ocurren entre 2 a 9
dias después de consumido el alimento. Alrededor del 5% de los pacientes que

llegan a desarrollar el sindrome urémico hemolitico (SUH), mueren.
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Esta bacteria pueden llegar a los tanques refrigerados de almacenamiento de
leche cruda y producir una contaminacion de la leche con el equipo de ordefio,

heces o mediante la secrecion intramamaria. (1)

3.2.2 Coliformes fecales (3

El termino general “coliformes” comprende E. coli y especies de otros géneros
de la familia Enterobacteriaceas.

Los coliformes distintos a E. coli persisten en el suelo o superficies. Por lo
tanto, los gérmenes coliformes no indican necesariamente contaminacion de
origen fecal, en el sentido de implicar un contacto inmediato con heces o con
una superficie contaminada por heces. Es mas, los resultados de la
determinacion cuantitativa de gérmenes coliformes en un alimento pueden no
guardar ninguna relacién con la cuantia de la contaminacion original. Esto
ocurre cuando el alimento ha sido conservado o almacenado a temperaturas no
adecuadas o durante un tiempo excesivo.

En el intento de encontrar métodos seguros y rapidos para poner de manifiesto
la presencia en los alimentos de E. coli o de variantes muy proximas, sin la
necesidad de purificar los cultivos o de aplicar las pruebas IMVIC, relativamente
costosas, surgio un concepto conocido como Coliformes fecales.

Los Coliformes fecales tienen una probabilidad mayor de contener organismos
de origen fecal y por ello son indicadores mas seguros de contaminacion fecal

gue los Coliformes totales.
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3.2.3 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es un coco Gram-positivo del género
Staphylococcus. Este microorganismo se caracteriza por ser anaerobio
facultativo, no motil, de agrupaciones irregulares en racimo. Ademas como los
Micrococcus es catalasa positiva y a diferencia de estos es oxidasa negativa,
coagulasa positiva, fermenta glucosa anaerdbicamente y posee Acido teicoico

en la pared celular. (g

La presencia de Staphylococcus aureus en el alimento se interpreta, por lo
general, como indicativo de contaminacién a partir de la boca y las fosas
nasales de los manipuladores de alimentos; el material y equipo no bien limpios

pueden ser también el origen de la contaminacion. (s

Cuando se encuentra un gran numero de Staphylococcus en un alimento, ello
significa que la temperatura de conservacion no ha sido la adecuada, asi como

tampoco la limpieza y desinfeccion de los utensilios.

Los sindromes de intoxicacion alimentaria caracterizados por nauseas, vomitos,
diarrea, malestar general, debilidad, y casos mas graves por colapsos y otros
signos de shock, con un periodo de incubacion de 30 minutos a 3 horas, se
deben, por lo general, al consumo de alimentos que tienen un gran nimero de
Staphylococcus. Estos sintomas son desencadenados por polipéptidos

especificos que actian como toxinas eméticas, de ahi el nombre de
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enterotoxinas, productos que son liberados en el alimento por las cepas de

Staphylococcus. (3

3.2.4 Salmonella

Salmonella es un género de bacterias que pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, formado por bacilos gram-negativos, anaerobios
facultativos, con flagelos peritricos que rodean al microorganismo y no
desarrolla capsula ni espora. Son bacterias méviles que producen sulfuro de
hidrogeno (H,S). Fermentan glucosa pero no lactosa, y no producen ureasa.
Las Salmonellas se encuentran de forma natural en el intestino del hombre y
de los animales, por lo que las heces son un foco de contaminacion de los
alimentos y del agua. (zs)

Un patdégeno de importancia en los productos lacteos es Salmonella spp. Este
patogeno de la familia Enterobactericeae, es un bacilo gram negativo,
anaerobio facultativo, no formador de esporas y usualmente mévil por medio de
flagelos. Tiene la capacidad de reducir nitrato a nitrito, producir gas a partir de
glucosa, no fermentan la lactosa y utiliza citrato como fuente de carbono.
Estudios microbioldgicos y andlisis de productos lacteos identifican alrededor de
2,384 serotipos de Salmonella. Solamente entre 15 a 20 células viables del
microorganismo sSon necesarias para que un consumidor sea infectado, sin

embargo la gravedad de los sintomas dependera la dosis, la edad y el sistema
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inmunologico del individuo. EI modo de accion de la bacteria es mediante la
colonizacion del intestino delgado, su inflamacion y eventual enterocolitis.

La sintomatologia varia de acuerdo al serotipo que cause la infeccion y suele
aparecer entre 12 a 36 horas después de consumir el producto contaminado.
Los sintomas incluyen: dolor abdominal, diarrea, vomitos, escalofrios y fiebre;
en los casos mas severos puede causar una deshidratacién cronica. La
enfermedad dura entre 2 a 6 dias y la muerte no esta asociada a ella excepto
en nifios, ancianos y personas inmunocomprometidas. En el ganado Salmonella
puede causar: fiebre, diarrea, abortos, disminucién en la produccién de leche,
endotoxemia y eventual muerte. El ganado infectado puede transmitir la
bacteria por contacto directo durante la transportacion, contaminacién con
heces fecales e incluso la alimentacién durante el amamantamiento. La leche y
sus productos derivados, han sido implicados en la transmision de salmonelosis
debido al consumo de leche cruda, tratamientos térmicos inadecuados y
contaminacién post-proceso.

Salmonella ser. Thyphi es la cepa mas aislada del género, sin embargo,
aunque Salmonella ser. Thyphimurium DT104 es la segunda cepa mas
aislada entre su género, se ha encontrado que es altamente resistente a
tratamientos con antibiéticos, lo que debe causar gran preocupacion entre la
poblacion.

Existen estrategias para reducir la incidencia de Salmonella en la vaqueria y su

eventual presencia en la leche y sus derivados. Dichas estrategias incluyen:
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evitar la presencia de ganado portador de la cepa, evitar contacto de ganado
enfermo con ganado saludable, eliminar la presencia de vectores como
roedores y pajaros, buena higiene ambiental, evitar el uso de agua contaminada
y establecer protocolos de muestreo para evitar cualquier fuente de infeccion.
También se recomienda la separaciéon de los animales por edad, evitar el
contacto del ganado con las heces fecales tanto propias como ajenas, utilizar
medidas de bio-seguridad al introducir un nuevo animal a la vaqueria, asi como

evitar el contacto humano con el ganado enfermo. (ig)

3.2.5 Listeria monocytogenes (s

Listeria monocytogenes es una bacteria que rara vez causa un brote a un
namero grande de poblacién. Este microorganismo es Gram positivo, bacilo o
cocobacilo, anaerobio facultativo, psicotréfico que posee motilidad a
temperatura ambiente. Esta bacteria tolera condiciones extremas de
temperatura (-1.5 °C a 45.0°C) y pH (4.3-9.1) lo que le permite sobrevivir en
productos con un alto contenido de grasas como son los quesos semi duros.

Los brotes de listeriosis en humanos pueden ser tanto invasivos como no
invasivos. Los brotes invasivos causan meningoencefalitis, encefalitis,
septicemia y abortos con una alta tasa de mortalidad (20-30%); este tipo de
invasion ocurre principalmente en grupos especificos de personas como: nifos,
ancianos, mujeres embarazadas e inmunocomprometidos. En las mujeres

embarazadas no solamente puede causarle aborto sino que se corre el riesgo
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de que la criatura nazca muerta o con septicemia aun cuando la mujer
experimente sintomas leves parecidos a un resfriado. La listeriosis no invasiva
causa diarreas, fiebre, dolores musculares, dolores de cabeza, nauseas,
vomitos y dolores abdominales aun en adultos saludables. La dosis infecciosa
para L. monocytogenes es desconocida y depende de la susceptibilidad del
individuo. Se cree que en leche cruda menos de 1,000 organismos pueden
causar la enfermedad. Su modo de accién es mediante la invasion del epitelio
gastrointestinal y una vez invade a la célula hospedera se riega en la sangre y
se convierte en septicemia. Por lo tanto, tiene un facil acceso al cerebro o
traspasar a la placenta y migrar hacia el feto.

A pesar de que los casos de listeriosis son menos comunes que otros brotes
asociados a alimentos, representa la segunda causa conocida de fatalidad
asociada a alimentos. Por lo tanto, esta bacteria ha sido clasificada por la FDA
como una de cero tolerancia en los productos listos para consumo, por lo que
hay que eliminar su presencia antes de que el producto llegue al consumidor.
La FDA requiere la pasteurizacion de todos los productos lacteos que se
venden, a excepcion del queso que se elabora a partir de leche cruda y que ha
sido afiejado al menos 60 dias. Sin embargo, la practica de la reduccién en la
incidencia de este patdgeno en la vaqueria es esencial para reducir el riesgo en

el producto terminado.
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3.3 Fuentes de Contaminacion del Requeson. (o)

Los microorganismos que podrian contaminar el requeson pueden encontrarse
en todo lugar: en los animales, en los seres humanos, en el aire, en la tierra, en
el agua. El requeson de buena calidad, seguro para consumo humano, es el
resultado de reconocidas practicas sanitarias observadas a lo largo de todas las
etapas del proceso, desde la extraccion de la leche utilizada como materia
prima hasta su envasado del producto final. El nUmero de bacterias presentes
en el producto final refleja las condiciones sanitarias bajo las cuales el requeson
ha sido procesado y permite determinar el periodo de preservacion de este. Las
principales fuentes de contaminacién en el requesén por presencia de

microorganismos pueden ser las siguientes:

3.3.1 Agua

El agua es empleada para el lavado del equipo de la planta y como materia
prima. Si ésta no es evaluada, puede ser una fuente de contaminacion, ya que
es el medio de transporte de los microorganismos de origen fecal y otros

microorganismos que pueden ser patdgenos para el ser humano.

3.3.2 Materias primas
La principal materia prima utilizada en la elaboracién del requesén es la Leche.
Esta materia prima es sometida generalmente al proceso de pasteurizacion, el

que asegura la destruccion de los microorganismos patdgenos que pudieran
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estar presentes en ella, introducidos durante el ordefio (Ubre contaminada,

atmosfera de establo, etc.) o la manipulacion del producto.

3.3.3 Area de Produccién

El area utilizada para la elaboracion del requesén debe estar sometida a un
programa de control ambiental, ya que algunos microorganismos, hongos y
levaduras emplean el aire como medio de transporte para alcanzar los

substratos donde se desarrollan.

3.3.4 Equipo

Los utensilios empleados en el procesamiento de el requesén pueden acumular
organismos de descomposicidn si no son debidamente lavados y desinfectados
después de su uso. Los equipos de madera, o aquellos cuyo disefio no es liso y
contiene junturas y angulos, resultan muy dificiles de limpiar, y proporcionan

lugares aptos para el desarrollo de microorganismos.

3.3.5 Manipuladores.

Los manipuladores son la fuente mas comidn de contaminacion por ser una
variable dificil de controlar. Principalmente este puede aportar microorganismos
tales como Staphylococcus aureus y Escherichia coli.

Una persona que padece de alguna infeccién también puede infectar el

producto, volviéndola no apta para el consumo humano.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de Estudio (g

El tipo de estudio es Prospectivo, Transversal y Experimental.

El estudio es prospectivo porque se registré la calidad microbiolégica del
requesdn que se comercializa en la actualidad en los principales
supermercados de la zona Metropolitana de San Salvador.

También se considera que el estudio es transversal porque se llevd a cabo
durante un periodo aproximado de ocho meses donde se estudié el problema
de interés.

El estudio experimental lo comprende el analisis microbiol6gico que se realizé a
las muestras de requesdn que se recolectaron de los principales

supermercados del area Metropolitana de San Salvador.

4.2 Investigacion Bibliogréfica

Se tomaron en consideracion, fuentes importantes de informacién de las

siguientes bibliotecas:

- Benjamin Orozco de la Facultad de Quimica y Farmacia de la
Universidad de El Salvador.

- Facultad de las Ingenierias de la Universidad de El Salvador.

- Central de la Universidad de El Salvador.

- Universidad Alberto Masferrer (USAM)
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- Universidad Nueva San Salvador (UNSSA)

- Internet

4.3 Investigacion de Campo, Universo y Muestra

Se seleccionaron muestras de requesdn comercializadas en los principales
supermercados del area metropolitana de San Salvador, para ser analizadas
microbiolégicamente en el Laboratorio de Microbiologia de alimentos del Centro

de Investigacién y Desarrollo en Salud (CENSALUD).

4.3.1 Universo y Muestra (3), (24)

Para esta investigacion se utiliz6 el muestreo aleatorio estratificado para la
agrupacion y determinacion del numero de supermercados. Para seleccionar
las sucursales de los supermercados de los cuales se obtuvieron las muestras
de requesoén, se empleé el muestreo aleatorio simple, al igual que para la

seleccién del nimero de muestras que se tomaron por cada supermercado.

Determinacion y seleccion del niumero de Supermercados.

El muestreo estratificado se realizé clasificando los 62 supermercados
(Universo) de la zona metropolitana de San Salvador por sus lineas

comerciales, (Ver ANEXO No 4) es decir en los estratos siguientes.
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TABLA N° 2. Estratos, supermercados y numero de supermercados.

No de estrato

Nombre del supermercado

Numero de supermercados en el area
metropolitana de San Salvador

1 Super Selectos 38
2 Despensa de Don Juan 17
3 Europa 5
4 Hiper Paiz 2

Total 62

Para seleccionar los supermercados a muestrear por estrato, se utilizd6 un

muestreo aleatorio simple, en donde se eligi6 al azar.

Formula para determinar el tamafio muestreal por el método de muestreo

estratificado:

n— NZ?pq

d*(N-1) + Z%pq

Donde:
N = Universo

n = Muestra

Z = Intervalo de confianza al 95%

p = Poblacion que posee la caracteristica de interés

g = Poblacion que no posee la caracteristica de interés

d = Error muestreal maximo permisible en la investigacion
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Asi tenemos:

n= (62) (1.96)? (0.5) (0.5)

(0.5)? (62-1) + (1.96)? (0.5) (0.5)

n=3.67 =4 ( Tamafo de muestra)

El porcentaje representativo de cada estrato se representa asi:

%= (Ni/N) x 100

Donde:
Ni: Niomero de supermercados por estrato

N: Numero de supermercados en el universo

Asi tenemos para el estrato 1:

%= (38/62) x 100 = 61%

TABLA N° 3. Porcentaje de cada linea comercial de Supermercados

(Estratos) en la Zona Metropolitana de San Salvador.

