UNIVERSIDAD NACIONAL PEDRO RUIZ GALLO
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

DEPARTAMENTO ACADEMICO DE
MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

Efecto de las temperaturas 65, 73 y 89 °C durante 3 y 3,5 minutos en el

control de diferentes concentraciones de Listeria monocytogenes.

TESIS

Para optar el titulo profesional de
LICENCIADA EN
BIOLOGIA - MICROBIOLOGIA - PARASITOLOGIA

AUTORA

Br. Calderdn Jiménez, Anghela Patricia

ASESORA
Dra. Albino Cornejo, Graciela Olga

LAMBAYEQUE - PERU
2023



Efecto de las temperaturas 65, 73 y 89 °C durante 3 y 3,5 minutos en el

control de diferentes concentraciones de Listeria monocytogenes.

TESIS

Para optar el titulo profesional de

LICENCIADA EN
BIOLOGIA - MICROBIOLOGIA - PARASITOLOGIA

APROBADO POR EL SIGUIENTE JURADO

Dra. Gianina Llontop Barandiaran 76%;@

PRESIDENTA
V() P
, P b i
Dr. Alberto Diaz Zapata . e/ i
SECRETARIO

Dra. Carmen Rosa Carrefio Farfan

VOCAL

Dra. Graciela Olga Albino Cornejo

ASESORA

LAMBAYEQUE, PERU
2023



DEDICATORIA

Este trabajo se lo quiero dedicar en primer lugar a mis padres que con tanto esfuerzo me
han apoyado durante mi tiempo como integrante de esta casa de estudios universitarios,
dandome valor, fuerza y motivandome para concluir con todo lo que refiere a mi vida

profesional.

Dedicéarselo también de manera especial a mi asesora, la Dra. Graciela Albino Cornejo,

por lo ensefiado durante mi tiempo como su estudiante y hasta el término de mi carrera.
Espero que mi desenvolvimiento como profesional sea de beneficio para la sociedad que

siempre estd necesitando de personas que hagan un mundo mejor con la ciencia como su

eje principal.

Anghela Patricia Calderén Jiménez



AGRADECIMIENTO

Quiero agradecer al Laboratorio SINVBIOL EIRL por darme la oportunidad de realizar
la experimentacion de mi proyecto en sus instalaciones y por financiar la investigacion

mediante la compra de medios de cultivo, reactivos, material de laboratorio y el uso de

sus equipos. Ademas, agradecer al personal del laboratorio que me guiaron e impulsaron

para mejorar y obtener buenos resultados durante mi trabajo.

Anghela Patricia Calderén Jiménez



INDICE

l. INTRODUCCION.....cceiiiiiiiieernrrrirerarrrseeeeeeeeeeeeeeeesessssnnnnne 13
1. MARCO TEORICO......ccuucirtuiiriieereeerrrieeesneeersenerssnneesnneessnns 15
2. L ANEECEARNECS. .. ettt e 15
1. METODOSY MATERIALES ....cuuvuniriirnirieeneneeneeneeneesnesnns 19
3.1.Tipoy Disefio de INVEeStiGacion ..........couvuiiriiine it iiieiteineeeeeree e 19
3.2.Poblacion, muestra y criterios de investigacion ................ocoeiiiiiiiiiininn, 19
321, POBIACION. ... et 19
3.2.2. IMUESEIA Y MUESLICO . .vvttintt ettt et et ettt eee e e aaans 19
3.2.3. Criterio de seleccion de lamuestra ............ooeiiiiiiiiiiiiiiiiieeaaes 19

3.3.Métodos, técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos ......19

330 MBIOAO oo, 19
30302 TCIMICAS oottt e, 20
32330 INSIUMENLO .. vttt et e e e e e e e 20
3.4.Procedimientos de recoleccion de datos ......ooneenneeeeene e 20
3.4.1. Preparacion de los medios de cultivo (caldo Fraser, medio Aloa) ............. 20

