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RESUMEN

Este Trabajo Final de Graduacion presenta los resultados de la pasantia realizada en el
Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la
Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania, que se llevd a cabo del
1° de febrero al 31 de mayo de 2024, incluyendo un total de 598 horas. La pasantia se centr6 en
la capacitacion sobre pruebas laboratoriales de calidad e inocuidad de lacteos, y en visitas a
campo coordinadas para la evaluacion de buenas practicas aplicadas a instalaciones pecuarias y
plantas de proceso; asi como para la toma de muestras para su analisis en laboratorio. Los
principales ensayos para evaluar la calidad de la leche y derivados lacteos incluyeron: la prueba
de deteccion de catalasa (n=83), la prueba de deteccion de oxidasa (n=83), la prueba de
deteccion de Escherichia coli (n=83), la prueba cualitativa de Listeria monocytogenes (n=62),
la prueba cuantitativa de Listeria monocytogenes (n=30), la prueba Staphylasa (n=32), y la
prueba de coagulasa de cultivo en Chromoagar para Escherichia coli (n=32). En total se
participé en el analisis de 113 muestras provenientes de bovinos, 51 de leche cruda, 37 de
yogurt, y 25 pruebas en muestras de queso. La patologia més relevante asociada con la calidad
de la leche estudiada fue la mastitis, con 32 pruebas especificas dedicadas a esta patologia. De
igual forma, se realizaron visitas a campo tanto a fincas de produccion como a plantas de
procesamiento de lacteos. Toda la experiencia adquirida en el proceso de la pasantia sirvi6 para
resaltar la importancia de ejecutar correctos procesos de andlisis de la calidad de la leche y sus
derivados, asi como para entender que los muestreos lacteos son fundamentales para
salvaguardar la salud publica, ya que favorecen la deteccion de organismos patdogenos
trasmitidos a través de su consumo. Una deteccion microbioldgica temprana ayuda a prevenir
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos y a garantizar la salud alimentaria de la

poblacion.

Palabras clave: inocuidad alimentaria, lacteos, consumo humano, quesos, yogurt
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ABSTRACT

This final graduation project presents the results of the internship conducted at the
Department of Milk Hygiene at the Institute for Food Quality and Safety of the University of
Veterinary Medicine (TiHo), Hannover, Germany, which took place from February Ist to May
31st, 2024, and included a total of 598 hours. The internship focused on training in laboratory
testing for dairy quality and safety, and on coordinated field visits to evaluate good practices
applied to livestock facilities and processing plants, as well as sample collection for laboratory
analysis. The main assays for evaluating the quality of milk and dairy products included:
catalase detection test (n=83), oxidase detection test (n=83), Escherichia coli detection test
(n=83), qualitative Listeria monocytogenes test (n=62), quantitative Listeria monocytogenes
test (n=30), Staphylase test (n=32), and Chromoagar culture coagulase test for Escherichia coli
(n=32). A total of 113 samples from cattle, 51 from raw milk, 37 from yogurt, and 25 tests on
cheese samples were analyzed. The most significant disease associated with milk quality studied
was mastitis, with 32 specific tests dedicated to this pathology. Field visits were also conducted
to both production farms and dairy processing plants. The experience gained during the
internship served to highlight the importance of correctly analyzing the quality of milk and its
derivatives, as well as to understand that dairy sampling is essential for safeguarding public
health, as it facilitates the detection of pathogens transmitted through consumption. Early
microbiological detection helps prevent outbreaks of foodborne illnesses and ensure the

nutritional safety of the population.

Keywords: food safety, dairy, human consumption, cheeses, yogurt



1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes
1.1.1. La leche como matriz alimentaria

De acuerdo con el Codex Alimentarius, “la leche es el producto de la secrecion de la
glandula mamaria obtenida a través del proceso de ordefio, y se destina al consumo humano
en diferentes formas” (Gonzéalez, 2018). La leche tiene una alta densidad nutricional
proporcionando carbohidratos simples como la lactosa, la cual actia como la principal fuente
de energia. Asimismo, incluye proteinas de alta calidad bioldgica, lipidos, vitaminas como la
B12 y minerales como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina y acido pantoténico (Salas et
al., 2020; Fuentes et al., 2013), siendo un alimento indispensable para la salud global (Orus,
2024).

La leche se compone de dos fracciones principales: una porcion liquida que contiene
agua y una porcion de solidos que incluye principalmente grasa (3-4% del contenido sélido),
proteina (3,5%) y lactosa (3-5%). Desde un punto de vista quimico, la leche puede ser
caracterizada como un liquido alimenticio que incluye grasa emulsionada y proteinas
dispuestas en micelas. Por consiguiente, exhibe propiedades fisicoquimicas como densidad,
pH, punto de congelacioén y punto de ebullicion, que se emplean para evaluar y establecer su
calidad (Peragio et al., 2011).

Su composicion la convierte en un medio de cultivo ideal para el desarrollo de
microorganismos que pueden ser patdogenos para los seres humanos (Celis y Juarez, 2009).
Entre estos patdogenos se encuentran bacterias como Escherichia coli'y Salmonella spp.,
hongos como Candida albicans y Aspergillus niger, y virus, como el norovirus y el rotavirus
(Peragio et al., 2011); algunos de estos pueden ser de origen zoondtico, es decir, aquellos que
se transmiten de animales a seres humanos, o adquiridos por contaminacidon con
microorganismos ambientales durante las etapas de recoleccion y procesamiento de la leche
por carencia de medidas de higiene y preservacion del producto.

Dentro de los factores que afectan la composicion de la leche se encuentran la raza del
animal, la edad, el estado de lactancia, la disponibilidad nutricional, el entorno fisico, el estrés
y la estacion del ano (FAO, 2023). Todas estas condiciones o situaciones tanto fisiologicas

como patologicas, influyen directamente sobre su calidad sanitaria y pueden ser la causa de



una contaminacion del producto tanto primaria (proveniente del animal) como secundaria
(proveniente de factores externos) (Peragio et al., 2011).

Cuando la leche es extraida de la ubre de una vaca sana, se espera que presente un
bajo recuento bacteriano (100-1000 UFC/ ml). No obstante, durante el proceso de ordefo, es
posible que agentes bacterianos sean introducidos si no se mantienen condiciones higiénicas
apropiadas en la sala, el equipo, el personal y el entorno (Celis y Judrez, 2009). Durante el
transporte, almacenamiento o procesamiento de la leche, la exposicion a fuentes de
contaminacion puede incrementar significativamente los conteos microbioldgicos,
comprometiendo su calidad e inocuidad. Este incremento se ve favorecido, en particular, por
condiciones inadecuadas de temperatura que estimulan el crecimiento de microorganismos
(Periago et al., 2012).

En el proceso de ordefo, es fundamental que la leche sea transferida a los tanques de
enfriamiento. En este punto, es necesario que la temperatura inicial de la leche, que es de
37°C, sea reducida para alcanzar los 8°C o menos, en un plazo de 24 horas, para prevenir el
crecimiento de bacterias (Peragio et al., 2012), en particular las mesoéfilas (Celis y Juarez,
2009). El control preciso de la temperatura es indispensable a lo largo de todas las etapas del
procesamiento de la leche (Celis y Juarez, 2009).

Otro parametro importante para evaluar la calidad de la leche es el conteo de células
somaticas, el cual debe ser de aproximadamente 200 000 CS/ml. Los conteos superiores a 400
000 CS/ml evidencian una posible mastitis subclinica (Celis y Juarez, 2009) la cual se define
como la inflamacion del tejido mamario que puede ser de origen infeccioso, toxico o
traumatico (Velasquez y Vega, 2012).

La mastitis, ya sea en su forma clinica o subclinica, ocasiona modificaciones en la
composicion de la leche que impactan en su calidad y disminuyen su concentracion de
proteinas. Una de las consecuencias observadas es la complicacion en el proceso de
coagulacion y desuerado para la elaboracion de productos, junto con la disminucion en la vida
util de los mismos (Velasquez y Vega 2012).

Entre los agentes contaminantes que causan mastitis se han descrito principalmente
los siguientes: Corynebacterium pyogenes, Pseudomonas spp., Escherichia coli,
Streptococcus pyogenes 'y Streptococcus agalactiae (Celis y Juérez, 2009). Estos patdgenos
presentes en vacas con mastitis pueden afectar la salud de los consumidores, especialmente si
se consume sin pasteurizar. Entre las manifestaciones mas comunes se encuentran la

gastroenteritis, diarrea, vomito y calambres abdominales, causada por patdégenos como



Escherichia coli y Staphylococcus aureus. Ademas, hay riesgo de infecciones mas graves
como la sepsis o infecciones respiratorias, especialmente por bacterias resistentes como
Listeria monocytogenes, Klebsiella spp. y Pseudomonas aeruginosa, que pueden afectar a
personas con sistemas inmunologicos debilitados. También existe la posibilidad de contraer

infecciones urinarias y cutaneas por otros patdogenos presentes en la leche contaminada.

1.1.2. Produccion y consumo nacional de lacteos

La leche se distingue de otras matrices alimentarias de origen animal por la estructura
molecular de sus componentes. Los acidos grasos presentes en los productos lacteos generan
una emulsion que se mantiene estable en agua, lo que contribuye a mejorar su absorcion
(Aparicio et al., 2020). La fraccion proteica, que comprende principalmente la caseina y en
menor medida las proteinas del suero de la leche, contribuye a mejorar el perfil lipidico al
aumentar la digestibilidad. En resumen, las interacciones entre los componentes lacteos
convierten a esta matriz alimentaria en una opcion ideal, ya que regula la funcionalidad y
metabolizacion de los distintos nutrientes, lo que a su vez proporciona mayores beneficios en
su conjunto, en contraste con la ingesta individual de cada nutriente (Aparicio et al., 2020).

La leche bovina representa alrededor del 81% de la produccidn lechera mundial, seguida
por la leche bufalina (15%), la leche caprina (2%) y la leche ovina (0,5%) (FAO, 2023). A lo
largo de las décadas, se ha observado un notable incremento en el consumo de productos
lacteos. Un estudio reciente indica que la produccion de leche en EE. UU., alcanzo6 su punto
maximo en 2023, con 226.6 mil millones de libras, lo que representa un incremento
significativo desde 1975 del 88,3 % (Departamento de Agricultura de Estados Unidos, 2024).
Durante las Ultimas tres décadas, se ha observado un incremento mundial aproximado del
59% en la produccion siendo que, en 1988, alcanz6 530 billones de toneladas, mientras que
para el afio 2018 se estim6 en 843 billones de toneladas a nivel mundial (FAO, 2023).

La Unién Europea es responsable del 30% de la produccion lactea de origen vacuno a
nivel mundial seguido de la India, quien es responsable del 20%, Estados Unidos (12%),
China (6 %) y Pakistan (5%) (FAO, 2023; Orus, 2024). En los tltimos 50 afios, la region de
Asia meridional ha experimentado un notable crecimiento en el sector lacteo, posicionandose
como el principal motor de desarrollo de la industria lechera en areas en proceso de expansion.

Por otro lado, Africa ha mostrado el menor avance en este ambito, atribuible a factores
como la situacion de pobreza y las condiciones climaticas adversas que caracterizan a la

region (FAO, 2023). Un informe del Banco Mundial destaca cémo la produccion de leche en
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el continente africano estd vinculada a sistemas de pequefia escala que constituyen la base de
la seguridad alimentaria y los ingresos en muchas comunidades rurales. La produccién ha
aumentado en paises como Etiopia, donde las iniciativas gubernamentales han impulsado la
productividad mediante la mejora de practicas ganaderas y la infraestructura de mercados.
Aun asi, la falta de acceso a tecnologia moderna y los desafios climaticos siguen siendo
barreras significativas para el crecimiento sostenido del sector licteo en Africa (Banco
Mundial, 2011).

En Costa Rica, el incremento en la produccion de lacteos ha estado acompanado por
un aumento en la demanda interna, en linea con la tendencia global. Se estima que actualmente
Costa Rica presenta un consumo que supera los 220 litros per cépita por afo, siendo uno de
los paises con mayor consumo en América Latina (Delfino, 2025). En las ultimas décadas, el
pais experimentd un crecimiento significativo en su produccion nacional, alcanzando en el
afio 2001 una produccion de 737 mil toneladas métricas (Barrientos, 2010), la cual aument6
a 892 mil toneladas métricas en 2009, y para el afio 2016 lleg6 a 1.151 billones de litros
(CNPL, 2017). Este crecimiento ha sido impulsado por una industria lactea en constante
evolucion, que se enfoca en el desarrollo de nuevos productos para satisfacer las demandas
cambiantes de los consumidores.

Paralelamente, Costa Rica ha desarrollado un importante mercado de exportacion de
productos lacteos, principalmente en América Central. Entre los productos mas exportados se
encuentran la leche en polvo, quesos, mantequilla y productos lacteos frescos. La leche en
polvo destaca por su alta demanda en mercados de Centroamérica y el Caribe, debido a su
larga vida util. Los quesos costarricenses, tanto frescos como madurados, también son
populares en la region, mientras que la mantequilla y otros productos frescos son valorados
por su calidad y frescura (Procomer, 2023). Aunque el mercado local est4 protegido por altos
aranceles de importacion, la industria ha logrado consolidarse como un actor relevante en el

comercio regional (Katial, 2018).

1.1.3. Enfermedades de transmision alimentaria por consumo de lacteos y derivados

El consumo de lacteos y sus derivados, si bien poseen beneficios nutricionales para el
consumidor, podrian albergar microorganismos de riesgo para la salud publica,
principalmente debido a carencias de buenas practicas de higiene en el manejo de colecta y
procesamiento de la leche y sus derivados. El Centro para el Control y Prevencion de

Enfermedades de los Estados Unidos de América (CDC) reportd durante el periodo entre 1993
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a2012, un total de 127 brotes y 1909 enfermedades vinculadas con intoxicacion por productos
lacteos, de las cuales 144 requirieron hospitalizaciones. En Costa Rica se identificaron
alrededor de 27 casos de enfermedades de transmision alimentaria (ETA) durante el periodo
de 2015 a 2020; sin embargo, no ha habido una estimacion certera de cuantos corresponden
exclusivamente a consumo de productos lacteos (Cartin-Rojas y Pascual Barrera, 2021).

Algunas de las bacterias mayormente reportadas como causantes de enfermedades
alimentarias causadas por productos lacteos asociadas con sintomas como diarrea, vomito,
dolor abdominal, dolor generalizado (CDC, 2020) incluyen: Escherichia coli, Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Campylobacter spp., Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Brucella abortus, Pseudomonas spp., Clostridium spp, entre otros (Aguilera-
Becerra et al., 2014).

Estos patdgenos pueden contaminar los alimentos en etapas que van desde la produccion
hasta el procesamiento. Por ejemplo, pueden ingresar al suministro de leche a través del
contacto directo con entornos contaminados, como granjas lecheras, o de animales
reservorios. Si bien la pasteurizacion reduce significativamente el riesgo de estos patdgenos,
aln se han rastreado brotes tanto en productos lacteos crudos como pasteurizados de manera
inadecuada, lo que resalta la importancia de mantener practicas de higiene estrictas en toda la
cadena de produccion de lacteos para garantizar la inocuidad alimentaria (Grace et al., 2020).

Las implicaciones de las enfermedades transmitidas por los productos lacteos pueden
ser graves, en particular para las poblaciones vulnerables, como los nifios, las mujeres
embarazadas y las personas con sistemas inmunoldgicos debilitados. La carga econémica de
estas enfermedades también es significativa, ya que contribuyen a los costes sanitarios y a la
pérdida de productividad. Por ello, comprender y mitigar los riesgos asociados con el
consumo de leche y productos lacteos es crucial para la salud publica (Oliver et al., 2005).

Con el fin de evitar dichos riesgos, la industria suele aplicar diversas técnicas de
esterilizacion de la leche. Una de estas es la pasteurizacion la cual es un proceso donde se
alcanzan temperaturas entre 72°-80° C durante 16-22 segundos antes de enfriarse rapidamente
auna temperatura entre 4°-6° C con el fin de disminuir la carga bacteriana en un 98% (Guaraca
y Guaraca, 2019). También existen métodos de esterilizacion comercial que usan
temperaturas mas elevadas en un tiempo corto como el método de tratamiento a altas
temperaturas (UHT,), mediante el cual se somete a la leche a una inyeccion de vapor a presion
a 150°C durante un segundo (SURDRY, 2023). Estos cambios de temperatura permiten una

disminucion de microorganismos nocivos como los mencionados anteriormente y garantizan



parte de la inocuidad del producto lacteo para que sea apto para el consumo humano (Bennett,
2008).

Con el objetivo de procurar la salud publica de los consumidores de leche y sus
subproductos, es necesario garantizar una buena calidad e inocuidad de esta. Para ello, resulta
de vital importancia instaurar Buenas Practicas de Manufactura (BPM) y un Analisis de
Riesgos y Puntos Criticos de Control (HACCP). Las BPM se definen como un conjunto de
principios basicos que buscan garantizar que los productos alimentarios se fabriquen en
condiciones sanitarias adecuadas y se disminuyan los riesgos inherentes a la produccion y
distribucion (OMS, 2023). Ademas, se requiere de condiciones de infraestructura y
procedimientos establecidos para todos los procesos de produccion con el objetivo de procurar
la calidad e inocuidad, basadas en normas internacionales (RTCA, 2003).

Dentro de la gestion industrial se establecen sistemas como el HACCP para identificar,
evaluar y controlar peligros significativos en la industria alimentaria (Organizacion de las
Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, 1997). Los principios del HACCP en
la industria alimentaria incluyen siete puntos de importancia: 1) realizar un analisis de
peligros, 2) determinar los puntos criticos de control, 3) establecer un limite o limites criticos,
4) establecer un sistema de vigilancia de control de los PCC, 5) establecer las medidas
correctivas que han de adoptarse cuando la vigilancia indica que un determinado punto critico
no esta controlado, 6) establecer procedimientos de comprobacioén para confirmar que el
sistema HACCP funcione y 7) establecer un sistema de documentacion sobre todos los
procedimientos y registros apropiados para estos principios y su aplicacion. Todos estos son
de vital importancia para el aseguramiento de la calidad e inocuidad de los productos que

salen al mercado para consumo.

1.1.4. Enfermedades de Transmision Alimentaria por consumo de lacteos y derivados

en Costa Rica

En Costa Rica, las ETA representan un problema significativo de salud publica, con
estimaciones que indican que afectan a miles de personas cada afio; por ejemplo, el Boletin
Epidemioldgico N° 49 reportd 463.484 casos acumulados en el afio 2024 de enfermedad
diarrea aguda (EDA) (Ministerio de Salud de Costa Rica, 2024).

Las ETA primarias causadas por Salmonella y Escherichia coli, asi como Listeria
spp., reportadas en Costa Rica, resultan en gastos significativos para el sistema de salud y

para la economia del pais. Estos gastos provienen de servicios de salud directos como
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hospitalizaciéon y tratamiento ambulatorio, que oscilan entre 500 y 5,000 USD por caso,
dependiendo de la gravedad. Ademas, la pérdida de productividad por ausentismo y cuidado
puede costar entre 1,000 y 10,000 por caso. Ademas, los costos incurridos por medidas de
control y prevencion, como vigilancia epidemioldgica, inspecciones y campanas de
educacion, pueden alcanzar millones cada afio. Como lo expresa el Ministerio de Salud de
Costa Rica, el monitoreo y la prevencioén de la ETA ha resultado en mejores métodos de
produccion de alimentos y practicas de manipulacion de alimentos para mitigar sus efectos

(Ministerio De Salud, 2022).

A continuacion, se describen algunas de las ETA maés asociadas al consumo de lacteos

contaminados con agentes patogenos diversos.

1.1.4.1. Brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infecciosa causada por bacterias del género Brucella,
que infectan principalmente al ganado vacuno, porcino, caprino, ovino y canino. Los seres
humanos generalmente contraen la enfermedad a través del contacto directo con animales
infectados, al comer o beber productos animales contaminados o al inhalar agentes
transportados por el aire. La via de transmisidn mas comun es el consumo de leche o queso
no pasteurizados de cabras u ovejas infectadas (Galeano et al., 2020).

La brucelosis se considera una enfermedad zoonotica, lo que significa que puede
transmitirse de animales a seres humanos. Por lo general, causa sintomas similares a los de la
gripe, como fiebre, debilidad, malestar y pérdida de peso, pero puede presentarse en muchas
formas atipicas. El periodo de incubacion puede variar ampliamente, desde una semana a dos
meses, pero por lo general es de dos a cuatro semanas. Sin un tratamiento antibidtico
adecuado, la brucelosis puede provocar complicaciones graves e infecciones cronicas
(Alvarez-Hernandez et al., 2015).

La incidencia de la brucelosis humana en Costa Rica es relativamente baja en
comparacion con otras partes del mundo, pero sigue siendo un problema de salud publica
importante, especialmente en ciertas regiones del pais. Entre 2015 y 2017, un estudio
realizado en las Areas de Salud de Aguas Zarcas y Los Chiles encontrd que la brucelosis era
la enfermedad zoonotica notificada con mayor frecuencia, con una tasa de incidencia de 1,5

casos por cada 100.000 habitantes (Galeano et al., 2020).



1.1.4.2. Listeriosis

La listeriosis es una infeccion grave causada principalmente por la bacteria Listeria
monocytogenes, que se encuentra comunmente en productos alimenticios contaminados en
especial en leche y derivados lacteos. Esta enfermedad es particularmente preocupante debido
a su capacidad de prosperar en ambientes frios, como refrigeradores, lo que le permite
multiplicarse en alimentos que se almacenan durante periodos prolongados. Las personas
generalmente contraen listeriosis a través del consumo de alimentos contaminados, incluidos
productos lacteos no pasteurizados, carnes listas para comer y ciertas verduras. Los sintomas
pueden variar desde malestar gastrointestinal leve, como diarrea y fiebre, hasta
manifestaciones mas graves, como meningitis y septicemia, especialmente en grupos de alto
riesgo, como mujeres embarazadas, ancianos y personas inmunodeprimidas (Herndndez y
Payeras, 2014).

La incidencia de listeriosis en Costa Rica no esta bien documentada, principalmente
porque la enfermedad no esta clasificada como de declaracion obligatoria, lo que limita la
recopilacion de datos epidemiologicos completos. Estudios recientes han indicado que los
niveles de contaminacion por Listeria monocytogenes en diversos productos alimenticios, en
particular carnes procesadas y quesos frescos, varian entre el 5% y el 20% (Giralt-Zuiiga et
al., 2023).

Las investigaciones realizadas entre 2009 y 2019 identificaron 92 aislamientos de Listeria
monocytogenes en muestras clinicas, alimentarias y ambientales, lo que revel6 que la mayoria
de los casos humanos estaban relacionados con productos lacteos (Food Safety News, 2023).
Sin embargo, la falta de notificacion obligatoria dificulta la evaluacion de la verdadera
prevalencia y diversidad de las cepas de Listeria que circulan en el pais, ya que muchas
infecciones pueden no notificarse o diagnosticarse erroneamente debido a sistemas de

vigilancia insuficientes.

1.1.4.3. Salmonellosis

La salmonelosis es una enfermedad infecciosa causada por la bacteria del género
Salmonella, que se encuentra cominmente en los intestinos de animales y humanos. La
infeccidn se transmite principalmente a los humanos a través del consumo de alimentos
contaminados, en particular carnes, aves, huevos y productos lacteos no pasteurizados poco
cocidos o crudos, asi como frutas y verduras contaminadas con materia fecal. Los sintomas
suelen manifestarse entre seis horas y seis dias después de la exposicion y pueden incluir
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diarrea, fiebre, calambres abdominales y vomitos, que duran entre cuatro y siete dias. Si bien
la mayoria de las personas se recuperan sin tratamiento, la salmonelosis puede provocar
complicaciones graves, especialmente en poblaciones vulnerables, como nifios pequefios,
ancianos y personas con sistemas inmunoldgicos debilitados (Rojas-Sanchez et al., 2023).
La salmonelosis en Costa Rica es un problema de salud publica importante, aunque los
datos exhaustivos sobre su prevalencia son limitados debido a la falta de notificacion
obligatoria. Los estudios indican que la salmonelosis es una de las enfermedades transmitidas
por alimentos mas comunes en el pais, a menudo vinculada con el consumo de aves de corral,
huevos y productos lacteos contaminados. Un estudio realizado en 2020 reveld6 una
prevalencia del 6% de Salmonella entérica en muestras fecales de ganado lechero posparto,
lo que destaca el potencial de transmision del ganado a los humanos a través del suministro
de alimentos (Huertas Sanchez, 2020). Esto sugiere que las granjas lecheras podrian ser un

punto de origen critico para los casos de salmonelosis.

1.1.4.4. Campylobacteriosis

La campylobacteriosis en Costa Rica se asocia principalmente con el consumo de
productos alimenticios contaminados, incluidos los lacteos. Si bien las aves de corral suelen
ser sefialadas como una fuente importante de infecciones por Campylobacter, la leche y los
productos lacteos no pasteurizados también plantean riesgos importantes. La presencia de
Campylobacter jejuni y Campylobacter coli en la leche cruda puede provocar brotes de
enfermedades gastrointestinales, en particular entre poblaciones vulnerables como los nifios
y los ancianos (Davys et al., 2020). El consumo de productos lacteos no pasteurizados puede
facilitar la transmision de estas bacterias, ya que pueden sobrevivir y multiplicarse en dichos
entornos, lo que provoca infecciones caracterizadas por diarrea, dolor abdominal y fiebre

(Lazo-Lascarez et al., 2021).

La incidencia de la campilobacteriosis relacionada con los productos lacteos en Costa
Rica no estd ampliamente documentada, pero los estudios indican una prevalencia
preocupante de Campylobacter en varias matrices alimentarias, incluidos los lacteos. Las
investigaciones han demostrado que la prevalencia de Campylobacter en productos
alimenticios, especialmente en aquellos de origen animal, es considerablemente alta. Un
metaanalisis global indico que la prevalencia promedio de Campylobacter spp. en productos
alimenticios de origen animal es del 29,6%, siendo especialmente comun en carnes de aves,
que representan uno de los principales vehiculos de transmision para este patégeno. La alta
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prevalencia de Campylobacter jejuni y Campylobacter coli en alimentos derivados de
animales subraya la necesidad de implementar controles rigurosos en la produccion y

manipulacion de alimentos para minimizar los riesgos de transmision (Zenebe et al., 2020).