Estrato Calculo Porcentaje (%)
1 (38/62) x 100 61
2 (17/62) x 100 28
3 (5/62) x 100 8
4 (2/62) x 100 3
Total 100




La unidad muestreada de cada estrato se obtuvo de la siguiente manera:

ni = n x (Ni/ N)

Donde:

ni: Numero de supermercados a muestrear por cada estrato.
n: Tamafo de muestra

Ni: Niomero de supermercados por estrato

N: Numero de supermercados en el universo

Asi para el estrato 1, tenemos:

ni= 4(38/62)

ni = 3 supermercados a muestrear en el estrato 1

TABLA N° 4. Numero de Supermercados a muestrear por estrato
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Estrato Céalculo parani ni
1 4 (38/62) 3

2 4 (17/62) 1

3 4(5/62) 1

4 4 (2/62) 1
Total 6
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La seleccién se realizo aleatoriamente, colocando por estratos en una tombola
cada una de las sucursales de los supermercados a muestrear (un estrato a la
vez), obteniéndose el listado de la ubicacion de los supermercados, la cual se

presenta en la tabla siguiente:

TABLA N° 5. Listado de supermercados a muestrear.

Numero Supermercado Ubicacién o Sucursal
1 Super Selectos 25 Av Norte N01138.
2 Super Selectos Av. Paleca y calle la Joya, Ciudad Delgado.
3 Super Selectos Entrada a Tonacatepeque y calle Plan del Pino.
4 Despensa de Don Juan La Cima.
5 Europa Bernal.
6 Hiper Paiz Soyapango.

Determinacion y seleccion de las marcas de requesdn a muestrear

Se realiz6 una investigacién previa, acerca de la variedad comercial de
requeson que poseen las diferentes lineas comerciales, realizando dos visitas
en dos sucursales diferentes de cada una de estas, seleccionadas al azar, en
donde se encontro la existencia de 3 marcas (Ver ANEXO No 2) en todos los
supermercados visitados; solamente en una sucursal de una linea comercial se
encontré una cuarta marca (Ver ANEXO No 2); sin embargo, se decidid

descartarla debido a que no posee regularidad de venta en los diferentes
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supermercados, evitando de esta manera la inexistencia del producto en el

momento de realizar el muestreo.

TABLA N° 6. Variedad comercial de las diferentes marcas de requeson.

Estrato Marca “A” Marca “B” Marca “C”
1 Si Si Si
2 Si Si Si
3 Si Si Si
4 Si Si Si

Para conocer la cantidad de muestras de requesdn que se tomaron en cada

supermercado se desarroll6 la siguiente férmula.

n = Zzgg

d2
Donde:
n = Muestra

Z = Intervalo de confianza

p = Poblacion que posee la caracteristica de interés

g = Poblacién que no posee la caracteristica de interés
d = Error muestreal maximo permisible

Asi tenemos:

n= (1.96)? (0.5) (0.5)

(0.5)?
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n=3.84=4

n= 4 muestras por supermercados.

Debido a que el valor encontrado para el nUmero maximo de muestras que se
debian tomar por supermercado es 4 y tomando en cuenta que en cada
supermercado so6lo se encontraron 3 marcas de requeson en la investigacion
previa, se analizaron 3 muestras correspondientes a las marcas “A”, “B” y “C”

(Ver ANEXO No 2) que corresponde a cada linea comercial (estrato).

TABLA N° 7. Cantidad de muestras de las diferentes marcas de
requeson por estrato.

Estrato Marca “A” Marca “B” Marca “C” Total de muestras por
supermercado (*n)
1 1 muestra 1 muestra 1 muestra 3 muestras
2 1 muestra 1 muestra 1 muestra 3 muestras
3 1 muestra 1 muestra 1 muestra 3 muestras
4 1 muestra 1 muestra 1 muestra 3 muestras

Por tanto, tenemos para el estrato 1 en donde se tomaron 3 supermercados:
nt= *n X # de supermercados por estrato
nt= 3x3

nt=9 muestras de requeson

Se tomaron 9 muestras de requeson para el estrato 1, es decir 1 bolsa de

requeson de cada marca (3 bolsas) por cada uno de los 3 supermercados.
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TABLA N° 8. Cantidad de muestras a tomar por estrato.

Estrato Muestras de requesén por estrato
1 9
2 3
3 3
4 3
Total 18 muestras

Estas muestras se recolectaron en los supermercados seleccionados.

4.4 Parte Experimental

4.4.1 Metodologia de Analisis

La metodologia de andlisis que se aplicO para cada una de las muestras de
requeson seleccionadas se describe a continuacion. El equipo y los materiales

se presentan en el ANEXO No 5y los medios y reactivos en el ANEXO No 6.

Toma de Muestra para Analisis

Se obtuvo una muestra, para el analisis microbiolégico, de cada marca y
presentacion de requeson (Ver Tabla N° 9). Estas se trasladaron del
supermercado al laboratorio, en condiciones adecuadas de refrigeracion (en

una hielera) y debidamente etiquetadas (Ver ANEXO No 7).
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TABLA N° 9. Marcay presentacion del requeson a ser muestreado en los
diferentes supermercados de la Zona Metropolitana de San

Salvador.
No Marca de Requeson Presentacién
1 “A” Envase de 500,0 g
2 “‘B” Bolsade 1 Lb
3 “C” Bolsa de 370.0 g

Pre- tratamiento de la Muestra

Se tomé la muestra para andlisis en forma aséptica, usando un algodén

impregnado de alcohol y frotando el empaque original de la muestra, para quitar

cualquier suciedad externa que pudiera existir; agitar para homogenizar el

contenido.

Dilucién de la muestra (22

La preparacion de la dilucién de cada una de las muestras de Requeson

analizadas, se describe a continuacion:

Dilucién 10%

1. En un frasco de dilucion, conteniendo 90.0 mL de bufer fosfato pH 7.2,

pesar en forma aséptica, alrededor de 10.0 + 0.1 g de muestra de

Requeson.
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2. Mezclar cuidadosamente la dilucion agitando 25 veces, en un arco de 30

cm durante un tiempo de 7 segundos.

Dilucion 102

1. Tomar, con una pipeta estéril una alicuota de 10.0 mL de la dilucién 10-*
2. Transferir a un frasco de dilucion con 90.0 mL de bufer fosfato pH 7.2.
3. Mezclar cuidadosamente la dilucién agitando 25 veces, en un arco de 30

cm durante un tiempo de 7 segundos.

Dilucion 1073

1. Tomar, con una pipeta estéril. una alicuota de 10.0 mL de la dilucién 102
2. Transferir a un frasco de diluciéon con 90.0 mL de bufer fosfato pH 7.2.
3. Mezclar cuidadosamente la dilucién agitando 25 veces, en un arco de 30

cm durante un tiempo de 7 segundos.

Al terminar el procedimiento anteriormente descrito, no debera transcurrir mas
de 15 minutos entre la dilucion de la muestra y su inoculacién en un medio

adecuado. (Ver ANEXO No 9).
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Recuento en Placa de Staphylococcus aureus ()

Este método es conveniente para el andlisis de alimentos en que pueden

esperarse mas de 100 UFC/g de Staphylococcus aureus (Ver ANEXO No 10).

Aislamiento de Staphylococcus aureus

1.

De la dilucién 107, transferir asépticamente 1 mL de suspensién de
prueba y distribuir equitativamente (por ejemplo, 0.4 mL, 0.3 mL, y
0.3 mL). a 3 placas con agar Baird-Parker.

Distribuir el inoculo sobre la superficie del agar, usando una varilla en
L. Retener los platos en la posicion horizontal hasta que el inoculo
sea absorbido por el agar (aproximadamente 10 min. en las placas
completamente secas). Si el inoculo no es prontamente absorbido,
colocar las placas en la incubadora por aproximadamente 1 hora.

Las placas invertidas se incuban por un tiempo de 45-48 horas a una
temperatura de 35°C.

Seleccionar placas que contengan de 20 a 200 colonias con
apariencia tipica de Staphylococcus aureus. Las colonias de
Staphylococcus aureus son circulares, lisas, convexas, humedas,
de 2 a 3 mm de didametro en las placas no amontonadas, de color gris
a negro azabache, frecuentemente con el margen de luz

blanquecino, rodeado por una zona opaca y frecuentemente con una
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zona clara exterior; las colonias tienen consistencia gomosa cuando

son tocadas por la punta de un asa.

Recuento en Placa de Staphylococcus aureus

1. Si se observan varios tipos de colonias tipicas qué parecen ser
Staphylococcus aureus en las placas seleccionados, se cuentan
separadamente. Pueden registrarse placas con menos de 20
colonias y con mas de 200 colonias, pero contando en el ultimo caso,
solamente aquellas que tengan la apariencia tipica de

Staphylococcus.

2. Seleccionar de cada placa mas de 1 colonia sospechosa de ser
Staphylococcus aureus, Yy realizar la prueba para la produccion de
Coagulasa; y de obtener resultados positivos, multiplicar el nimero
de colonias de cada placa por el factor de dilucion de muestra.
Informar este niumero como el nimero de Staphylococcus aureus

por gramo de muestra probado (UFC/q).

Prueba de la Coagulasa

1. Transferir colonias sospechosas de Staphylococcus aureus en tubos
pequefios que contengan de 0.2 a 0.3 mL el caldo Infusibn Cerebro

Corazon (BHI) y emulsionar completamente.
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Inocular la suspension de BHI, en un medio de mantenimiento
conveniente como el Agar Tripticasa Soya (TSA).

Incubar el cultivo que contiene BHI a una temperatura de 35°C por un
tiempo de 18 a 24 horas. Agregue 0.5 mL de Coagulasa de Plasma
reconstituido con EDTA al cultivo de BHI y mezclar completamente.
Incubar a una temperatura de 35°C y examinar por un periodo de cada
24 horas, hasta la formacion de coagulo. Sdélo un firme y completo
coagulo que se quedan en el lugar cuando el tubo se inclina o se invierte
es considerado positivo para Staphylococcus aureus. La coagulacion

parcial, se clasifica con un 2+y 3+ dependiendo del coagulo formado.

Prueba Auxiliar: Prueba de la Catalasa

Con una asa, recoger el centro de una colonia pura de 18-24 horas y
colocar sobre el portaobjetos de vidrio, limpio y seco.
Agregar, con gotero una gota de Agua Oxigenada al 3 %. Observar la

formacion inmediata de burbujas (Resultado positivo).

Recuento de Coliformes Fecales (NMP/Q) (11

Prueba Presuntiva para Coliformes, Coliformes Fecales y Escherichia coli

1. De cada una de las tres diluciones preparadas (10%,102107), se

transfiere con una pipeta estéril y por triplicado, una alicuota de 1.0 mL, a

cada uno de los nueve tubos conteniendo Caldo Rapidcol.
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2. Incubar los tubos a una temperatura de 35° C.

3. Examinar los tubos a 24+ 2 horas, para detectar un cambio de color de
amarillo tenue a azul verdoso (Reaccién positiva).

4. Examinar estos tubos en luz UV y observar si presentan fluorescencia
(Reaccion Positiva para Escherichia coli).

5. Reincubar nuevamente los tubos negativos por un periodo adicional de
24 horas.

6. Examinar y registrar cualquier cambio de color.

7. Realizar la prueba Confirmativa a todos los tubos presuntamente

positivos (tubos con cambio de color de amarillo tenue a azul verdoso).

Prueba Confirmativa para Coliformes Fecales

1. Agitar suavemente cada uno de los tubos con Rapidcol que muestran
cambio de color, y con un asa circular se transfiere una porcion de la
suspension a un tubo que contiene caldo EC y una campana de Durhan.

2. Incubar los tubos con caldo EC a una temperatura de 45.5 °C por un
tiempo de 24 + 2 horas.

3. Examinar los tubos a las 24 y 48 horas, para evidenciar la formacién de
gas (ver ANEXO No 11)

4. Calcular el Numero Méas Probable (NMP) de Bacterias Coliformes
Fecales, que se encuentran en la muestra, basados en la proporcion de

tubos positivos confirmados (Ver ANEXO No 12).
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Determinacion de Escherichia coli (UFC/g) (g)

Aislamiento
1. De la dilucién 10" estriar el cultivo en placas de agar MacConkey
sorbitol.
2. Incubar a 37°C durante 18- 24 horas.
3. Transferir una a dos colonias sospechosas en placas de TSA.
4. Incubar a 37°C durante 24 horas.
5. Transferir una a dos colonias a agar Eosina Azul de Metileno (EMB).
6. Dejar en incubacion a 37°C durante 24 horas.
7. La presencia de colonias verdes brillantes se considera prueba positiva

para Escherichia coli (Ver ANEXO No 13).

Determinacion de Salmonella en 25 gramos (13)

El método estd basado en el andlisis de 25 g de muestra y la adiccion de 225

mL de caldo para mantener una proporcion de 1:9 muestra/caldo. Esta

proporcion, se mantiene en las diluciones previamente hechas, por lo tanto se

tomaran de estas para realizar las pruebas de identificacion de Salmonella.

1. Transferir 0.1 mL de la dilucién 10" a un tubo que contiene 10 mL de
medio Rappaport-Vassiliadis (RV) y 1.0 mL de la misma dilucion a otro tubo
gue contiene 10 mL de caldo Tetrationato (TT). Mezclar.

2. Incubar los medios de enriguecimiento selectivos como sigue:
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a. Los alimentos con una carga microbiana alta. Incubar el medio de RV
a24+2had42+0.2°C (bafio de agua). Incube el caldo de TT a 24 +
2ha43 +0.2°C (bafio de agua).

3. Mezclar y con el uso de una micropipeta extraer 10 uL de caldo TT en agar
Salmonella - Shigella. Repetir el procedimiento anterior, utilizando caldo
VR.

4. Incubar las placas a una temperatura de 35° C por un tiempo de 24 + 2
horas.

5. Examinar en las placas la presencia de colonias que pueden ser

Salmonella. (Ver ANEXO No 14)

- Morfologia Tipica de la Salmonella

Colonias tipicas de Salmonella, se observan, como se describe: Las colonias
de gérmenes lactosa-negativos son incoloras, y las de gérmenes lactosa
positivas son rosadas hasta rojas. Las colonias de microorganismos formadores

de H,S presentan un centro negro Colonias incoloras, transparentes.

- Morfologia Atipica de la Salmonella

En la ausencia de colonias de Salmonella tipicas o sospechosas, buscar

colonias atipicas de Salmonella como sigue:
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6. Tomar una colonia seleccionada con la punta de un asa estéril e inocular
estriando en tubos con agar TSI.

7. Incubar los tubos con agar TSI a 35°C por 24 = 2 horas, mantener las
condiciones aerobias con los tapones flojamente colocados para prevenir la
produccion excesiva de Sulfuro de Hidrégeno (H.S). Cultivos de
Salmonella tipicamente vuelven alcalino (rojo) la inclinacion del tubo y
acido (amarillo) el extremo, con o sin la produccion de H,S (tifiendo de negro

el agar) en TSI.

Las pruebas presuntivas positivas en TSI, se les aplica el andlisis bioquimico

para la identificacién de Salmonella.