3.4.2. Reactivacion de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932

............................................................................................. 21
3.4.3. DIlUCIONES SUCESIVAS ...ttt ettt e e eaes 22
3.4.4. Tratamiento de las diluciones a diferentes tiempos y temperaturas ........... 24
3.4.5. Recuento de MIiCTOOrZANISINOS . ..uuutrtentantantentteneeneaneeeaneeeeaneeanns 25
3.4.6. Procesamientoy analisisde datos .............coovviiiiiiiiiiiiiiiiie e, 26
IV.  RESULTADOS. ..citiiiiiiiiitiiiiiitiiiiiitiiiietitieetatsecassesasnesnes 27
4.1.Analisis MiCrobIOIOZICO. ... .utntie ettt 27
4.2. Andlisis EstadistiCo.......o.ovuiiniii 32
4.2.1. Contraste de hipOteSIS. . ...oueiuiitiieiii et e e ens 32



4.2.1.1. Evaluacién en la primera experimentacion con los factores de
TS 1T 32

4.2.1.2. Evaluacion en la segunda experimentacion con los factores de estrés

.......................................................................................... 34
4.2.1.3. Evaluacién en la tercera experimentacién con los factores de estrés

.......................................................................................... 36
V. DISCUSION ....ccciiiiiieiiiiiiiiuiiieseseaseeeeeeeeeeesesesesessssssnnnnssssssens 39
VI. CONCLUSIONES. .. it tiitiiitiiiiiiietiiietiietteietiesstssssssssssscsssssnsses 41
VII. RECOMENDACIONES ...cctiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinieiaiiecatenscnnnes 42
VIII. REFERENCIAS ....iiitiiiiiiietiiiuiiietiotetsecsssessssssassssasosassosasonsses 43
IX. ANEXOS aiiiieiiiiiiiiieiiiiiinieteeienietesessssessensasssssssnsssnsssssasasnsns 46



INDICE DE FIGURAS

Figura 1: Medios de cultivo utilizados y sus suplementos ..................ccooeveiinnnnt. 21

Figura 2: Siembra de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 en
MEAIO AlOA ...t e 22

Figura 3. Preparacion de la solucion madre de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo

Figura 4. Preparacién de diluciones sucesivas 101 a 10° de la cepa Listeria
monocytogenes  (serotipo  4b) ATCC 13932 en tubos con agua
[O1=T 01 0] g o - W RSO URURPRY A |

Figura 5. Siembra de las diluciones 10 a 10 de la cepa Listeria monocytogenes
(serotipo 4b) ATCC 13932 enplacas Petri.......c.cocvee e ieeiee e e 24

Figura 6. Exposicion de las diluciones 10 a 10 de la cepa Listeria monocytogenes
(serotipo 4b) ATCC 13932 a diferentes temperaturas (65, 73y 89°C) y tiempos (3y 3,5

MINULOS) €1 DATIO MIAFIA ..o et e 25

Figura 7. Crecimiento de colonias de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932 en Medio AlOA ... ..onineiie e e e e 27

Figura 8. Pruebas bioquimicas realizadas a la cepa Listeria monocytogenes (serotipo
AD) ATCC 130932, .ot eeeeeeeeeee eeeeeeee ee 27

Figura 9. Crecimiento de colonias de las diluciones 10! a 10 de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 expuestas a diferentes temperaturas (65, 73y
89°C) y tiempos (3Y 3,5 MINULOS) ... ..ot ittt 28

Figura 10. Crecimiento de colonias en medio Aloa de las diluciones de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 expuestas a las temperaturas de 65°, 73°y 89°C
durante 3y 3.5 MINUIOS. ... .uiti e e e e 30



INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 en diferentes diluciones en las 3 veces que se

realiz el eXPerimeNtO. ... ..ot 29

Tabla 2. Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 a temperaturas y tiempos diferentes partiendo

de indculos conocidos obtenidos de las diluciones 102a106............ccocevveeee .31