Dada la importancia cultural del consumo de productos lacteos en Costa Rica, en
particular en las zonas rurales donde los productos no pasteurizados pueden ser mas comunes,
es necesario aumentar la conciencia publica y las medidas de seguridad alimentaria para
mitigar los riesgos asociados con la campilobacteriosis de los productos lacteos ( Cartin-Rojas

y Pascual Barrera, 2021).

1.1.4.5. Diarreas por Escherichia coli

La enfermedad por Escherichia coli (E. coli), particularmente causada por cepas como
E. coli O157:H7, es una importante enfermedad transmitida por alimentos vinculada con el
consumo de productos lacteos. Esta cepa patdgena se puede encontrar en la leche y los
productos lacteos no pasteurizados, lo que supone un riesgo para la salud publica.

El consumo de productos contaminados se asocia con sintomas gastrointestinales
graves, como diarrea (a menudo sanguinolenta), calambres abdominales y vomitos, y puede
provocar complicaciones mas graves como el sindrome urémico hemolitico (SHU),
especialmente en poblaciones vulnerables como los nifios y los ancianos (Rios-Muiiiz et al.,
2019).

Las investigaciones han evidenciado que los productos alimenticios de origen animal,
incluidos los lacteos, son susceptibles a la contaminacion microbiana, siendo E. coli O157:H7
uno de los principales patogenos identificados en muestras de leche cruda de varias regiones
de Costa Rica Cartin-Rojas y Pascual Barrera, 2021). La presencia de E. coli O157:H7 tanto
en la leche cruda como en otros productos animales evidencian practicas de procesamiento y
manipulacion inadecuados y pone de relieve la necesidad de adoptar medidas estrictas de
seguridad alimentaria, incluida la pasteurizacion y las practicas de higiene adecuadas, para

mitigar el riesgo de brotes.
1.1.4.6. Infeccion por Staphylococcus aureus

La intoxicacion alimentaria estafilococica es una de las ETA mas comunes a nivel
mundial, causada por el consumo de toxinas termoestables producidas por la bacteria
Staphylococcus aureus. Esta bacteria puede contaminar alimentos de origen animal,

especialmente leche y productos lacteos, debido a practicas higiénicas inadecuadas durante el
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ordefo, manipulacién o procesamiento. La enterotoxina estafilococica puede sobrevivir a
tratamientos térmicos convencionales, como la pasteurizacion, lo que convierte a esta bacteria
en una amenaza significativa para la seguridad alimentaria (Argudin et al., 2010).

Los sintomas de la intoxicacion estafilococica aparecen generalmente entre dos y seis
horas después del consumo del alimento contaminado e incluyen nauseas, vomito, dolor
abdominal y diarrea. Aunque los casos suelen ser autolimitados y de corta duracion, pueden
causar complicaciones graves en personas vulnerables como nifios pequeiios, adultos mayores
y personas inmunocomprometidas (Le Loir, Baron y Gautier, 2003).

La prevencion de la intoxicacion por S. aureus en productos lacteos requiere una
combinacion de medidas de higiene en la produccién primaria, buenas practicas de
manufactura, refrigeracion adecuada y educacion al consumidor sobre los riesgos del
consumo de leche cruda y productos derivados no pasteurizados (Codex Alimentarius, 2020).

En lineas generales existen varias enfermedades zoondticas que son de importancia para
el estudio de la calidad de la leche y sus derivados. Sin embargo, es dificil conocer con certeza
la incidencia real de las mismas debido a la falta de notificacion y a las dificultades para su
deteccion como la limitada disponibilidad de métodos rapidos y sensibles para su diagnostico.
El RTCA 67.03.12:2013. indica los criterios microbioldgicos deseables para considerar un
lacteo como inocuo, como por ejemplo los limites maximos permisibles de microorganismos
patogenos, como Escherichia coli y Staph aureus o la permisibilidad de la presencia para
Salmonella spp., Brucella y Mycobacterium tuberculosis. Ademas, el RTCA 67.03.12:2013.
establece los parametros de higiene en el proceso de ordeie, el manejo adecuado de los
animales y el almacenamiento, transporte y procesamiento de la leche para reducir el riesgo
de contaminacion. Debido a la trascendencia sanitaria, es fundamental la implementacion de
précticas de control y monitoreo en todas las etapas de la cadena productiva, desde la granja
hasta la industria lactea, para garantizar que los productos finales cumplan con los estandares
de inocuidad y no representen un riesgo para la salud publica.

La efectividad de estos controles depende de la capacitacion de los productores, la
infraestructura sanitaria adecuada y la implementacion de politicas publicas que fomenten la
notificacion y el monitoreo constante de enfermedades zoondticas. En consecuencia, se hace
necesaria una mejor vigilancia epidemioldgica de las manifestaciones de estas zoonosis en
humanos. Ademas, al haber tales deficiencias en el reporte de casos, se hace imprescindible
la evaluacion de la calidad de los alimentos lacteos antes de su disposicion al consumo en el

mercado costarricense.

11



1.2. Justificacion

En el ambito de la salud publica, es fundamental comprender el concepto de seguridad
alimentaria. Esta disciplina cientifica se enfoca en asegurar la disponibilidad de alimentos
para los consumidores, asi como en garantizar su inocuidad. Por ende, se procura la
disminucion de los riesgos biologicos, fisicos y quimicos que puedan afectar la salud del
consumidor, asi como la prevencion de enfermedades transmitidas por alimentos que surgen
de forma repetida (FAO, 2023).

Como muestra, la OMS estima que cada afno se dan aproximadamente 600 millones
de casos nuevos de enfermedades transmitidas por los alimentos; de los cuales
aproximadamente 420 000 casos resultan en muertes (Kirk et al. 2015). En vista de que la
necesidad alimenticia es la tercera necesidad humana mas basica para sostener la vida, es de
suma importancia poder garantizar la seguridad alimentaria, siendo un tema crucial dentro del
area de salud publica (FAO, 2023).

La ciencia veterinaria es indispensable para garantizar la inocuidad alimentaria, en
particular de los productos de origen animal. Los profesionales de la medicina veterinaria
protegen la salud publica previniendo y controlando las enfermedades animales, vigilando la
presencia de residuos nocivos en los alimentos e inspeccionando a los animales para
comprobar su aptitud para el consumo. Su experiencia en sanidad animal, combinada con su
conocimiento de los patogenos transmitidos por los alimentos, los convierte en profesionales
cruciales para mantener un suministro de alimentos seguro desde la granja hasta la mesa
(Lopez-Salazar, 2021).

Asi mismo, las personas profesionales en medicina veterinaria desempefian funciones
tales como garantizar la disponibilidad de alimentos inocuos a través de la vigilancia,
implementacion y ejecucion de sistemas que incluyen BPM y el Sistema de HACCP.
Ademas, deben llevar a cabo la vigilancia y estudio continuo de las enfermedades con
potencial zoondtico a través del consumo de alimentos de origen animal (Vasquez, 2021;
Cartin-Rojas, 2014).

Dentro de la industria lactea, estos profesionales cumplen funciones como avalar los
productos y subproductos de origen lacteo como alimentos inocuos mediante el estudio y
analisis de la composicion de los productos incluyendo un examen de caracteristicas

organolépticas, fisicas y quimicas; analisis bacterioldgicos, vigilancia de residuos de
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medicamentos, y la inspeccion de las condiciones higiénicas y posibles adulteraciones que
puedan ocurrir a los productos y subproductos lacteos (FAO, 2023).

La industria lactea es un sector que se encuentra en constante crecimiento, por lo que
existe una creciente necesidad de contar con profesionales preparados que puedan velar y
asegurar la seguridad e inocuidad alimentaria de estos productos. De tal forma, que la pasantia
en el Departamento de la Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria
de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria de Hannover ofrecio una oportunidad tnica
para la capacitacion y entrenamiento tedrico-practico en el sector de la industria lactea dentro
del marco de la salud publica veterinaria de la Union Europea. La finalidad de esta pasantia
fue desarrollar habilidades y destrezas en el manejo y control de las condiciones de calidad
de la leche en todo su proceso productivo. De igual forma, adquirir competencias claves en el
marco de la salud publica, y obtener conocimiento de nuevas tecnologias aplicadas en la
industria de lacteos que puedan ponerse en marcha en el pais para la mejora de la inocuidad

alimentaria, de la produccion lactea y de la salud de los consumidores.

1.3.  Objetivos
1.3.1 Objetivo general

Realizar una pasantia en el Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de
Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo),
Hannover, Alemania para fortalecer destrezas, conocimientos y habilidades en el area de la

inspeccion y microbiologia de lacteos para consumo humano.

1.3.2 Objetivos especificos

1.3.2.1 Incrementar el conocimiento de los peligros fisicos, quimicos y biolégicos presentes
en la leche y sus derivados y las medidas de buenas practicas aplicadas para su
vigilancia y control en produccion primaria.

1.3.2.2 Reforzar el conocimiento sobre el sistema de analisis de peligros y puntos criticos de
control y la aplicacion de buenas practicas de manufactura en la planta de
procesamiento de lacteos.

1.3.2.3 Fortalecer habilidades sobre los métodos de recoleccién y envio de muestras de

productos y subproductos lacteos para analisis microbioldgico y quimico.
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1.3.2.4 Mejorar destrezas en la aplicacion de métodos de diagnostico laboratorial para el
analisis microbiologico de lacteos con el fin de identificar trazas de medicamentos y

patogenos bacterianos.
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2. METODOLOGIA

2.1 Lugar de realizacion de la pasantia

La pasantia se llevo a cabo en el Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de
Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo),
Hannover, Alemania, con el aval de Dra. Madeleine Plotz, directora y jefe del mismo. En
este departamento se llevan a cabo actividades de docencia e investigacion con un enfoque en
la calidad, seguridad e higiene de los alimentos de origen animal. En el componente de
docencia, este departamento es responsable de la capacitacion de estudiantes en los cursos de

higiene de la carne, ciencia lactea y ciencia de los alimentos.

2.2 Periodo de ejecucion

El periodo de pasantia abarco cuatro meses, del 1° de febrero al 31 de mayo de 2024,
en un horario de 8:00 am a 4:00 pm. Durante ese periodo se cumplié con 598 horas contacto
en el Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria
de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania. En este lapso,
se alcanzo la capacitacion en pruebas laboratoriales de calidad e inocuidad de lacteos, y en
visitas a campo coordinadas para la evaluacién de buenas practicas aplicadas a instalaciones
pecuarias y plantas de proceso, y para la toma de muestras para su posterior analisis en el

laboratorio.

2.3 Protocolos abordados

A continuacion (Cuadro 1), se presentan los principales protocolos de anélisis de
calidad de leche, yogur y quesos, aplicados en muestras recibidas durante el proceso de

pasantia.
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Cuadro 1. Protocolos de andlisis laboratoriales en lacteos, y normas base aplicadas durante

la pasantia en el Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y

Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo),

Hannover, Alemania de febrero a junio 2024.

Objetivo

Protocolo aplicado

Norma Base

Determinar el recuento bacteriano
en queso y yogur veganos

Detectar y enumerar
Enterobacteriaceae en lacteos.

Aplicar procedimientos para
detectar Escherichia coli B-
glucuronidasa positiva en lacteos.

Deteccion, enumeracion y
serotipificacion de Salmonella.

Deteccion y enumeracion de
Listeria monocytogenes 'y Listeria

spp

Deteccion de patogenos en
yogurt.

Deteccion de patogenos en queso.

Meétodo horizontal para el recuento de
microorganismos, método de recuento de
colonias a 30 °C (L 00.00-88).

Método horizontal para la deteccion y
enumeracion de Enterobacteriaceae en
lacteos (L 00.00-133/2)

Método de recuento de colonias a 44 °C con
5-bromo-4-cloro-3-Indol-beta-D-
glucuronido

Me¢étodo horizontal para la deteccion,
enumeracion y serotipado de Salmonella (L
00.00-20)

Meétodo horizontal para la deteccion y
enumeracion de Listeria monocytogenes y
Listeria spp (L 00.00-32/1)

Test Yogurt

Test Queso

EN ISO 6887-1:2017

(Anexo 1)

ENISO 6887-1:2017

(Anexo 2)

EN ISO 6887-1:2017

(Anexo 3)

EN ISO 6579:2007-10

(Anexo 4)

Adopcion de DIN EN
ISO 11290-2,
septiembre de 2017
(Anexo 5)

Desafio ensayo yogurt
(Anexo 6)

Desafio ensayo con
queso (Anexo 7)

Fuente: elaboracion propia.

A continuacién, se presenta una explicacion resumida de cada uno de los protocolos

aplicados.

2.3.1 Método oficial L 00.00-88. Método horizontal para el recuento de

microorganismos, método de recuento de colonias a 30°C.

El Método Oficial L 00.00-88 se utiliza para verificar la calidad microbioldgica de los

productos lacteos mediante el recuento de microorganismos viables. La muestra fue
homogeneizada y se realizaron diluciones seriadas en solucion salina estéril. Posteriormente,
se realizaron siembras de alicuotas de diluciones en Agar de Recuento en Placa (PCA)

utilizando la técnica de siembra en superficie. Las placas se incubaron durante 72 horas a
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30°C en posicién invertida. Después del periodo de incubacidon, se contaron las colonias que
se desarrollaron entre 30 y 300 en cada placa y se calcularon las concentraciones de
microorganismos en unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o
UFC/ml). Esto ayudé a medir la carga microbiana de la muestra, asi como a asegurar su

calidad microbiologica.

2.3.2 L 00.00-133/2: Método horizontal para la deteccion y enumeracion de

Enterobacteriaceae en lacteos

El método L 00.00-133/2 se aplicod para detectar y enumerar Enterobacteriaceae en
productos lacteos. Primero, se homogenizé la muestra y se realizaron diluciones seriadas en
solucion salina estéril. Luego, se sembraron alicuotas de las diluciones en placas con agar
Violeta Rojo Bilis Glucosa (VRBGQG), extendiéndolas de manera homogénea. Las placas se
incubaron a 37 °C durante 24 horas. Después de la incubacion, se contaron las colonias tipicas
de Enterobacteriaceae, identificadas por su color rojo o purpura con halo opaco, y se calculd
su concentracion en unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro (UFC/g o
UFC/ml). En caso de duda, se realizaron pruebas bioquimicas adicionales para confirmar la
identificacion. Este proceso permitié evaluar la presencia y cantidad de Enterobacteriaceae

en la muestra, asegurando su calidad microbiologica.

2.3.3 Método de recuento de colonias a 44 °C con 5-bromo-4-cloro-3-Indol-beta-D-

glucuronido

El protocolo consistié en homogeneizar la muestra (de agua o alimentos) y realizar
diluciones seriadas en solucidn salina estéril o buffer peptonado, para luego sembrar alicuotas
en placas de Petri con un medio de cultivo que contiene el sustrato cromogénico 5-bromo-4-
cloro-3-indolil-B-D-glucuronido (X-Gluc), el cual es hidrolizado por la enzima -
glucuronidasa producida por E. coli, generando colonias azules o azul-verdosas; las placas se
incuban a 44 °C durante 18-24 horas para seleccionar especificamente E. coli, tras lo cual se
cuentan las colonias coloreadas para estimar la concentracion en UFC/g o UFC/ml, y en caso
de dudas, se realizan pruebas bioquimicas o moleculares adicionales para confirmar la

identificacion.
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2.3.4 L 00.00-20: Método horizontal para la deteccion, enumeracion y serotipado de

Salmonella

Se aplico el método horizontal para la deteccidon, enumeracion y serotipificacion de
Salmonella. Primero, se prepararon las muestras homogenizadas y se realizaron diluciones
seriadas. Luego, se utilizaron medios selectivos como Rappaport, XLD o Hektoen para la
inoculacion preliminar e incubacion a 42 o 37 °C durante 24 horas. Después, se seleccionaron
colonias sospechosas en funcion de su morfologia y se confirmaron con pruebas bioquimicas,
por ejemplo, pruebas de TSI y de descarboxilasa de lisina. Finalmente, se realizo la
serotipificacion mediante aglutinacién con antisueros de serogrupos conocidos para la
identificacion. Este procedimiento fue exitoso para la deteccion, enumeracion y clasificacion

de cepas de Salmonella en las muestras examinadas.

2.3.5 L 00.00-32/1: Método horizontal para la deteccion y enumeracion de Listeria

monocytogenes y Listeria spp

Se utiliz6 el método horizontal para la bisqueda y conteo de Listeria monocytogenes
y Listeria spp. En primer lugar, se llevo a cabo la homogenizacion de las muestras y diluciones
seriadas en un medio selectivo apropiado. Posteriormente, la siembra en medios como
PALCAM o Oxford fue realizada para la recuperacion y aislamiento primario de Listeria,
cuya incubacion fue a 37 °C por 24 horas a 48 horas. Después se realizaron pruebas de
confirmacion bioquimicas tales como la prueba de catalasa y movilidad y fermentacion de
carbohidratos que mostraban Listeria monocytogenes y otras especies morfologicas
sospechosas. Finalmente, por medio de hemdlisis en agar sangre, se diferenciaron Listeria
monocytogenes de otras especies. Con esto se logrd la deteccion y conteo de Listeria

monocytogenes y otras especies del género en las muestras analizadas.

2.3.6 Prueba de Yogurt

Se realizo la prueba de Yogurt para evaluar las caracteristicas microbioldgicas y
organolépticas del yogur. Inicialmente, se tomaron muestras del producto y se prepararon
diluciones seriadas en solucion estéril para su analisis microbiologico. Se sembraron alicuotas
en medios selectivos como agar Manitol Sal para la deteccion de Staphylococcus aureus y
agar VRBL (violeta rojo bilis glucosa), para coliformes, incubandose a las temperaturas y
tiempos adecuados segliin cada microorganismo. Paralelamente, se evaluaron los atributos

organolépticos del yogur, como sabor, aroma, textura y apariencia, mediante una prueba
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sensorial con un panel de jueces capacitados. Finalmente, se analizaron los resultados
microbioldgicos y sensoriales para determinar la calidad y seguridad del producto, asegurando

su cumplimiento con los estandares establecidos.

2.3.7 Prueba de queso

La prueba con el queso se realizd para analizar los aspectos microbiologicos,
fisicoquimicos y organolépticos del queso. Primero, se tomd una muestra del producto y se
realizé un andlisis microbioldgico haciendo diluciones en serie en una solucion estéril. Las
muestras del producto se inocularon en medios selectivos como el agar Baird-Parker para
Staphylococcus aureus, el agar VRBL para coliformes y el medio DRBC para mohos y
levaduras, que fueron incubados a la temperatura y tiempo previamente establecidos. Ademas,
algunos parametros fisicoquimicos como pH, humedad y contenido de grasa fueron
determinados aplicando los respectivos métodos estandar. Al mismo tiempo, se realizé una
evaluacion organoléptica por un panel capacitado que valoré el queso en relacion con su
sabor, aroma, textura y apariencia. Los resultados obtenidos hicieron posible evaluar la

calidad y seguridad del queso de acuerdo con los requisitos establecidos para el mismo.

2.4 Pruebas ejecutadas
2.4.1 Prueba de deteccion de catalasa

La prueba de catalasa busca determinar si alguna bacteria presenta la catalasa como parte de
sumetabolismo. Esta prueba es parte de las Tasas de Actividad Microbiana y se hace mediante
el uso de peroxido de hidrogeno, que se utiliza para diferenciar entre microorganismos
catalasa positiva (Staphylococcus) y los microorganismos negativos a catalasa
(Streptococcus). Es un procedimiento rapido y muy sencillo de realizar, por ello se utiliza
como una forma de rutina para el diagndstico inicial de las bacterias (Santolaya Hernandez,
2024). Para esto, se tomo una placa de Petri de la colonia y con una espatula de metal se filete
e inyectaron unas gotas de perdxido de hidrogeno al tres por ciento al preparado. Si la muestra
contenia una colonia capaz de sintetizar la catalasa, en la misma se distinguian burbujas de
gas oxigeno que aparecian casi instantaneamente. En caso negativo para la hipdtesis probada,
no apareceran burbujas. La prueba se realizd bajo condiciones controladas para evitar puntos

sucios o falsos positivos por contaminacion, viento o la misma exposicion al aire.
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2.4.2 Prueba de deteccion de oxidasa

Otra de las pruebas que se hizo es la de oxidasa, la cual es un procedimiento
microbioldgico que busca la calidad en productos lacteos y la contaminacion por la presencia
de bacterias oxidasa positivas. La prueba consistié en colocar poco de la muestra de leche
sobre un papel de filtro o tubo de ensayo. Se anadieron gotas oxidasa y se espero a que en la
presencia de las bacterias se produjera un cambio de color debido a la accion de la enzima

citocromo C oxidasa. Este cambio se dio en unos minutos y el color se torno violeta.

2.4.3 Prueba de deteccion de Escherichia coli

La prueba que se ejecutd para la deteccion de Escherichia coli incluyé un medio
cromogénico selectivo utilizado durante la practica, el cual estuvo disefiado para aislar y
enumerar Escherichia coli. Este medio contenia sales biliares para inhibir el crecimiento de
bacterias Gram positivas y un sustrato cromogénico, S5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
glucuronido, que es escindido especificamente por la enzima B-glucuronidasa producida por
E. coli. Cuando E. coli estaba presente, se observaron colonias de color azul o azul verdoso,

lo que facilito su identificacion de manera rapida y eficiente.

2.4.4 Prueba cuantitativas de Listeria

La prueba de Listeria es una técnica microbiologica que permite la deteccion y posible
conteo de las bacterias del género Listeria, en especial Listeria monocytogenes, en diferentes
tipos de alimentos o en las superficies de trabajo o en el entorno. A continuacién, se describe

el procedimiento aplicado durante la pasantia.

Aproximadamente un gramo de la muestra se diluyd en solucién salina y se
homogeneizd para su preparacion. Posteriormente, la muestra se sometido a una fase de
enriquecimiento en un caldo selectivo para favorecer el crecimiento de Listeria. Luego, se
realizé un cultivo en placas con medios selectivos, como PALCAM o agar cromogénico,
donde las colonias se incubaron y cuantificaron. En caso de observacion de colonias
sospechosas, se llevaron a cabo pruebas de confirmacion, que incluyeron ensayos bioquimicos
y métodos moleculares como PCR, para garantizar una identificacion precisa de las especies
de Listeria. Los resultados se expresaron en unidades formadoras de colonias (UFC) por

mililitro de muestra.

20



2.4.5 Cultivo en agar VRGB

El agar VRBG (violeta rojo bilis glucosa) es un medio de cultivo selectivo y
diferencial que se utiliza para la enumeracion de enterobacterias en alimentos, agua y otras
muestras. Contiene sales biliares y violeta cristal para inhibir las bacterias Gram positivas.
También contiene glucosa como carbohidrato fermentable, rojo neutro como indicador de pH
y agar como agente solidificante. Cuando las enterobacterias fermentan la glucosa, producen
acido, lo que hace que el medio se vuelva rojo alrededor de las colonias debido al indicador

rojo neutro (Santolaya Hernandez, 2024).

El procedimiento para la prueba de deteccion de bacterias coliformes utilizando agar
VRGB incluyd: preparacion el medio disolviendo el agar en agua destilada, esterilizdndolo y
vertiéndolo en placas de Petri. Se obtuvo la muestra, diluyéndola o filtrandola segiin sea
necesario. Luego se inoculd la muestra en el agar, distribuyéndola homogéneamente o
mezclandola con el agar fundido. Se hizo el proceso de incubacion de las placas a 35-37 °C
durante 18-24 horas en posicion invertida. Se realizé la observacion y conteo de las colonias
de color rojo a purpura, indicativas de bacterias coliformes. Por ultimo, se procedio a
interpretar los resultados basdndose en la fermentaciéon de glucosa y la inhibicion de

microorganismos no coliformes por la bilis en el medio.

2.4.6 Prueba Staphylasa

La prueba de Staphylasa se utiliza en la industria lactea para detectar Staphylococcus
aureus en la leche cruda y los productos lacteos, en particular porque este patogeno esta
asociado con enfermedades transmitidas por los alimentos y puede contaminar la leche a
través de vacas infectadas o una manipulacion inadecuada. Este ensayo rapido identifica S.
aureus detectando factores de aglutinacion y proteina A, que son indicativos de la presencia
de la bacteria (Fagundes et al., 2010). La prueba Staphylasa, también conocida como prueba
de coagulasa, se utiliza para detectar la presencia de Staphylococcus aureus. Esta bacteria es
la tnica que produce la enzima coagulasa, que puede convertir el fibrindgeno en fibrina,

causando la coagulacion del plasma.

En la prueba, se mezcla un cultivo sospechoso con plasma de conejo o humano. Si hay
coagulacion, se considera un resultado positivo, indicando la presencia de S. aureus. Si no
hay coagulacion, el resultado es negativo, lo que sugiere que no hay S. aureus o que se trata

de otra especie de estafilococo.
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2.4.7 Prueba de coagulasa en tubo

Se prepard una suspension de la bacteria en solucion salina estéril. Posteriormente, se
afadi6 una cantidad especifica de plasma de conejo a un tubo de ensayo y se inoculd con la
bacteria, mezclando suavemente. El tubo se incub6 a 37 °C durante cuatro horas; en caso de
no observarse coagulacion, se continud la incubacion hasta 24 horas. Finalmente, se evalu6
la formacion de un coagulo (gel) en el plasma. Un resultado positivo se interpreté como la
presencia de coagulasa, evidenciado por la formacion de un coagulo, mientras que un

resultado negativo se determin6 cuando el plasma permanecié liquido.