Pruebas Bioquimicas

Los siguientes analisis bioquimicos se realizaron a los cultivos sospechosos de

Salmonella.

Produccion de Indol

Inocular las colonias sospechosas de Salmonella en un tubo que contenga
Caldo de Triptéfano. Incubar durante una temperatura de 35° C por un tiempo
de 24 + 2 horas. Detectar la presencia de indol agregando 0.5 mL de étery 0.5
mL del Reactivo de Kovacs. El analisis positivo se evidencia por la aparicién de

un color rojo claro en la capa superior del tubo inoculado.
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Andlisis de Vogues-Proskauer (VP)

Inocular las colonias sospechosas de Salmonella en un tubo que contenga
Caldo MR-VP. Incubar durante una temperatura de 35° C por un tiempo de 24 +
2 horas. Agregar 0.6 mL de la solucién de alfa-naftol y 0.2 mL de la solucion de
hidroxido de potasio al 40%. Agitar luego de la adicion de cada solucion. El
analisis positivo se evidencia por la aparicion de un color rosado en el tubo

inoculado.

Rojo de Metilo (MR)

Inocular las colonias sospechosas de Salmonella a un tubo que contenga
Caldo MR-VP. Incubar durante una temperatura de 35° C por un tiempo de 24 +
2 horas. Agregar, a temperatura ambiente 0.3 mL de la solucion indicadora de
Rojo de Metilo. El andlisis positivo se evidencia por la aparicién de un color rojo

claro en el tubo inoculado.

Citrato

Inocular las colonias sospechosas de Salmonella a un tubo que contenga
Agar Citrato, evitando un enturbiamiento detectable. Incubar durante una
temperatura de 35° C por un tiempo de 24 + 2 horas. Observar si se desarrolla
una coloracion azul que indica un resultado positivo en el tubo inoculado, en

caso de ser el color verde inicial del medio es una reaccién Negativa.
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Interpretacion de Resultados:

Se considera como Salmonella, a todos los cultivos que presentan las

caracteristicas bioquimicas siguientes:

Prueba Bioquimica Caracteristica
Indol: Negativo

Rojo de Metilo: Positivo

Voges Proskauer : Negativo

Citrato: Negativo o Positivo

Identificacién de Salmonella

1.

Inocular en agar MacConkey, con un asa estéril, por el método de estria
en placa, colonias sospechosas de ser Salmonella a partir del agar
Salmonella - Shigella.

Incubar las placas a 35 ° C por 24 + 2 horas. Examinar las placas que
presentan colonias sospechosas: colonias transparentes y descoloridas,

a veces con el centro oscuro.



CAPITULO V

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS
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5.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

El muestreo realizado en los principales supermercados de la Zona
metropolitana de San Salvador, para la obtencion de 18 muestras de 3 marcas
diferentes de requeson y su posterior andlisis microbiolégico en el Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD), dieron como resultado los datos que a continuacion se presentan
(Ver imagenes en ANEXO 15).

TABLA N° 10. Caracteristicas Organolépticas de las Diferentes Marcas de

Requesén que se comercializan en los principales
Supermercados de la Zona Metropolitana de San Salvador.

CARACTERISTICA/MARCA “A” “B” “c”
APARIENCIA Masa Semisolida Masa Masa
Semisoélida Semisolida
Blanco
COLOR Blanco ligeramente Blanco
naranja
OLOR Caracteristico a lacteo Carac:cerlstlco a Carac:cerlstlco a
lacteo lacteo
SABOR Caracteristico a requeson Caracterls'flco a Caracterls'flco a
requeson requeson
p Envase de polietileno de Bolsa plastica Bolsa plastica x
PRESENTACION alta densidad x 500 g por1lLb 370 g

Las marcas de requeson “A”, “B” y “C”, presentan una apariencia, olor y sabor
similares. El requeson “B” tiene un color diferente (Blanco ligeramente naranja)
al de las otras marcas. La marca “A”, presenta un material de empaque mas
resistente con un sello de seguridad bajo la tapa; en cambio, la marca “B” es

envasado en bolsa plastica y cerrado con una grapa metalica; la marca “C” es
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envasado en 2 bolsas plasticas de menor grosor y cerrada con una cinta

plastica.

TABLA N° 11. Datos de Numero de lote, Fecha de vencimiento,

Temperatura

de almacenamiento y Numero asignado para el analisis de

cada muestra de

supermercados muestreados.

requesdén que se comercializa en los

SUPERMERCADO/MARCA

“A”

“B”

“c”

1. Super Selectos, 25 Av. Norte N
1138

Lote: RQ/5006409.

Vence: 28/05/08
Te:4°C No: 1

Lote: P1011103
Vence: 17/05/08
T°:4°C No: 2

Lote: Sin Lote
Vence:17/05/08
T°:4°C No: 3

2. Super Selectos, Ciudad Delga(

Lote: RQ/5006409.

Vence: 28/05/08
Te:4°C No: 4

Lote: P1011104
Vence: 18/05/08
T°:4°C No: 5

Lote: Sin Lote
Vence:15/05/08
T°:4°C No: 6

3. Super Selectos,
Tonacatepeque

Lote: RQ/5006410.

Vence: 29/05/08
Te:4°C No: 7

Lote: P1011105
Vence: 19/05/08
T°:4°C No: 8

Lote: Sin Lote
Vence:14/05/08
T°:4°C No: 9

4. Despensa de Don Juan La
Cima

Lote: RQ/5006409.

Vence: 28/05/08
T°:4°C No: 10

Lote: P1011104
Vence: 18/05/08
T°:4°C No: 11

Lote: Sin Lote
Vence:16/05/08
T°:4°C No: 12

5. Europa Bernal

Lote: RQ/5006408.

Vence: 27/05/08
T°:4°C No: 13

Lote: P1011105
Vence: 18/05/08
T°:4°C No: 14

Lote: Sin Lote
Vence:16/05/08
T°:4°C No: 15

6. Hiper Paiz, Soyapango

Lote: RQ/5006408.

Vence: 27/05/08
T°:4°C No: 16

Lote: P1011106
Vence: 19/05/08
T°:4°C No: 17

Lote: Sin Lote
Vence:14/05/08
T°:4°C No: 18

En los seis supermercados muestreados se encontraron las tres marcas de
requeson, obteniéndose para las seis muestras que corresponden a cada
marca, numeros de lotes diferentes de la marca “A” y “B” con sus respectivas
fechas de vencimiento; sin embargo la marca “C” no presenta niamero de lote,
pero si fecha de vencimiento, contando dentro de las muestras con 4 fechas de

vencimiento diferentes.
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Las condiciones de temperatura de almacenamiento registradas en el momento
de la toma de muestra de requesén, correspondian a las especificadas por
Normas Internacionales (0 - 4 °C), pero esto no garantiza que no existan
fluctuaciones durante el tiempo de vida de anaquel del producto. Para la
realizacion del analisis se le asignd un namero a cada muestra de cada marca

con el objeto de facilitar la identificacion y el registro de datos.

TABLA N° 12. Resultados obtenidos para la Determinacion de
Staphylococcus aureus* de la marca “A”.
DETERMINACION/ “A”
MARCA ( Nungi?&?_lglssl)GNADo PARA NIRRT 13 16
RECUENTO EN PLACA (UFC/g) <10 | <10 | <10 | <10 | >65000 | >65000
PRUEBA DE CATALASA - - - - + +
PRUEBA DE COAGULASA - - - - + +

* Valores obtenidos de la sumatoria de las 3 placas que se hicieron de la dilucién 10™.

TABLA N° 13. Resultados  obtenidos para la Determinacion de
Staphylococcus aureus* de la marca “B’.

DETERMINACION/ “B”

MARCA (NUMERO ASIGNADO
PARA ANALISIS) 2 5 8 11 14 17

RECUENTO EN PLACA >65000 | >65000 | >65000 | >65000 | >65000 | >65000

( UFC/g)
PRUEBA DE CATALASA + + + + + +
PRUEBA DE COAGULASA + + + + + +

* VValores obtenidos de la sumatoria de las 3 placas que se hicieron de la dilucién 10™.
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TABLA N° 14. Resultados obtenidos para la Determinacion de
Staphylococcus aureus* de la marca “C”.

DETERMINACION/ «c”

AR aRamnaiss o | 3 ] 8 | o ] 12 | 15 | 1
RECUETL(ECE/S') PLACA >65000 | >65000 | >65000 | >65000 | >65000 | >65000
PRUEBA DE CATALASA + + + + + +

PRUEBA DE COAGULASA + + + + + +

* Valores obtenidos de la sumatoria de las 3 placas que se hicieron de la dilucién 10"

Las tablas No 12, 13 y 14 presentan los resultados obtenidos en las
determinaciones de Staphyloccus aureus en Agar Baird Parker, que es un
medio selectivo para el aislamiento de Staphylococcus coagulasa positiva, ya
gue en la composicion del medio se incluye cloruro de litio y telurito potésico,
gue inhiben la microbiota acompafante, mientras que el piruvato sédico y la
glicina favorecen el desarrollo de Staphylococcus. La adicion de la emulsién
de yema de huevo y telurito es responsable de la opacidad del medio. Las
colonias caracteristicas de Staphylococcus aureus son circulares,
amontonadas, con consistencia gomosa, de color negro azabache (por la
reduccion del telurito a teluro) y estan rodeadas de un halo transparente debido
a la hidrdlisis de la lecitina del huevo por accion de una lipasa liberada por la
bacteria.

En todas las muestras de requeson de la marca “B” y “C”; y en dos de las seis

muestras de la marca “A” (No 13 y 16) se observaban innumerables colonias
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caracteristicas de Staphylococcus aureus lo cual hizo imposible el recuento

de estas, reportandose como > 65000 UFC/g multiplicado por el factor de

dilucion para cada muestra. A las muestras que en Agar Baird Parker

presentaron colonias presuntivas positivas de Staphyloccus aureus se les

realiz6 una prueba auxiliar y una confirmativa, evidenciandose resultados

positivos en ambas.

Observandose lo que se describe a continuacion:

Prueba auxiliar (Catalasa): Se formé un burbujeo rapido y abundante al
poner en contacto las colonias presuntivas de Staphyloccus aureus
con peroxido de hidrogeno al 3%, debido a la presencia de la enzima
Catalasa en el microorganismo que degrada el H,O, en agua y oxigeno
molecular. Esta prueba se empleé para diferenciar el género
Staphyloccus (Catalasa positivo) del género Streptococcos (Catalasa

negativo). )

Prueba confirmativa (Coaugulasa): Se formé un coagulo que permanecio
firme en el fondo al inclinar el tubo, debido a la reaccion de una enzima
extracelular del S. aureus, la procoagulasa, con un factor activador
presente en el plasma similar a la protrombina formando el complejo
coagulasa que al reaccionar con el fibrinbgeno origina el coagulo de

fibrina. Esta prueba permite diferenciar Staphyloccus aureus que es
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coagulasa positivo, del resto de especies de Staphyloccus que son

coagulasa negativas. )

Las placas de la marca “A” correspondientes a las muestras con numeros 1, 4,
7 y 10 no presentaron crecimiento alguno; por lo que se reporta como <10

UFC/g y por consiguiente no se les realiz6 las pruebas auxiliar y confirmativa.

TABLA N° 15. Resultados obtenidos para la Determinacién de Coliformes
Fecales* de la Marca “A”.

DETERMINACION/ “A”
MARCA 1 4 7 10 13 16

Dilucién 123|123 12|31 2|3|1)2|3|1(2]3

N° de Tubos
Positivos Pba. 3+ - -3+ - -3+[--[3+]-]-13+]-1-13+]-]-
Presuntiva

N° de Tubos
Positivos Pba.
Presuntiva
(fluorescencia)

N° de Tubos
Positivos Pba. 3+ - -3+ - -3+[--[3+]-]-13+]-1-13+]-]-
Confirmativa

NMP/g 23 23 23 23 23 23

*Los nGmeros 1,2 y 3 de cada muestra corresponden a las diluciones 10", 107 y 10°
respectivamente.

Nota: 3+ = Tres tubos con resultado positivo para la dilucién indicada,
(-) = Resultado Negativo para la dilucion indicada.
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TABLA N° 16. Resultados obtenidos para la Determinacién de Coliformes
Fecales* de la Marca “B .

DETERMINACION/ “B”
MARCA 2 5 8 11 14 17
Dilucion 11 2 3 1121311 (2131121311213 1]2]3
[o]
P’\(')SSEIJS“E%Z 3l3|3|3|3l3|3|3|3l3|3|3|3!3|3|3]|3 3
S (N R I S I S S S N S N O N N N N I
Presuntiva
N° de Tubos
Positivos Pba. i i i I I R R R U R I N 313 3] _|.
Presuntiva + + l+0+] +
(fluorescencia)
[o]
P'\(')Sgiflgs“gﬁz 3131313133/ 313/3|3!3|3|3|3|3|3]|3]3
. PUBU I O R O S O I O N O N N R S I o
Confirmativa
NMP/g >1100 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100

*Los nimeros 1,2 y 3 de cada muestra corresponden a las diluciones 10", 107 y 10

respectivamente.

Nota:

(-) =Resultado Negativo para la dilucion indicada.

3+ = Tres tubos con resultado positivo para la dilucion indicada,

TABLA N° 17. Resultados obtenidos para la Determinacién
Fecales* de la Marca “C”.

3

de Coliformes

DETERMINACION/ “c”
MARCA 3 6 9 12 15 18
Dilucién 1123|1231 2|31 2|3J212|3|1]2]3
[0}
P'\ésgiigsug%z 3/3|3]|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3|3[3]|3
RO I N S I S T N O N T O S N N N N O S
Presuntiva
N° de Tubos
PositivosPba. | 3| 3 | 3 | 3 |33 3 |3|3] 33|33 (3|3]3]3]|3
Presuntiva + |+ |+ |+ |+ F ] F ]+
(fluorescencia)
[0}
p“(')s%evgs”gﬁi 31313 |3|3|3]3]|3|3]3!3|3|3[3]|3]3]3]|3
ST [T AT NI IS AT S R T BT N R A I R T I I
Confirmativa
NMP/g >1100 >1100 >1100 >1100 >1100 >1100
*Los nGmeros 1, 2 y 3 de cada muestra corresponden a las diluciones 107, 10 y 10°
respectivamente.
Nota: 3+ =Tres tubos con resultado positivo para la dilucion indicada,

(-) = Resultado Negativo para la dilucién indicada.



74

Las Tablas No 15,16 y 17, presentan los resultados obtenidos en las Pruebas
Presuntivas y Confirmativas para la Determinacion de Coliformes Fecales en
las marcas de requeson analizadas. Ademas de presentar los resultados en el
medio Rapidcol para detectar la presunta presencia de E. coli. (Ver pag.58,
para complementar los resultados en la determinacion de este microorganismo).