Tabla 3. Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) crecidas a partir
de la siembra de un indculo, en agar Aloa, por cada dilucion expuesta a factores de
temperatura (65°, 73°y 89° C) y tiempo (3 y 3.5 minutos), en la segunda experimentacion

.31
Tabla 4. Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) crecidas a partir
de la siembra de un indculo, en agar Aloa, por cada dilucion expuesta a factores de
temperatura (65°, 73°y 89° C) y tiempo (3 y 3.5 minutos), en la tercera experimentacion

.32
Tabla 5. Analisis de las variables en la primera experimentacion con los factores de

B S e et e et oo e e e e e e e e e e e e e et e e e e et e e e 0233

Tabla 6. Determinacion del modelo de regresion del control de crecimiento de Listeria
monocytogenes (Serotipo 4b) ATCC 13932.......oo oo vt it et e e e e e e e e e 00000 33

Tabla 7. Media de colonias (UFC/ml) presentes en la exposicion de temperaturas en la

PriIMEra experiMmentaACiOn ... ... ... ... ... ... ceeee eeriee ee e eee eee et st s e vee vee aen aen s anvee vee 1ee. OB
Tabla 8. Andlisis de las variables en la segunda experimentacion............................35

Tabla 9. Determinacion del modelo de regresion del control de crecimiento de la cepa
Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932.......c.couiiiiiiiniiiiiisiseeeees e 35

Tabla 10. Media de colonias (UFC/ml) presentes en la exposicion de temperaturas en la

segunda exXperimentacCioN ... ... ......coovt e ee et e e et et e e et e e e e e e en e 2. 30

Tabla 11. Analisis de las variables en la tercera experimentacion.............................37

8



Tabla 12. Determinacion del modelo de regresién del control de crecimiento de la cepa
Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932.......cc v voiieecei e e e e e 37

Tabla 13. Media de colonias (UFC/ml) presentes en la exposicion de temperaturas en la

tercera eXperimentaCion ... ... .. .. oo oo vt veecet et et et et et e een e e e e e e s e een eeees 200 38



INDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Matriz de operacionalizacion...........

Anexo 2. Instrumento de recoleccion de datos

10



RESUMEN

La investigacion se desarrollo en base a la necesidad de controlar el crecimiento de
Listeria monocytogenes. La metodologia fue de tipo experimental factorial, con una
poblacién representada por la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932,
en donde se tomd como muestra no probabilistica las concentraciones de 103, 104, 10°%y
108, teniendo como variables de estudio el tiempo de 3 y 3,5 minutos y las temperaturas
de 65, 73 y 89°C, haciéndose 3 repeticiones del experimento. Los medios de cultivo

selectivo empleados fueron Caldo Fraser y Medio Aloa.

El método de estudio fue hipotético deductivo, con el empleo de la técnica de la
observacion, anotacion y comparacion de los resultados. Se observd el control de
crecimiento que tienen estas variables al incidir sobre las concentraciones de la cepa
Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932. Una vez obtenidos estos resultados
se procesaron los datos por medio del software estadistico SPSS V 26.00. Como
resultado, se obtuvo una disminucion del patdgeno a una temperatura de 89°C durante un
tiempo de exposicién de 3 a 3,5 minutos, dando una posible solucién con una alta

temperatura a las industrias alimentarias.

Palabras clave: temperatura, crecimiento, concentraciones, Listeria monocytogenes.
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ABSTRACT

The research was developed based on the need to control the proliferation of Listeria
monocytogenes. The methodology was of a factorial experimental type, with a population
represented by the strain Listeria monocytogenes (serotype 4b) ATCC 13932, where
concentrations of 103, 104, 10° and 108 were taken as a non-probabilistic sample, having
as study variables the time of 3 and 3.5 minutes and temperatures of 65, 73 and 89°C,
making 3 repetitions of the experiment. The selective culture media used were Fraser
Broth and Aloa Medium.