2.4.8 Prueba de coagulasa en portaobjetos

En un portaobjetos limpio y seco, se coloco una gota de plasma de conejo. Con un asa
bacteriologica, se tomd una pequena cantidad de la colonia de Staphylococcus y se mezclo
con la gota de plasma. Se observo la mezcla durante los primeros diez segundos para detectar
la formacion de grumos. Un resultado positivo se registrd cuando se observo aglutinacion

rapida, mientras que la ausencia de grumos indicé un resultado negativo.

La prueba de coagulasa es un indicador clave para diferenciar especies de
Staphylococcus. Un resultado positivo generalmente indica la presencia de Staphylococcus
aureus, una especie reconocida por su patogenicidad y asociada con diversas infecciones en
humanos. Por otro lado, un resultado negativo sugiere la presencia de especies menos
patogenas, como Staphylococcus epidermidis, que cominmente forma parte del microbiota

normal de la piel, pero puede actuar como un patégeno oportunista en ciertas condiciones.

2.4.9 Prueba de coagulasa de cultivo en Chromoagar

La prueba de coagulasa en Agar Cromogénico es una técnica microbioldgica que
detecta Staphylococcus aureus en base a su capacidad para producir la enzima coagulasa. Este
medio cromogénico contiene sustratos especificos para Staphylococcus aureus que se
hidrolizan para dar lugar a una morfologia colonial distintiva (generalmente un color rosa o
rojo) que lo diferencia de otras especies de Staphylococcus no coagulasa negativa (D’ Amico

y Donnelly, 2010).

Para realizar la prueba, se tomo una muestra del microbio y se inocul6 en la superficie
del agar cromogénico al esparcirla uniformemente sobre la superficie con un asa estéril. Las

placas se incubaron a 35-37 °C durante 24-48 horas. Posteriormente, se registro el crecimiento
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de colonias y aquellas que presentaban el color especifico que indica S. aureus fueron
seleccionadas. Si habia dudas, se realizaron pruebas adicionales como la prueba de coagulasa

en tubo para confirmar la presencia de la enzima.

2.5 Deteccion de trazas de antibioticos en las muestras

En el Departamento donde se llevo a cabo la presente pasantia, se emplean diversos
métodos avanzados para la deteccion de residuos de antibidticos y trazas en muestras de leche,

en done pude observar y adquirir conocimientos sobre la aplicacion de estas técnicas.

Una de las metodologias destacadas fue el uso de Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Masas (HPLC-MS) ya que esta metodologia permitio identificar y
cuantificar los niveles de contaminantes en la muestra con gran precision. Ademas, se
realizaron ensayos inmunologicos como ELISA que sirvieron para hacer pruebas de cribado
rapido y en el caso de resultados positivos, estos fueron seguidos por pruebas mas detalladas
por HPLC-MS. Las técnicas utilizadas hicieron posible cumplir con los requisitos de calidad

y seguridad alimentaria establecidos por la legislacion vigente.

2.6 Coordinacion de las visitas de campo

Se organizaron visitas de campo con clientes externos, tanto de granjas lecheras como
de plantas de procesamiento de lacteos. Durante estas visitas, se recopilaron muestras del
equipo y se tomaron hisopos de superficie relevantes de las areas de recoleccion, transporte,
almacenamiento y enfriamiento para verificar la presencia de cualquier bacteria patdgena que

pudiera comprometer la seguridad alimentaria.

El proceso fue guiado por un tutor practico el cual fijaba la fecha de ejecucion de la
visita. Los pasantes, como mi persona, cumplian la funcion de observadores y realizaban
anotaciones sobre todos los procesos que se cumplian durante la visita. Se tomaron rasgos de
la comunicacion del tutor guia con las personas encargadas en las empresas, y se observo el
proceso de toma de muestras detallando cada técnica aplicada por el tutor guia. Se monitoreo
el uso de los elementos de bioseguridad, asi como la toma, resguardo y traslado de las

muestras hacia el laboratorio.
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Durante el proceso de observacion el tutor practico iba consultando a los pasantes
sobre conocimientos en el manejo de técnicas, instrumentos y conceptos importantes
relacionados con la calidad microbioldgica de la leche. Al final de cada visita guiada se ofrecia
un balance de lo aprendido al tutor practico y se exponian las dudas que pudieran surgir

durante el proceso.

Durante el desarrollo de la pasantia como analista de calidad de leche y sus derivados,
se implementaron rigurosamente las buenas practicas en produccion primaria para asegurar la
calidad y seguridad del producto desde su origen. En esta fase inicial, se supervisé el manejo
y alimentacion de los animales productores de leche, controlando pardmetros de higiene y
sanidad en las instalaciones. Se llevaron a cabo evaluaciones constantes para verificar que las
condiciones de salud de los animales y las précticas de ordefio cumplieran con los estandares
establecidos, minimizando asi el riesgo de contaminacion microbioldgica y manteniendo la

calidad del producto desde la fuente.

En la fase de proceso, se aplicaron estrictas BPM para asegurar la integridad de la
leche y sus derivados durante el procesamiento y envasado. Estas incluyeron controles
exhaustivos de temperatura, monitoreo de equipos, y procedimientos de limpieza y
desinfeccion para evitar cualquier contaminacion cruzada en la planta de procesamiento.
Ademas, se verifico el cumplimiento de los estdndares de calidad en cada etapa de
transformacion, garantizando que los productos finales cumplieran con los requisitos de
inocuidad alimentaria y las normativas internacionales. Este enfoque riguroso en ambas fases

permitid mantener la calidad y seguridad de los productos lacteos, asegurando una alta

confianza en su consumo y distribucion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Distribucion horaria de pasantias

Durante el proceso de la pasantia se ejecutaron un total de 598 horas, que corresponden

a 520 horas en el laboratorio y 78 horas de trabajo de campo.

En el laboratorio se participd en una variedad de actividades esenciales destinadas a
garantizar la seguridad y calidad del producto, que incluyeron toma y procesamiento de
muestras de leche cruda y productos derivados como queso y yogurt. De igual forma, se
desarrollaron anélisis microbioldgicos, quimicos y sensoriales para evaluar la calidad de las
muestras en diferentes etapas de procesamiento. Esto incluy6 preparacion de series de
pruebas, uso de instrumentos analiticos y documentacion meticulosa de los resultados
obtenidos. Se aprendi6 sobre el manejo de normas de seguridad alimentaria y los protocolos
de garantia de calidad, colaborando estrechamente con los supervisores de laboratorio y otros
miembros del equipo para respaldar los procesos generales de control de calidad dentro del

entorno de produccion lactea.

Las actividades de campo incluyeron visitas para valoracion de las rutinas diarias de
fincas dedicadas a la produccion lactea, asi como, plantas de procesamiento de lacteos.
Incluy6 la toma de muestras de leche cruda y productos terminados, toma de muestras de los
instrumentos utilizados durante la recoleccion de la leche, asi como de los refrigeradores
donde se almacenaba la leche, supervision de procesos, evaluaciones de calidad y valoracion

de la eficiencia de la limpieza para garantizar el cumplimiento de los estandares de higiene.

También se participd en el seguimiento de los procesos de produccion, ayudando a
implementar medidas de control de calidad y participando en acciones de resolucion de
problemas. Esta experiencia practica permitidé obtener informacion sobre todo el ciclo de
produccion lactea, desde el manejo de la materia prima hasta el empaque del producto final,
contando con la colaboracion de los tutores guia y el personal que tiene experiencia en estas

labores en los sitios visitados.
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3.2 Distribucion de muestras analizadas y principales pruebas realizadas

Se participé de forma directa en el procesamiento de 113 muestras de productos
lacteos para el andlisis de calidad, incluyendo el procesamiento y evaluacion de los principales
tipos de derivados lacteos que se consumen en el mercado. La distribucion de muestras

analizadas durante el periodo de la pasantia se muestra en el Cuadro 2:

Cuadro 2. Distribucion total de muestras analizadas durante proceso de pasantias en el
Departamento de Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la

Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania

Tipo de Tinciéon Gram y Pruebas Cultivo en agar Pruebas de Pruebas Total  Porcentaje
muestras pruebas cualitativas VRBG Salmonella cuantitativas
catalasa, de Listeria (Enterobacterias) de Listeria
oxidasa y
morfologia
Leche 51 0 0 0 0 51 45,1%
Yogur 17 37 37 37 20 37 32,7%
Queso 15 25 25 25 10 25 22,1%
Total 84 62 62 62 30 113 100%

Fuente: elaboracion propia

El trabajo se centrd en las muestras de leche, fundamentalmente de leche cruda o base,
utilizada como en materia prima para las empresas de derivados, sin embargo, también se
realizaron analisis de muestras de leche lista para consumo, luego de pasteurizacion y otros

procesos de esterilizacion de cara a la venta al publico.

Con respecto al yogur se estudiaron muestras que permitieron evaluar la calidad de
este producto. Se trabajé principalmente en la evaluacion de los niveles de acidez y de
azUcares libres en el yogur. Ademads, se valoraron las caracteristicas microbiologicas y
nutricionales, estableciendo una relacioén con la salud de los animales productores de los tipos

particulares de leche que sirvi6 de base para el producto derivado de yogurt.

En el caso de los quesos, también se abordaron diversos conocimientos sobre
evaluacion de la calidad de estos derivados. Por ser Alemania un pais de importante tradicion
quesera se recibieron muestras de varios tipos de quesos tales como el Allgduer Emmentaler,
Bergkise, Gouda, Tilsiter, Quark, Késewlirmer, Limburger, entre otros. Muchas de estas

muestras analizadas fueron de origen industrial, pero también, hubo una importante presencia
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de quesos artesanales, en los cuales su calidad era biologicamente més cercana a la materia

cruda de leche.

Las principales pruebas realizadas en las actividades de laboratorio fueron las mas
comunes para la calidad biologica de los productos de leche y derivados lacteos. El detalle

de estas se muestra a continuacion:

Las principales pruebas ejecutadas fueron la tincion Gram, prueba de catalasa, prueba
de oxidasa, y la determinaciéon de morfologia mediante observacién en el microscopio en
soluciodn salina. Las pruebas realizadas se derivan del marco regulatorio de la Union Europea
(Reglamento -CE- No 853/2004 UE, 2004) que es el ente general que impone condiciones de

calidad en lacteos en el pais donde se ubica el instituto donde se realizaron las pasantias.

La aplicacion de estas pruebas permiti6é afianzar conocimientos en el analisis de la
calidad de la leche y productos lacteos derivados. Por ejemplo, la prueba de tinciéon Gram es
esencial para evaluar la contaminacidon microbiana, particularmente para identificar patogenos
asociados con la mastitis y otros problemas de calidad en la leche, ayudando asi a garantizar

la seguridad y calidad de los productos lacteos (Vazquez-Ojeda et al., 2014).

La prueba de catalasa ayuda a identificar contaminantes microbianos potencialmente
dafiinos en la leche, lo que permite a los productores de lacteos tomar acciones correctivas
para garantizar la inocuidad y calidad del producto, lo que en ultima instancia contribuye a

una mejor higiene y vida util de los productos lacteos (Santolaya Hernandez, 2024).

La prueba de deteccion de oxidasa ayuda a diferenciar ciertas especies bacterianas,
particularmente aquellas que son organismos patdgenos o de deterioro, ayudando asi en la
evaluacion de la calidad e inocuidad de la leche durante la produccion y el procesamiento

(Vazquez-Ojeda et al., 2014).

3.3 Muestras de leches recibidas para determinacion de presencia de mastitis

En total se recibieron 32 muestras de leche para determinar presencia de mastitis. Para
ello se realizaron pruebas secundarias para determinacion de las bacterias presentes (prueba
KOH, prueba de Catalasa, prueba de oxidasa, prueba Staphylasa, prueba de coagulasa cultivo
en Chromoagar, cultivos en agar de esculina ultravioleta) y se realizd la posterior

confirmacion de las bacterias en Maldi-TOF.
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3.4 Muestras de lacteos para determinacion cualitativa de Listeria

En total se aplicaron 62 pruebas cualitativas de Listeria mediante cultivos en caldos
especificos para Listeria caldo Frasser 'y half frasser y posterior cultivo en placas de agar de
Listeria brilliance y placas de Palcam). El detalle de las muestras analizadas para

determinacion de Listeria se detalla en el Cuadro 3:

Cuadro 3. Pruebas cualitativas mediante cultivos en caldos especificos para Listeria caldo
Frasser y Half Frasser y posterior cultivo en placas de agar de Listeria brilliance y placas de

Palcam (N=62)

Tipo de muestra Cantidad Porcentaje
Yogur 37 59,7 %
Queso 25 40,3%

TOTAL 62 100%

Fuente: elaboracion propia.

La Listeria, particularmente Listeria monocytogenes, s una preocupacion importante
en la industria lactea debido a su potencial para contaminar los productos lacteos y causar
graves riesgos para la salud. Esta bacteria se encuentra cominmente en ambientes himedos,
incluidas granjas lecheras y plantas de procesamiento, donde puede prosperar en condiciones
como agua estancada y en superficies dificiles de limpiar. La Listeria monocytogenes puede
sobrevivir a la refrigeracion y a menudo se asocia con leche no pasteurizada y quesos blandos
elaborados con leche cruda, lo que representa un riesgo de listeriosis, una infeccion grave
puede provocar complicaciones como meningitis, septicemia y consecuencias graves para las

mujeres embarazadas y sus bebés (Barancelli et al., 2011).

3.5 Pruebas en agar VRGB para determinacion de enterobacterias

Para la deteccion de enterobacterias se aplico el cultivo en agar VRGB (Violeta Roja

Bilis Glucosa) el cual estd disefiado especificamente para el aislamiento selectivo y la
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enumeracion de Enterobacteriaceae, una familia de bacterias que incluye patogenos
importantes como E. coli y Salmonella. En total se aplicaron 62 de estas pruebas (Cuadro 4).

Cuadro 4. Determinacion total de presencia de enterobacterias mediante cultivo en agar

VRGB (N=62)

Tipo de muestra Cantidad Porcentaje
Yogurt 37 59,7 %
Queso 25 40,3%

TOTAL 62 100%

Fuente: elaboracion propia.

La deteccion de Enterobacteriaceae en leche y productos lacteos es fundamental para
evaluar la calidad microbioldgica y la seguridad de estos alimentos. Las enterobacterias sirven
como organismos indicadores que reflejan el estado de higiene del proceso de produccion y
la posible presencia de patdogenos. Su presencia en productos lacteos, como leche, queso y
yogurt, puede indicar contaminacion por materia fecal o fuentes ambientales, lo que supone
un riesgo para la salud del consumidor. El monitoreo de los niveles de Enterobacteriaceae
ayuda a garantizar el cumplimiento de las normas y regulaciones de seguridad alimentaria, lo
que permite a los productores implementar las acciones correctivas necesarias para mantener
productos de alta calidad. Ademas, las pruebas periddicas para detectar estas bacterias ayudan
a identificar fallas en las practicas sanitarias, mejorando asi la seguridad alimentaria general
y protegiendo la salud publica de enfermedades transmitidas por alimentos asociadas con

productos lacteos contaminados (Cuesta de Santos, 2018).

Es importante recalcar que la prueba de deteccion de E. coli que utiliza agar TBX cumple
con los estandares ISO 16649, lo que garantiza confiabilidad y precision en la deteccion de
cepas de E. coli potencialmente dafiinas en productos lacteos, lo cual es crucial para prevenir
enfermedades transmitidas por alimentos y mantener la seguridad de la salud publica
(Véazquez-Ojeda et al., 2014). Por su parte, el agar VRBG es una prueba que permite la
deteccion de enterobacterias en funcion de su capacidad para crecer en el medio selectivo y

producir 4cido a partir de la glucosa (Santolaya Hernandez, 2024).
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3.6 Pruebas en agar TBX para determinacion de presencia de E. coli

Durante el desarrollo de la pasantia se ejecutaron 62 pruebas para la determinacion de

enterobacterias. El detalle de las muestras analizadas se especifica en el Cuadro 5:

Cuadro 5. Cultivo de muestras en agar TBX para determinacion de presencia de E. coli

(N=62)

Tipo de muestra Cantidad Porcentaje
Yogurt 37 59,7 %
Queso 25 40,3%

TOTAL 62 100%

Fuente: elaboracion propia.

La prueba de deteccion de E. coli que utiliza agar TBX es un método vital para evaluar la
seguridad y calidad microbiana de los productos lacteos. Ademds, dado que funciona
mediante un cambio de coloracidon cuando hay presencia de E. coli, es una prueba sencilla y

eficiente (Vazquez-Ojeda et al., 2014).

3.7 Pruebas para determinacion de Salmonella

Durante el desarrollo de la pasantia se realizaron 62 pruebas para la deteccion de

salmonella, distribuidas segun se detalla en el cuadro 6:

Cuadro 6. Pruebas para determinacion de presencia de Sa/monella mediante cultivos de

RVS caldo y MKTT caldo y cultivos en Salmonella brilliance agar y XLD agar (N=62)

Tipo de muestra Cantidad Porcentaje
Queso 25 40,3%
Yogurt 37 59,7 %

TOTAL 62 100%

Fuente: elaboracion propia.
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La deteccion de Salmonella en productos lacteos es crucial para garantizar la seguridad
alimentaria y la salud publica. La salmonella es un peligroso patégeno transmitido por los
alimentos que puede contaminar la leche cruda y los productos lacteos, lo que podria provocar
enfermedades graves como la salmonelosis. Los productos lacteos, especialmente los quesos
blandos, la leche cruda y los helados, se han identificado como fuentes comunes de brotes de
salmonelosis. Las pruebas periodicas de Salmonella utilizando métodos como PCR y medios
cromogénicos son esenciales para prevenir la contaminacion, ya que las bacterias pueden
sobrevivir a la pasteurizacion y prosperar en el entorno de procesamiento de lacteos.
Implementar medidas de control efectivas, como controles de proveedores, pasteurizacion
adecuada, buenas practicas de fabricacion y monitoreo ambiental, es clave para minimizar el
riesgo de Salmonella en la cadena de suministro de productos lacteos y proteger a los

consumidores de las graves consecuencias de la salmonelosis (Vazquez-Ojeda et al., 2014).

3.8 Pruebas cuantitativas para Listeria

Durante el desarrollo de la pasantia de llevaron a cabo 30 pruebas cuantitativas para

Listeria (Cuadro 7).

Cuadro 7. Pruebas cuantitativas de Listeria spp. (N=30)

Tipo de muestra Frecuencia Porcentaje
Yogurt 20 66,7 %
Queso 10 33,3%

TOTAL 30 100%

Fuente: elaboracion propia.

El expresar los resultados en términos de unidades formadoras de colonias (UFC) por
gramo o mililitro, permitid proporcionar datos esenciales para evaluar la seguridad y la calidad
de los productos lacteos e informa las estrategias de gestion de riesgos para prevenir brotes

de listeriosis (Barancelli et al., 2011).

31



3.9 Deteccion de trazas de antibioticos en muestreos lacteos

De un total de 51 muestras de leche procesadas, 24 fueron seleccionadas para evaluar
la presencia de trazas de antibioticos que pudieran hacerlas inapropiadas para el consumo
humano. Los resultados de estas pruebas fueron todos negativos, lo que indica que las
muestras no contenian residuos de medicamentos veterinarios por encima de los limites
establecidos. Este hallazgo es de suma importancia, ya que la presencia de residuos de
antibiodticos en la leche representa un riesgo potencial para la salud publica, ademas de generar

preocupaciones sobre la resistencia antimicrobiana.

En este contexto, el cumplimiento de los periodos de retiro adecuados, que aseguran
que no queden trazas de estos compuestos en la leche, es esencial. Alemania, en particular,
mantiene una regulacion estricta sobre los residuos de antibioticos en los productos lacteos,
dado su compromiso con la seguridad alimentaria y la salud de los consumidores. El hecho
de que las muestras hayan resultado negativas subraya el cumplimiento de las buenas practicas
de manejo y el respeto a las normativas vigentes, lo cual es un indicio claro de que los

productores estan garantizando la inocuidad del producto para el consumo humano.

3.10 Actividades de campo

En el Cuadro 8, se muestra la distribucion de horas en actividades de campo.
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Cuadro 8. Distribucion de horas especificas en lecheria realizadas en el Departamento de
Higiene de la Leche del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior
de Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania durante la pasantia realizada en
Escuela Superior de Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania, febrero a junio

2024.

Actividad Horas

Hisopados y muestreos en campo tanto a nivel
de ganaderias y muestreo locales de la planta de

procesamientos de lacteos de las cocinas del 32
departamento de microbiologia y calidad de los

alimentos

Elaboracion de quesos a partir de leche en la
cocina procesadora de lacteos del departamento

de microbiologia de alimentos, bajo estrictos

46
estandares de buenas practicas de fabricacion y
especiales cuidado con HACCP para no afectar
la calidad y seguridad del producto
TOTAL 78

Fuente: elaboracion propia.

Se dedicaron 32 horas para la ejecucion de hisopados en ganaderias locales, asi como
muestreos en plantas de procesamiento de lacteos, cocinas de microbiologia y la calidad de

los alimentos.

Adicionalmente se dedicaron 46 horas en elaboracion de quesos a partir de leche en la
cocina procesadora de lacteos del departamento de microbiologia de alimentos, bajo estrictos
estandares de buenas practicas de fabricacion y especiales cuidado con HACCP para no

afectar la calidad y seguridad del producto.

En conjunto, las 32 horas dedicadas a los hisopados y muestreos, asi como las 46 horas
de trabajo en la elaboracion de quesos bajo estrictos estandares de buenas practicas de
fabricacion y HACCP, permitieron que se cumplieran los objetivos propuestos en esta

pasantia y se fortalecieran mis conocimientos sobre la importancia, estandares y
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procedimientos que aseguran la vigilancia continua de la calidad e inocuidad de los productos
lacteos. Estos esfuerzos son fundamentales para garantizar la seguridad e inocuidad

alimentaria y la confianza del consumidor en los productos elaborados.
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4. CONCLUSIONES

4.1 La pasantia en el instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de
Medicina Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania, permitié fortalecer competencias
profesionales en evaluacion de la calidad de la leche y productos derivados como el queso
y el yogur. Se adquirieron conocimientos de vanguardia en este campo, con una
perspectiva técnica microbiologica pero también con el enfoque propio de la medicina
veterinaria aplicada a la produccién alimentaria, especialmente en el campo de los lacteos.

4.2 Se elevo el conocimiento de los peligros fisicos, quimicos y bioldgicos presentes en la
leche y sus derivados y las medidas de buenas practicas aplicadas para su vigilancia y
control en produccién primaria. Esto se logréo mediane el ensayo de tomas de muestras y
posterior analisis de laboratorio, de productos lacteos crudo y derivados.

4.3 Las actividades de campo, especialmente las llevadas a cabo en plantas procesadoras
permitieron reforzar el conocimiento sobre el sistema de analisis de peligros y puntos
criticos de control y la aplicacién de buenas practicas de manufactura en la planta de
procesamiento de lacteos. Cabe destacar que en Alemania las plantas suelen presentar
altos estandares de seguridad biologicas en el procesamiento de lacteos. Los puntos
criticos aplicados funcionan bien en forma general, aunque de igual forma ameritan
vigilancia constante.

4.4 La recoleccion de muestras en fincas y en plantas de procesamiento, permiti6 fortalecer
habilidades sobre los métodos de recoleccion y envio de muestras de productos y
subproductos lacteos para analisis microbioldgico y quimico. Los protocolos seguidos por
el Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de Medicina
Veterinaria (TiHo), Hannover, Alemania, cumplen de forma completa los estandares de
seguridad, lo que permite mayor seguridad en los resultados. Este proceso permitio
desarrollar competencias en el manejo de muestras lo que permite mayor confianza en los
procesos de seguridad microbioldgica de las pruebas a realizar.

4.5 El proceso de pasantia a nivel de laboratorio permitié mejorar destrezas en la aplicacion
de métodos de diagnostico laboratorial para el analisis microbioldgico de lacteos con el
fin de identificar trazas de medicamentos y patdgenos bacterianos. Esto implico llevar a
la practica diversos tipos de pruebas estdndar y también especializadas que superan las

expectativas profesionales en la formacién recibida como base.
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5. RECOMENDACIONES

5.1 Al sector lacteo costarricense industrializado, establecer cooperacidon con instituciones
europeas para la capacitacion e implementacion de controles mas rigurosos, adaptados a
las variedades nacionales, con el fin de optimizar la inocuidad y calidad de los productos..
Estos mecanismos podrian incluir controles microbioldgicos (como la deteccion de
Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Escherichia coli), andlisis de residuos de
antibioticos y contaminantes quimicos, asi como verificaciones de parametros
fisicoquimicos (pH, contenido graso, densidad). La adaptacion de estos controles a las
variedades lacteas nacionales permitiria fortalecer la inocuidad y la calidad del producto.

5.2 Alos productores de lacteos, es necesario realizar un constante monitoreo de los procesos
de calidad de los lacteos para implementar las tecnologias de vanguardia dirigidas a
mejorar y optimizar los sistemas de seguridad en la toma de muestra y analisis.

5.3 A la poblacion costarricense, para que vele por la compra y el consumo de alimentos
certificados en origen, inocuidad y calidad con el fin de prevenir las ETAs derivadas del
consumo de leche y derivados.

5.4 A la Unidad Académica y encargados del pensum de la Escuela de Medicina Veterinaria,
es importante fortalecer la formacion en relacion con el rol determinante que tiene en el
aseguramiento de la inocuidad alimentaria pues esto permite que el desarrollo de
profesionales que actuen a favor del cuidado alimentario humano, pero también
comprendiendo los beneficios del cuidado y bienestar animal.

5.5 Se hace pertinente que las autoridades gubernamentales costarricenses promuevan la
inclusion y permanencia de los profesionales de la veterinaria en la industria lactea, esto
para aprovechar el perfil productivo con el que cuenta este tipo de personal capacitado en
areas vinculadas con la salud animal y fortalecer el sector para asegurar que la vigilancia
sea llevada a cabo por el profesional competente en la materia desde la finca a la mesa.

5.6 Es necesario que tanto las universidades como el Colegio de Profesionales en Medicina
Veterinaria promuevan la realizacion periddica de capacitaciones a pequefios y medianos
productores, ya que muchos incumplen con medidas basicas de buenas practicas,

mejorando de esta forma la trazabilidad de los productos lacteos en Costa Rica.