Se consideran como pruebas positivas los siguientes cambios:

- Prueba Presuntiva para Coliformes en el medio Rapidcol: cambio de
color de amarillo tenue a azul verdoso. Debido a la presencia en el
medio del Isopropil-B-D-tiogalactopiranosido (IPTG) que incrementa la
sintesis y la actividad de la B-D-galactosidasa (presentes en las
coliformes) la cual reacciona con el sustrato cromogénico del medio,
dando lugar al cambio de color. i)

- Prueba Presuntiva para E. coli en el medio Rapidcol: fluorescencia
bajo luz UV, ya que Escherichia coli es la Unica de las
Enterobacterias que posee la enzima [(-D-glucuronidasa capaz de
escindir el sutrato 4-metilumbeliferil- B-D-glucoronido (MUG),
formando metilumbeliferona, que se caracteriza por ser fluorescente al
iluminarse con luz UV, lo que permite su deteccion faciimente. )

- Prueba Confirmativa en el medio EC: se observa el desplazamiento
de la campana de Durhan en el medio, o la efervescencia al mover el
tubo conteniendo el medio. Esto es debido a la presencia abundante

de lactosa en el medio EC que a la temperatura de 45.5 °C, favorece
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la produccion fermentativa de acido y gas por parte de las Coliformes
fecales, considerandose como prueba confirmativa por ser los Unicos
microorganismos capaces de crecer a esta temperatura (similar a la

del intestino).

A continuacién, se describen los resultados para cada marca:

- Marca “A”: en el medio Rapidcol para coliformes y en el medio EC
para Coliformes fecales, se observaron resultados positivos en los
tres tubos de la dilucién 10 de todas las muestras analizadas, y se
observé fluorescencia Unicamente en la 12 dilucién de las muestras
No 13y 16.

- Marca “B”: presentaron pruebas positivas para Coliformes en el medio
Rapidcol y prueba positiva en EC para Coliformes fecales, en cada
uno de los tres tubos de las diluciones 10*, 10%, 107°, de todas las
muestras analizadas. Los tubos correspondientes a la Primera
dilucién de las muestras No 5y 17, y los tubos de las tres diluciones
de la muestra No 14, presentaron fluorescencia bajo luz U.V.

- Marca “C”: todos los tubos de las tres diluciones de cada una de las
muestras, resultaron positivos en la prueba Presuntiva para
Coliformes y E. coli, y la prueba Confirmativa para Coliformes

Fecales.
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TABLA N° 18. Resultados obtenidos para la Determinacion de Escherichia
coli *de la marca “A”.

MEDIO/ “A”
MARCA 1 4] 7 | 10 |13]16

Mac Conkey Sorbitol (UFC/g) | <10 | 10 | <10 | <10 | 10 | 10

TSA R ERE

EMB A I N e

*Resultados obtenidos de la sumatoria de las placas por duplicado para la dilucién 10™.

TABLA N° 19. Resultados obtenidos para la Determinacion de Escherichia
coli *de la marca “B”.

MEDIO/ “B”
MARCA 2| 5 8 | 11| 14 | 17

Mac Conkey Sorbitol (UFC/g) | 90 | 180 | 440 | 580 | 150 | 240

TSA + + + + + +

EMB + + + + + +

*Resultados obtenidos del promedio de las placas por duplicado para la dilucién 10™.

TABLA N° 20. Resultados obtenidos para la Determinacién de Escherichia
coli *de la marca “C”.

MEDIO/ “c”
MARCA 36| 9 | 12| 15| 18

Mac Conkey Sorbitol (UFC/g) | 250 | 80 | 240 | 470 | 240 | 480

TSA(UFC/g) + |+ o+ o+ |+ O+

EMB + + + + + +

*Resultados obtenidos de la sumatoria de las placas por duplicado para la dilucion 10™.
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Las tablas N° 18, 19 y 20 presentan los resultados obtenidos en las
determinaciones de Escherichia coli. En las muestras analizadas de la marca
“B” y “C”, todas presentaron crecimiento de colonias de color rosado intenso
con recuentos diferentes en Agar Mac Conkey, y en la marca “A” unicamente 3
muestras presentan un recuento de 10 UFC/g (No 4, 13 y 16). El agar Mac
Conkey es un medio selectivo por contener sales biliares y cristal violeta que
inhibe el crecimiento de bacterias no entéricas y es un medio diferencial por que
contiene lactosa y un indicador de pH, las bacterias capaces de fermentar este
azucar como es el caso de la Escherichia coli, producen un cambio en el pH
del medio por la liberacion de productos acidos y como consecuencia sus
colonias apareceran de color rosado intenso a violeta. i)

Después de la incubacién de las muestras presuntivas positivas en el medio de
mantenimiento (TSA) y su posterior inoculacion en el medio EMB, se observé
en este ultimo el crecimiento de colonias verdes brillantes. EI medio EMB
permite la diferenciacion entre organismos capaces de utilizar la lactosa y/o
sacarosa (E. coli), y aguellos que son incapaces de hacerlo. Esto se evidencia
por los indicadores eosina y azul de metileno que ejerce un efecto inhibitorio
sobre muchas bacterias Gram positivas. Las cepas de Escherichia coli

presentan un caracteristico brillo metalico verdoso. )



TABLA N° 21. Resultados obtenidos para la Determinacion de Salmonella en

25 g de la marca “A”.

MEDIO / MARCA “A”
1 4 7 10 | 13 | 16
Agar Salmonella-Shigella (SiembraRV) | -C | -C | -C | -C | +C | +C
Agar Salmonella-Shigella (Siembra TT) | -C | -C | -C | -C | +C | +C
AIA | AIA
Agar TSI (RV) N/A | NJA|NA|NAJ| g g
| &)
AIA | AIA
Agar TSI (TT) N/A | NJA|NA|NAJ| g g
| &)
Indol TT/RV N/A | N/A | N/A | N/A | - -
Vogues Proskauer TT/RV N/A | N/A | NJA | N/A | - -
Rojo de Metilo TT/RV N/A | N/A | N/A | N/A | - -
Citrato TT/RV N/A | N/A | N/A | N/A - -
Agar McConkey TT N/A | N/A | N/A | N/A | - -
Agar McConkey RV N/A | N/A | N/A | N/A | - -
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Nota: N/A= No Aplica, A/A = Amarillo (acido)/Amarillo (acido), g (+) =Produccién de gas; (-C) =

Ausencia de colonias, (+C) =Colonias presuntivas positivas de ser Salmonella, (-)=Prueba

Negativa en IMVIC.



TABLA N° 22. Resultados obtenidos para la Determinacion de Salmonella en

25 g de la marca “B”.

(*)

*)

*)

(*)

*)

MEDIO / MARCA “B”

2 5 8 11 | 14 | 17
Agar Salmonella-Shigella (SiembraRV) | +C | +C | +C | +C | +C | +C
Agar Salmonella-Shigella (Siembra TT) | +C | +C | +C | +C | +C | +C
AA | AJA| AJA | AIA | AIA | AIA

Agar TSI (RV) g g g g g g
HDHIHIH]HIE®
AA | AJA | AJA | AIA | AIA | AIA

Agar TSI (TT) g g g g g g

*)

Indol TT/RV

Vogues Proskauer TT/RV

Rojo de Metilo TT/RV

Citrato TT/RV

Agar McConkey TT

Agar McConkey RV
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Nota: A/A = Amarillo (acido)/Amarillo (acido), g (+) =Producciéon de gas (+C) =Colonias

presuntivas positivas de ser Salmonella, (-)=Prueba Negativa en IMVIC.



80

TABLA N° 23. Resultados obtenidos para la Determinacion de Salmonella en
25 g de la marca “C”.

“c”
MEDIO / MARCA

3 6 9 12 15 18

Agar Salmonella-Shigella (Siembra RV) | C+ C+ C+ C+ C+ C+

Agar Salmonella-Shigella (Siembra TT) | C+ C+ C+ C+ C+ C+

Agar TSI (RV)

Agar TSI (TT) 4HZSI *HZSI *sta *sta *HZSI *HZSa
g lg®]g®ilg® g g
Indol TT/RV -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Vogues Proskauer TT/RV -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Rojo de Metilo TT/RV +/+ +/+ ++ ++ +/+ ++
Citrato TT/RV +/+ +/+ -/- ++ -/- -/-
Agar McConkey TT + + + + + +
Agar McConkey RV + + + + + +

Nota: R/A =Rojo (alcalino) /Amarillo (acido), g (+) =Produccion de gas# H,S= Produccion de
sulfuro de hidrégeno, (C+) =Colonias presuntivas positivas de ser Salmonella, (-/-)=Prueba
Negativa en IMVIC para cultivos provenientes de caldo TT y RV respectivamente, (+/+)=Prueba

Positiva en IMVIC para cultivos provenientes de caldo TT y RV respectivamente.

Para el aislamiento de Salmonella a partir de alimentos, se inocula en medios
de enriquecimiento selectivos Tetrationato (TT) y Rappaport Vassidalis (RV),

gue inhiben la microbiota acompafante. Luego fue inoculado en el agar
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selectivo Salmonella-Shigella, que posee sales biliares, que inhiben el
crecimiento de Coliformes, muy abundantes en la microbiota fecal. Con el
tiosulfato e iones de hierro se pone de manifiesto la formacién de sulfuro por el
ennegrecimiento de las correspondientes colonias. Se observan colonias
incoloras por ser un microorganismo incapaz de fermentar lactosa, lo cual se
evidencia por el indicador rojo neutro que posee el medio. Por otra parte, el
medio diferencial TSI posee azucares: lactosa, sacarosa y glucosa, que son
hidratos de carbono fermentables (produccién de gas), el tiosulfato de sodio es
el sustrato necesario para la produccion de &cido sulfhidrico y el rojo de fenol
gue es el indicador de pH, virando de color amarillo en medio acido y color rojo
en medio basico. El agar Mac Conkey es un medio selectivo por contener sales
biliares y cristal violeta que inhibe el crecimiento de bacterias no entéricas y es
un medio diferencial por que contiene lactosa y un indicador de pH, las
bacterias incapaces de fermentar este azlcar como es el caso de la
Salmonella, no producen cambio en el pH del medio y como consecuencia sus

colonias son incoloras. (16)

Las tablas N° 21, 22 y 23 muestran los resultados obtenidos en la
determinacion de Salmonella, siendo estos los siguientes:

En las muestras de la marca “A” N° 1, 4, 7 y 10 no se observo crecimiento de
colonias en el medio Salmonella-Shigella inoculado a partir de los medios TT y
RV, por lo cual no aplicaba realizar las pruebas diferenciales (IMVIC). Sin

embargo en las placas de Salmonella-Shigella correspondiente a las muestras
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No 13 y 16 se observaron crecimiento de colonias rosadas que no
corresponden a la morfologia tipica de Salmonella. Para descartar un
resultado falso negativo se realizaron las pruebas bioquimicas cuyos resultados
fueron los siguientes para el microorganismo presente en las muestras
analizadas:

- Formacion de gas sin produccion de H,S en TSI.

- En la prueba de Indol el microorganismo no degrada
el aminoacido Triptofano (No se observo formacién de anillo color rojo en
la capa superior del tubo).

- No hay conversion de acetoina a diacetil en la
prueba de Vogues-Proskahuer.

- No hay formacion de &cidos fuertes a partir de
glucosa en la prueba de Rojo de Metilo.

- El microorganismo no utiliza el citrato como fuente
de carbono, en la prueba del citrato.

- En la prueba confirmativa en agar Mac Conkey se

observaron colonias con un color rosado fuerte.

Resultados similares se obtuvieron en todas las muestras de la marca “B”, en
donde en el agar Salmonella — Shigella hubo crecimiento de colonias rosadas
no caracteristicas a la morfologia de el microorganismo Salmonella,

observandose iguales resultados que las muestras de la marca “A” N° 13 y 16
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en las pruebas bioquimicas y prueba confirmativa Mac Conkey expuestas

anteriormente.

Todas las muestras de la marca “C” inoculadas en el medio Salmonella-
Shigella a partir de los medios de enriqguecimiento TT y RV presentaron
colonias incontables en el medio, con morfologia tipica de Salmonella
(Colonias traslucidas con punto negro en el centro). En la prueba TSI se
visualizo un color rojo en el bisel del tubo y color amarillo en el fondo, con
produccion de H2S y formacion de gas. Los resultados en las pruebas
bioquimicas fueron los siguientes.
- El microorganismo presente en las muestras N° 3,
6, 9, 12, 15 no degrada el aminoacido Triptéfano (No se observo
formacion de anillo color rojo en la capa superior del tubo) en la prueba
de Indol.
- No hay conversibn de acetoina a diacetil en la
prueba de Voges-Proskahuer.
- Existe formacién de &cidos fuertes a partir de
glucosa en la prueba de Rojo de Metilo.
Los microorganismos presentes en las muestras N° 3, 6, 12 que fueron
inoculados en el medio Salmonella-Shigella provenientes de los caldos

Tetrationato y Rappaport utilizan el citrato como fuente de carbono (Prueba
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positiva), en cambio los microorganismos presentes en las muestras 9, 15, 18

no lo utilizan (Prueba negativa).

Comparacion de Resultados

TABLA N° 24. Resultados comparativos para las determinaciones realizadas a
cada muestra de cada marca de requeson analizada con su
respectivo porcentaje.

No de Muestras con Resultado Positivo / Porcentaje
Marca/Determinacion Staphylococcus Coliformes Escherichia
aureus fecales coli Salmonella
A 2 33% 6 100 % 3 50 % 0 0
B 6 100 % 6 100 % 6 100 % 0 0
C 6 100 % 6 | 100% | 6 | 100% | 6 | 100 %
100 —— — —
90 +—— — —
80 —— — —
70 +—— — —
60 — —
50 +— — —
40 A — —
30 +— — —
20 +— — —
10 +— — —
0 - . . !
Staphylococcusaureus  Coliformes fecales Escherichia coli Salmonella

m Marca "A"

m Marca "B"

Marca "C"

Figura N° 1. Porcentaje de muestras con
determinacion realizada.

resultados positivos para cada
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La Tabla N° 24 y Figura N° 1, muestra los resultados comparativos de cada una
de las determinaciones realizadas para cada una de las seis muestras
analizadas por cada una de las tres marcas muestreadas. Estos resultados se
interpretan de la siguiente manera:

- Determinacion de Staphylococcus aureus: En dos muestras de la marca “A”,
se confirmo la presencia de esta bacteria, lo que corresponde a un 33 % de
muestras positivas. Para las marcas “B” y “C”, se obtuvo un 100% de muestras
positivas.

- En el analisis realizado en la determinacion de Coliformes fecales: El 100 %
de las muestras analizadas de las tres marcas dieron resultados positivos.

- En el aislamiento realizado para Escherichia coli: EI 50 % de las muestras de
la marca “A”, presentan esta bacteria, al igual que el 100 % de las muestras de
la marca “B”y “C”.