The study method was hypothetical deductive, with the use of the observation technique,
annotation and comparison of the results. The growth control that these variables have
when influencing the concentrations of the Listeria monocytogenes strain (serotype 4b)
ATCC 13932 was observed. Once these results were obtained, the data was processed
using the statistical software SPSS V 26.00. As a result, a decrease in the pathogen was
obtained at a temperature of 89°C during an exposure time of 3 to 3.5 minutes, giving a

possible solution with a high temperature to the food industries.

Keywords: temperature, growth, concentrations, Listeria monocytogenes.
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. INTRODUCCION

Listeria monocytogenes es una bacteria bacilar Gram positiva anaerobio
facultativa, de tipo intracelular y no esporulante, causante de la listeriosis, la cual puede
ser contraida por la ingesta de alimentos con elevada carga bacteriana (Vasquez,
Biminchumo, Villareal y Silva, 2020). Esta es considerada como un patégeno de alto
riesgo, debido a que cuenta con la caracteristica de sobrevivir y multiplicarse en
condiciones ambientales de alta restriccidn, en relacion con otras especies bacterianas
(Alonso, 2018).

La bacteria se ha logrado aislar de plantas de procesamiento de alimentos, heces
de animales y suelo. Las buenas practicas de fabricacion y las leyes de seguridad
alimentaria han ayudado a reducir la incidencia de listeriosis; sin embargo,
aproximadamente 1500 infecciones y 255 muertes todavia ocurren anualmente. Exhibe
una tasa de mortalidad particularmente alta en individuos con sistemas inmunoldgicos
comprometidos y lo que resulta en un aumento de los abortos en mujeres embarazadas
(Yaoetal., 2018).

Los problemas por presencia de L. monocytogenes en el sector alimentario se ha
dado en diferentes regiones del mundo, como el brote en Austria y Alemania en quesos
durante el 2009, Inglaterra en el 2011 por quesos también, en EE. UU por una variedad
de melon en el 2011 (Orihuel, Berto, Canet y Lorenzo, 2012).

En Ica se realizé un estudio de tipo descriptivo y transversal para determinar la
presencia de Listeria monocytogenes en 74 muestras de quesos frescos, provenientes de
4 mercados diferentes, de las cuales tres resultaron positivas. Una muestra positiva
correspondio6 al mercado Alejandro Toledo y las otras dos muestras, al mercado Modelo.
Debido a que en éste el queso es almacenado junto con embutidos, puede ocasionar una

contaminacion cruzada (Espinoza, De La Torre, Salinas y Sanchez, 2004).

En Trujillo llevaron a cabo un estudio en el que analizaron 60 muestras de quesos
y leche fresca de mercados y establos para la identificacion de Listeria monocytegenes, a
través de la identificacion de la bacteria con pruebas bioquimicas, dando como resultado
que el 3.34% de Listeria monocytogenes estuvo presente en las muestras de quesos,
mientras que en la leche fresca no hubo identificacion de este patdgeno (Diaz, Chavez y
Sauceda, 2012).
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Las cepas aisladas pueden ser introducidas en las plantas industriales en algun
punto de la cadena de produccion de alimentos, formando en algunos casos biofilms, lo
cual las vuelve resistentes a procesos de desinfeccion y de peligro en aquellos alimentos
gue no son cocinados (Orihuel et al., 2012). Listeria monocytogenes, puede sobrevivir a
una amplia gama de temperaturas, incluida la refrigeracion, se encuentra en carnes,
cremas para untar y quesos, asi como en leche cruda y productos lacteos. Se inactiva por
coccidn y pasteurizacion; sin embargo, si no se practican procedimientos de saneamiento
adecuados, el riesgo de infeccion para el publico a través del procesamiento de alimentos

puede provocar enfermedades (Yao et al., 2018).

La pasteurizacién es un proceso térmico relativamente suave (temperaturas
menores a 100°C) cuyo objetivo es el exterminio parcial de la flora acompafante y total
de la flora patdgena, ademas de inactivar enzimas perjudiciales y prolongar de esta
manera la vida util de los alimentos sin dafiar su composicion (Encina, Bernal y Rojas,
2013).