36



6. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Aguilera-Becerra, A. M., Urbano-Caceres, E. X., & Jaimes-Bernal, C. P. (2014). Bacterias
patdgenas en leche cruda: Problema de salud publica e inocuidad alimentaria.
Ciencia y Agricultura, 11(2), 83—93. ISSN: 0122-8420

Alvarez-Hernandez, D. E., Diaz Flores, M., & Ortiz Reynoso, M. (2015). Brucelosis, una
zoonosis frecuente. http://ri.uaemex.mx/handle/20.500.11799/49566

Argudin, M. A., Mendoza, M. C., & Rodicio, M. R. (2010). Food poisoning and
Staphylococcus aureus enterotoxins. Toxins, 2(7), 1751-1773.
https://doi.org/10.3390/toxins2071751

Banco Mundial. (2011). Module 4 — Smallholder dairy production. Agriculture Investment
Sourcebook. https://documents.worldbank.org

Barancelli, G. V., Silva-Cruz, J. V., Porto, E., & Oliveira, C. A. (2011a). Listeria
monocytogenes: Ocorréncia em produtos lacteos e suas implicagdes em saude
publica. Arquivos do Instituto Bioldgico, 78(2), 155-168.

Barancelli, G. V., Silva-Cruz, J. V., Porto, E., & Oliveira, C. A. F. (2011b). Listeria
Monocytogenes: Ocorréncia em produtos lacteos e suas implicagdes em saude publica.
http://www.repositoriobiologico.com.br/jspui/handle/123456789/1011

Barrientos, O., & Villegas, L. (2010). Cadena productiva de leche. Secretaria Ejecutiva de
Planificacion Sectorial Agropecuaria & Ministerio de Agricultura y Ganaderia.
http://sepsa.go.cr/docs/2010 Politica SectorAgro Leche.pdf

Bennett, N. (2008). Manual de procedimientos de las funciones del inspector veterinario de
los establecimientos elaboradores de productos lacteos. Ministerio de Ganaderia,
Agricultura y Pesca de la Republica Oriental del Uruguay.
https://www2.sag.gob.cl/pecuaria/establecimientos_habilitados exportar/normativa/
uruguay/lacteos/MP_inspector_establ prod lacteos.pdf

Briones Dieste, V., Bezos Garrido, J., & Alvarez Sanchez, J. (2018). Concepto y contenidos
actuales de salud publica y politica sanitaria veterinarias. Revista Espaiiola de Salud
Publica, 92, €201810077.
http://scielo.isciii.es/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1135-57272018000100310

Céamara Nacional de Productores de Leche de Costa Rica. (2017). Consumo de productos de

leche. http://proleche.com/consumo-de-productos-lacteos/

37



Cartin-Rojas, A. (2014). Perspectivas sobre salud publica veterinaria, seguridad alimentaria
y la iniciativa conjunta 'Una Salud'. Revista Panamericana de Salud Publica, 36,
193-196.

Cartin-Rojas, A., & Pascual Barrera, A. (2021). Alimentos de origen animal y
Enfermedades de Transmision Alimentaria en Costa Rica: 2015- 2020. UNED
Research Journal, 13(2), Article 2. https://doi.org/10.22458/urj.v13i2.3587

Celis, M., & Juarez, D. (2009). Microbiologia de la leche. Editorial de la Universidad
Tecnoldgica Nacional. Argentina.
http://www.edutecne.utn.edu.ar/sem_fi_qui_micrb_09/microbiologia leche.pdf

Clinica Universidad Navarra [CUN]. (2023). La importancia de consumir leche. Clinica
Universidad Navarra. https://www.cun.es/chequeos-salud/vida-
sana/nutricion/importancia-consumir-leche

Codex Alimentarius. (2020). Codigo de practicas de higiene para la leche y los productos
lacteos (CAC/RCP 57-2004). FAO/OMS. https://www.fao.org/fao-who-
codexalimentarius/codex-texts/codes-of-practice/en/

Cuesta de Santos, A. (2018). Control de calidad en la industria de productos lacteos (Trabajo
Final de Grado, Universidad de Valladolid). Universidad de Valladolid.
https://uvadoc.uva.es/handle/10324/31477

Davys, G., Marshall, J. C., Fayaz, A., Weir, R. P., & Benschop, J. (2020).
Campylobacteriosis associated with the consumption of unpasteurised milk: Findings
from a sentinel surveillance site. Epidemiology & Infection, 148, e16.
https://doi.org/10.1017/S0950268819002292

Delfino, D. (2025). Costa Rica lidera en consumo de leche en Latinoamérica y fortalece su
produccion local. Delfino. En tendencia. https://delfino.cr/2025/06/costa-rica-lidera-
en-consumo-de-leche-en-latinoamerica-y-fortalece-su-produccion-local

Fernandez Bolaios, O. F., Trujillo Graffe, J. E., Pefia Cabrera, J. J., Cerquera Gallego, J., &
Granja Salcedo, Y. (2012). Mastitis bovina: Generalidades y métodos de diagnostico.
Revista Electronica de Veterinaria, 13(11), 1-20.

Food Safety News (2023). Scientists look into Listeria risk in Costa Rica and Ecuador. Food
Safety News. News Desk. https://www.foodsafetynews.com/2023/12/scientists-look-
into-listeria-risk-in-costa-rica-and-ecuador/

Galeano, C. R., Mojica, C. P., Rojas, O. A., & Romero Zudiga, J. J. (2020). Aspectos

epidemioldgicos de la brucelosis en humanos en las Areas Rectoras Aguas Zarcas y

38


http://www.edutecne.utn.edu.ar/sem_fi_qui_micrb_09/microbiologia_leche.pdf

Los Chiles, Costa Rica, 2015-2017. Ciencias Veterinarias, 38(1), 1-16.
https://doi.org/10.15359/rcv.38-1.1

Giralt-Zufiga, M., Redondo-Solano, M., Moura, A., Tessaud-Rita, N., Bracq-Dieye, H.,
Vales, G., Thouvenot, P., Leclercq, A., Chaves-Ulate, C., Nuiiez-Montero, K.,
Guillén-Watson, R., Rivas-Solano, O., Chanto-Chacon, G., Duarte-Martinez, F.,
Soto-Blanco, V., Pizarro-Cerda, J., & Lecuit, M. (2023). Genome-based
characterization of Listeria monocytogenes, Costa Rica—Volume 29, Number 12—
December 2023—Emerging Infectious Diseases journal—CDC. Emerging Infectious
Diseases, 29(12). https://doi.org/10.3201/eid2912.230774

Gonzalez, P. (2018). Definiciones de leche y queso. Codex Alimentarius. Biblioteca del
Congreso Nacional de Chile (Supl. 117.208).
https://www.camara.cl/verDoc.aspx?prmID=147097&prmTIPO=DOCUMENTOCO
MISION

Grace, D., Wu, F., & Havelaar, A. H. (2020). MILK Symposium review: Foodborne
diseases from milk and milk products in developing countries—Review of causes
and health and economic implications. Journal of Dairy Science, 103(11), 9715—
9729. https://doi.org/10.3168/jds.2020-18323

Guaraca, E., & Guaraca, L. (2019). [Trabajo de titulacion, Universidad de Cuenca].
Universidad de Cuenca.
https://dspace.ucuenca.edu.ec/bitstream/123456789/33798/1/Trabajo%20de%20Titul
aci%C3%B3n.pdf

Huertas Sanchez, G. (2020). Analisis descriptivo de la prevalencia y resistencia
antimicrobiana de Salmonella entérica no tifodea durante el periodo postparto de
vacas lecheras en la Region Central y Norte de Costa Rica.
https://repositorio.una.ac.cr/handle/11056/19000

Intedya. (2020). Buenas Practicas de Manufactura (BPM).
https://www.intedya.com/internacional/103/consultoria-buenas-practicas-de-
manufactura-bpm.html

Katial, A. (2018). Costa Rica Food Processing Ingredients (p. 20). USDA Foreign
Agricultural Service.
https://apps.fas.usda.gov/newgainapi/api/Report/DownloadReportByFileName?fileN

ame=Food+Processing+Ingredients San+Jose CostatRica 3-28-2018.pdf

39



Kirk, M. D., Pires, S. M., Black, R. E., Caipo, M., Crump, J. A., Devleesschauwer, B.,
Dopfer, D., Fazil, A., Fischer-Walker, C. L., Hald, T., Hall, A. J., Keddy, K. H.,
Lake, R. J., Lanata, C. F., Torgerson, P. R., Havelaar, A. H., & Angulo, F. J. (2015).
World Health Organization Estimates of the Global and Regional Disease Burden of
22 Foodborne Bacterial, Protozoal, and Viral Diseases, 2010: A Data Synthesis.
PLoS medicine, 12(12), e1001921. https://doi.org/10.1371/journal.pmed.1001921

Lazo-Lascarez, S., Gutiérrez, L. Z., Duarte-Martinez, F., Romero Zuiiga, J. J., Arias
Echandi, M. L., & Mufioz-Vargas, L. (2021). Antimicrobial Resistance and Genetic
Diversity of Campylobacter spp. Isolated from Broiler Chicken at Three Levels of
the Poultry Production Chain in Costa Rica. Journal of food protection, 84(12),
2143-2150. https://doi.org/10.4315/JFP-21-111

Le Loir, Y., Baron, F., & Gautier, M. (2003). Staphylococcus aureus and food poisoning.
Genetics and molecular research: GMR, 2(1), 63-76.

Loépez-Salazar, C. (2021). Epidemiologia veterinaria y salud publica veterinaria. Revista
Agrociencia, 5(20), 70-73. https://doi.org/10.5281/zenodo.10641123

Ministerio de Salud de Costa Rica. (2022). Reportes y estimaciones sobre enfermedades de
transmision alimentaria en Costa Rica. Ministerio de Salud.
https://www.ministeriodesalud.go.cr

Ministerio de Salud de Costa Rica. (2024). Situacion Epidemiolédgica de Enfermedad
Diarreica Aguda (EDA) al 16 de diciembre de 2024. Boletin Epidemiologico N° 49.
https://www.ministeriodesalud.go.cr/index.php/biblioteca/material-
educativo/material-publicado/boletines/boletines-vigilancia-vs-enfermedades-de-
transmision-vectorial/boletines-epidemiologicos-2024/8645-boletin-epidemiologico-
n-49-2/file

Oliver, S. P., Jayarao, B. M., & Almeida, R. A. (2005). Foodborne pathogens in milk and
the dairy farm environment: Food safety and public health implications. Foodborne

Pathogens and Disease, 2(2), 115-129. https://doi.org/10.1089/fpd.2005.2.115

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO). (1998).
Sistema de Anélisis de Peligros y de Puntos Criticos de Control (HACCP) y
directrices para su aplicacion. https://www.fao.org/4/y1579s/y1579s03.htm

Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura [FAO]. (2023).

Inocuidad y calidad de los alimentos. https://www.fao.org/food-safety/es/

40


https://doi.org/10.5281/zenodo.10641123

Organizaciéon Mundial de la Salud [OMS]. (2020). Inocuidad de los alimentos.
https://www.who.int/es/news-room/fact-sheets/detail/food-safety

Organizacién Mundial de la Salud [OMS]. (2023). Buenas practicas de manufactura (BPM).
https://www.who.int

Orts, A. (2024). El sector lacteo en el mundo: Datos estadisticos. Statista.
https://es.statista.com/temas/9459/el-sector-lacteo-en-el-mundo/#topFacts

Periago, M., Ross, M., Santaella, C., Pérez, D., Garcia, F., & Santaella, J. (2008). Practica 2
- Composicion fisicoquimica de la leche. Universidad de Murcia.
https://www.um.es/web/innovacion/plataformas/ocw/listado-de-cursos/higiene-
inspeccion-y-control-alimentario/practicas/composicion-fisico-quimica

Promotora del Comercio Exterior de Costa Rica. (2023). Exportacion de productos lacteos.
Procomer. https://www.procomer.com

Reglamento Técnico Centroamericano. (2017). Industria de Alimentos y Bebidas
Procesados. Buenas Practicas de Manufactura. Principios Generales. Reglamento
Técnico Centroamericano.
https://www.inapidte.ac.cr/pluginfile.php/14242/mod_resource/content/2/BPM%20R
2/assets/rtca.pdf

Rios-Muiiiz, D., Cerna-Cortés, J. F., Moran-Garcia, N., Meza-Segura, M., & Estrada-
Garcia, T. (2019). Escherichia coli enterotoxigénica y enteroagregativa: Prevalencia,
patogénesis y modelos muridos. Gaceta Médica de México, 155(4), 410-416.

Rojas-Sanchez, E., Jiménez-Soto, M., Barquero-Calvo, E., Duarte-Martinez, F.,
Mollenkopf, D. F., Wittum, T. E., & Mufioz-Vargas, L. (2023). Prevalence
Estimation, Antimicrobial Susceptibility, and Serotyping of Salmonella enterica
Recovered from New World Non-Human Primates (Platyrrhini), Feed, and
Environmental Surfaces from Wildlife Centers in Costa Rica. Antibiotics, 12(5),
844. https://doi.org/10.3390/antibiotics 12050844

Salas-Salvado, Jordi, Babio, Nancy, Juarez-Iglesias, Manuela, Pico, Catalina, Ros, Emilio,
& Moreno Aznar, Luis A. (2018). Importancia de los alimentos lacteos en la salud
cardiovascular: ;enteros o desnatados? Nutricion Hospitalaria, 35(6), 1479-1490.
https://dx.doi.org/10.20960/nh.2353

SURDRY. (2023). Glosario Pasteurizacion. SURDRY Food Sterilizers. Recuperado 29 de
mayo de 2023, de

41



https://surdry.com/glossary/uht/0Ola,%2C%20magnesio%2C%201t%C3%B3sforo%20
y%?20zinc.

The Food Tech [TFT]. (2023). La inocuidad de los alimentos, ;Qué es y por qué es
importante? The Food Tech. https://thefoodtech.com/seguridad-alimentaria/la-
inocuidad-de-los-alimentos-que-es-y-por-que-es-
importante/#:~:text=de%20los%20alimentos%3F-
,La%20importancia%20de%?201a%20inocuidad%20de%20los%20alimentos%20radi
ca%?20en,hepatitis%20A%2C%20c%C3%B3lera%20y%?20salmonelosis.

Vésquez Mejia, Sandra Milena. (2021). El rol del médico veterinario y el zootecnista en la
inocuidad de productos pecuarios. Revista de la Facultad de Medicina Veterinaria y
de Zootecnia, 68(1), 9-10. Epub November 21, 2021. Recuperado el 1 de Junio, de
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0120-
29522021000100009&Ing=en&ting=es

Viazquez-Ojeda, E., Pérez-Morales, E., Hurtado-Ayala, L., & Alcéantara-Jurado, L. (2014).
Evaluacion de la calidad microbiologica de la leche. Revista Iberoamericana de
Ciencias, 1(3), 91-99.

Velasquez V, Carlomagno, & Vega V, Jaime. (2012). Calidad de la leche y mastitis
subclinica en establos de la provincia de Huaura, Lima. Revista de Investigaciones
Veterinarias del Peru, 23(1), 65-71.
http://www.scielo.org.pe/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S1609-
91172012000100008&Ing=es&tlng=es.

Villamil Jiménez, Luis C, & Romero Prada, Jaime R.. (2003). Retos y Perspectivas de la
Salud Publica Veterinaria. Revista de Salud Publica, 5(2), 109-122.
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-
00642003000200001 &Ing=en&tlng=es.

Zenebe, T., Zegeye, N. & Eguale, T. (2020). Prevalence of Campylobacter species in
human, animal and food of animal origin and their antimicrobial susceptibility
in Ethiopia: a systematic review and meta-analysis. Ann Clin Microbiol Antimicrob

19, 61. https://doi.org/10.1186/s12941-020-00405-8

42


http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-00642003000200001&lng=en&tlng=es
http://www.scielo.org.co/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0124-00642003000200001&lng=en&tlng=es

7. ANEXOS

Anexo 1: Determinacion del recuento bacteriano en queso vegano y yogurt vegano.

The determination is carried out according to the official method L 00.00-88 "Horizontal method for

Determination of the bacterial count in vegan cheese and vegan yogurt

the enumeration of microorganisms, colony counting method at 30 °C".

Protocol based on the:

1.

En iso 6887-1:2017 (preparation of test samples and production of initial dilutions for
microbiological testing of foodstuffs; part 1: general rules for the preparation of initial dilutions
and decimal dilutions)

2. En 150 4833-1:2013 (horizontal method for the enumeration of microorganisms; part 1: colony
enumeration at 30 °c by the cast plate method)
Day 1 1. Place 10 g of the sample in a stomacher bag and fill up with 90 g nacl peptone (is already -1
dilution).
a. Selected dilution levels: -1 to -9
2. Add 1 ml of each dilution level to an empty petri dish in duplicate.
3. Pour 12-15 ml plate count agar (pc agar) (< 50°c) into each petri dish within the next max. 45
minutes. Run sterile control at the same time!
4. Mix sample and agar thoroughly by rotating the petri dish and allow the agar to solidify.
5. Incubate the petri dishes with the lid down in the incubator at 30°c for 72h.
6. Put 0.33 ml of the dilution on 3 blood agar plates (3 plates per sample) to observe
Day 2 1. Analysis of the 3 col s for each sample. If there is bacteria growing let them rest for 24 hours.
Day 3 1. For the col s: do native, gram stain, oxidase and catalase.
Day 4 1. Analysis of the pc plates for the total bacterial count.
Materials:

Sterile test tubes/ stomacher bags + stomacher

10ml glass pipettes + pipetting aid/ sterile cutlery

Pipettes/ pipetting aids + pipette tips/ glass pipettes (1000ul, 100ul)
NaCl peptone tubes

18 Empty, sterile Petri dishes

270 ml plate count agar
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Determinacion del recuento bacteriano en queso vegano v yogurt vegano

La determinacion se realiza segin el método oficial L 00.00-88 "Método horizontal para la
enumeracion de microorganismos, método de recuento de colonias a 30 °C".

Protocolo basado en:

1. ENISO 6887-1:2017 (Preparacion de muestras de prueba y produccion de diluciones iniciales
para pruebas microbioldgicas de productos alimenticios; Parte 1: Reglas generales para la
preparacion de diluciones iniciales y diluciones decimales)

2. EN 150 4833-1:2013 (Método horizontal para la enumeracion de microorganismos; Parte 1:
Enumeracion de colonias a 30 °C por el método de placa fundida)

Dia 1 1. Coloque 10 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 90 g de peptona de NaCl (ya
es -1 dilucion).

2. Niveles de dilucion seleccionados: -1 a -9

3. Afada 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.

4. Vierta 12-15 ml de agar de recuento de placas (agar PC) (< 50 ° C) en cada placa de Petri
dentro de los proximos 45 minutos como maximo. jEjecute el control estéril al mismo tiempo!

5. Mezcle bien la muestra y el agar girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.

6. Incubar las placas de Petri con la tapa bajada en la incubadora a 30°C durante 72 h.

7. Poner 0,33 ml de la dilucion en 3 placas de agar sangre (3 placas por muestra) para observar
si hay presencia de Bacillus. Las placas se incubaron a 37 0C durante 24 horas

Dia 2 1. Analisis de los 3 COL S para cada muestra. Si hay bacterias creciendo, déjelas reposar durante

24 horas.

Dia 3 1. Parael COL S: Hacer nativo, tincion de Gram, oxidasa y catalasa.

Dia 4 1. Analisis de las placas de PC para el recuento bacteriano total

Materiales:

Tubos de ensayo estériles / bolsas de estbmago + estomago

Pipetas de vidrio de 10 ml + ayuda para pipetear / cubiertos estériles

Pipetas/ auxiliares de pipeteo + puntas de pipeta/ pipetas de vidrio (1000 pl, 100 pul)
Tubos de peptona de NaCl

18 Placas de Petri vacias y estériles

270 ml de agar en placa

kW~
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Anexo 2: L 00.00-133/2: Método horizontal para la deteccion y enumeracion de
Enterobacteriaceae en la comida

L 00.00-133/2: Horizontal method for the detection and enumeration of Enterobacteriaceae
in food
Part 2: Colony counting technique

Protocol based on the:

e EN ISO 6887-1:2017 (Preparation of test samples and production of initial dilutions for
microbiological testing of foodstuffs; Part 1: General rules for the preparation of initial dilutions
and decimal dilutions)

Day 1 1. Put 10 g cheese into a stomacher bag and fill up with 90 g NaCl peptone (is already -1
dilution).

Prepare a decimal dilution to the desired dilution level

Dilution steps: -1 to -5

Add 1 ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.

Pour 15 ml of crystal violet neutral red bile glucose (VRBG) agar (44-47 °C) into each Petri
dish within the next max. 15 minutes. Run the sterile control at the same time!

Mix the sample and agar thoroughly by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.
After complete solidification of the mixture, overlay it with about 5 ml to 10 ml of the crystal
violet neutral red bile glucose (VRBG) agar to avoid growth by swarming and to achieve
semi-anaerobic conditions. The plates are left to solidify as described above.

8.  The petri dishes are incubated with the lid down in an incubator at 37°C for 24 hours.

$0 = B

)

Day 2 1. Evaluation of the plates.
2. Collection of colonies for confirmation. These colonies are spread fractionally on a non-
selective nutrient agar and incubated for 24 h at 37 °C.
Day 3 1. Performing the oxidase test.
2. A colony is removed using a needle and transferred to a tube containing an OF glucose
medium. This tube is now incubated for 24 h at 37 °C.
Day 4 1. Evaluation of the glucose tube.
Materials:

e Sterile test tubes/ stomacher bags + stomacher

e 10ml glass pipettes + pipetting aid/ sterile cutlery

e Pipettes/ pipetting aids + pipette tips/ glass pipettes (1000pul, 100ul)
e NaCl peptone tubes

e 18 Empty, sterile Petri dishes

e 270ml + 180ml crystal violet neutral red bile glucose (VRBG) agar
e Sl agar

e Oxidase strips

e  Glucose tubes
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L 00.00-133/2: Método horizontal para la deteccidon v enumeracion de enterobacterias en
alimentos
Parte 2: Técnica de conteo de colonias

Protocolo basado en:

e ENISO 6887-1:2017 (Preparacion de muestras de ensayo y produccion de primeras diluciones
para pruebas microbioldgicas de productos alimenticios; Parte 1: Reglas generales para la
preparacion de diluciones iniciales y diluciones decimales)

Dia 1 1.  Coloque 10 g de queso en una bolsa de estdmago y rellene con 90 g de peptona de NaCl (ya
es -1 dilucion).

2.  Prepare una dilucion decimal hasta el nivel de dilucion deseado
a. Pasos de dilucion: -1 a -5

Anada 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.

4. Vierta 15 ml de agar glucosa biliar roja neutra (VRBG) de color violeta cristalino (44-47 °C)
en cada placa de Petri durante los siguientes 15 minutos como maximo. jEjecute el control
estéril al mismo tiempo!

5. Mezcle bien la muestra y el agar girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.

6. Después de la solidificacion completa de la mezcla, cubrala con aproximadamente 5 ml a 10
ml de agar glucosa de bilis roja neutra (VRBG) de color violeta cristalino para evitar el
crecimiento por enjambre y lograr condiciones semianaerobicas. Las placas se dejan
solidificar como se describi6 anteriormente.

7. Las placas de Petri se incuban con la tapa hacia abajo en una incubadora a 37 °C durante 24
horas.

Dia 2 1. Evaluacion de las placas.

2. Recogida de colonias para confirmacion. Estas colonias se distribuyen fraccionadamente en
un agar nutriente no selectivo y se incuban durante 24 h a 37 °C.

w

Dia 3 1. Realizacion de la prueba de oxidasa.
Se extrae una colonia con una aguja y se transfiere a un tubo que contiene un medio de glucosa
OF. Este tubo se incuba ahora durante 24 h a 37 °C.

Dia 4 1. Evaluacion del tubo de glucosa.

Materiales:

e Tubos de ensayo estériles / bolsas de estomago + estdomago

e Pipetas de vidrio de 10 ml + ayuda para pipetear / cubiertos estériles

e Pipetas/ auxiliares de pipeteo + puntas de pipeta/ pipetas de vidrio (1000 pl, 100 pl)
e Tubos de peptona de NaCl

e 18 Placas de Petri vacias y estériles

e 270 ml+ 180 ml de agar glucosa biliar roja neutra (VRBG) de color violeta cristal
e AgarSl

e Tiras de oxidasa

e Tubos de glucosa
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Anexo 3: Escherichia coli 3-glucuronidasa positiva en la comida

L 00.00-132/2: Horizontal method for the enumeration of B-glucuronidase-positive

Escherichia coli in food

Part 2: Colony counting method at 44 °C with 5-bromo-4-chloro-3-Indol-beta-D-

glucuronide

Protocol based on:

EN ISO 6887-1:2017 (Preparation of test samples and production of initial dilutions for
microbiological testing of foodstuffs; Part 1: General rules for the preparation of initial dilutions
and decimal dilutions)

DIN EN ISO 7218 (Microbiology of food and animal feeding stuff - General requirements and
guidelines for microbiological testing)

WARNING Strains of Escherichia coli that show no growth at 44 °C, and in particular, strains that are 3-
glucuronidase negative, such as Escherichia coli 0157, are not detected.