- En la determinacion de el microorganismo Salmonella: En todas las muestras
de las marca “C” se confirmé la presencia de este microorganismo, es decir,
en el 100 % de las muestras analizadas. Caso contrario ocurre con las

muestras de las marcas “B” y “C”, que se encuentran libres de Salmonella.



CAPITULO VI

CONCLUSIONES



87

6.0. CONCLUSIONES

1. Las 18 muestras de requeson analizadas se encuentran libres de

defectos de sabor, olor, color, textura y apariencia, cumpliendo con las
caracteristicas organolépticas especificadas en la Norma NSO.
67.01.04.06  “Productos  Lacteos. @ Quesos No  Madurados.

Especificaciones”.

. De acuerdo a los resultados obtenidos en el Recuento de

Staphylococcus aureus, el 67 % de las muestras de la marca “A”
cumplen con las especificaciones estipuladas por la Norma NSO.
67.01.04.06 para este microorganismo; sin embargo, un 33 % de estas
muestras se encuentran fuera de especificaciones al igual que el 100 %

de las muestras de la marca “B” y “C”.

. En el analisis realizado en la determinaciébn de Coliformes fecales,
ninguna de las muestras de requeson de las diferentes marcas se
encuentran dentro de los recuentos maximos recomendados (3 NMP/g),
o por lo menos, dentro de los recuentos maximos permitidos (10 NMP/g),

establecidos por la Norma NSO 67.01.04:06.

. Los resultados obtenidos en la determinacion de Coliformes fecales,
indican una probabilidad mayor de contener organismos de origen fecal y

por ello son indicadores de muy poca o mala higiene, tanto del personal
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gue manipula al requesén en sus diferentes etapas de procesamiento,
como de la materia prima que se utiliza para elaborar este producto

lacteo.

En el aislamiento realizado para Escherichia coli en el 50 % de las
muestras de la marca “A” y el 100 % de las marcas “B” y “C” analizadas
se confirmé la presencia de este microorganismo, por lo que no cumple
con las especificaciones exigidas por la Norma NSO 67.01.04:06 para

este microorganismo.

En la determinacién de el microorganismo Salmonella, las marcas “A” y
“B” se encuentran libres de este microorganismo patdgeno; caso
contrario ocurre con la marca “C” en donde el 100 % de las muestras
presenta Salmonella por lo que se encuentra fuera de especificaciones

segun la Norma NSO 67.01.04:06.

Las condiciones de temperatura de almacenamiento registradas en el
momento de la toma de muestra de requesén en los supermercados,
correspondian a las especificadas por Normas Internacionales (0 - 4 °C),
pero esto no garantiza que no hubieran cambios en la temperatura,
durante el transporte del producto, desde la planta productora hasta los
supermercados, rompiéndose la cadena de frio y existiendo la posibilidad
de favorecer el crecimiento de microorganismos en las muestras de

requeson analizadas.
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8. Las etiquetas de las muestras de las marcas analizadas declaran que

son sometidos a procesos de pasteurizacion, lo que indica que la
contaminacion de microorganismos en el requeson analizado puede
deberse a deficiencias en el proceso de pasteurizacion, ademas de fallas
en el control microbiolégico de las materias primas utilizadas, falta de
higiene del personal y de los utensilios usados en el proceso de
fabricacion y deficiencias en las condiciones de transporte vy

almacenamiento del producto terminado.

En general, segun los resultados obtenidos para cada una de las
muestras de las marcas analizadas, ninguna se considera apta para el
consumo humano, porque desde el momento que no cumple con una de
las especificaciones que exige la Norma NSO 67.01.04:06 el producto es

considerado no conforme.



CAPITULO VI

RECOMENDACIONES
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7.0. RECOMENDACIONES

. Dar un seguimiento por parte de las autoridades del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, de la inocuidad de la leche que se utiliza en el
procesamiento de productos lacteos en general, y en el requesén, en

particular.

. Realizar visitas mas continuas, por parte de los técnicos del Ministerio de
Salud, a las plantas productoras de productos lacteos (requesén), para
verificar el cumplimiento de Buenas Practicas de Higiene del Personal

gue labora en esas fabricas.

. Concientizar al personal que labora en las plantas productoras de
requesén sobre la importancia del aseo e higiene personal y correcta

limpieza de utensilios para evitar contaminar al producto terminado.

. Que futuras investigaciones den seguimiento al presente trabajo,
realizando un estudio especifico para la determinacion de Listeria
monocytogenes, debido a que la Norma NSO. 67.01.04.06 “Productos

Lacteos. Quesos No Madurados. Especificaciones” lo exige.

. A los productores de requeson, deben mejorar el material de empaque
de sus productos; para prevenir la contaminacion del producto

terminado cuando este sea manipulado.
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6. A los productores de requeson, deben verificar la cadena de frio de los

7.

8.

productos lacteos, durante su transporte y posterior almacenamiento, con
la finalidad de mantener condiciones adecuadas de refrigeracion que

mantengan al producto microbiolégicamente aceptable.

Que las autoridades sanitarias competentes deben realizar un monitoreo
constante de andlisis microbiolégico de los productos lacteos, en
especifico, el requeson, que se suministra a los pacientes hospitalarios
(ambulatorios o internos), por ser estos mas susceptibles de adquirir

enfermedades transmitidas por los alimentos.

Que las personas que consumen lacteos, especialmente requesoén,
deben informarse adecuadamente para poder exigir que el alimento que
consumen sea de calidad, indicando que es apto para el consumo

humano.
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1. OBJETO
Esta norma tiene por objeto establecer las caracteristicas y especificaciones

gue deben cumplir los quesos frescos o0 no madurados.

2. CAMPO DE APLICACION
Esta norma aplica Unicamente a los quesos frescos 0 no madurados, que estan

listos para el consumo después de su elaboracion.

3. DEFINICIONES

3.1 Queso

El producto blando, pastoso, granulado, semi duro, duro, extra duro, madurado
0 no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcién entre las
proteinas del suero y la caseina no sea superior a la de la leche, obtenido

mediante:

a) coagulacion total o parcial de la proteina de leche, leche desnatada
(descremada), leche parcialmente desnatada (semidescremada), nata (crema),
nata (crema) de suero o leche de mantequilla, o de cualquier combinacion de
estos productos, por accion de! cuajo u otros coagulantes idoneos, y por
escurrimiento parcial del suero que se desprende como consecuencia de dicha

coagulacion; y/o

b) técnicas de elaboracién que conducen a la coagulacion de la proteina de la

leche y/o productos obtenidos de la leche y que dan un producto final que



posee las mismas caracteristicas fisicas, quimicas, y organolépticas que el

producto definido en el apartado (a).

3.2 Queso condimentado y/o saborizado
Es el queso al cual se han agregado condimentos y/o saborizantes naturales o

artificiales autorizados por la entidad competente.

3.3 Queso no madurado

Es el queso que esta listo para su consumo después de su elaboracion.

3.4 Queso cottage:
Es el queso suave sin curar, preparado por la mezcla de cuajada seca de queso

cottage y crema.

3.4.1 Queso cottage clasico o estandar:

Es el queso suave sin curar, preparado por la mezcla de cuajada seca de queso
cottage y crema. La mezcla cremosa esta preparada de ingredientes adecuados
y seguros que incluyen, pero no limitados a estos, leche de vaca o sustancias
derivadas de ella. Cualquier ingrediente usado que no sea lacteo debera tener
una funcién util, otra que no sea el aumentar el contenido de sélidos totales en
el alimento terminado y debe usarse en una cantidad no mayor de la requerida
en lo razonable, para cumplir el efecto que se desea. La mezcla cremosa puede

estar pasteurizada; sin embargo, ingredientes labiles al calor, como las



bacterias iniciadoras, pueden agregarse después de pasteurizado. El contenido

de grasa minimo del producto terminado debe ser 4%.

3.4.2 Cuajada seca de queso cottage:

Es el queso suave sin curar, que contiene menos del 0,5 % de grasa.

3.4.3 Queso cottage bajo en grasa:
Es el alimento preparado de la misma forma, con un contenido de grasa no

menor de 0.5 % ni mayor de 2 %.

3.5 Queso ricota:

Es el queso no madurado, escaldado, alto en humedad, de textura granular
blanda o suave, preparado con suero de leche o suero de queso con leche,
cuajado por la accion del calor y la adiciébn de cultivos lacticos y acidos
organicos, cuyo contenido de grasa butirica es igualo superior a 0.5 % m/m,
cuando se ha empleado solamente suero de leche en la preparacion e igual o

superior a 4 % m/m cuando se ha empleado leche.

3.6 Queso crema:

Es el queso no madurado ni escaldado, con un contenido relativamente alto de
grasa butirica, de textura homogénea, pastosa, cremosa, no granular,
preparado con crema y leche, cuajado con cultivos lacticos y/o enzimas. Su

contenido de grasa sera como minimo 33%.



3.6.1 Queso crema bajo en grasa:

Es el queso no madurado ni escaldado, con un contenido relativamente alto de
grasa butirica, de textura homogénea, pastosa, cremosa, no granular,
preparado con crema y leche, cuajado con cultivos lacticos y/o enzimas. Su

contenido de grasa sera menor o igual a 27 % de grasa.

3.7 Queso fresco:

Es el queso no madurado ni escaldado, moldeado, de textura relativamente
firme, levemente granular, preparado con leche entera, semi descremada, o
descremada, cuajado con enzimas y/o &cidos organicos, generalmente sin

cultivos lacteos. También se designa como queso blanco.

3.8 Queso de capas o capitas:

Es el queso cultivado, levemente madurado, escaldado, moldeado, de textura
relativamente firme, no granular, levemente clastico preparado con leche
entera, semidescremada, cuajado con enzimas, acidos organicos y cultivos

lacticos.

3.9 Queso duro:

Es el queso no madurado, escaldado o no, prensado, de textura dura,
desmenuzable, preparado con leche entera, semidescremada o descremada,
cuajado con cultivos lacteos y enzimas, cuyo porcentaje de grasa es variable
dependiendo del tipo de leche empleada en su elaboracion y tiene un contenido

relativamente bajo de humedad.



3.10 Queso mozzarella:
Es e! queso madurado o no madurado, escaldado, moldeado, de textura suave
elastica (pasta filamentosa), cuya cuajada puede ser estirada, preparado de

leche entera, cuajada con cultivos lacteos, enzimas y/o acidos organicos.

3.11 Quesillo:
Es el queso no madurado, escaldado, fundido, fabricado con leche fresca,
entera, semi descremada o descremada cultivada o acidificada con acidos

organicos.

3.12 Queso de suero o requeson:
Es el queso obtenido por la concentraciéon de suero, con o sin la adicion de
leche y grasa de leche, y el moldeo de la proteina concentrada, cuyo contenido

de grasa es variable segun la materia prima utilizada.

3.13 Queso mantequilla:
Es el queso no madurado ni escaldado, moldeado, de textura relativamente
firme, levemente granular, preparado con leche entera o semi descremada,

cuajada con enzimas y/o acidos organicos, con o sin cultivos lacteos.



4. CLASIFICACION Y DESIGNACION

4.1 CLASIFICACION
El producto se clasificara de acuerdo a su composicion y caracteristicas fisicas

en los siguientes tipos:

a) Queso cottage

b) Queso cottage bajo en grasa
c) Queso ricotta

d) Queso crema (untar)

e) Queso crema bajo en grasa (untar)
f) Queso fresco, bajo en grasa
g) Queso fresco

h) Queso de capas

i) Queso duro

j) Queso mozzarella

k) Quesillo alto y bajo en grasa
1) Queso de suero o requesén

m) Queso mantequilla



4.2 DESIGNACION
El nombre debe ser "queso”, seguido de una denominacion especificada en la
normativa nacional, o un nombre tipico o autéctono, o regional, a excepcion de

las denominaciones en que se sobreentienda que se refiere a queso.

Bajo ninguna circunstancia debe inducir a engafio o error respecto de las

caracteristicas del mismo.

Cuando se designe "queso" esta debe acompafiarse de los términos "duro”,

"duro blando"”, "blando o suave" segun corresponda.

Se permite el uso del nombre de fantasia siempre y cuando se anteponga o

especifique el tipo de queso.

Cuando el producto sea destinado a la exportacién, este debe cumplir con la
normativa del pais de destino.

Los quesos que no estén regulados en las normas salvadorefias, deben cumplir
con lo establecido en las normas del pais de origen o con las normas del Codex

Alimentarius en su ultima actualizacion.

En caso de que el producto no se designe con el nombre de una variedad sino
solamente con el nombre "queso”, esta designacion podra ir acompafada por el

término descriptivo que corresponda entre los que figuran, en la Tabla N° 25



Tabla N° 25. Término descriptivo designado segun el porcentaje de
humedad que posea la variedad de queso.

Segln su consistencia

Porcentaje de Humedad Denominacion

<39 Duro

40-49 Semi duro (duro blando)
> 50 Blando/suave

Nota 1. En caso que un producto autéctono sea denominado queso "duro

blando", este debe contener una humedad de 40 a 49 %.

5. MATERIAS PRIMAS Y MATERIALES

Para la elaboracion de los quesos no madurados se pueden emplear los
ingredientes, que se indican a continuacion, los cuales deben cumplir con las
normas salvadorefias correspondientes, o en su ausencia, con las normas del

Codex Alimentarius.

a) Leche pasteurizada, entera, semi descremada o0 descremada, leche
evaporada, crema; también se podra emplear leche sometida a otros procesos
térmicos y cuyas caracteristicas microbioldgicas sean equivalentes o mejores

gue las de la leche pasteurizada.




b) Enzimas y/o cultivos de bacterias inocuas productoras de acido lactico
(fermentos lacticos); cuajo u otras enzimas coagulantes apropiadas y sal

yodada.

c) Los aditivos alimentarios serdn los especificados en la NSO 67.01.14: 06
PRODUCTOS LACTEOS. NORMA GENERAL PARA EL QUESO.

ESPECIFICACIONES

d) Cualquier otro producto de calidad comestible cuyo uso sea permitido por la
autoridad nacional competente para la elaboracion de quesos no madurados en
sus diferentes tipos, o permitidos por e! Codex Alimentarius en su ultima

version.

6. CARACTERISTICAS Y ESPECIFICACIONES.

6.1 CARACTERISTICAS GENERALES.

Los quesos no madurados deben ser elaborados con ingredientes inocuos en
cualquiera de sus etapas del proceso, y estar libre de cualquier defecto que
pueda afectar su comestibilidad y el buen aspecto del producto final; los quesos
no madurados deben se elaborados, envasados o empacados y conservados

de acuerdo a las Buenas Practicas de Manufactura.



6.2 CARACTERISTICAS ORGANOLEPTICAS:
La apariencia, la textura, el color, el olor y el sabor de los quesos no madurados
deben ser los caracteristicos para el tipo de queso que corresponda y deben

estar libres de los defectos indicados a continuacion:

a) Defectos en el sabor: fermentado, rancio, agrio, quemado, mohoso, o

cualquier otro sabor anormal o extrafio.

b) Defectos en el olor: fermentado, amoniacal, fétido, rancio, mohoso, o

cualquier olor anormal o extrafio.

c) Defectos en el color: anormal: no uniforme, manchado o moteado,
provocado por crecimiento de mohos o0 microorganismos que no

correspondan a las caracteristicas del queso de que se trate.

d) Defectos en la textura: no propia 0 con cristales grandes de lactosa
con consistencia ligosa (viscosa, pegajosa) acompafada de olor

desagradable.

e) Defectos en la apariencia: no propia, con cristales grandes de lactosa,

sucia o con desarrollo de mohos u otros hongos.



6.3 CARACTERISTICAS FiSICO — QUIMICAS
El producto debera cumplir con las caracteristicas fisico-quimicas especificadas

en la Tabla 26:

Tabla N° 26. Caracteristicas fisico - quimicas

Tipo de queso no madurado Humedad, % en|Grasa lactea, % en masa,
masa , maximo en base humeda

1. Queso cottage 80,0 minimo 4,0

2. Queso cottage bajo en grasa 80,0 max 2,0

3. Queso ricotta (elaborado solamente con|80,0 Minimo de 0,5*

suero de leche)

4. Queso crema (untar) 55.0 no menor de 33,0

5. Queso crema bajo en grasa (untar) 60,0 menor o igual a 27.0

6. Queso fresco, bajo en grasa 70,0 no menos de 4.0

7, Queso fresco 65,0 no menor de 8,0

8. Queso de capas 45,0 20-33%

9. Queso duro 39,0 no menor de 17

10. Queso mozzarella 60,0 no menor de 18,0

11 . Quesillo alto en grasa 60,0 mayor de 15,0

12. Quesillo bajo en grasa 65,0 menor o igual a 15,0

13. Queso de suero o requesén 80,0 no mayor de 18,0 "

1 4. Queso mantequilla 65,0 no menor de 12,0

1) Cuando se declare leche entre los ingredientes empleados en la elaboracién, el requisito sera
de 4% como minimo.
2) La grasa sera ajustada de acuerdo a las Buenas Practicas de Fabricacién

6.4 CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS
El producto no debe contener microorganismos en numero mayor a lo

especificado en la Tabla N° 27.




Tabla N°27. Limites microbiol6gicos sanitarios para quesos no madurados

Microorganismos n? Cc? M MY
Staphilococcus aureus, coagulosa 5 1 10° 10°
positiva (enterotoxigénico) UFC/g
Coliformes fecales, NMP/g 5 2 3 10
Escherichia coli. UFC/g 5 0 Ausencia Ausencia
Salmonella en 25 gramos 5 0 Ausencia Ausencia
Listeria monocytogenes, en 25 gramos 5 0 Ausencia Ausencia

Y'n = Numero de muestras que debe analizarse.

2 C = Nimero de muestras que se permite que tengan un

pero no mayor que "M".
¥ m = Recuento maximo recomendado.

M = Recuento maximo permitido.

ADITIVOS ALIMENTARIOS.

Se pueden utilizar los aditivos alimentarios

recuento mayor "m"

permitidos en

la NSO

67.01.14:06 PRODUCTOSLACTEOS. NORMA GENERAL PARA EL QUESO.

ESPECIFICACIONES.

Ademas de los anteriores se podran utilizar los siguientes:

7.1 REGULADORES DE pH

Se podran emplear como reguladores del pH los acidos o alcalis indicados en la

Tabla 28:




Tabla N° 28. Reguladores del pH

Reguladores del pH Dosis maxima en el producto final.
- Acido citrico Cantidad limitada por las buenas practicas de
- Acido fosférico fabricacion para cada tipo de queso y que la
- Acido acético adiciéon de éstos reguladores no afecten las
- Acido lactico caracteristicas del producto.
- Acido saédico yl/o carbonato
calcico

7.2 COADYUVANTES DE LA COAGULACION.
Se puede emplear como coadyuvante de la coagulacioén el cloruro de calcio en
una cantidad maxima de 0,02 % m/m, con respecto a la leche empleada en la

elaboracion y referido a ja sal anhidra.

7.3 ESTABILIZADORES.
Se pueden emplear las sustancias estabilizantes que se indican en la Tabla 29,

preferiblemente en los casos de queso cottage, y sus variantes.

Tabla N° 29. Estabilizadores

Estabilizadores Dosis maxima en el producto final

- Goma de algarrobo
- Goma karaya

- Goma guar

- Gelatina

- Carboximetil celulosa de sodio 0,5%, expresado en masa, solos o mezclados
- Carragenina

- Goma de avena

- Alginatos de sodio y potasio
- Alginato de propilenglicol

- Goma Xanthan




7.4 CONSERVADORES.

Solamente en los quesos no madurados que su presentacion sea en rodajas o
en porciones equivalentes a unidades de consumo, se podra emplear como
conservador el acido sorbico y/o sus sales de sodio y potasio en una cantidad
maxima de 0.3% expresado en masa en el producto final y referido a acido

sorbico.

7.5 SUSTANCIAS PARA AHUMADO.

El producto podr4 ser opcionalmente ahumado mediante las técnicas
tradicionales; o bien, podra ser adicionado con substancias preparadas por
condensacion o precipitacion del humo de madera, en la cantidad necesaria

para lograr el efecto deseado.

Nota 2: La madera empleada debera ser preferiblemente no resinosa y no debera haber sido

tratada con barniz, pintura, adhesivos, aglomerantes o sustancias quimicas de cualquier indole.

7.6 OTROS ADITIVOS O INGREDIENTES.
Se podran emplear oiros aditivos o ingredientes, no especificados en la
presente norma, tales como chile, loroco, ajo, cebolla y otros; cuya funcion es

dar olor y sabor; permitidos por Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social .

8. METODOS DE ENSAYO Y ANALISIS PARA PARAMETROS
MICROBIOLOGICOS
Para los analisis de los parametros microbiologicos se deben utilizar los

métodos descritos a continuacion:



8.1 Staphylococcus aureus Capitulo 12 FDA  Manual de Andlisis

Bacteriologicos 8% Edicion. AOAC o su version mas reciente.

8.2 Coliformes fecales Capitulo 4 FDA/CFSAN BAM 2002 o en su version

mas reciente.

8.3 Escherichia coli. Capitulo 4 FDA Manual de Andlisis Bacteriolégico 82

AOAC 1995 Método 991.1-4 o su versidon mas reciente..

8.4 Salmonella en 25 gramos. Salmonella, Capitulo 5 FDA, Manual de Andlisis

Bacterioldgicos, 8 Edicion AOAC o su version mas reciente.

8.5 Listeria monocytogenes. Capitulo 10 FDA Manual de Analisis

Bacteriologicos, 8a. Edicion AOAC o su version mas reciente.

8.6 TOMA DE MUESTRAS.
Se debe hacer de acuerdo a; AOAC Método Oficial 968.12. Muestreo de

Productos Lacteos. Capitulo 33 Subcapitulo 1

9. METODOS DE ENSAYO Y ANALISIS PARA COMPONENTES
FiSICO QUIMICOS.

Para los ensayos fisicos quimicos se utilizaran los descritos en el Volumen 13

del Codex Alimentarius en su ultima edicion o los aceptados por el Laboratorio

Oficial.



10. VERIFICACION DE LA ADULTERACION DEL PRODUCTO CON GRASA
NO BUTIRICA.
La grasa extraida del producto deberd cumplir con las siguientes

caracteristicas:

a) El perfil de &cidos grasos debera ser el caracteristico de la grasa lactea.
b) La relacion de los acidos grasos C14/C16 N0 debera ser mayor de 3.0.

c) El andlisis de esteroles debera mostrar ausencia de fitoesteroles.

Nota 3: Si la grasa lactea extraida del producto no cumple con los requisitos indicados

anteriormente, se considerara que el producto ha sido adulterado con grasa no lactea.

11. ENVASE Y ETIQUETADO

11.1 ENVASE.
Los envases para los quesos madurados deberdn ser de materiales de
naturaleza tal que no alteren las caracteristicas sensoriales del producto ni

produzcan substancias dafiinas o toxicas.

11.2 ETIQUETA
Para los efectos de esta norma se debe cumplir con lo estipulado en la NSO
67.10.01:03 NORMA SALVADORENA PARA EL ETIQUETADO DE

ALIMENTOS PREENVASADOS, en su ultima edicion.



11.3 ETIQUETADO DE ENVASES PARA EL COMERCIO INSTITUCIONAL
Las etiquetas para los quesos que se comercialicen institucionalmente deben
llevar como minimo la siguiente informacion:

- Nombre del producto

- Marca,

- Contenido neto

- Instrucciones para la conservacion

- Numero de lote

- Fecha de vencimiento

- Ingredientes en orden decreciente

- Pais de origen, nombre y la direccién de! fabricante, envasador o distribuidor

- Registro sanitario REG. N° D.G.S. El Salvador

12. EMBALAJE.
Los embalajes deben cumplir con caracteristicas sanitarias que no alteren la

calidad e inocuidad del producto.

13 ALMACENAMIENTO Y TRANSPORTE.
Las condiciones de almacenamiento y transporte cumplirAn con normas

técnicas del Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social.



14. APENDICE NORMATIVO

14.1 NORMAS QUE DEBEN CONSULTARSE

- NSO 67.10.01:03 ETIQUETADO GENERAL PARA ALIMENTOS
PREENVASADOS.
- NSO 67.01.14:06 PRODUCTOS LACTEOS. NORMA GENERAL PARA EL

QUESO. ESPECIFICACIONES.

14.2 DOCUMENTOS DE REFERENCIA

- TECNOLOGIA DE LA LECHE. Aurelio Revilla. 1ICA, San José, Costa Rica.
1985.

- REGLAMENTO PARA LA LECHE PASTEURIZADA Grado "A", Edicion 2003 o
en su Ultima actualizacién. Agencia para Alimentos y Medicamentos Estados

Unidos (FDA)

15. VIGILANCIA Y VERIFICACION

La vigilancia y verificacion de esta norma es responsabilidad de el Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social a través

de sus respectivas dependencias y Defensoria del Consumidor.

--FIN DE NORMA—



ANEXO No 2

Listado de marca de requesdn que se comercializan en los principales
Supermercados de la Zona Metropolitana de San Salvador, que por razones de
confidencialidad y ética profesional, se les ha asignado una codificacion, la cual

se define a continuacion:

- Marca “A”: Lactosa
- Marca “B”: Petacones
- Marca “C”: El Recreo

- Marca “D”: El Jobo



—-— Procesos opcionales

Figura No 2. Diagrama en bloques del Proceso de Fabricacion del Requeson

ANEXO No 3

Lactosuero
Adicién de
—
NaOH
“«——— : Adicion de |
i___NaCl |
Calentamiento
(-65°C) |
—————— : Adicion de |
__Leche |
Calentamiento
(67°C-90°C)
Adicion de
D — P
Acido
Precipitacién
Drenado del
Lactosuero i‘ ——————— _i
¢ —————— | Pasteurizacion |
: del Requesoén |
Empacado ]
(Caliente)




ANEXO No 4

Listado de las principales lineas Comerciales de Supermercados en el

Area Metropolitana de San Salvador.



1. Super Selectos

1. 59 Av. sur entre Av. Olimpica y calle el progreso.

2. Paseo Gral. Escalon, Col. Escalon

3. 25 Av. Norte No1138

4. Av. Masferrer y 72 calle Pte. Col. Lomas verdes

5. 1°calle Pte. y Av. Nte. No 216

6. Col. Los Angeles, Soyapango

7. 27 calle Pte y 32 Av. Norte, S.S.

8. Metro Sur, No 413

9. Paseo Gral. Escalén entre 77 y 79 Av. Sur, Col. Escalodn.
10.Boulevard Constitucion y Condominio Balam Acab.
11.Metrocentro Sexta Etapa

12.Calle ferrocarril, entre canal 6 y calle Palermo

13. 42 Av. sur Boulevard del Ejercito

14.Mejicanos, final 52 Av. Universitaria norte.

15.San Luis, Centro América

16. Metropolis, Av. Bernal y calle Zacamil

17.Calle a Sta. Tecla y calle Ambares. Col. Roma

18. Centro comercial autopista sur

19.Centro comercial Pericentro carretera Troncal del Norte Km 12

20. Zacamil, Centro Comercial Zacamil local No 10



21.42 Av. Sur y 42 calle Ote. Local No 7

22.Col. México y Av. Diplométicos Barrio San Jacinto
23.Av. Paleca y calle la Joya, Ciudad Delgado

24.Calle Ote. No 470 Distrito Comercial Central

25.75 Av. Nte. y Paseo Gral. Escalon

26.Calle Rubén Dario y 52 Av. Sur N° 411

27. Centro Comercia Zacamil, 22 Calle Pte. Local N° 5
28.Final Paseo Gral. Escalon frente a Redondel Masferrer
29.Boulevard y Av. La Ceiba N° 7 Antiguo Cuscatlan
30.Apopa Km 12 % Carretera Troncal del Norte

31. Sta. Av. Norte y 1° calle Pte. N° 334

32.Barrio San Miguelito, 292 calle Pte. Y 52 Av. Norte
33.Boulevard Constitucién y Calle a Motocross

34.Av. Olimpica y 59 Av. Sur N° 1104

35. Entrada a Tonacatepeque y calle Plan del Pino
36.Boulevard del Hipédromo y Av. Las Magnolias, San Benito
37.Av. Principal, Ex cine renovacion Sta. Lucia

38.Calle a Huizucar entre pasaje Recinos y calle Constitucion



8.

9.

Ciudad Delgado
Plaza Soyapango
Unicentro
Altavista

San Bartolo
Ayutuxtepeque
Terrazas

Las Victorias

Los Heroes

10.General Arce

11.Dario

12.San Benito

13.San Jacinto

14.Escalén Norte

15.Cumbres Escalén

16.La Cima

17.Centro Libertad

2. Despensade Don Juan



3. Europa

. Beethoven

. Bernal

. Hiper Europa
. Europa Centro

. Europa Merliot

4. Hiper Paiz

. Soyapango

. Las Cascadas

TOTAL: 62 Establecimientos



ANEXO No 5

Material y Equipo



Material:

- Agitadores de vidrio

- Asa bacterioldgica

- Balones volumétricos de 50, 100, 500, 1000 mL
- Beaker de 30, 50, 100, 400, 600, 1000 mL

- Campanas de Durhan

- Embudo de vidrio tallo corto y largo

- Erlenmeyer de 125, 250, 1000 mL

- Frascos para diluciones

- Gradillas para tubos de ensayo

- Mechero Bunsen

- Micropipeta de 10 uL

- Pipeta de morh de 1.0 mL, 5.0 mL y 10.0 mL

- Pipetas volumétrica de 1.0 mL, 5.0 mL y 10.0 mL
- Placas de petri

- Portaobjetos

- Probetas de 10, 25, 50, 100, 500, 1000 mL

- Tubos de ensayo

- Tubos de hemdlisis

- Varillas estériles en forma de "L"



Equipo:

Autoclave

Balanza Analitica
Balanza Semianalitica
Balanza Granataria
Bafo Maria.