Day 1 1. Put 10 g cheese into a stomacher bag and fill up with 90 g NaCl peptone (is already -1 dilution).
2. Prepare a decimal dilution to the desired dilution level
a.  Dilution levels: -1 to -5
3. Add 1 ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.
4. 15 ml TBX agar (44-47 °C) is poured into each Petri dish within 15 minutes. Run the sterile control
at the same time!
5. Mix the sample and agar thoroughly by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.
6. Incubate the Petri dishes with the lid down in the incubator at 44°C for 18-24h.
Day 2 1. Evaluation of the plates.
e  Count characteristic colonies of B-glucuronidase-positive Escherichia coli in each Petri
dish containing less than 150 characteristic colonies and less than 300 colonies in total
(characteristic and non-characteristic).
e  Characteristic colony morphology for Escherichia coli on TBX agar: 2 - 5 mm, turquoise
colonies or colonies with blue centre
Materials:
e Sterile test tubes/ stomacher bags + stomacher
e 10ml glass pipettes + pipetting aid/ sterile cutlery
e Pipettes/ pipetting aids + pipette tips/ glass pipettes (1000pul, 100ul)
e NaCl peptone tubes
e 10 empty, sterile Petri dishes
e 150ml TBX Agar
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L 00.00-132/2: Método horizontal para la enumeraciéon de Escherichia coli B-glucuronidasa
positiva en alimentos
Parte 2: Método de recuento de colonias a 44 °C con 5-bromo-4-cloro-3-Indol-beta-D-

glucurénido

Protocolo basado en:

EN ISO 6887-1:2017 (Preparacion de muestras de ensayo y produccion de primeras diluciones
para pruebas microbioldgicas de productos alimenticios; Parte 1: Reglas generales para la
preparacion de diluciones iniciales y diluciones decimales)
DIN EN ISO 7218 (Microbiologia de los alimentos y de los piensos - Requisitos generales y
directrices para las pruebas microbiologicas)
WARNING ADVERTENCIA No se detectan cepas de Escherichia coli que no muestren crecimiento a 44
°C'y, en particular, cepas que sean 3-glucuronidasa negativas, como Escherichia coli 0157.

Dia 1 1. Coloque 10 g de queso en una bolsa de estdmago y rellene con 90 g de peptona de NaCl (ya
es -1 dilucion).
2. Prepare una diluciéon decimal hasta el nivel de dilucion deseado
1. Niveles de dilucién: -1 a -5
3. Anada 1 ml de cada nivel de dilucién a una placa de Petri vacia por duplicado.
4. Se vierten 15 ml de agar TBX (44-47 °C) en cada placa de Petri en 15 minutos. jEjecute el
control estéril al mismo tiempo!
5. Mezcle bien la muestra y el agar girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.
6. Incubar las placas de Petri con la tapa bajada en la incubadora a 44°C durante 18-24h..
Dia2 1. Evaluacion de las placas.
e Cuente las colonias caracteristicas de Escherichia coli B-glucuronidasa positiva en cada placa
de Petri que contenga menos de 150 colonias caracteristicas y menos de 300 colonias en total
(caracteristicas y no caracteristicas).
e Morfologia caracteristica de la colonia de Escherichia coli en agar TBX: 2 - 5 mm, colonias
turquesas o colonias con centro azul
Materiales:

1. Tubos de ensayo estériles / bolsas de estobmago + estomago

2. Pipetas de vidrio de 10 ml + ayuda para pipetear / cubiertos estériles

3. Pipetas/ auxiliares de pipeteo + puntas de pipeta/ pipetas de vidrio (1000 ul, 100 ul)
4, Tubos de peptona de NaCl

5. 10 placas de Petri vacias y estériles

6. 150 ml de agar TBX
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Anexo 4. L 00.00-20: Método horizontal para la deteccion, enumeracion y serotipado
de Salmonella

L 00.00-20: Horizontal method for the detection, enumeration and serotyping of Salmonella
Part 1: Detection of Salmonella spp.

Protocol based on, among others:

e DINENISO 6579:2007-10 (Microbiology of food and animal feeding stuffs - Horizontal method
for the detection of Salmonella spp. (ISO 6579:2002+Amd 1:2007); German version EN ISO
6579:2002+A1:2007)

Day 1 1. Place 25 g of cheese in a stomacher bag and fill up with 225 g of buffered peptone water at
room temperature. Incubate the enrichment at 34-38 °C for 18 + 2 hours.

Day 2 1. Transfer 0.1 ml of the enrichment into a culture tube containing 10 ml RVS broth and incubate
at 41.5 °C for 24 + 3 hours.

2. Transfer 1 ml of the enrichment into a culture tube containing 10 ml MKTTn broth and
incubate at 34-38 °C for 24 + 3 hours.

Day 3 1. Inoculate the surface of an XLD plate with the culture obtained in the RVS broth using a 10-
ml inoculation loop so that well-separated individual colonies are formed. A Brilliance
Salmonella plate is inoculated in the same way.

2. Inoculate the surface of an XLD plate with the culture obtained in the MKTTn broth using a
10-ml inoculation loop so that well-separated individual colonies are formed. A Brilliance
Salmonella plate is inoculated in the same way.

3. Incubate the plates for 24 = 3 hours at 34-38 °C.

4. Siempre realizar duplicados de cada placa.

Day 4 1. Suspicious colonies for Salmonella spp. on XLD agar:

a.  Salmonella colonies on XLD agar have a black colony centre and a slightly transparent
reddish coloured zone due to the indicator colour change in the medium.
2. Suspicious colonies for Salmonella spp. on Brilliance Salmonella Agar: 1-2mm purple/pink
colonies.
Confirmation of suspicious colonies

e  For confirmation, selected colonies are spread on the surface of a CBA plate in such a way
that individual colonies can develop well separated from each other. The inoculated plates are
incubated for 24 + 3 h at a temperature between 34 °C and 38 °C.

e  Caution! Pure cultures must be used for biochemical and serological confirmation.

e  Further tests:

a.  Serological examination
b. Performance of an API

Materials:
e  Sterile test tubes/ stomacher bags + stomacher
e 10ml glass pipettes + pipetting aid/ sterile cutlery
e Pipettes/ pipetting aids + pipette tips/ glass pipettes (1000ul, 100ul)
e 225 gbuffered peptone water
e RVS broth (Rappaport-Vassiliadis medium with soy)
e  MKTTn broth (Muller-Kauffmann tetrathionate novobiocin broth)
e XLD plates (xylose-lysine-deoxycholate agar)
e  Brilliance Salmonella plates
e  Columbia blood agar plates
e Salmonella API
e Saline solution
e  Salmonella antisera

49



L 00.00-20: Método horizontal para la deteccidén, enumeracion vy serotipificacion de

Salmonella
Parte 1: Deteccidn de Salmonella spp.

Protocolo basado, entre otros, en:
e DIN EN ISO 6579:2007-10 (Microbiologia de alimentos y piensos - Método horizontal para la
deteccion de Salmonella spp. (ISO 6579:2002+Amd 1:2007); Version alemana EN ISO
6579:2002+A1:2007)

Dia 1 1.  Coloque 25 g de queso en una bolsa estomacal y llénela con 225 g de agua de peptona
tamponada a temperatura ambiente. Incubar el enriquecimiento a 34-38 °C durante 18 + 2
horas.

Dia2 1. Transfiera 0,1 ml del enriquecimiento a un tubo de cultivo que contenga 10 ml de caldo RVS
e incube a 41,5 °C durante 24 + 3 horas.

2. Transfiera 1 ml del enriquecimiento a un tubo de cultivo que contenga 10 ml de caldo MKTTn
e incube a 34-38 °C durante 24 + 3 horas.

Dia 3 3. Inocular la superficie de una placa XLD con el cultivo obtenido en el caldo RVS utilizando
un masa de inoculacion de 10 I para que se formen colonias individuales bien separadas. De
la misma manera, se inocula una placa de Salmonella Brilliance.

4. Inocular la superficie de una placa XLD con el cultivo obtenido en el caldo MKTTn utilizando
un circuito de inoculacion de 10m 1 para que se formen colonias individuales bien separadas.
De la misma manera, se inocula una placa de Salmonella Brilliance.
5. Incubar las placas durante 24 + 3 horas a 34-38 °C.
6. Siempre realizar duplicados de cada placa.
Dia 4 Evaluacion de las placas:
1. Colonias sospechosas de Salmonella spp. en agar XLD:

a. Las colonias de Salmonella en agar XLD tienen un centro de colonia negro y una
zona de color rojizo ligeramente transparente debido al cambio de color del
indicador en el medio.

2. Colonias sospechosas de Salmonella spp. en Brilliance Salmonella Agar: Colonias de 1-2 mm
de color parpura/rosa
Confirmacion de colonias sospechosas
e Para confirmacion, las colonias seleccionadas se extienden en la superficie de una placa CBA
de tal manera que las colonias individuales pueden desarrollarse bien separadas unas de otras.
Las placas inoculadas se incuban durante 24 + 3 h a una temperatura entre 34 °C y 38 °C.
jCautela! Se deben utilizar cultivos puros para la confirmacion bioquimica y serologica.
e  Otras pruebas:
b. Examen serologico
c. Rendimiento de una API
Materiales:
I. Tubos de ensayo estériles / bolsas de estdbmago + estomago
2. Pipetas de vidrio de 10 ml + ayuda para pipetear / cubiertos estériles
3. Pipetas/ auxiliares de pipeteo + puntas de pipeta/ pipetas de vidrio (1000 pl, 100 ul)
4. 225 g de agua de peptona tamponada
5. Caldo RVS (medio Rappaport-Vassiliadis con soja)
6. Caldo MKTTn (Caldo de novobiocina tetrationato de Miiller-Kauffmann)
7. Placas XLD (agar xilosa-lisina-desoxicolato)
8. Placas Brilliance Salmonella
9. Placas de agar sangre Columbia
10. API de Salmonella
11. Solucidn salina
12. Salmonella antisueros
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Anexo 5: L 00.00-32/1: Método horizontal para la deteccion y enumeracion de Listeria
monocytogenes'y Listeria spp.

L 00.00-32/1: Horizontal method for the detection and enumeration of Listeria

monocytogenes and Listeria spp. Part 1: Detection method

Adoption of DIN EN ISO 11290-2, September 2017
Run control plate with L. monocytogenes!

Day 1

Day 2

Day 3

Day 4

1.

1.

25 g of the sample are placed in a stomacher bag, filled with 225 ml of room temperature
Half-fraser broth, homogenized [230 rpm, 30 s] and incubated at 30°C for 25 h.

0.1 ml of the enriched, incubated Half-fraser broth is transferred to 10 ml Fraser broth and
incubated at 37°C for 24 hours.

The surface of a Listeria Brilliance plate is inoculated with the Half-fraser broth using an
eyelet so that well-separated individual colonies are formed and incubated at 37°C for 48h
(check after 24-48h). The same procedure is repeated for the Palcam plates.

Mezclar las bolsas antes de comenzar.

The surface of a Listeria Brilliance plate is inoculated with the Fraser broth using an eyelet so
that well separated individual colonies are formed and incubated at 37°C for 48h (check after
24-48h). The same procedure is repeated for the Palcam plates.

Evaluation of the Half-fraser plates.

Day 5

1.
Confirmation of suspicious colonies
1.

Evaluation of the Fraser plates.

Suspicious colonies on Listeria Brilliance Agar:

a. Presumptive L. monocytogenes and L. ivanovii: blue-green colonies with opaque

halo

b. Presumptive Listeria spp.: blue-green colonies with or without opaque halo
Suspicious colony on Palcam agar:

a. L. monocytogenes: dimpled brown/black coloured colonies with black halo
Remove at least one suspect colony (L. monocytogenes) from the agar and spread fractionally as a pure
culture on Columbia blood agar and incubate at 37 °C for 18-24 hours.

Further confirmatory tests can be performed:

Optional confirmatory tests for Results

L. monocytogenes
a) Microscopic appearance Thin, short or coccoid rods
b) Beta-hemolysis +
c) Catalase
d) Mobility test
¢) CAMP test

+ + +

Suspicious colonies are confirmed with the MALDI at the end.
a) Microscopic appearance
. A microscopic preparation (e.g. Gram stain, wet microscopy) is made with a well-isolated colony.
e Listeria spp. (including L. monocytogenes) are Gram-positive (when this stain is performed), thin,
short or coccoid rods, with staggering movement when obtained from a fresh culture.
b) Haemolysis on blood agar
e Anisolated colony is taken with an inoculation wire and then the surface of the agar is inoculated
with it by pricking. This procedure is repeated for each culture. If possible, positive (L.
monocytogenes) and negative (L. innocua) control cultures are inoculated on the same plate.
. After 24 h + 2 h incubation at 37 °C (6.3), the test strains and controls are analyzed.
o L. monocytogenes shows narrow, clear, light-colored hemolysis zones.
o L. innocua shows no clear zone around the puncture.
o L. seeligeri usually shows a weak hemolysis zone.
o L. ivanovii generally shows broad, clearly marked hemolysis zones.
e The plates are examined in bright light to compare the cultures of the test strains with the controls.

c) Catalase

. To examine the catalase reaction, colony material is placed on a microscope slide and mixed with a
drop of hydrogen peroxide. A positive reaction is indicated by the formation of gas bubbles.

. Caution! It must be considered that the catalase reaction can lead to a false positive result with a
colony originating from a blood agar.

d) Mobility test

e  For motility testing, some material from an isolated colony obtained from a non-selective agar is
diluted in sterilized water (or other suitable diluent) using an inoculation needle.

e Listeria spp. (including L monocytogenes) appears as thin short rods with a staggering movement.

e) CAMP-Test
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If the result of the hemolysis test is difficult to interpret, the CAMP test is recommended to clearly
demonstrate that the hemolysis is due to listeriolysin activity.

A B-hemolytic strain of Staphylococcus aureus and a strain of Rhodococcus equi are required to
perform the CAMP test. Not all strains of S. aureus are suitable for the CAMP test.

The cultures of S. aureus and R. equi are spread in individual lines over the blood agar plate so that
the two cultures are parallel and diametrically opposed. This requires a thin, even inoculation line.
This can be achieved by using an inoculation loop or inoculation wire held at right angles to the
agar.

A well-isolated colony of the test strain is spread in the same way at right angles to these cultures in
such a way that the test culture and the cultures of S. aureus and R. equi do not touch but are about
1 mm to 2 mm apart where they are closest to each other.

Several test strains may be spread on the same plate.

1. Narrow hemolysis B zone
2. No hemolysis

3. Wide hemolysis  zone
4. L. monocytogenes
5
6

. L. innocua
. L. ivanovii

Inoculation and evaluation of CAMP test plates

The vertical lines in Figure 1 represent smears of S. aureus (S) and R. equi (R). Horizontal lines
represent smears of the test cultures. Hatched areas show the sites of increased hemolysis. The
dashed areas show zones of influence of the S. aureus culture.

At the same time, control cultures of L monocytogenes, L innocua and L. ivanovii are smeared.
When using blood agar, the plates are incubated for 18 h to 24 h at 37 °C.

In the positive reaction with R. equi, a broad (5 mm to 10 mm) arrow-head hemolysis zone is formed.
The reaction is considered negative if a narrow zone of weak hemolysis extends only about 1 mm
from the test strain in the diffusion zone of the R. equi culture.

A positive reaction with S. aureus appears as a small zone of increased hemolysis extending only
about 2 mm from the test strain within the weak hemolytic zone formed by the growth of the culture
of S. aureus. No large zones of hemolysis occur around the culture of S. aureus and L.
monocytogenes.

Materials:
L]

Stomacher bag + Stomacher
Scale

1ml glass pipettes + pipetting aid
Inoculation loops (10ul)

Sterile spatula

Microscope slides + coverslips
225ml Half-fraser broth

10ml Fraser broth

2 Listeria Brilliance plates

2 Palcam plates

Columbia blood agar

Gram stain

Sodium chloride solution or similar solution
Hydrogen peroxide
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L 00.00-32/1: Método horizontal para la deteccidén y enumeracién de Listeria
monocytogenes vy Listeria spp. Parte 1: Método de deteccidon

Adopcion de la norma DIN EN ISO 11290-2, septiembre de 2017
e ;Ejecutar en la placa de control con L. monocytogenes!

Dia 1 1. Se colocan 25 g de la muestra en una bolsa estomacal, se llenan con 225 ml de caldo Half-
fraser a temperatura ambiente, se homogeneizan [230 rpm, 30 s] y se incuban a 30 °C durante
25h.

Dia 2 1. 0,1 ml del caldo Half-fraser enriquecido e incubado se transfiere a 10 ml de caldo Fraser y se

incuban a 37 °C durante 24 horas.

2. Lasuperficie de una placa de Listeria Brilliance se inocula con el caldo Half-fraser mediante
un ojal para formar colonias individuales bien separadas y se incuban a 37 °C durante 48 h
(comprobar después de 24-48 h). El mismo procedimiento se repite para las placas Palcam.

. Mezclar las bolsas antes de comenzar.

Dia 3 1. La superficie de una placa de Listeria Brilliance se inocula con el caldo Fraser mediante un

ojal para que se formen colonias individuales bien separadas y se incuben a 37 © C durante 48

h (verificar después de 24-48 h. El mismo procedimiento se repite para las placas Palcam.

Dia 4 1. Evaluacion de las placas Half-fraser.

Dia 5 1. Evaluacion de las placas Fraser.
Confirmacion de colonias sospechosas:
1. Colonias sospechosas en Listeria Brilliance Agar:
a. Presuntas L. monocytogenes y L. ivanovii: colonias de color verde azulado con halo
opaco
b. Presunta Listeria spp.: colonias de color azul verdoso con o sin halo opaco
2. Colonia sospechosa en agar Palcam:
a. L. monocytogenes: colonias de color marrén/negro con hoyuelos y halo negro
1. Retirar al menos una colonia sospechosa (L. monocytogenes) del agar y extenderla fraccionalmente como
un cultivo puro en agar sangre Columbia e incubar a 37 °C durante 18-24 horas.
2. Se pueden realizar otras pruebas confirmatorias:

Pruebas confirmatorias opcionales para Resultados
L. monocytogenes
a) Aspecto microscopico Varillas delgadas, cortas o cocoides.
b) Beta-hemolisis +
c) Catalasa ==
d) Prueba de movilidad +
¢) Prueba CAMP +
3. Las colonias sospechosas se confirman con el MALDI al final.
a) Aspecto microscopico
. Se realiza una preparacion microscopica (por ejemplo, tincion de Gram, microscopia hiimeda)
con una colonia bien aislada.
1. Las Listeria spp. (incluyendo L. monocytogenes) son bacilos Gram-positivos (cuando se

realiza esta tincion), delgados, cortos o cocoides, con un movimiento asombroso cuando se
obtienen de un cultivo fresco.

b) Hemdlisis en agar sangre

1. Se toma una colonia aislada con un alambre de inoculacion y luego se inocula la superficie del
agar con ¢l mediante puncion. Este procedimiento se repite para cada cultivo clinico. Si es
posible, se inoculan cultivos de control positivos (L. monocytogenes) y negativos (L. innocua)
en la misma placa.

2. Después de 24 h + 2 h de incubacién a 37 °C (6,3), se analizan las cepas de prueba y los
controles.
o L. monocytogenes muestra zonas de hemolisis estrechas, claras y de color claro
o L. innocua no muestra una zona clara alrededor de la puncion
o L. seeligeri suele mostrar una zona de hemolisis débil
o L. ivanovii generalmente muestra zonas de hemolisis anchas y claramente marcadas

3. Las placas se examinan con luz brillante para comparar los cultivos de las cepas de prueba con
los controles.

c¢) Catalasa
1. Para examinar la reaccion de la catalasa, el material de la colonia se coloca en un portaobjetos
de microscopio y se mezcla con una gota de peroxido de hidréogeno. Una reaccion positiva esta
indicada por la formacion de burbujas de gas.

2. jCautela! Hay que tener en cuenta que la reaccion de la catalasa puede dar lugar a un resultado
falso positivo con una colonia procedente de un agar sangre.
d) Prueba de motilidad
1. Para las pruebas de motilidad, parte del material de una colonia aislada obtenido de un agar no
selectivo se diluye en agua esterilizada (u otro diluyente adecuado) utilizando una aguja de
inoculacion.
2. Listeria spp. (incluyendo L. monocytogenes) aparecen como bacilos delgados y cortos con un

movimiento asombroso.
e) CAMPO-Prueba
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Si el resultado de la prueba de hemolisis es dificil de interpretar, se recomienda la prueba
CAMP para demostrar claramente que la hemolisis se debe a la actividad de la listeriolisina.
Se requiere una cepa -hemolitica de Staphylococcus aureus y una cepa de Rhodococcus equi
para realizar la prueba CAMP. No todas las cepas de S. aureus son adecuadas para la prueba
CAMP.

Los cultivos de S. aureus y R. equi se distribuyen en lineas individuales sobre la placa de agar
sangre, de modo que los dos cultivos son paralelos y diametralmente opuestos. Esto requiere
una linea de inoculacion delgada y uniforme. Esto se puede lograr mediante el uso de un
circuito de inoculacion o un alambre de inoculacion sostenido en angulo recto con el agar.
Una colonia bien aislada de la cepa de ensayo se propaga de la misma manera en angulo recto
con estos cultivos, de tal manera que el cultivo de ensayo y los cultivos de S. aureus y R. equi
no se tocan, sino que estan separados entre | mm y 2 mm entre si, donde estan mas cerca unos
de otros.

Varias cepas de prueba pueden esparcirse en la misma placa.

\ 1. Zona de hemolisis p estrecha
2. Sin hemolisis

\ 3. Zona de hemolisis p ancha

/ 4. L. monocytogenes
5.
6.

5 X
27\ -
37N /

AN g

. L. innocua
. L. ivanovii

Inocuiacion y evaluacion de las placas de prueba CAMP

Las lineas verticales de la Figura 1 representan frotis de S. aureus (S) y R. equi (R). Las lineas
horizontales representan los frotis de los cultivos de prueba. Las areas sombreadas muestran
los sitios de aumento de la hemdlisis. Las areas discontinuas muestran zonas de influencia del
cultivo S. aureus.

Al mismo tiempo, se frotan los cultivos control de L. monocytogenes, L. innocua 'y L. ivanovii

Cuando se utiliza agar sangre, las placas se incuban durante 18 h a24 ha 37 °C.

En la reaccion positiva con R. equi, se forma una amplia zona de hemolisis en punta de flecha
(5 mm a 10 mm). La reaccion se considera negativa si una zona estrecha de hemolisis débil se
extiende solo alrededor de 1 mm de la deformacion de prueba en la zona de difusion del cultivo
de R. equi .

Una reaccion positiva con S. aureus aparece como una pequeia zona de hemolisis aumentada
que se extiende solo unos 2 mm desde la cepa de prueba dentro de la zona hemolitica débil
formada por el crecimiento del cultivo de S. aureus. No se producen grandes zonas de
hemodlisis alrededor del cultivo de S. aureus y L. monocytogenes.

Materials:

PN R WD =

Bolsa Stomacher + Stomacher

Escama

Pipetas de vidrio de 1 ml + auxiliar de pipeteo
Asas de inoculacion (10 pl)

Espatula estéril

Portaobjetos de microscopio + cubreobjetos
225 ml de caldo de medio engorde

10 ml de caldo Fraser

2 placas Listeria Brilliance

2 placas Palcam

Agar sangre Columbia

Tincién de Gram

Solucion de cloruro de sodio o solucion similar
Peroxido de hidrogeno
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Anexo 6: Prueba de desafio del yogurt

Challenge-Yogurt Test

Day 1
Friday

Day 4
Monday

Day 5
Tuesday

Cultivation of cryocultures for the inoculate
1. For the strain cocktail, fractionate 1 bead of a cryoculture (-80°C) of the selected strains onto Columbia
blood agar with sheep blood. Incubate at 37°C for 24 hours.
. Stripped strains:
L. innocua
A DSM 20649 (bovine brain)
B Listeria innocua IV 2.1 (Salat rice)
) C Listeria innocua 146 (Zoonosen AG)
Pre-enrichment and growth phase of the inoculate
1. Remove fresh colony material from each strain with an inoculation loop and transfer to 10 ml of BHI
and incubate stationery at 37°C for 24 h.
Control of the final inoculate and inoculation of the samples
1. Control the density of the incubated strains using a McFa device.
Time:

Lot/Strain McFa-Wert
A
B
C
2. Check that the logs have the same density. If in doubt, the suspensions must be diluted 1:10 (1 ml
suspension, 9 ml NaCl peptone). A rule of three can be used to evaluate how much volume we need
from each trunk.
3. Then pour the individual stems together, mix well and create the stem cocktail.
4.  The stock cocktail is subsequently diluted and plated to ensure that it truly contains Log 9. Dilution
levels: 7, 8, 9. Incubation 37°C, 24 h.
Inoculation of the yogurt
1. The yogurt is divided into a total of 4 batches (500g) of 100g Stomacher bags (20 Stomacher bags in

total).

Cow TO T3 T7
List.-quant. 3 inoculated bags 1 inoculated bag 1 inoculated bag
List.-qual. 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag
GKZ
Techno 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag

Soja TO T3 T7
List.-quant. 3 inoculated bags 1 inoculated bag 1 inoculated bag
List.-qual. 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag
GKZ
Techno 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag

2. 100g cow's milk yoghurt or 100g soy yoghurt are filled into each of the stomach maker bags.

3. The batches that should contain Listeria are subsequently inoculated. An initial concentration of 102
CFU/g should be achieved. For this purpose, the stock cocktail is diluted down to -4 in a decimal
dilution series.

4. Thenadd 100 ("] of the -4 dilution to the Stomacher bags. The inoculated quantity is stoked at 230 rpm
for 1 min in order to achieve an even distribution of the inoculate.

5. The bags that do not contain listeria are mixed with 100 [l NaCl peptone (the dilution medium) and
also stoked at 230 rpm for 1 minute in order to achieve an even distribution of the inoculate.

6.  The bags are stored in the refrigerator at 6 °C for the upcoming examination points.

Determination of the total number of bacteria

1. Place 10 g of the sample in a Stomacher bag and fill with 90 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).

a.  Selected dilution levels: -2 to -7

2. Add 1ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.

3. Within the next max. 45 minutes, 12-15ml Plate Count Agar (PC Agar) (< 50°C) is poured into each
Petri dish. Follow the sterile check!