Cabina de flujo laminar
Estufa

Hot Plate

Incubadora

pHmMetro



ANEXO No 6

Reactivos y Medios de cultivos



1. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

2. Nombre:

Composicioén (g/L):

Preparacion:

Agar Baird-Parker

Peptona de caseina 10.0; Extracto de carne 5.2;
Extracto de levadura 1.0; Sodio piruvato 10.0; Glicina
12.0; Litio cloruro; Agar-agar 15.0. Aditivos: Emulsion
de yema de huevo 50 mL, Potasio telurito 0.105 g;
eventualmente Sulfametacina 0.05 g. Agua Destilada
1 Litro.

Disolver 58 g/L, esterilizar al autoclave, enfriar a 50-
45° C, afiadir mezclando, 50 mL/L de emulsion de
yema de huevo, 3 mL/L de solucién al 3.5 % de
potasio telurito y, eventualmente, 50 mg/L de
sulfametacina. Verter en placas. pH: 6.8 + 0.2. El
medio de cultivo completo, vertido en placas, ha de
ser utilizado dentro de las 24 horas que siguen a su

preparacion.

Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

Peptona 10 g; Lactosa 10 g; K;HPO4 2 g; Agar 15 g;
Eosina Y 0.4 g; Azul de metileno 0.065 g; Agua
destilada 1 Litro.

Ebulla hasta disolver en 1 Litro de agua. Autoclavar

15 min. a 121°C. PH Final, 7.1 + 0.2.



3. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

4. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

5. Nombre:

Composicion (g/L):

Agar MacConkey

Proteosa, peptona o polipeptona 3 g; Peptona 17 g;
Lactosa 10 g; Sales Biliares No. 3 0 mezcla de sales
biliares 1.5 g; NaCl 5 g; Rojo neutro 0.03 g; Cristal
violeta 0.001 g; Agar 13.5 g; Agua destilada 1 Litro.
Suspender los ingredientes y calentar con agitacion
hasta disolver. Ebullir 1-2 min. Autoclavar 15 min. a

121°. Enfriar a 45-50°C

Agar SS (Agar para Salmonella Shigella)

Extracto de carne 5.0; Peptona de carne 5.0; lactosa
10.0; bilis de buey desecada 8.5; Citrato de sodio
10.0; tiosulfato de sodio 8.5; Citrato de hierro Ill 1.0;
verde brillante 0.0003; rojo neutro 0.025; agar-agar
12.0

Disolver 60 g/L y verter en placas. No esterilizar. pH

7.0+0.1

Agar Triple Azucar Hierro
Medio 1: Polipeptona 20 g; NaCl 5 g; Lactosa 10 g;

Sucrosa 10 g; Glucosa 1 g; Fe (NHy)2(S04)2+6H,0



Preparacion:

6. Nombre:

Composicion (g/L):

0.2 g; Na;S,03 0.2 g; Fenol rojo 0.025 g Agar 13 g;
Agua destilada 1 Litro.

Medio 2: Extracto de carne 3 g; Extracto de levadura
3 g; Peptona 15 g; Proteosa Peptona 5 g; Glucosa 1
g; Lactosa 10 g; Sucrosa 10 g; FeS0O,4 0.2 g NaCl 5 g;
Na,S,03; 0.3 g; Fenol rojo 0.024 g; Agar 12 g; Agua
destilada 1 Litro

Suspender los ingredientes del Medio 1 en Agua
destilada, mezclar vigorosamente, y calentar
ocasionalmente. Ebullir por 1 min. para disolver los
ingredientes. Llenar 1/3 de tubos de 16 x 150 mm
manteniendo condiciones aerdbicas. Autoclavar el
Medio 1 por 15 min. a 118°C. Preparar el Medio 2 de
la misma manera que el Medio 1, excepto que
Autoclavar 15 min. a 121°C. Antes que el medio
solidifique, colocar los tubos en posicién para obtener
una inclinacion de 4-5 cm. pH Final, 7.3 £ 0.2 para el

Medioly 7.4 +0.2 para el Medio 2.

Agar Tripticasa Soya
Tripticasa Peptona 15 g; Fitona Peptona 5 g; NaCl 5

g; Agar 15 g; Agua destilada 1 Litro.



Preparacion:

7. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

8. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

Calentar agitando hasta disolver el medio, ebullir por
1 min. Autoclavar 15 min. a 121°C. pH Final, 7.3 £

0.2.

Bufer Fosfato pH 7.2

KH,PO,4 34 g; Agua destilada 500 mL.

Ajustar el pH a 7.2 con NaOH 1 N. Aforar a 1 Litro
con Agua destilada. Esterilizar 15 min. a 121°C.

Almacenar en el refrigerador.

Caldo Cerebro Corazon

Medio 1. Caldo de cerebro, infusion de 200 g;
Corazon de vaca, infusion de 250 ¢; Pectosa
proteasa 10 g; NaCl 5 g; Na;,HPO, 2.5 g; Dextrosa
2.0 g; Agua destilada 1 Litro.

Medio 2: Infusiébn de Cerebro corazon 6.0 g; Tejido
péptico digerido de animal 6.0 g; NaCl 5.0 g;
Dextrosa 3.0 g Pancreética digestiva de gelatina 14.5
g; Na;HPO, 2.5 g; Agua destilada 1 Litro.

Disolver los ingredientes del Medio 1 en agua
destilada ligeramente caliente. Suspender los

ingredientes del Medio 2 en Agua destilada y ebullir



9. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

10. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

por 1 min. hasta disolver completamente.. Autoclavar

15 min. a 121°C. pH Final, 7.4 £ 0.2.

Caldo EC

Triptosa o Tripticasa 20 g ; Sales Biliares No 3, 1.5 g;
Lactosa 5 g ; K;HPO,4 4 g; KH,PO4 1.5 g; NaCl 5 g;
Agua destilada 1 Litro.

Distribuir porciones de 8 mL en tubos de 16 x 150
mm conteniendo tubos de fermentacion invertidos de
10 x 75 mm Autoclavar 15 min. a 121°C. pH Final,

6.9 +0.2.

Caldo Lauril Sulfato Tripticasa

Triptosa o Tripticasa 20 g; Lactosa 5 g; Ko;HPO4 2.75
g; NaCl 5 g; Lauril sulfato de sodio 0.1 g; Agua
destilada 1 Litro.

Distribuir porciones de 10 mL en tubos de 20 x 150
mm conteniendo tubos de fermentacion invertidos de
10 x 75 mm. Autoclavar 15 min. a 121°C. pH Final,

6.8 +0.2.



11. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

Caldo Tetrationato

Base del caldo tetrationato: Polipeptona 5 g; Sales
biliares 1 g ; Carbonato de calcio 10 g Tiosulfato de
sodio pentahidratado 30 g ; Agua destilada 1 Litro
Solucion de yodo-yoduro de potasio: Yoduro de
potasio 5 g, yodo 6 g; Agua destilada estéril 20 mL
Solucion verde brillante: Verde brillante seco y
estéril 0.1 g; Agua destilada estéril 100 mL
Suspender los ingredientes en 1 Litro de Agua
destilada, mezclar y Calentar a ebullicion. No
Autoclavar. Enfriar a menos de 45°C. Almacenar a
5-8°C. pH Final, 8.4 + 0.2. Disolver el yoduro de
potasio en 5 mL de Agua destilada estéril. Adicionar
el yodo y mezclar hasta disolver. Diluir a 20 mL. El
dia de uso, agregar 20 mL de solucion de yodo-
yoduro de potasio y 10 mL de solucion verde brillante
a 1 Litro de base del caldo. Resuspender el
precipitado con agitacién y transferir asépticamente
porciones de 10 mL a tubos estériles. No recalentar
el medio después de la adiccién de las soluciones de

I,-K1y de verde brillante.



12. Nombre:

Composicion (g/L):

Preparacion:

13. Nombre:

Composicién:

Preparacion:

14. Nombre:

Composicién:

Medio Rappaport-Vassiliadis

Base del caldo: Triptona 5 g; NaCl 8 g; KH,PO,4 1.6
0; Agua destilada 1L

Solucion de Cloruro de Magnesio: MgCl,-6H,0
400 g; Agua destilada 1 Litro

Solucion de oxalato verde de malaquita: Oxalato
verde de malaquita 0.4 g; Agua destilada 100 mL.
Para preparar el medio completo, combinar 1000 mL
de base del caldo, 100 mL de solucion de cloruro de
magnesio, y 10 mL de solucion de oxalato verde de
malaquita (Volumen total para completar el medio es

1110 mL) Refrigerar 4-8 °C.

Reactivo de Kovacs

p-Dimetilaminobenzaldehido 5.0 g; Alcohol isoamilico
75 mL; Acido clorhidrico concentrado 25 mL

Disolver el p-aminobenzaldehido en alcohol
isoamilico, y agregar lentamente acido clorhidrico.
Almacenar a 4 °C.

Reactivo de Vogues Proskauer

Solucion Alcohdlica al 5 % de alfa naftol: alfa naftol

5.0 g, agua c.s.p. 100 mL.



Preparacion:

15. Nombre:

Composicion:

Preparacion:

16. Nombre:

Composicion:

Preparacion:

Solucion al 40 % de Hidréxido de Potasio: 40.0 g de
hidroxido de potasio; Agua c.s.p. 100 mL.

Solucién Alcohdlica al 5 % de alfa naftol: Disolver el
alfa naftol en alcohol etilico y llevar a volumen.
Solucioén al 40 % de Hidroxido de Potasio: Disolver el
Hidréxido de potasio en agua libre de dioxido de

carbono, y llevar a volumen.

Solucion de Agua Oxigenada al 3%
Agua oxigenada 3 mL; Agua c.s.p. 100 mL
Mezclar el agua oxigenada con el agua y llevar a

volumen. Preparar antes de usar.

Solucién Indicadora de Rojo de Metilo
Rojo de metilo 0.1 g; Alcohol etilico al 95 % 300 mL.
Disolver el Rojo de Metilo en alcohol y llevar a

volumen.



ANEXO No 7

Etiqueta para ldentificar a las muestras de Requesén recolectadas en los

diferentes Supermercados de la zona metropolitana de San Salvador.

No de Muestra:

Fecha:

Marca de Requeson:
Presentacion:

Fecha de Vencimiento:
Temperatura de almacenamiento:
Supermercado:

Analista:

Observaciones:




ANEXO No 8

Seleccion y Conteo de las Colonias



Cuando en la placa no se observa crecimiento de colonias
Si en las placas inoculadas no se observa crecimiento de colonias, se reporta

como < 10 UFC/qg.

Cuando en la placa hay entre 30 — 300 colonias
Si hay dos placas con la misma dilucién:
Contar ambas placas y sacar el promedio y multiplicar por el factor de dilucién
ejemplo:
Dilucion 1:100
Placa N°1 = 20 colonias
Placa N°2 = 40 colonias
20 42r 40 = 30 X 100 = 3,000 UFC/m.

Si en una de las placas no se puede contar, se desechan y se cuenta la que

tiene menos inoculo.

Cuando el numero de colonias es menor de 30.

Contar la placa con la menor dilucion y reportar como menos de 30 colonias por
dilucion.

Si se ha utilizado una dilucién 1:1000 y se ha contado 10 colonias se reporta

10,000 col/mL.



Cuando el numero de colonias es superior a 300

Si hay 10 o menos colonias por cm? sumar las colonias de 7 cuadros
horizontales y 6 cuadros verticales (no contar el mismo cuadro), multiplicar por
5y por la dilucion correspondiente.

Si hay méas de 10 colonias por cm? sumar las colonias de 4 cuadros diferentes
tomados a su eleccion, divida entre 4 y multiplique por 65 y por la dilucién

correspondiente.

Cuando en la placa se observa colonias incontables
Si hay un crecimiento excesivo de colonias en cualquiera de las diluciones, se

reporta como > 6, 500 UFC/g por la dilucién mayor.



109d@

Muestra de
Requesoén

90 mL Bufer
Fosfato pH 7.2

ANEXO No 9

|::> Tomar 10 mL
de Dilucién 10

Dilucién 102

Tomar 10 mL
de Dilucién 1072

90 mL Bufer
Fosfato pH 7.2

Dilucién 107

!

90 mL Bufer
Fosfato pH 7.2

Figura No 3. Esquema de dilucién de la muestra.




ANEXO No 10

Dilucién 10

\ Tomar 1.0 mL (distribuir equitativamente) \
\

‘ Distribuir con una varilla en "L", el inoculo sobre la superficie del agar Baird Parker \

\ Incubar las placas invertidas a una temperatura de 35°C por 45 - 48 horas \
| [ |
\ Realizar el Recuento en Placa de colonias tipicas de S. aureus \
[
\ Seleccionar Colonias sospechosas \
\

| Prueba de la Coagulasa | | Prueba de la Catalasa |
I I

Transferir colonias sospechosas a 0.2- | Tomar una colonia pura de 18-24 h |
0.3 mL de BHI I

I \ Colocar en un portaobjetos \
| Inocular en tubos con TSA | I
I | Agregar gota a gota H,0,al 3% |
\ Incubar a 35°C por 18-24h \ I
I Prueba Positiva: Formacion
Agregar 0.5 mL de Coagulasa de inmediata de burbujas
Plasma

I
\ Incubar a 35°C por 24 h \
I
Prueba Positiva: Coagulo firme y

completo que se queda en su lugar
cuando el tubo se inclina o se invierte

Figura No 4. Determinacion de Staphylococcus aureus (UFC/q)



ANEXO No 11

[] []

Dilucién 10 | Dilucién 10?2 | | Dilucién 10° |
I |
imL] [1mL 1mL \1mL\ \1mL\ \1mL\ \1 L \1mL\ \1mL\
I
Caldo Rapldcol Caldo Raplcol Caldo RapldCO|

HHH HHHHM

Incubar Ios tubos a una temperatura de 35° C por 24+ 2 horas

[

Reaccion positivabajo Luz UV: Cambio de color de Amarillo a azul verdoso

Reaccidn positiva para E. coli: Fluorescencia bajo Luz UV

Reincubar los tubos negativos por un periodo adicional de 24 horas \
[

| Examinar cualquier cambio alas 48 + 2 h \

\ Realizar Prueba Confirmativa a todos los tubos presuntamente positivos \
[
Transferir con un asa circular una porcién de la suspensién a un tubo

conteniendo caldo EC.

[

\ Incubar los tubos a una temperatura de 45.5°C por 24+ 2 horas \
[

\ Examinar los tubos a las 24 y 48 horas, para evidenciar la formacion de gas \
\

\ Calcular el NGmero Méas Probable (NMP) de Bacterias Coliformes Totales \

Figura No 5. Recuento de Coliformes Fecales (NMP/q)



ANEXO No 12

Tabla N° 30. Para 3 tubos cada uno con 0.1, 0.01, y 0.001 g de inoculo, el NMP
por gramo y 95 por ciento de intervalo de confianza (11

Tubos Positivos |[NMP/g|| Conf. lim. || Tubos Positivos | NMP/g || Conf. lim.
0.10{ 0.01 ||0.001 Bajo || Alto | 0.10/0.01 | 0.001 Bajo| Alto
0o of<0] Jos2]2] 0o & | a5 @
0 1 0 3.0 0.15| 11| 2 2 2 35 8.7 94
0 1| 161 12 18 2] 3| 0| 2 | &7 o
0 2 0 6.2 12| 18| 2 3 1 36 8.7 94
0 s o s4 | a6 35 3]0 0o | 25 | 46 o
1 0 0 3.6 0.17| 18|| 3 0 1 38 8.7| 110
T o172 13 18 3]0 2 | e | 1 180
T o2 u | a6 3§31 0 | 4 | 9 1m0
1 1 0 7.4 13| 20| 3 1 1 75 17| 200
T 1| 1] 1| s6 s8] 1| 2 | 10 | 37 e
1 2 0 11 36| 42| 3 1 3 160 40( 420
12 | 1] 15| 45 @[ 5] 2| 0| e | 15
1] s |0 16 | 45 4| s3] 2| 1| 1m0 | 37 a2
2 0 0 9.2 14| 38| 3 2 2 210 40( 430
2 o] 1| w | a6 4 3] 2] 5 | 20 | o0ioo0)
2 0 2 20 45| 42| 3 3 0 240 42(/1,000
2 1 0 15 37| 42| 3 3 1 460 90||2,000
2 1 1 20 45| 42| 3 3 2 1100 || 180|/4,100
2 1 2 27 8.7 94| 3 3 3 >1100 || 420




ANEXO No 13

[ |
Dilucion 1:10

|

\ Estriar el cultivo en placas de agar MacConkey sorbitol

| Incubar a 37°C por 18- 24 horas

|

\ Transferir 1-2 colonias sospechosas en placas de TSA

| Incubar a 37°C por 24 horas |

| Transferir una a dos colonias a agar EMB

| Incubar a 37°C por 24 horas

Prueba positiva: La presencia de colonias verdes brillantes confirma
la presencia de Escherichia coli

Figura No 6. Determinaciéon de Escherichia coli (UFC/g)
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ANEXO No 15

Imdgenes Tomadas Durante el Desarrollo de la Parte Experimental



FiguraNo 8. Muestras de requeson trasladadas en cadena de frio al
laboratorio (en hielera). A un lado, en el estante, parte de los

medios, reactivos y material estéril, utilizados en la practica.

FiguraNo 9. Muestras de requesén de cada marca con su numero

asignado para el andlisis microbiolégico.



Figura No 10. Pre-tratamiento de la muestra, en forma aséptica, usando un
algodén impregnado de alcohol y frotando el empaque

original de la misma.

Figura No 11. Pesado en forma aséptica de la muestra, para preparar
cada una de las diluciones.



Figura No 12. La figura de la izquierda evidencia ausencia de colonias de
Staphylococcus aureus en medio Agar Baird Parker. La

figura de la derecha evidencia la presencia de colonias de

Staphylococcus aureus.

Figura No 13. Presencia de colonias incontables (color negro azabache)
de Staphylococcus aureus en medio Agar Baird Parker.



Figura No 14. Prueba auxiliar de la coagulasa, que evidencia un firme y
completo coagulo que se queda en el lugar cuando el tubo
se inclina, considerado positivo para Staphylococcus

aureus.
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Figura No 15. Tubos con cambio de color en el medio (verde azulado) y
sin cambio de color en el medio (amarillo) en la prueba

presuntiva para Coliformes fecales.



Figura No 16. Desplazamiento de la campana de Durhan y formacion de
gas en medio EC indicando un resultado positivo en la

prueba confirmativa para Coliformes fecales

FiguraNo 17. Tubos con fluorescencia en el medio Rapicold, que indica la

presencia de Escherichia coli.



Figura No 18. En la placa de la izquierda se observa en el medio EMB
colonias verde brillantes, que indican la presencia de
Escherichia coli. En la placa de la derecha no se observan

colonias caracteristicas de Escherichia coli en el medio.

Figura No 19. Estriado en placas conteniendo agar Salmonella-Shigella.



Figura No 20. Placas de Agar Salmonella-Shigella. En la placa de la
parte superior izquierda se observa la ausencia de colonias,
en la placa de la derecha, se observa la presencia de
colonias con morfologia no tipica de Salmonella y en la
placa de abajo se observa la presencia de colonias tipicas

de Salmonella.

Figura No 21. Prueba positiva en TSI, indicando presencia de Salmonella:
R/A (Acido/Alcalino), produccién de sulfuro de hidrégeno y

produccion de gas.



Figura No 22. Inoculacion en camara de flujo laminar de las pruebas

bioguimicas para los cultivos sospechosos de Salmonella.

Figura No 23. Pruebas bioquimicas: Indol positivo y negativo, Citrato

negativo y positivo, Rojo de metilo positivo y negativo.



Figura No 24. Pruebas bioquimicas positivas para Salmonella: Indol
negativo, Rojo de metilo positivo, Vogues Proskahuer

negativo y Citrato positivo.



ANEXO No 16

Guia de Alimentacion y Nutricion para Adolescentes
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V. GUIAS DE ALIMENTACION RECOMENDADAS

Las guias de alimentacion que a confinuacion se presentan serviran de base
para brindar recomendaciones del tipo de alimentos y las cantidades que
deben consumir los(as) adolescentes. Las guias de alimentacion se han dividido
en: Adolescente hombre y mujer, Adolescente embarazada, Adolescente
lactante, Adolescente deportista y Adolescente con VIH/SIDA.

1. ADOLESCENTE HOMBRE Y MUJER

- Leche entera, descremada o Incaparina: 2
tazas al dia

- Carne, pescado o pollo: 2 onzas al dia

- Queso o requeson: 4 cucharadas o 1 onza

- Huevo: 1 unidad 3 veces por semana .

- Fruta: 1 porcién 4 veces al dia (de 1/2 taza) Eatal

- Verdura: 1/2 taza al dia

- Panes, tortillas y cereales: 11 unidades
pequefias al dia

- Mantequilla o margarina: 1 a 2 cucharaditas al dia

2. ADOLESCENTE EMBARAZADA

- Leche enfera, descremada o Incaparina: 3 tazas al dia (8
onzas c/u)

- Carne, pescado o pollo: 1 porcion 4 onzas al dia

- Queso o requeson: 4 cucharadas o 1 onza al dic

- Huevo: | unidad al dia

- Fruta: 1 porcion 4 veces al dia (de 1/2 taza c/u)

- Verdura: 3 o mas porciones al dia (de 1/2 taza c/u)

- Panes, tortillas y cereales: 11 unidades pequenas al dia

- Mantequilla o margarina: 1 a 2 cucharaditas al dia

3. ADULE‘:)L ENTE LACTANTE
m | - Leche entera, descremada o Incaparina: 4 tazas al dia (8

onzas c/u)

- Carne, pescado o polle: 1 porcién de 3 a 4 onzas al dia

- Queso, requeson o huevo: 4 cucharadas o | onza o 1 unidad
al dia

- Fruta: 4 porciones al dia (de 1/2 taza c/u)

- Verdura: 3 o mds porciones al dia (de 1/2 taza c/u)

| - Panes, torfillas y cereales: 14 unidades pequenas al dia

| - Mantequilla o margarina: 1 a 2 cucharaditas al dia




4. ADOLESCENTE CON ACTIVIDAD FISICA MODERADA

- Leche descremada o Incaparina: 3 tazas al dia (8
onzas c/u)

- Carne, pescado o pollo: 1 porcién de 4 onzas al dia

- Queso, requesdn o huevo: 4 cucharadas o 1 onza o |
unidad al dic

- Fruta: 4 porciones al dia

- Verdura: 3 o mas porciones al dia

- Panes, tortillas y cereales: 14 unidades al dia

- aceite o margarina: 1 a 2 cucharaditas al dia

o

5. ADOLESCENTE CON VIH/SIDA

Leche entera, descremada o Incaparina: 3 tazas al dia (8 onzas c/u)
Carne, pescado o pollo: 1 porcion de 4 onzas al dia

Queso, requesodn o huevo: 4 cucharadas o 1 onza o 1 unidad al dia
Fruta: 4 porciones al dia

Verdura: 3 0 mas porciones al dia

Fanes, torfillas y cereales: 14 unidades al dia

aceite o margarina: 2 a 3 cucharaditas al dia



VL. EJEMPLOS DE MENU

1. PARA LAY EL ADOLESCENTE:

DESAYUNO REFRIGERIO AM

* | Taza (8 onzas) de leche o ¢ 1/2 taza de fruta
Incaparina o yogurt

Huevo o 1 onza de queso o 4
cucharadas de requeson

3 cucharadas soperas de Frijoles
sin grasa

1/3 de plétano o 1 famal
pequeno o 1/2 taza de cereal
simple o 1 pan cake pequeno
2 tortillas o panes pequefios

ALMUERZO REFRIGERIO PM
¢ 3 onzas de carne deres, pollo o ¢ | porcion de fruta o 1/2 taza de
pescado fruta 6 1 fruta pequena

1/2 Taza de arroz 0 macarrones
O papa sin grasa

1Taza de ensalada o verduras
cocidas

2 Tortillas o panes pequenos

1 Porcién de fruta (1/2 taza)

CENA

¢ | Taza (8 onzas) de leche o de
Incaparina

¢ 3 cucharadas de frijoles o papas
guisadas

¢ | Huevo o 1 onza de queso o 4
cucharadas de requeson

¢ 2 Torillas pequenas




2. ADOLESCENTE EMBARAZADA

DESAYUNO

¢ | Taza (8 onzas) de leche o
Incaparina o yogurt 1

¢ Huevo duro o tibio

¢ 3 cucharadas soperas de frijoles
sin grasa o

¢ |/3 Platano cocido o 1 pan cake

¢ 2 Panes o tortillas

¢ 1/2 Taza de fruta

ALMUERZO

¢ 3 onzas de pollo o carne o
pescado

3 cucharadas soperas de arroz o
macarrones o | papa pequeha

1 Taza de ensalada o 1/2 taza de

verduras cocidas
2 Tortillas

1/2 Taza de fruta 8 onzas de
refresco natural

CENA

¢ | Taza de leche o poleada o arroz

en leche

1 onza de queso o 4 cucharadas

de requeson

+ 3 cucharadas soperas de frijoles o

¢ 3 cucharadas de papas guisadas

1 Tortilla

¢ 1/2 Taza de ensalada o vegetales
cocidos

REFRIGERIO AM
e | foza de fruta

REFRIGERIO TARDE
¢ | foza de frutas

REFIRGERIO NOCHE
¢ | taza de leche o incaparina (1
vaso de 8 oz)



3. ADOLESCENTE LACTANTE

DESAYUNO

¢ | Taza de leche con azOcar o atol
de Incaparina

* 4 cucharadas soperas de frijoles
sin grasa

* | huevo o 1 porcion de queso
fresco

¢ 2 Panes o fortillas

* /2 taza de fruta

ALMUERZO

¢ 3 onzas de pollo o carne de res,
pescado 0 queso

+ 3 cucharadas soperas de arroz o
MAacarrones 0 papas

¢ | Taza de ensalada fresca o 1/2
taza de verduras cocidas o
guisadas

s 2 Tortillas pequenas

¢ /2 taza de fruta

CENA

* | Taza de leche con azicar o
Incaparina

| onza de queso fresco o

4 cucharadas de requeson

3 cucharadas soperas de
casamiento sin grasa

1/2 taza de vegetales salteados o
guisados

1 tortilla pequeha

REFRIGERIO AM
¢ | licuado de leche o de
incaparina con frutas, sin azucar

REFRIGERIO PM
* | pan con queso o requeson
* | vaso de jugo de frutas natural



4. ADOLESCENTE CON ACTIVIDAD HSCA MO DERADA

DESAYUNO

¢ 1 Taza de leche con azicar o atol
de Incaparina

¢ 4 cucharadas soperas de frijoles
sin grasa

¢ | huevo o | porcidn de queso
fresco

¢ 2 Panes o tortillas

¢ 1/2 taza de fruta

ALMUERZO

¢ 3 onzas de pollo o carne de res,
pescado o queso

» 3 cucharadas soperas de arroz o
MAcarmones © papas

¢ | laza de ensalada fresca o 1/2

taza de verduras cocidas o

guisadas

2 Tortillas pequefas

1/2 taza de fruta

CENA

¢ | Taza de leche con azicar o
Incaparina

1 onza de queso fresco o

4 cucharadas de requeson

3 cucharadas soperas de
casamiento sin grasa

1/2 taza de vegetales salteados o
guisados

1 tortilla pequefia

REFRIGERIO AM
¢ 1| licuado de leche o de
incaparina con frutas, sin azucar

REFRIGERIO PM
¢ | pan con queso o requesdn
* 1 vaso de jugo de frutas natural



5. ADOLESCENTE CON VIH/SIDA

DESAYUNO

¢ | Taza de leche hervida o
Incaparina (8 onzas)

1 Huevo picado con vegetales
4 cucharadas soperas de frijoles
colados sin grasa

1/2 Platano en gloria o 1 pan cake
con miel

1 Tortilla o 1 pan francés

ALMUERZO

¢ 3 onzas de pollo o camme o
pescado bien cocidos

4 cucharadas de arroz o
macarrones o papas guisaddas
1/2 Taza de vegetales salteados
2 Tortillas o 2 panes

1/2 Taza de fruta

CENA

¢ | Taza de leche hervida o
poleada o arroz en leche

¢ | onza de queso o 4 cucharadas
de requeson

¢ 4 cucharadas soperas de
casamiento

¢ | Torfilla

¢ 1/2 laza vegetales cocidos

REFRIGERIO AM

¢ 1 vaso de 8 oz de jugo de naranja
natural

¢ | pan con mantequilla o crema

REFRIGERIO TARDE

¢ | taza de horchata de incaparina
(8 0z)

¢ | porciéon de pan dulce

REFRIGERIO NOCHE
¢ | Taza de 8 onzas de avena o de
atol de Incaparina