4. Mix the sample and agar carefully by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.

5. The Petri dishes are incubated with the lid down in the incubator at 30°C for 72 hours.

Quantitative Listeria analysis

1. Place 25 g of the sample in a Stomacher bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).

2. Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water

a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2
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Day 6
Wednesday

Day 7
Thursday

Day 8
Friday

Day 11
Monday

Day 12
Tuesday

3. 0.1ml of the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of
0,333 ml each to increase the detection limit.
4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h).
Qualitative evaluation of listeria
1. 25 g of the sample are placed in a Stomacher bag, filled with 225 ml of room temperature half-Fraser
broth, homogenized [230rpm, 30s] and incubated at 30°C for 25h.
Technological studies (with the non-inoculated samples)
. Determination of pH value
. Determination of the aw value
Quantitative analysis of listeria
e  Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
1. 0.1ml of the enriched, incubated half Fraser broth is transferred to 10ml Fraser broth and incubated at
37°C for 24 hours.
2. The half Fraser broth is then inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet
so that well-defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-
48 hours). The same is repeated for the Palcam plates.
Quantitative analysis of listeria
. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
. The Fraser broth is inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet so that well-
defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-48 hours).
The same is repeated for the Palcam plates.
Probe Ty
Determination of the total number of bacteria
e  Evaluation of the PC plates for the total number of bacteria.
Qualitative evaluation of listeria
e  Evaluation of the half-Fraser plates
Probe T3
Quantitative analysis of listeria
Place 25 g of the sample in a Stomacher bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution). The same Stomacher bag and the same dilution series can be used to determine the total
number of bacteria.
2. Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water
a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2, -3
3. 0.1ml of the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of 333
pl each to increase the detection limit.
4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h). (Use
of the cooled incubator)
Technological studies (with the non-inoculated samples)
e  Determination of pH value
e Determination of the aw value
Probe Ty
Qualitative evaluation of listeria (sample from T0)
1. Evaluation of the Fraser plates
Probe T;
Quantitative analysis of listeria
1. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Probe Ty
Determination of the total number of bacteria
1. Place 10 g of the sample in a Stomacher bag and fill with 90 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).
a.  Selected dilution levels: -1 to -7
2. Add 1ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.
3. Within the next max. 45 minutes, 12-15ml Plate Count Agar (PC Agar) (< 50°C) is poured into each
Petri dish. Follow the sterile check!
4. Mix the sample and agar carefully by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.
5. The Petri dishes are incubated with the lid down in the incubator at 30°C for 72 hours.
Quantitative Listeria analysis
1. Place 25 g of the sample in a Stomacher bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution). The same Stomacher bag and the same dilution series can be used to determine the total
number of bacteria.
2. Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water
a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2, -3
3. 0.1ml of the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of 333
pl each to increase the detection limit.
4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h).
Qualitative evaluation of listeria
1. 25 g of the sample are placed in a Stomacher bag, filled with 225 ml of room temperature half-Fraser
broth, homogenized [230rpm, 30s] and incubated at 30°C for 25h.
Technological studies (with the non-inoculated samples)
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Day 13
Wednesday

Day 14
Thursday

Day 15
Friday

Day 18
Monday

. Determination of pH value
. Determination of the aw value
Probe T,
Quantitative analysis of listeria
. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
1. 0.1ml of the enriched, incubated half Fraser broth is transferred to 10ml Fraser broth and incubated at
37°C for 24 hours.
2. The half Fraser broth is then inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet
so that well-defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-
48 hours). The same is repeated for the Palcam plates.
Probe T,
Quantitative analysis of listeria
e  Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
e The Fraser broth is inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet so that well-
defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-48 hours).
The same is repeated for the Palcam plates.

Probe T,
Determination of the total number of bacteria
. Evaluation of the PC plates for the total number of bacteria.

Qualitative evaluation of listeria

. Evaluation of the half-Fraser plates
Probe T,
Qualitative evaluation of listeria

. Evaluation of the Fraser plates
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Prueba de desafio del yogurt

Dia 1
Viernes

Dia 4
Lunes

Dia 5
Martes

Cultivo de criocultivos para el inoculado

1.

1

Para el coctel de cepas, fraccionar 1 gota de criocultivo (-80 °C) de las cepas seleccionadas en agar
sangre Columbia con sangre de oveja. Incubar a 37°C durante 24 horas.
o Cepas libres:

L. innocua
A DSM 20649 (cerebro bovino)
B Listeria innocua IV 2.1 (arroz salat)
C Listeria innocua 146 (Zoonosis AG)

Fase de pre-enriquecimiento y crecimiento del inoculado

1.

Control de
1.

3.
4.

Retire el material fresco de la colonia de cada cepa con un circuito de inoculacién y transfiéralo a 10
ml de BHI e incube la papeleria a 37 °C durante 24 h.

la inoculacion final e inoculacion de las muestras
Controle la densidad de las cepas incubadas mediante un dispositivo McFa.
Hora:
Lote/Cepa McFa-Wert
A
B
C

Compruebe que los registros tengan la misma densidad. En caso de duda, las suspensiones deben
diluirse 1:10 (1 ml de suspension, 9 ml de peptona de NaCl). Se puede usar una regla de tres para
evaluar cuanto volumen necesitamos de cada tronco.

A continuacion, vierta los tallos individuales, mezcle bien y cree el coctel de tallos.

Posteriormente, el coctel de caldo se diluye y se coloca en los platos para garantizar que realmente
contenga Log 9. Niveles de dilucion: 7, 8, 9. Incubacion 37°C, 24 h.

Inoculacion del yogur

1.

6

El yogur se divide en un total de 4 lotes (500 g) de bolsas Stomacher de 100 g (20 bolsas Stomacher
en total).

Vaca TO T3 T7
List.-cuant. 3 bolsas inoculadas 1 bolsa inoculada 1 bolsa inoculada
List.-cual. 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada
GKZ
Tecno 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada

Soja TO T3 T7
List.-cuant. 3 bolsas inoculadas 1 bolsa inoculada 1 bolsa inoculada
List.-cual. 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada
GKZ
Tecno 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada

100 g de yogur de leche de vaca o 100 g de yogur de soja se llenan en cada una de las bolsas de la
maquina para hacer el estomago.

Los lotes que deben contener Listeria se inoculan posteriormente. Se debe alcanzar una concentracion
inicial de 102 UFC/g. Para ello, el coctel de caldo se diluye hasta -4 en una serie de diluciones
decimales.

A continuacion, afiada 100 (11 de la dilucion -4 a las bolsas Stomacher. La cantidad inoculada se
alimenta a 230 rpm durante 1 minuto para lograr una distribucion uniforme del inoculado.

Las bolsas que no contienen listeria se mezclan con 100 (11 de peptona de NaCl (el medio de dilucion)
y también se alimentan a 230 rpm durante 1 minuto para lograr una distribucion uniforme de la
inoculacion.

Las bolsas se almacenan en el refrigerador a 6 °C para los proximos puntos de examen.

Determinacion del numero total de bacterias

1.

2.
3.

4.

5.
Andalisis cu

I.

2.

Coloque 10 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 90 g de NaCl peptona (esto ya es -1
dilucion).

a.  Niveles de dilucion seleccionados: -2 a -7
Agregue 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.
En los siguientes 45 minutos, se vierten 12-15 ml de agar (agar PC) (< 50 °C) en cada placa de Petri.
iSiga el control de estéril!
Mezcle la muestra y el agar con cuidado girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.
Las placas de Petri se incuban con la tapa bajada en la incubadora a 30 °C durante 72 horas.

antitativo de Listeria

Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion).
Realice una dilucion decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucion: Agua de NaCl
peptona

a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2
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Dia 6
Miércoles

Dia 7
Jueves

Dia 8
Viernes

Dia 11
Lunes

Dia 12
Martes

3.  Se afiaden 0,1 ml de los niveles de dilucién seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa estomacal)
se divide en 3 platos de 0,333 ml cada uno para aumentar el limite de deteccion.

4.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37 ° C durante 48 h (verifique después
de 24 hy 48 h).

Evaluacion cualitativa de la listeria
. Se colocan 25 g de la muestra en una bolsa estomacal, se llenan con 225 ml de caldo medio Fraser a
temperatura ambiente, se homogeneizan [230 rpm, 30 s] y se incuban a 30 °C durante 25 h.
Estudios tecnologicos (con las muestras no inoculadas)
. Determinacion del valor de pH
. Determinacion del valor aw
Andlisis cuantitativo de la listeria
. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

1. 0,1 ml del medio caldo Fraser enriquecido e incubado se transfiere a 10 ml de caldo Fraser y se incuba
a 37 °C durante 24 horas.

2. A continuacion, el medio caldo Fraser se inocular en la superficie de una placa Listeria Brilliance con
un ojal para crear colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas
(comprobar después de 24-48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Andlisis cuantitativo de la listeria
. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

. El medio Fraser se inocula en la superficie de una placa Listeria Brilliance con un ojal para crear
colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas (comprobar después de 24-
48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda T,
Determinacion del numero total de bacterias
e  Evaluacion de las placas de PC para el niimero total de bacterias.
Evaluacion cualitativa de la Listeria
. Evaluacion de las placas de medio Fraser
Sonda Ts
Andlisis cuantitativo de la listeria

3. Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion). Se puede utilizar la misma bolsa estomacal y la misma serie de dilucion para determinar
el namero total de bacterias.

4.  Realice una dilucion decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucion: Agua de NaCl
peptona

a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2, -3

5. Se afiaden 0,1 ml de los niveles de dilucion seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa del
estomago) se divide en 3 platos de 333 pl cada uno para aumentar el limite de deteccion.

6.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37 © C durante 48 h (verifique después
de 24 h y 48 h). (Uso de la incubadora refrigerada)

Estudios tecnoldgicos (con las muestras no inoculadas)

e  Determination of pH value

. Determinacion del valor aw

Sonda T,
Evaluacion cualitativa de listeria (muestra de T0)
e  Evaluacion de las placas Fraser
Sonda T;
Analisis cuantitativo de la listeria
2. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Sonda T
Determinacion del numero total de bacterias

1. Coloque 10 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 90 g de NaCl peptona (esto ya es -1
dilucion).

a.  Niveles de dilucion seleccionados: -1 a -7

2. Agregue 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.

3. En los siguientes 45 minutos, se vierten 12-15 ml de agar (agar PC) (< 50 °C) en cada placa de Petri.
iSiga el control de estéril!

4. Mezcle la muestra y el agar con cuidado girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.

5. Las placas de Petri se incuban con la tapa bajada en la incubadora a 30 °C durante 72 horas.

Analisis cuantitativo de Listeria

1. Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion). Se puede utilizar la misma bolsa estomacal y la misma serie de dilucién para determinar
el nimero total de bacterias.

2. Realice una dilucién decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucion: Agua de NaCl
peptona

a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2, -3

3. Se afiaden 0,1 ml de los niveles de dilucion seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa del
Stomacher) se divide en 3 platos de 333 pl cada uno para aumentar el limite de deteccion.

4.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37°C durante 48 h (verifique después
de 24 hy 48 h).
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Miércoles

Dia 14
Jueves

Dia 15
Viernes

Dia 18
Lunes

Evaluacion cualitativa de la listeria
. Se colocan 25 g de la muestra en una bolsa estomacal, se llenan con 225 ml de medio Fraser a
temperatura ambiente, se homogeneizan [230 rpm, 30 s] y se incuban a 30 °C durante 25h.

Technological studies (with the non-inoculated samples)

e Determinacion del valor de pH

. Determinacion del valor aw
Sonda T,
Andlisis cuantitativo de la listeria

e  Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Qualitative evaluation of listeria

1. 0,1 ml del medio caldo Fraser enriquecido e incubado se transfiere a 10 ml de caldo Fraser y se incuba
a 37 °C durante 24 horas.

2. A continuacién, el medio caldo Fraser se inocular en la superficie de una placa Listeria Brilliance con
un ojal para crear colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas
(comprobar después de 24-48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda T
Andlisis cuantitativo de la listeria

. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

. El medio Fraser se inocula en la superficie de una placa Listeria Brilliance con un ojal para crear
colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas (comprobar después de 24-
48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda T,
Determinacion del nimero total de bacterias
. Evaluacion de las placas de PC para el nimero total de bacterias.

Evaluacion cualitativa de la listeria

. Evaluacion de las placas de medio Fraser
Sonda T
Evaluacion cualitativa de la listeria

e Evaluacion de las placas Fraser
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Anexo 7: Prueba de desafio del queso

Challenge Cheese Test

Day 1
Friday

Day 4
Monday

Day 5
Tuesday

Cultivation of cryocultures for the inoculate
1. For the strain cocktail, fractionate 1 bead of a cryoculture (-80°C) of the selected strains onto Columbia
blood agar with sheep blood. Incubate at 37°C for 24 hours.
. Stripped strains:
L. innocua
A DSM 20649 (bovine brain)
B Listeria innocua IV 2.1 (Salat rice)
C Listeria innocua 146 (Zoonosen AG)
Pre-enrichment and growth phase of the inoculate
1. Remove fresh colony material from each strain with an inoculation loop and transfer to 10 ml of BHI
and incubate stationery at 37°C for 24 h.
Control of the final inoculate and inoculation of the samples
1. Control the density of the incubated strains using a McFa device.
Time:

Lot/Strain McFa-Wert
A
B
C
2. Check that the logs have the same density. If in doubt, the suspensions must be diluted 1:10 (1 ml
suspension, 9 ml NaCl peptone). A rule of three can be used to evaluate how much volume we need
from each trunk.
3. Then pour the individual stems together, mix well and create the stem cocktail.
4. The stock cocktail is subsequently diluted and plated to ensure that it truly contains Log 9. Dilution
levels: 7, 8, 9. Incubation 37°C, 24 h.
Inoculation of the cheese
1. Thetwo types of cheese are chopped as hygienically as possible (Retch disinfection) and cooled (Retch
settings: 5000 rpm, 2 x 5 s).
2. The cheese is sterilely distributed into a total of 4 batches (500g) of 100g Stomacher bags (20
Stomacher bags in total).

Cow TO T3 T7
List.-quant. 3 inoculated bags 1 inoculated bag 1 inoculated bag
List.-qual. 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag
GKZ
Techno 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag

Vegan TO T3 T7
List.-quant. 3 inoculated bags 1 inoculated bag 1 inoculated bag
List.-qual. 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag
GKZ
Techno 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag 1 non-inoculated bag

w

Fill each of the Stomacher bags with 100g cow's milk cheese or 100g soy cheese.

4.  The batches that should contain Listeria are subsequently inoculated. An initial concentration of 102
CFU/g should be achieved. For this purpose, the stock cocktail is diluted down to -4 in a decimal
dilution series.

5. Then add 100 pl of the -4 dilution to the Stomacher bags. The inoculated quantity is stoked at 230 rpm
for 1 min in order to achieve an even distribution of the inoculate.

6.  The bags that do not contain Listeria are mixed with 100 ul NaCl peptone (the dilution medium) and
also stoked at 230 rpm for 1 minute in order to achieve an even distribution of the inoculate.

7. The bags are stored in the refrigerator at 6 °C for the upcoming examination points.

Determination of the total number of bacteria
1. Place 10 g of the sample in a stomach bag and fill with 90 g of NaCl peptone (this is already -1 dilution).
a.  Selected dilution levels: -2 to -7

2. Add 1ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.

3. Within the next max. 45 minutes, 12-15ml Plate Count Agar (PC Agar) (< 50°C) is poured into each
Petri dish. Follow the sterile check!

4. Mix the sample and agar carefully by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.

5. The Petri dishes are incubated with the lid down in the incubator at 30°C for 72 hours.

Quantitative Listeria analysis

1. Place 25 g of the sample in a stomach bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).

2.  Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water

a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2
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Day 6
Wednesday

Day 7
Thursday

Day 8
Friday

Day 11
Monday

Day 12
Tuesday

Day 13

3. 0.1ml of the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of 333
ul each to increase the detection limit.

4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h).

Qualitative evaluation of listeria
2. 25 g of the sample are placed in a stomach bag, filled with 225 ml of room temperature half-Fraser
broth, homogenized [230rpm, 30s] and incubated at 30°C for 25h.
Technological studies (with the non-inoculated samples)
. Determination of pH value
. Determination of the aw value
Quantitative analysis of listeria
e  Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria

1. 0.1ml of the enriched, incubated half Fraser broth is transferred to 10ml Fraser broth and incubated at
37°C for 24 hours.

2. The half Fraser broth is then inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet
so that well-defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-
48 hours). The same is repeated for the Palcam plates.

Quantitative analysis of listeria
. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria

. The Fraser broth is inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet so that well-
defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-48 hours).
The same is repeated for the Palcam plates.

Probe Ty
Determination of the total number of bacteria
e  Evaluation of the PC plates for the total number of bacteria.
Qualitative evaluation of listeria
e  Evaluation of the half-Fraser plates
Probe T3
Quantitative analysis of listeria
Place 25 g of the sample in a stomach bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).

2. Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water
a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2, -3

3. 0.1ml of the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of 333
pl each to increase the detection limit.

4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h). (Use
of the cooled incubator)

Technological studies (with the non-inoculated samples)
e Determination of pH value
. Determination of the aw value
Probe Ty
Qualitative evaluation of listeria (sample from T0)
2. Evaluation of the Fraser plates
Probe T3
Quantitative analysis of listeria
3. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Probe Ty
Determination of the total number of bacteria
1. Place 10 g of the sample in a stomach bag and fill with 90 g of NaCl peptone (this is already -1 dilution).
a.  Selected dilution levels: -1 to -7

2. Add 1ml of each dilution level to an empty Petri dish in duplicate.

3. Within the next max. 45 minutes, 12-15ml Plate Count Agar (PC Agar) (< 50°C) is poured into each
Petri dish. Follow the sterile check!

4. Mix the sample and agar carefully by rotating the Petri dish and allow the agar to solidify.

5. The Petri dishes are incubated with the lid down in the incubator at 30°C for 72 hours.

Quantitative Listeria analysis

1. Place 25 g of the sample in a stomach bag and fill with 225 g of NaCl peptone (this is already -1
dilution).

2. Make a decimal dilution to the desired dilution level; Dilution medium: NaCl peptone water

a.  Dilution levels: 0 (3x 0.33ml), -1, -2, -3

3. 0.lmlof the selected dilution levels are added to each Listeria Brilliance plate in duplicate. The original
sample (in the case of cheese, a sample directly from the stomacher bag) is divided into 3 plates of 333
ul each to increase the detection limit.

4.  The plates are placed with the lid down in the incubator at 37°C for 48h (check after 24h & 48h).

Qualitative evaluation of listeria
2. 25 g of the sample are placed in a stomach bag, filled with 225 ml of room temperature half-Fraser
broth, homogenized [230rpm, 30s] and incubated at 30°C for 25h.
Technological studies (with the non-inoculated samples)
e Determination of pH value
. Determination of the aw value
Probe T,

62



Wednesday

Day 14
Thursday

Day 15
Friday

Day 18
Monday

Quantitative analysis of listeria
. Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
1.  0.1ml of the enriched, incubated half Fraser broth is transferred to 10ml Fraser broth and incubated at
37°C for 24 hours.
2. The half Fraser broth is then inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet
so that well-defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-
48 hours). The same is repeated for the Palcam plates.
Probe T,
Quantitative analysis of listeria
e  Evaluation of the quantitative Listeria Brilliance plates.
Qualitative evaluation of listeria
e The Fraser broth is inoculated onto the surface of a Listeria Brilliance plate using an eyelet so that well-
defined individual colonies are created and incubated at 37°C for 48 hours (check after 24-48 hours).
The same is repeated for the Palcam plates.

Probe T,
Determination of the total number of bacteria
. Evaluation of the PC plates for the total number of bacteria.

Qualitative evaluation of listeria

e  Evaluation of the half-Fraser plates
Probe Ty
Qualitative evaluation of listeria

. Evaluation of the Fraser plates
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Prueba de desafio del queso

Dia 1
Viernes

Dia 4
Lunes

Dia 5
Martes

Cultivo de criocultivos para el inoculado
1. Para el coctel de cepas, fraccionar 1 gota de criocultivo (-80 °C) de las cepas seleccionadas en agar
sangre Columbia con sangre de oveja. Incubar a 37°C durante 24 horas.
o Cepas libres:

L. innocua
A DSM 20649 (cerebro bovino)
B Listeria innocua IV 2.1 (arroz salat)
2. C  Listeria innocua 146 (Zoonosis AG)
Fase de pre-enriquecimiento y crecimiento del inoculado
1. Retire el material fresco de la colonia de cada cepa con un circuito de inoculacion y transfiéralo a 10
ml de BHI e incube la papeleria a 37 °C durante 24 h.
Control de la inoculacion final e inoculacion de las muestras
1. Controle la densidad de las cepas incubadas mediante un dispositivo McFa.
Hora:

Lote/Cepa McFa-Wert
A
B
C
2. Compruebe que los registros tengan la misma densidad. En caso de duda, las suspensiones deben
diluirse 1:10 (1 ml de suspension, 9 ml de peptona de NaCl). Se puede usar una regla de tres para
evaluar cuanto volumen necesitamos de cada tronco.
3. A continuacion, vierta los tallos individuales, mezcle bien y cree el coctel de tallos.
4.  Posteriormente, el coctel de caldo se diluye y se coloca en los platos para garantizar que realmente
contenga Log 9. Niveles de dilucion: 7, 8, 9. Incubacion 37°C, 24 h.
Inoculacion del queso
1. Los dos tipos de queso se trocean de la forma mas higiénica posible (desinfeccion Retch) y se enfrian
(ajustes Retch: 5000 rpm, 2 X 5 s).
2. El queso se distribuye estérilmente en un total de 4 lotes (500 g) de bolsas Stomacher de 100 g (20
bolsas Stomacher en total).

Vaca TO T3 T7
List.-cuant. 3 bolsas inoculadas 1 bolsa inoculada 1 bolsa inoculada
List.-cual. 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada
GKZ
Tecno 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada

Vegano TO T3 T7
List.-cuant. 3 bolsas inoculadas 1 bolsa inoculada 1 bolsa inoculada
List.-cual. 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada
GKZ
Tecno 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada 1 bolsa no inoculada

w

Llene cada una de las bolsas Stomacher con 100 g de queso de leche de vaca o 100 g de queso de soja.
4.  Posteriormente se inoculan los lotes que deben contener Listeria. Se debe alcanzar una concentracion
inicial de 102 UFC/g. Para ello, el coctel de caldo se diluye hasta -4 en una serie de diluciones
decimales.
5. A continuacion, afiada 100 pl de la diluciéon -4 a las bolsas Stomacher. La cantidad inoculada se
alimenta a 230 rpm durante 1 minuto para lograr una distribucion uniforme del inoculado.
6.  Las bolsas que no contienen Listeria se mezclan con 100 ul de peptona de NaCl (el medio de dilucion)
y también se alimentan a 230 rpm durante 1 minuto para lograr una distribucion uniforme de la
inoculacion.
7. Las bolsas se almacenan en el refrigerador a 6 °C para los proximos puntos de examen.
Determinacion del numero total de bacterias
1. Coloque 10 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 90 g de NaCl peptona (esto ya es -1
dilucion).
a.  Niveles de dilucion seleccionados: -2 a -7
2. Agregue 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.
3. En los siguientes 45 minutos, se vierten 12-15 ml de agar (agar PC) (< 50 °C) en cada placa de Petri.
iSiga el control de estéril!
4. Mezcle la muestra y el agar con cuidado girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.
5. Las placas de Petri se incuban con la tapa bajada en la incubadora a 30 °C durante 72 horas.
Analisis cuantitativo de Listeria
1. Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion).
2. Realice una dilucién decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucién: Agua de NaCl
peptona
a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2

64



Dia 6
Miércoles

Dia 7
Jueves

Dia 8
Viernes

Dia 11
Lunes

Dia 12
Martes

3.  Se afiaden 0,1 ml de los niveles de dilucién seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa estomacal)
se divide en 3 platos de 0,333 ml cada uno para aumentar el limite de deteccion.

4.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37 ° C durante 48 h (verifique después
de 24 hy 48 h).

Evaluacion cualitativa de la listeria
. Se colocan 25 g de la muestra en una bolsa estomacal, se llenan con 225 ml de caldo medio Fraser a
temperatura ambiente, se homogeneizan [230 rpm, 30 s] y se incuban a 30 °C durante 25 h.
Estudios tecnologicos (con las muestras no inoculadas)
. Determinacion del valor de pH
. Determinacion del valor aw
Andlisis cuantitativo de la listeria
. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

1. 0,1 ml del medio caldo Fraser enriquecido e incubado se transfiere a 10 ml de caldo Fraser y se incuba
a 37 °C durante 24 horas.

2. A continuacion, el medio caldo Fraser se inocular en la superficie de una placa Listeria Brilliance con
un ojal para crear colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas
(comprobar después de 24-48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Andlisis cuantitativo de la listeria
. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

. El medio Fraser se inocula en la superficie de una placa Listeria Brilliance con un ojal para crear
colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas (comprobar después de 24-
48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda T,
Determinacion del numero total de bacterias
e  Evaluacion de las placas de PC para el niimero total de bacterias.
Evaluacion cualitativa de la Listeria
. Evaluacion de las placas de medio Fraser
Sonda Ts
Andlisis cuantitativo de la listeria

1. Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion).

2. Realice una dilucién decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucion: Agua de NaCl
peptona

a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2, -3

3. Se afiaden 0,1 ml de los niveles de dilucion seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa del
Stomacher) se divide en 3 platos de 333 pl cada uno para aumentar el limite de deteccion.

4.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37 © C durante 48 h (verifique después
de 24 h y 48 h). (Uso de la incubadora refrigerada)

Estudios tecnologicos (con las muestras no inoculadas)
1. Determinacion del valor de pH
. Determinacion del valor aw
Sonda T,
Evaluacion cualitativa de listeria (muestra de T0)
. Evaluacion de las placas Fraser
Sonda Ts
Andalisis cuantitativo de la listeria
4.  Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Sonda T
Determinacion del numero total de bacterias

1. Coloque 10 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 90 g de NaCl peptona (esto ya es -1
dilucion).

a.  Niveles de dilucién seleccionados: -1 a -7

2. Agregue 1 ml de cada nivel de dilucion a una placa de Petri vacia por duplicado.

3. Enlos siguientes 45 minutos, se vierten 12-15 ml de agar (agar PC) (< 50 °C) en cada placa de Petri.
iSiga el control de estéril!

4. Mezcle la muestra y el agar con cuidado girando la placa de Petri y deje que el agar se solidifique.

5. Las placas de Petri se incuban con la tapa bajada en la incubadora a 30 °C durante 72 horas.

Andalisis cuantitativo de Listeria

1. Coloque 25 g de la muestra en una bolsa estomacal y rellene con 225 g de peptona de NaCl (esto ya es
-1 dilucion).

2. Realice una dilucién decimal hasta el nivel de dilucion deseado; Medio de dilucion: Agua de NaCl
peptona

a.  Niveles de dilucion: 0 (3x 0,33 ml), -1, -2, -3

3. Se afladen 0,1 ml de los niveles de dilucion seleccionados a cada placa de Listeria Brilliance por
duplicado. La muestra original (en el caso del queso, una muestra directamente de la bolsa del
Stomacher) se divide en 3 platos de 333 pl cada uno para aumentar el limite de deteccion.

4.  Las placas se colocan con la tapa hacia abajo en la incubadora a 37 © C durante 48 h (verifique después
de24 hy48h).

Evaluacion cualitativa de la listeria

65



Dia 13
Miércoles

Dia 14
Jueves

Dia 15
Viernes

Dia 18
Lunes

. Se colocan 25 g de la muestra en una bolsa estomacal, se llenan con 225 ml de caldo medio Fraser a
temperatura ambiente, se homogeneizan [230 rpm, 30 s] y se incuban a 30 °C durante 25 h.

Technological studies (with the non-inoculated samples)

e Determinacion del valor de pH

. Determinacion del valor aw
Sonda T,
Andlisis cuantitativo de la listeria

. Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

1. 0,1 ml del medio caldo Fraser enriquecido e incubado se transfiere a 10 ml de caldo Fraser y se incuba
a 37 °C durante 24 horas.

2. A continuacién, el medio caldo Fraser se inocular en la superficie de una placa Listeria Brilliance con
un ojal para crear colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas
(comprobar después de 24-48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda Ty
Andlisis cuantitativo de la listeria

e  Evaluacion cuantitativa de las placas de Listeria Brilliance.
Evaluacion cualitativa de la listeria

. El medio Fraser se inocula en la superficie de una placa Listeria Brilliance con un ojal para crear
colonias individuales bien definidas y se incuban a 37 °C durante 48 horas (comprobar después de 24-
48 horas). Lo mismo se repite para las placas Palcam.

Sonda T
Determinacion del niumero total de bacterias
. Evaluacion de las placas de PC para el nimero total de bacterias.

Evaluacion cualitativa de la listeria

. Evaluacion de las placas de medio Fraser
Sonda T
Evaluacion cualitativa de la listeria

. Evaluacion de las placas Fraser
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Anexo 8. Bitacora de Trabajo Firmada

Universidad Nacional, Costa Rica

Escucla de Medicina Veterinaria
Biticora de Pasantia de Trabajo Final de Graduacién

dent: Lucia Al

No.bndcuptﬂbwﬂlpnhr}ohumvmkndwl
Lugar/Place: Mikhhygicne, Institut fiir |
Tieriraliche llodmhkll-vw(Mllkllmm lnﬂnuel’orl’ood Quality and Safety,

H Veterinary Uni

acherheit, Stiftung

Fecha/Date

Actividades/Activities

1272024

« arducion o Wborminrie, rview of |

safety regulations, observation of a
food microbiob A i
two antibodies with fluorescence
markers to measure how much the

taxin bounds to the intestinal cell with

itive and

Tl

¥ horas/
¥ hours

*  Acustomer sent a meat sample that
was cultured on blood agar to make
gram stains, catalase and oxidase
reactions and mic 2
observation of the bacteria in saline
solution were to observe
shape and mobility. All these tests in
oeder to reach the recognition of the
bacteria found.

* Participation in an experiment where
they have 3 different species of
Listeria and 3 types of surfaces with
different pocosity arc tested 10
determine in which surface Listeria
grows best on. The materials tested
included glass, metal and PVC
surfaces. Each material was placed
with a culture medium suitable for
Listeria and the 3 species of Listeria
at a temperature of 12 °C for 72

UNA

:-uu .

stain, observation of bacteria in
-Ilne.oauhsendeudumum
for a client’s sample, previously
cultered on blood agar.
Milk samples were received from the
4 quacters of two animals of the cattle
clinic, cultures were carried out on
blood agae, Agar with

icol glucose yeast extract

Gmmn,obwvumofhuuhh
saline, oxidase and catalase reactions
for a client's sample, previously
cultured on blood agar.

of sausages were received
from a local butcher shop and the
sample was placed for cultures of
Listeria, Salmonella, E. colli, and
other bacteria.

22024

Continastion of sampling of v
from a local butcher shop.

Tests for the determination of bacteria
that grew from the milk samples of

the clinic animals (KOH, Oxidase,

Catalase, Staphylase,

Culture in chromoculture agar,
Ultraviolet light test in acsculin blood
agar)

87272024

From a suitable culture medium
where Listeria moncytogenes was
growing, the biofilm was extracted
and placed in wells to perform an
analysis with plasma water, normal
water and peracetic acid and then
culture them on agar for 24 hours and
obscrve which obtained the Jeast

W22024

Onnmohwvmolbmanh
ﬂlmpmwuﬂsm

Preparation of liquid laedi suitable
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UNA UNA

hlﬂmhdlulhe
mmorm C testal omam
01T ol cimonocytogencs. »_Preparation of diftions
o Three strains of Listeria were placed | 8 * The vogan cheese projoct began: Onl;
in three types of surfaces with / one of the § vegan choeses was Y
different porosity arc tested to / sampled, The samples were labeled
mmﬁﬁrﬁcen:l:an “ with the numbers: 6-7-8-9.10
grows best on. ! For sample number 6:
glass, metal and PVC surfaces. Each 0; For the total count of bacteria, 10 g of
material was placed with a culture sample was placed with 90 ml of
medium suitable for Listeria and the peptone NaCl and dilwtions from -1 10
three species of listeria at a 9 were prepared, then they were
temperature of 12 °C for 72 hours. MmAthmef
* Two blood agar plates were observed and d bated for
from swabs from refrigerators at 72 hours at 30 °C,
upermarket. There was bacteri o Totest for Enerobacteriocene,
) didutions from +1 10 -5 arc made and
*  Agar cultures of previously selected placed on Crystal Violet, Neutral Red,
1222024 bacteria were carried out. Bile Glucose Agar (VRBG) at 37°C
" e | iy
sl reactions
3 Forthe E. detection
for a client’s sample, peeviously / i J.'.;...m“;”. B mu
cultured oo blood agar. placed on TBX - W“ atd4
et 0 S ot
caried out on blood agar, Agar with kgl el ol
chloramphenicol glucose yeast extract PW‘“‘W hmwgofhﬂ.:vd
1322024 and in liquid médium. wmm 34-38°C
* Dilutions L for 18+ 2 hours. “
*  Preparation of different agars. o Forthe Listeria test, 25 g of the
o Tests for descrmination of bacteria / sample are placed with 225 ml of
the ok aiomals (KOAY, O, 0.7 ooty
ani
L~ 19722024 and incubated ot 30°C for 25 h.
Mmm. Samples 7-8-9-10 ace Jod
ﬁuhwsmmw.-w o For the total count of bacteria, 10 g of
sample was placed wigh 90 mi of
scsculln, pyrase, Scrogroop B, peptone NaCl and dilutions from -1 to
147272024 serogroup C, Hipp test) -9 were peepared, then they were
* Bacterial colony count of samples | § / pheodm for total count of
previosly grown in agar, S “‘:’.' o bated for
o MALDI toff for determination of / 72 hours at 30°C.
bacteria peeviously grown on agar, ¢
" Enterodacterioceae,
through the use of technology using a /o } v: Ay
laser 10 determine the molecular dilutions from -1 to -5 are made and
weight of the bacterial colony and placed on Crystal Violet, Neutral Red,
1522024 determine which bacteria it is. Bile Glocose Agar (VRBG) at 370C
1622024 |+ Counting of Listeria colonies 3 Z 1/,7\ 2027204 for 24 howrs.
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wxmmmjua
bt «1 to -5 are made and placed on

TBX agar, incubated ut 44 °C for 18-
24 howrs.

For the Salmonella test, 25 g of
choese arc placed in 225 g of buffered
peptone water at room temperature,
Incubate the carichment at 34-38°C
for 18 4+ 2 hours,

For the Lisseria test, 25 g of the
sample is placed with 225 mi of Half-
fraser beoth at room temperature and
imcubated at 30°C for 25 h.

For cheese sample 6:

From the first sample of cheese with
buffered water, a tube was inoculated
with 0.1 m of the beoth with 10 ml. of
RVS broth (incubated at 41.5 °C for
24 hes +3) and | ml was transferred
im0 a tube. test with MTTa beoth and
incubate (34-38 °C for 24 + 3 hes).
For the Lisreria detection test, transfer
.1 ml of the incubated and enriched
Half-Frasee broth to 10 ml of Fraser
beoth and incubate at 37°C for 24
hours, The surface of a Listeria
Brilliance plate is inoculated with
beoth. Half-fraser using an cyelet 1o
form well-scparated individual
colonics and incubate at 37°C for 48
h. The same procedure is repeated for
the Palcam plates.

Cooking of a vegan cheese with soy
yourt and cashew nut seeds.

2122024

Fouuupleé

For the Listeria detection test: The
surface of a Listeria Brilliance plate is
noculated with Fraser broth using an
eyelet to form well-separated
individual colonies and incubated at
37°C for 48 h. The same procedure is
repeated for the Palcam plates. Both
with duplicate,

For the Salmonella detection test: the
surface of an XLD plate is inoculated
with the culture obtained in the RVS

/ ”7_
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CONTA

using a 10 pl inoculation loop

R Wt weth-cporatod individoal

colonics are formed, A Brilliance
Salmonclla plate is imoculated in the
same way. The surface of an XLD
plate is inoculated with the culture
obtained in the MKTTn broth using a
10 pl inoculation loop so that well-
scparated individual colonies are
formed. A Brilliance Salmoneila plate
is inoculated in the same way. Both
with duplicate. Both with duplicate.
Incubate the plates for 24 + 3 hours at
3438°C.

For the 7-8-9-10 cheese sample:

From the cheese sample with buffered
watter, a tube was inoculated with 0.1
ml of the beoth with 10 mL of RVS
beoth (incubated at 41.5 °C for 24 hes
+3)and | ml was transferred into a
tube of assay with MTTn beoth and
incubate (34-38 °C for 24 4 3 hrs).
For the Listeria dctoction test, transfer
.1 ml of the incubsted and cariched
Half-Fraser broth to 10 ml of Fraser
beoth and incubate at 37°C for 24
howrs. The surface of a Listeria
Brilliance plate is inoculated with
beoth. Half-fraser using an eyelet to
form well-scparated individual
colonies and incubate at 37°C for 48
h. 'The same procedure is repeated for
the Palcamn plates.

We comtinued with the own
peoduction of a vegan cheese with soy
yogurt and cashew nut sceds and the
pH was od.

Lo

For sample 6:
o Amlysis of PC plates for total
bacterial count.

Half-fraser plates were cvaluated for
the Listeria detection test,

For ssmple 7-8-9-10;

Isolation of colonics that grew on
COLS agar.

A

/ ” 7;/




37°C for 48 b, The same peocedure is
repeated for the Pakcam plates. Both
with duplicate.

*  For the Salmonella detestion test: the
surface of an XLD plate is inoculated
with the culture obeained in the RVS
broth using a 10 il inoculation loop
50 that well-separated individual
colonies are formed, A Beilliance
Salmoncila plate is inoculated in the
same way. The surface of an XLD
plate is inoculated with the culture
obtained in the MKTTn broth using o
10 pl inoculation loop so that well-
scparated individual colonies are
formed, A Brilliance Salmonclla plate
is inoculated in the same way. Both
with duplicate. Incubate the plates for
24 4 3 howrs at 34.38 °C,

For sample 6:

*  Evaluation of Listeria detection test
with Frasser broth on Listeria
Brilliance and Palca plates.

For sample 7-8-9-10;

*  Analysis of PC plates for total

. lhlfffuuphamenlu«ll’of
the Listeria detection test.

*  Forall samples, the plates for the
Salmonella detection test (XLS and
Salmonelia Brilliance) were amalyzod.

§\
g

The vegan cheese sampling continues:

(samples 11-12-13-14-15)

*  For the total count of bacteria, 10 g
of sample was placed with 90 ml of
peptone NaCl and dilutions from -1 10
<9 were peepared, then they were
MmAuknnulm-of

and dh bated for

72 howrs 3t 30 0C.
*  For the detection of Bacillus, the -1
dilution from Peptons NaCl was

70

To test for Enterobacteriaceac,
dilutions from -1 to -5 were made and
placed on Crystal Violet, Newutral Red,
Bile Glucose Agar (VRBG) at 37 °C
for 24 hours.

For the E, coli detection test, dilutions
from -1 1o <5 were made and placed
on TBX agar, incubated at 44 °C for
18:24 bours.
For the Salmonella test, 28 g of
choese were placed in 225 g of
baffered peptone water at room
Incubate the cnelch

at 34-38°C for 18+ 2 hours.

For the Listeria test, 25 g of the
sample were placed with 2235 mi of
Half-fraser beoth at room

and incubatod at 30°C for 25 h.

2122024

Foe sample 11-12-13-14.15:

For the detection of Bacillus:
Analysis of the 3 COL S, Isolation of
the different colonies on new Col S
mumw.mm

mmm
Collection of colomies for
confirmation them incubated on a non-
selective nutricnt agas for 24 hat 37
"C.

For the E. coli detection test:
Evaluation of the plates,

For the Salmonella test the samples
placed in buffered peprone water were
inoculated in tubes with 0.1 m of the
broth with 10 mL, of RVS broth
(incubated ot 41.5 OC for 24 hrs +3)
and | ml was transferred into a test
tube with beoth of MKTTn and
incubated (34-38 “C for 24 £ 3 hrs).
For the Listeria detection test, 0,1 ml
of the incubated and enriched Half-
Frasser broth sample was transferred
%0 10 ml of Frasser broth and
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nrcruumm

ohl,uwunnll-mpuo
wwuﬁhluﬂm
broth and incubated at 37°C for 48 h,
The same procedure is repeated for
the Palcam plates,
Vegan chocse made from soy milk
and nuts was created in the dairy
processing kitchen of the food
microblology department, under strict
dards of good mamufacturing
practices and special care o HACCP
50 as not to affect the quality and
safety of the produxt. The purpose of
this peocedure is 1o determine the
appropriate time 1o inoculate the
product with Listeria and perfoem
amalysis of the survival and
propagation of this bacteria in a vegan
matrix compared to a diary matrix.

For sample 11-12-13-14-15;

For the detection of Bacillus: pative,
gram stains, catalase and oxidase tosts
asa way of identification of the
isolated bacterias were carried oot
For the Enterobacteriaceac:
Performing the oxidase test on

colonics were transferned 10 a tube
containing aa OF ghacose medium
and incubated for 24 hat 37 °C.

For the Salmonella detection test: the
surface of an XLD plate and a

i the RVS beoth, Also the surface of
a0 XLD plate and a Brilliance

e 1la plate were inoculated with
the cubture obtained in the MKTTn
beoth. Both with duplicate. The plates
wore incubated for 24 # 3 hours at 34-
38°C.

For the Listeria detection test: The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Fraser beoth and

/1 )\
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oy 3Apated at 37°C for 48 h. The same

1 ¢« procedure was repeated for the
Palcam plates. Both with duplicate.

*  Vegan choese made from soy milk

and nuts was created in the dairy
processing kitchen of the food
moholoudwml.uadam
dards of good

mwwdlpodnlmmlll\CCP
50 35 not to affect the quality and
safety of the product. The parpose of
this procedure ks to determine the
wepdmlhnlokmhﬂhe

Wmoﬂhuhuuhhlwpn
d to a diary matrix.

»—l_.._.-——- = = e

(43204 |  sample was placed with 90 ml of

m-mpu 1E-12-13-14-15:
For the total count of bacteria:
Analysis of PC plates,

*  For the Emterobacterioceor: Evalua-
tion of the ghucose tube.

o For the Salmonelia detection test:
Evaluation of the plates and other

fi y tests of suspicious colo-

o For the Listeria detection test: Half-
fraser plates were evaluated for the
Listeria detection test.

hn-nphll ~12-13-14-15:
For the Listeria detection test:
Evaluation of the Listeria Brilliance
and Palcam plates from the Frasser
broth, Additional tests were made to
firme for suspics rier

Microscopic appearance, Beta-
hemolysis, Catalase, Mobility test,
CAMP test

vegan yogusts: (samples 17-18:20.21-22)
o For the total count of bacteria, 10 g of




NaCl and dilutions from -1 10
placed on Agar for total count of
bacteria sad duplicate, incub

.l d for
72 hours at 30 0C.

o For the detection of Bacillus, the -1
dilution from Peptone NaCl was
cultured in Col S blood agar and
incubated at 370C for 24 hrs.

o Totest for Enterobacteriaccae,
dilutions from -1 10 -5 were made and
placed on Crystal Violet, Neutral Red,

Bile Glucose Agar (VRBG) at 37 °C

for 24 bours.

*  For the E. coli detection test, dilutions
from -1 to -5 were made and placed
on TBX agar, incubated at 44 °C for
18-24 howrs.

*  For the Salmonella test, 25 g of
choese were placed in 225 g of
buffered peptone water at room
tempenature, Incubate the ensichment
1 34-38°C for 18 £ 2 hours,

*  For the Listeria test, 25 g of the
sample were placed with 225 ml of
Half-fraser broth at room
and incubated st 30°C for 25 h.

The sampling project continwes with

vegan yogurts: (samples 17-18-20-21.22)

«  For the detection of Bacillus:
Analysis of the 3 COL S, Isolation of
the different colonies on new Col §
plates, and then incubated at 370C for
24 brs.

«  For the Enterobacteriaceac:
Collection of colonies for
confirmation then incubated on a non.
nbmwmuiu-fuuhun

. Fumﬁ.eondcmdmm
Evalustion of the plates.

o For the Salmonella test the samples
placed in buffered peptone water were
imoculated in tubes with 0.1 m of the
beoth with 10 ml, of RVS broth
(incubated at 41.5 OC for 24 hes +3)

72
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el was transferred into a test

“dube with broth of MKTTn and
incubated (34-38 °C for 24 4 3 hes).

o For the Listeria detection test, 0.1 mi
of the incubated and carichod Half-
Frasser broth sample was transferred
10 10 ml of Frasser broth and
incubated st 37°C for 24 hours. The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Half-frasser
beoth and incubated at 37°C foc 48 b,
The saenc procedure is repeated for
the Palcam plates

The sampling project continues with

wpm:(n-:pla 17-18:20.21.22)
For the detection of Bocilha: native,
gram staiss, catalase and oxidase tests
as & way of identification of the
isolated

Ing the oxidase test on suspicious col-
onies. Suspicious colonics were trans-
forred 10 8 tube containing an OF glu-
cose mediom and incubated for 24 h
at37%C.

*  For the Salmonella detection test: the
surface of an XLD plate and a

in the RVS broth. Also the surface of
an XLD plate and a Brilliance

Il plate were d with
the culture obtained in the MKTTn
broth. Both with duplicate. The plates
were incubated for 24 4 3 bours at 34.
38°C,

o For the Listerkr detection test: The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Fraser broth and
incubated at 37°C for 48 h. The samo
procedure was repeated for the
Palcam plates. Both with duplicate,

*  Vegan choese made from soy milk
and nuts was created in the dairy

b~

ing kitchen of the food




e of good manufacturing
peactices and special care to HACCP
50 25 not 1o affect the quality and
safety of the product. The puarpose of
this procedure is 10 determine the
appropriate time to inoculate the

propagation of this bacteria in a vegan
matrix compared t0 a diary matrix.

7732024

For samples 17-18-20.21-22:

*  For the total count of bacteria:
Analysis of PC plates.

o Forthe Emterobacterioceae: Evalua-
tion of the glucose tube.

*  For the Salmonella detection test:
Evaluation of the plates and other

G y tests of suspicious colo-
mics were perfomed, such as serologi-
cal examination and performance of
an APL

®  For the Listerfa detection test: Halfe
fraser plates were evaluated for the
Listeria detoction test,

*  Vegan cheese made from soy milk
and nuts was created in the dairy
processing kitchen of the food

departiacnt, under strict
dacds of good manufacturing

practices and special care to HACCH
%0 as not 10 affect the quality and

safety of the prodect. The purpose of
this procedure is to determine the

analysis of the survival and
propagation of this bacteria in a vegan
matrix compared to a diary matrix.

For samples 17-18-20.21.22:

o Forthe Listeria detoction test:
Evaluation of the Listcria Brilliance
2o Palcam plates from the Frasser

broth, Additional tests were made to

/0 5
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o For the total count of bacteria, 10 g of
sample was placed with 90 ml of
peptone NaCl and dilutions from -1 to
+9 were prepared, then thoy were
placed on Agar for 1otal cownt of
becteria and dupticste. incubsied for

72 howrs at 30 0C.

®  For the detection of Bacillus, the -1
dilation from Peptone NaCl was
cultured in Col S blood agar and
incubated st 370C for 24 hes.

*  To test for Enterobacteriaceae,
dilutions from -1 to -5 were made and
placed on Crystal Violet, Neutral Red,
Bile Glucose Agas (VRBG) 2t 37 °C
for 24 hours.

o For the E, coli detection test, dilutions
from «1 10 -5 were made and placed
on TBX agar, incubated at 44 *C for
18-24 hours,

*  For the Salmonclla test, 25 g of
cheese were placed in 225 g of
buffered peplone water a room

e Incubate the ensich
21 34-38°C for 18 £ 2 hours.

o For the Listeria test, 25 g of the
sample were placed with 225 ml of
Half-fraser broth at room
and incubated at 30°C for 25 h,

12372024

The sampling project continues with

vegan yogurts: (ssmples 23.24.25.26-27)

*  For the detection of Bacllus:
Analysis of the 3 COL S. Isolation of
the different colonies om new Col S
plates, and then incubated at 370C for
24 bex.

* For the Enterobacteriaceae:
Collection of colonies foe
con| then inceb

L




nutrient agar for 24 hat 37

o For the E. coli detoction test:
Evaluation of the plates.

«  For the Salmonella test the samples
placed in baffored poptone water were
inoculated in tubes with 0.1 m of the
beoth with 10 mL of RVS broth
(imcubated at 41.5 OC for 24 hes +3)
and | ml was transferred into a test
tube with broth of MKTTn and
incubated (34-38 °C for 24 + 3 hes).

*  Foe the Listeria detection test, 0.1 mi
of the incubated and enriched Half-
Frasser broth sample was transferrod
to 10 ml of Frasser broth and
incubated at 37°C for 24 howrs. The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Half-frasser
broth and incubated at 37°C for 48 b,
The same procedire is repeated for
the Palcam plates.

137372024

The sampling project continues with 3
vegan yogurts: (samples 23.24.25.26.27)
o For the detection of Bacilluy; native,

ndns.anhendouﬁh:mu

ferred to a tube containing an OF glo-
cose medium and incubated for 24 h
#37°C.

o For the Salmonella detection test: the
surface of an XLD plstc and o
Brilliance Safmonella plate were
inoculated with the culture obtained
in the RVS broth, Also the swrface of
-Xl.l)pluemdll!dlllmce
Salmonella plate were i lated with
the culture obesined in the MKTTn
beoth. Both with duplicate. The plates
wore incubated for 24 £ 3 hours at 34-
38°C.

o For the Listerio detection 1est: The

74
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The sampling project continues with
mm(nwhnn-ﬁm
For the total count of bacteria:

Analysis of PC plates,

*  For the Enterobacterioceae: Evalua-
tion of the glucose tube

o For the Safmomella detection test:
l:vduh-oﬂhepluu-do&u

y tests of suspicious cobo-

nics were perfomed, such as serologi-
cal examination and performance of
an APL

o Foe the Listerfa detection test: Half-
fraser plates were evaluated for the
Listeria detection test,

The sampling project continses with
mm(mzs-umm
For the Listeria detection test:
Evaluation of the Listeria Brilliance
od Palcam plates from the Frasser
MWMWM!&)
firm for suspi

Microscopic appearance,
wu.cmue.mnym
CAMP test

o Data

187372024

ata analysis.
The sampling peoject continues with
dairy yogurts: (samples 28-29-30-31.32)
®  For the total count of bacteria, 10 g of
samplo was placed with 90 ml of
peptone NaCl and dilutions from <1 to
9 were peepared, then they were
pbdonmhwulmor

nhmuao'c
o For the detection of Bacillus, the -1
dilution from Peptone NaCl was
cultured in Col S blood agar and
incubated at 37°C for 24 hes.
* To test for Emterobacteriocece,




S from -1 to -$ made and
ONVERSHOINACREo oL e

Bile Glucose Agar (VRBG) at 37 °C
for 24 howrs,

o Forthe E coli detection tess, dilutions
from -1 to -$ were made and placed
on TBX agar, incubated at 44 °C for
18-24 hours.

o For the Salmonella test, 25 g of
cheese were placed in 225 g of
buffered peptone water 3 room

Incubate the carich

a134.38°C for 18 4 2 hours.
o Forthe Listeria test, 25 g of the
sample were placed with 225 ml of

197372024

The sampling project continues with

uy yogurts: (amples 28:29.30.31.32).
For the detection of Bacillux:
Analysis of the 3 COL S. Isolation of
the different colonics on new Col S
plates, and then incubated 1 37°C for
24 hrs.

o For the Enferobacteriacene: Collec-
mo‘eoinnhl‘oreuﬂhndoothn

bated on 8 "
agar for 24 hat 37 °C,

o For the £ coli detection test: Evalua-
tion of the plates,

o For the Salmonelia test the samples
placed in buffered peptone water were
inoculated in tubes with 0.1 m of the
beoth with 10 ml. of RVS broth
(incubated 1 41.5 °C for 24 hes +3)
and | ml was transferred into a test
tube with beoth of MKTTn and
incubated (34-38 “C for 24 £ 3 hrs).

o For the Listeria detection test, 0.1 ml
of the incubated and enriched Half-
Frasser broth sample was transfeered
to 10 m! of Frasser broth and
incubated at 37°C for 24 hours. The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Half-frasser

75

and incubsted &t 37°C for 48 b

For the detestion of Bocillus: native,
mmmwaum
as a way of identification of the
isoloted bacterias were carried out.

*  For the Enterobuacteriaceae: Perform-
g the oxidase test on suspicious cole
forred to a tube containiag aa OF glu-
cose medium and incubated for 24 h
w37°C,

*  For the Salmonelia detection test: the
surface of an XLD plate and a
Brilliance Solmanclla plate were
inoculated with the culture obtained
in the RVS broth. Also the surface of
an XLI plate and a Brilliasce
Sal ila plate were inoculated with
the culture obtained in the MKTTn
broth, Both with duplicate. The plates
were incubatod for 24 + 3 hours at 34-
8°C.

o For the Listeria detection test: The
surface of a Listeria Brilliance plase
was inoculated with Fraser broth and
incubated at 37°C for 48 h. The same

21732024
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V.

The sampling project

dniry yogurts: (samples 28-29-30-31-32).
For the total count of bacteria:
Analysis of PC plates.

o For the Emterobacterioceoe: Evalua-
tiom of the glucose tube,

*  For the Salmonella detection test:
Evaluation of the plaes and other

‘/) ‘[_
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plates were evaluated for the
RN L dowoiom o

22372024 The sampling peoject continues with o 342024 F’nldnmpmhmdo-brdnn'n 3 /
mym(wuu-n-mn-m dairy. The swabs were taken 10 the W
For the Listeria detection test: / laboratory for further examisation. / .
Evaluation of the Listeria Brilliance < 4412024 Disry cheese and Vegan cheese made ]
and Palcan plates from the Frasser / r from 50y milk seed nuts was crested and /
broth. Additional tests were made to w&ymmofh /}. -/\
fiem foe suspicious colont ieroblology department, und
Microscopic appearance, Beta- strict standards of good mamufacturing
hemolysis, Catalase, Mobility sest, practices and special care to HACCP so
CAMP test -unamﬁnq&ﬁ{’:’d"mof
o Data analysis. G product. Tho perpowo
25732024 Gram stain, observation of bacteria, 8 dure is 1o d the ap i
oxidase and catalase reactions in saline m»mmmmm
for a client’s sample, previously cultured ) and g of the od
ubbdm‘n:uﬂuv;dm ! mofﬂl::kvuhnwpn
were tested presonce matrix
bacicria that may indicate mastitis and for San04 Diary Cheese and Vogan cheese made 6
traces of antibiotics prosent that make the from soy milk and nuts was created i the ]
milk unsuitable for human dairy processing kitchen of the food =
el o oo G L / e &)
for a client’s sample, previously cultured practices and special care 10 HACCP so
on blood The milk samples received J ¢ s not to affect the quality and safety of
murwhfwmepmof [' v mmmmo{w
bacieria that may indicate mastitis and for procedure is 10 & the app
traces of antibiotics present that make the mhmlﬂehwwbﬂmtﬂﬁuﬁ
milk unsusitable for buman consumption. -Amoﬁz"hdw:ﬂvﬂu
27732024 Gram stain, observation of bacteria, 3 propagation bacteria in a vegan
oxidase and catalase reactions in saline matrix compared to a matrix,
kudbm’aunple.mhalym 242024 *  We began with the challenge testof | 6 ’?
- mrumnu‘: it v Z" -i-a::l“y unr:nmh
were presence nocul /
bacteria that may indicate mastitis and for and subsequent ssmpling oa days 0, ’! 2
traces of antibiotics present that make the day 3 and day 7 to observe the /
- | milk unswitable for human consumption. mivnndmofmn
28732024 Gram stain, observation of bacteria, L} bacteria in the two matrices. The pre-
onidase and catalase reactions in saline }' crnrichmers and growth phase of the
e | | 42 it st
were tested both for the peesence of removed with an inoculation loop and
bacteria that may indicate mastitis and for transferred to 10 ml of BHI and
traces of antibiotics present that make the incubated stationary a1 37 °C for 24 b,
milk unsuitable for human consumption. . mmmw‘hﬁ«hm
22472024 Field sampling is carriod out for client’s | 8 £ U saline, oxidase and catal.
/

76




Start with Test 0

Control of the final inoculation and
inoculation of the samples using a
McFa device. The individual strains
were poured into a large test twbe, to

Subsequently, the mother cocktail is
diluted and inoculated on plates to
ensure that it actually contains Log 9.
Dilution levels: 7, 8, 9. Incubation
37°C, 24 h
Inoculation with L. innocua of the
yogurt mixtures is carried out. The
yogurt is divided into a total of 4
batches (300 g) of 100 g Stomacher
bags (20 Stomacher bags in total).
The batches that should contain
Listeria were inoculated. An initial
concentration of 107 CFU/g must be
reached. The inoculated amount is
shaken at 230 rpm for | min to
achieve uniform distribution of the
inoculate. The bags were stored in the
refrigerator at 6 *C for the following
examination points,
Determination of the total number of
bacteria: The sample was mixed with
90 g of NaCl peptone (this is already
a -1 dilution). Selected dilution levels:
<2 to -7 were added to an empty Petri
dish in duplicate. Aficr 45 minutes,

incubated with the lid closed in the
incubator at 30°C for 72 hours,
Quantitative analysis of Listeria: The
sample was placed in a bag with 225
£ of NaCl peptone (this is already a -1
dilution). Dilution levels are
performed: 0 (3x 0.33 ml), -1, -2.
Then 0.1 ml of the selocted dilution
levels were added 1o cach Listeria

77

detection limit, The plates were
placed with the [id down in the
incubator at 37°C for 48 h.

o Qualitative evaluation of listoria: the
sample was placed with 225 mi of
medium Fraser beoth st room

temperatuee, homogenized (230 rpe,
30 3] and incubmicd at 30 °C for 25 1,

*  Technological stedics (with noa-
inoculated samples): D 1l
of the pH value and Desermination of
the aw value.

Test TO;
o Quantitative asalysis of Listeria:
Evaluation of quantitative Listeria

mi of Fraser beoth and incebated at
37°C for 24 bours. Hall of the Fraser

1142024

surfiace of a Listeria Brilliance plate
using an eyclet 10 create well-defined
individusl colonics and incobated af
37°C for 48 howrs. The same was.

repeated foe Palcam plates.

1242004

Test TO:

o Determination of the total number of
besteria: Evaluation of PC plates for
the total number of hacteria,

o Qualitative evabuation of listeria:
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W@m of Half-Fraser plates,

COsTA

Quantitative analysis of listeria: The
sample was placed in a bag with 225
g of NaCl peptone (this is alrcady a -1
dilution). Dilution levels are
performed: 0 (3x 0.33 ml), -1, -2,
Then 0.1 ml of the selected dilution
levels were added to each Listeria
Brilliance plate in duplicate. The
original sample is divided into 3

plates of 0.333 ml cach to increase the

detection limit. The plates were
placed with the lid down in the
incubator at 37°C for 48 h.

* Technological studies (with non-
g (ST el

of the pH value and Determination of
the aw value

*  The second corrected protocol of the
Listeria inoculation test challenge in
vegan and dairy yogurts began to
compare which matrix best allows the
growth of Listeria, Cryoculture
cultivation was carried out for
inoculation. For the strain cocktail, |
uyocukurebud(@’(:)omn

d strains was fracti

Columbia blood agar with sheep
blood and incubated at 37 °C for 24
hours. . The Strains used: L. inocua: C
DSM 20649 (Rinderhim), Listeria
Inmocua 1V 2.1 (Salat R1Z), Listeria

inocua 146 (Zoonosen AG).

15/472024

¢ The second protocol for the Test
Challenge for inoculation of vegan
and dairy yogurts continues, The
following tests are performed (pH,
Aw, qualitative Listeria examination,
quantitative Listeria examination, and
total bacteria count). It is repeated
due to errors in the protocol.

*  Preearichment and growth phase of
the L. innocwa inoculate,

“The diary cheese samples continued:

samples 34-35-36-37-38-39.

78

total count of bactoria, 10 g of
was placed with 90 mi of
peptone NaCl and dilutions from -1 10
9 were peepared, thes they were
Mumhwmor
orla and dupticete. incobased for

diluticn from Peptone NaCl was
cubturcd in Col S blood agar and
incubatod at 37°C for 24 hrs.

o Totest for Enterobocterioceoe,
dilations from -1 10 -5 wore made and
placed on Crystal Violet, Neutral Red,
Bile Glucose Agar (VRBG) a 37 °C
Sor 24 hours.

o Forthe E coll detection test, dilutions
from «1 10 <5 were made and placed
on TBX agar, incubated st 44 °C for
1824 hours.

«  For the Salmonella tost, 25 g of
cheese were placed in 228 g of
buffered peptone water at room

_ Incobate the carich
wt 34-38°C for 18 & 2 bowrs,

o Forthe Listersa test, 25 g of the
sample were placed with 225 ml of
Half-feaer beoth s room
and incubated 28 30°C for 25 b,

16472024

Test Th:

*  Coatrol of the final inoculation and
moculation of the samples using a
McFa device. Then the mother
cockiail was dilted and incculated
on plates to ensure that it actuslly
contains Log 9. Dilution levels: 7, &,
9. Incubation 37°, 24 h.

*  Inoculation with L femocss of the
Yogurt mixtures was carried out. The
yogurt was divided o a total of 4
Batches (500 g) of 100 g Stomacher

Lisseria were inoculased by adding
100 pl of the -4 dilution to the
Stomacher bags and shaken ot 230
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it of the inoculate. The bags
were stoced in the refrigerator i 6 °C
for the following examination points.

*  Determination of the total number of
bacteria. For the total count of
bacteria, 10 g of sample was placed
with 90 mi of peptane NaCl and
dilutions from -2 to -7 were propared,
then they were placed oa Agar for
total count of bacteria and duplicate,
incubated for 72 houes at 30°C,

*  Quantitative Listeria test: The sample
wits mixed with NaCl peptone.
Dilution levels are perfarmed: 0 (3x
033 ml), -1, -2. 0.1 ml of the selected
dilution levels were added to cach
Listeria Brilliance plate in duplicate.

The original was divided into
3 plates of 0.333 mil cach 1o increase
the detection limit, The plates were
placed with the lid down in the
incubator at 37°C for 48 h.

*  Qualitative evaluation of Listeria the
mmmmm
Fraser broth at room
hunogmmdlm'm\)oslmd
incubated a8 30 *C foe 25 h .

*  Technological studies (with noa-

“BOr R | PRI (S0

of the pi value and Deternsination of
the aw vale,

Diary cheese sampling is continued:

samples 34.35.36-37-38-39,

o For the detection of Bacllu:
Analysis of the 3 COL S. Isolation of
the different cofonics on new Col S
plates, and then incubated at 37°C for
24 hes,

*  Forthe Enterobacteriacene: Collec-
mamnmm&m
incubated on a
agar for 24 hat 37 °C.

® Forthe E. coli detection test: Evalua-

79

placed in buffered peptone water were
inoculated in tubes with 0.1 m of the
beoth with 10 ml. of RVS broth
(incubated at 41.5 °C for 24 hrs +3)
and 1 ml was transferred into a test
tube with broth of MK'TTn and
incubated (34-38 °C for 24 4 3 hrs),

o For the Listeria detection test, 0.1 ml
of the incubated and enriched Half-
Frasser broth sample was transferred
to 10 ml of Frasser broth and
incubated at 37°C for 24 hours, The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inoculated with Half- frasser
broth and incubated ot 37°C for 48 h.
The same procedure is repeated for

the Palcam plates..

17/42024

Test TO:

*  Quantitstive analysis of listeria:
Evaluation of guantitative Listeria
Brilliance plates,

*  Qualitative evaluation of listeria: 0.1
mi of incubated and enriched Fraser
broth medium was transferred to 10
ml of Fraser broth and incubated at
37°C for 24 hours. Half of the Fraser
broth was then inoculated onto the
surface of a Listeria Brilliance plate
and incubated at 37°C for 48 hours.
The same was repeated for Palcam
plates,

Diary choese sampling is continued:

samples 34-35-36-37-38-39,

o For the detection of Bacilluy: native,
gram stains, catalase and oxidase tests
25 a way of identification of the
isolated bacterias were carried out.

*  For the Emtervbacterioceoe: Perform-
ing the oxidase test on suspicious col-
ondes, Suspicious colonies were trans-
ferred 10 a tube comaining an OF ghu-
cose medium and incubated for 24 b
37 °C.

b7




in the RVS broth, Also the surface of
an XLD plate and a Brilliance

plate were inoculated with
the culture obtained in the MKTTn
were incubated for 24 4 3 houes a1 34«
38°C.
For the Listeria detection test: The
surface of a Listeria Brilliance plate
was inocculated with Fraser beoth and
incubated at 37°C for 48 h. The same

surface of a Listeria Brilliance plato
using an eyelet to create well-defined
individual colonics and incubated at
37°C for 48 hours, The same was
repeated for Palcam plates,

Diary cheese sampling is continued:
samples 34.35-36-37-38-39,

For the total count of bacteria:

Analysis of PC plates.

For the Emterobacteriacene: Evalua-

tion of the ghicose tube.

For the Salmonella detection test:

Evaluation of the plstes and other
fi y tests of suspicious colo-
nies were perfomed, sich as serologi-

cal examination and performance of

an APL

For the Lisseria detoction test: Half-
fraser plates wore evaluated for the
Listeria detection test.

W
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;0 (3x
033 ml), <1, -2. 0.1 ml of the selected
diltion levels were added 10 each
Listeria Beilliance plate b duplicate,
The exiginal sample was dividod into
3 plates of 0.333 ml cach 1o increase
the detection Hmit, The plates were
placed with the lid down in the
incubator at 37°C for 48 h,

o Technological stadies (with noa-
inoculated samples): D P
of the pHl valug and Desermination of
the aw valee,

Diary cheese sampling is continued:
samples 34-35-36-37-38-39.
o Forthe Listeria detection test:

*  Determination of the total number of
bacteria. For the tetal count of
bacteria, 10 g of sample was placed
with 90 sl of peptone NaCl and
dilutions until -7 were prepaccd, thes

they were placed on Agar for total
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Dilution levels are performed: O(Jx
0.33mi), -1, -2, -3.. 0.1 ml of the
sclected dilution levels was added to
cach Listeria Brilliance plate in
duplicate. The original sample was
divided into 3 plates of 0.333 ml cach
10 increase the detection limit, The
plates were placed with the lid down
in the incubator at 37°C for 48 h,

*  Qualitative evaluation of Listeria the
sample was mixed with medium
Frases broth at room temperature,
homogenized [230 rpm, 30 5] and
incubated mt 30 °C for 25 b

. Teth-olodedﬂu\is(w‘amn-

1 des): x
aummmmma
the aw value,

24542024

Test 17

o Quantitative analysis of Listeria is
performed through the cvaluation of
quantitative Listeria Brilliance plates.

o Qualitative evaluation of Listeria is
performed. 0.1 ml of the incubated
and enriched Frascr broth medium
was transferred to 10 mi of Fraser
beoth and incubated st 37°C for 24
hours, Fraser broth was then
moculated onto the surface of a
Listerta Brilliance plate using an
cyelet to create well-defined
individusl colonics and incubated at
37°C for 48 hours, The same was

repeated foe Palcam plates.

250472024

Test T7
*  Aquantitative analysis of Liseria

o Aqualitative evaluation of Listeria
was porformed, Fraser broth was

inoculated onto the surface of a

81

] mhww-arcwa
hours. The same is repeated for
Palcam plates.

26/472024

Test T7
. Dmumolwwmbuot

(samples 25-26-27). For the total
count of bacteria, 10 g of sample was
placed with 90 mi of peptone NaCl
and dilutions from -1 to +9 were
prepared, thea they were placed on
Agar for total count of bacteria and
duplicate, incubated for 72 hours at
30°C.

*  The Listeria inoculation challenge test
began with vegan and dairy cheeses
0 compare which matrix best allows
the growth of Listeria. Cryoculture
cultivation was carried out for
imoculation. For the strain cocktail, |

agar with sheep
blood and incubated at 37 °C for 24
hours, The Seralns used: L. imocur: C
DSM 20649 (Rinderhim), Listeria
dmnocoa 1V 2.1 (Salat R1Z), Listeriar
inocua 146 (Zoonosen AG).

b g

Test 17
o Qualitative evaluation of Listeria
from Fraser plates

The sampling of vegan yogurts was

/ I{'l' ‘7‘,\




26.26-27). Analysis of the PC plates,

Test Challenge of Vegan and diary
cheeses

Test TO:

o Control of the final inoculation and
inoculation of the samples using a
McFa device. Then the mother
cockiail was diluted and inoculated
on plates to ensure that it actually
contains Log 9. Dilwtion levels: 7, 8,
9. Incubation 37°, 24 h.

*  Inoculation with L. imsocua of the
cheese mixtures was carried out. The
cheese was divided into a total of 4

Listeria were inoculated by adding
100 pl of the -4 dilution to the
Stomacher bags and shaken at 230
rpm for | min to achieve uniform
distribution of the inoculate, The bags
were stored in the refrigerator at 6 °C
for the following examination points.

*  Determination of the total nember of
bacteria. For the total count of
bacteria, 10 g of sample was placed
with 90 ml of peptone NaCl and
dilutions from -2 to -7 were prepared,
then they were placed on Agar for
total count of bacteria and duplicate,
incubated for 72 hours at 30°C.

o Quantitative Listeria test: The sample
was mixed with NaCl peptane.
Dilution levels are performed: 0 (3x
0.33 mi), -1, <2. 0.1 ml of the sclected
dilution levels were added to each
Listeria Brilliance plate in duplicate,
The original sample was divided into
3 plates of 0.333 mi cach to increase
the detection fimit. The plates were
placed with the Iid down in the
incubator at 37°C for 48 b,

ive evaluation of Listerfa the

was mixed with medium
Fraser beoth at room semperaterc,
homogenized [230 rpen, 30 3] and
incwbated at 30 °C for 25 b,

*  Tochnological stodies (with mon-
N ine - PYSERTN FERA
of the pHl valee and Descrmination of
the aw value,

Test T0:

o Quantitative analysis of Hstoria:
Evaluation of quantitative Listeria
Beilliance plates.

*  Qualitative evaluation of listeria: 0.1
ml of incebated and cariched Fraser
beoth medisem was transferred to 10
ml of Feaser broth and incubated at
37°C for 24 boses, Half of the Fraser
broth was then inoculated onto the
surface of a Listeria Brilliance plate
and incubated at 37°C for 48 howrs.
The same was repeated for Palcam
phates.

V]

=

repeated plates.
Evaluation of Half-Fraser plase.

Test TO:

o Quantitative analysis of Listerfa:
Evaluation of quantitative Listeria
Brilliance plates.,

o Qualitative assessment of Listeria:
Fraser broth was inocalated into the
surface of a Listeria Brilliance plate
wsing an cyclet 10 croate well-defined
Tedividusl colonics and incubated af
3I7°C foe 48 hours. The same was

for Palcam

Test TO:

*  Determination of the total sember of
bacteris: Evaluation of PC plates for
the total number of bacteria.

*  Qualitative evaluation of Fisteria:
Evaluation of Half-Fraser plate.

Test T3

o Quantitative Linteria test: The sample
wizs mixed with NaCl peptone.
Dilstion levels are performed: 0 (3x

82




), =1, +2. 0.1 ml of the sclected
e ileion levels were added to ecach
uaen‘&ilhnphtnw
The original sample was divided into
3 plates of 0.333 ml cach to increase
the detoction fimit. The plates were
placed with the lid down in the
incubatoe at 37°C for 48 b,
*  Technological studics (with non-
PR Lo P

of the pH valise and Determination of
the aw value.

Test TO
*  Qualitative evaluation of Listeria

o  Determination of the total nmber of
bacteria. For the total count of
bacteria, 10 g of sample was placed
with 90 ml of peptone NaCl and
dilutions umtil -7 were prepaced, then
they were placed on Agar for total
count of bacteria and duplicase,
Incubated for 72 hours at 30°C,

;0 (3x
033 mi), -1, -2, 3. 0.1 ml of the
selected ditution levels was added to
cach Listerio Brilliance plate in
duplicate, The original sample was
divided im0 3 plates of 0.333 ml cach
to increase the detection limit. The
plascs were placed with the lid down
in the incubator at 37°C for 48 h.

o Qualitative evaluation of Listeria the
sample was mixed with medium
Fraser broth at room temperatere,

[230 rpen, 30 s} and
incubated at 30 °C for 25 h.

*  Technological studies (with noa-

moculated samples): Determination

52024

of the pH value ssd Determination of

83

was transferred o0 10 ml of Fraser
beoth and imcubated at 37°C for 24
bours. Fraser broth was then
inoculated onto the surface of &

1352024

10/572024

*  Determination of the togal number of
bacteria by evaluating the PC plates
for the total mumber of bacteria

. Amm-.lyﬂsd'wv

Analysis of

Listeria Brilliance plate and incubated

\

~ L\

E,

L

o Tosts for determination of bacteria
that grew from the milk samples of

S0 |

=




_ chromoculture agar,
Mlldlmhbwm

scsculin, pyrase, Serogroup B,
serogroup C, Hipp test)

15152024

| 16/572024

17/5/2024

*  The milk samples received were

tested both for the presence of
and for traces of antiblotics present
that make the milk unsusitable for
human conssmption.

Tests for determination of bacteria
that grew from the milk ssmples of
the clinic animals (KOH, Oxidase,
Katalase, Staphylase, Coagulase,
Culture in chromoculture agar,

I

*  The milk samples received were

testod both for the presence of
bacteria that may indicate mastitis
and for traces of antidiotics present
that make the milk unsuitable for
human
Tests for deternsination of bacteria
that grew from the milk samples of
the clinic animals (KOH, Oxidase,
cagulase,

Ficld sampling is carried out for

client's dairy. The swabs were taken
10 the Isboratory for further
cxamination,

21/572024

Diary cheese and Vegan choese made
froen soy milk and nuts was created
2 in the dairy p ing kitchen of

84
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mmmntdsofpod

nmuf'luum;mmdwll
care to HACCP 50 as not to affect the
quality and safety of the product

In the case of the vegan product,
several types of soy and almond-
based milk were tested to determine
which is most effoctive and safe when

ing the

237572024

Ll B

27/5/2024

281872024

[ 29/5/2024 |

Diary cheese and Vegan cheese made
from soy milk and nuts was created
and in the dairy processing Kitchen of
the food microbiology

under strict standards of good
manufacturing practices and special
care to HACCP 50 as not 1o affect the
quality and safety of the product

In the case of the dairy product,
several types of milk with different
fat concentrations were tested to
determine which was most effective
in creating a safe subproduct suitable
for human i

|___for human consumption.
Presentation of results of the project

mied«ntoﬂnbopmm
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S-npliulwrlnlllvenoddwyfor
g and

of biological

luuuhﬂum-ynﬂea lhequlkyol‘ﬂn
milk at the time of its collection.

Diary cheese and Vegan cheese made
from soy milk and nuts was created
and in the dairy processing kitchen of
the food microbiology department,
under strict standards of good
manufacturing practices and special
care to HACCP 50 as not 1o affect the
ity and safety of the

=
?._/

Sampling tour in a livestock dairy for
p Iysis of biological

pling and analy el
hazards that may affect the quality of the
milk at the time of its collection.
Gram stain, observation of bacteria in

sali

oxidase and catalase reactions for
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Anexo 9. Certificado del Instituto de Calidad y Seguridad Alimentaria de la Escuela Superior de Medicina Veterinaria
(TiHo), Hannover, Alemania

Stiftung Tierédrztliche Hochschule Hannover

5 s o R . " isfacti
University of Veterinary Medicine Hannover Ms. Alvarenga Castro completed her assigned tasks to our complete satisfaction,

showing the utmost care and initiative. Within a very short time, she was able to plan,
carry out and evaluate her scientific experiments independently and with ease. She
documented test results clearly and presented them confidently in a final oral
presentation.

Stung 3
sicharhe, Bschofsholer Damm 15, 30173 Hannover

und Institut fdr Lebensmittelqualitit und
it

Ms. Alvarenga Castro integrated fast and very well into our team. She was a friendly,
Or. Johanna Vahle

PD Dr. Nadja JeBoeger valued, well-liked trainee and an enrichment to the department. Furthermore, she
;f:;ﬁ::\::mu addressed concerns or problems directly, objectively and in a solution-oriented manner.

Tel +49 511 8567517
Tel, +49 511 856.7547 We thank Ms. Alvarenga Castro for her work in the department and are happy to

P49 511 e welcome her back at any time. In the meantime, we wish her all the best for her career.
fohanna.Vahie@tiho-hannaver de
Nadja jessberger@uho-hannover.de
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Dr. Joh Vahl PD Dr. Nadja JeRb
Ms. Lucia Alvarenga Castro intemed as a trainee at the Department of Food - Jehanna vanie PR

Microbiology, Institute for Food Quality and Safety, Uni ity of y Medici
Hannover, from 01.02.2024 to 29.05.2024.

The Dep: of Food Mi iology ises three main areas of activity. First, it is
involved in teaching and training of veterinary students. Second, various research
projects are for instan garding ial biofilm ion and surface
disinfection using plasma water, as well as thermal inactivation of pathogens at low
temperatures. Finally, the service sector is an important part of the department. In the
DAKKS-: i i both and goods are tested for
hygiene indicators and foodborne pathogens.

Here she acquired experience in the routine testing of food samples in accordance with
official standards as well as good microbiological practice. After her initial training, Ms.
Alvarenga Castro was assig| her own project on mi i ical safety of
vegan yoghurt and cheese ives. Her ibilities included

i 1 and ion of the microbiological i igati In addition to
determining the microbiological status of the products, she also carried out challenge
tests to i i growth and i of Listeria innocua as a surrogate organism

for Listeria monocytogenes.

www.tiho-hannover.de
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