De ahi que, la presente investigacion haga referencia a altas temperaturas que se
usan para pasteurizar frutas y hortalizas, aplicando en condiciones de laboratorio 3
diferentes temperaturas a determinadas concentraciones de la cepa y en 2 diferentes
tiempos, con la finalidad de determinar a qué temperatura y tiempo se logra controlar el

crecimiento de Listeria monocytogenes.

Por consiguiente, se ha planteado como objetivo principal determinar el efecto de
las temperaturas 65, 73 y 89°C durante 3 y 3,5 minutos en el control de Listeria
monocytogenes a concentraciones obtenidas de las diluciones 10 a 105, Para ello, se
confirmo la identificacion de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932,
aplicando la ISO 11290-1: 2017. Ademas, se determind el crecimiento de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 en las diluciones 102 a 106, Asimismo, se
expusieron las diferentes concentraciones de L. monocytogenes a las temperaturas de 65,

73 y 89°C durante 3 y 3,5 minutos en Bafio maria.
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II.MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes

Listeria monocytogenes se aislé inicialmente en Reino Unido en 1926. Primero se
Ilamé Bacterium monocytogenes después de que ocurrieron muertes en muchos conejos
debido al aumento de monocitos en la sangre. Listeria monocytogenes puede sobrevivir
a una amplia gama de temperaturas, incluida la refrigeracion, y se encuentra en carnes,
cremas para untar y quesos, asi como en leche cruda y productos lacteos. La bacteria se
ha aislado de plantas de procesamiento de alimentos, heces de animales y suelo (Yao et
al., 2018).

La temperatura es un factor clave para ralentizar o aumentar el crecimiento de
bacterias en las superficies de los productos frescos. El principal problema con el uso de
la temperatura como control es que las bacterias no se reducen por la baja temperatura;
simplemente se ven forzadas a un estado latente. Los patdgenos como Listeria
monocytogenes son capaces de crecer a temperaturas de refrigeracion, esto junto con el
proceso de maduracion por la produccidn de etileno y también el dafio tisular causado por
las bajas temperaturas, hace que las contaminaciones sean mas faciles de ocurrir. Incluso
a pesar de que algunas frutas y verduras poseen pH acidos, el microorganismo es capaz

de superar esa barrera (Ibarra, Van Tasell y Miller, 2017).

La tolerancia al calor en L. monocytogenes ocurre de una manera especifica de la
cepa. Ademas, la exposicion a otros factores estresantes/condiciones antes del tratamiento
con calor también puede contribuir a la tolerancia al calor. Por ejemplo, se analizo el
impacto de la temperatura y la atmdsfera en la cinética de crecimiento; las condiciones
anaerobicas promovieron mejores tasas de crecimiento. Otro estudio también indic6 que
la resistencia al calor era mas alta en condiciones anaerdbicas. Estos datos indican que las

condiciones anaerobicas ayudan a mejorar la tolerancia al calor (Oliveira et al., 2018).

Listeria monocytogenes se encuentra facilmente en la leche cruda y muchos otros
productos refrigerados, es por ello importante considerar el proceso de pasteurizacion. En
este proceso se aplica una temperatura alta que oscila entre 63 y 80°C durante 16 a 30
minutos, dependiendo del tipo de alimento, para destruir cualquier patdégeno. Para
soportar la pasteurizacion Listeria deberia ser capaz de tolerar altas temperaturas, sin

embargo, la Administracion de Alimentos y Medicamentos y el Departamento de
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Agricultura de los Estados Unidos han publicado que Listeria no puede soportar ni
siquiera su pasteurizacion minima a 63°C durante 30 minutos. Entonces, ¢por qué se

piensa que L. monocytogenes puede soportar la pasteurizacion? (Nol, Kleta y Al, 2018).

Roberts, Chakravarty, Gardner, Ricker y Donaldson (2020) indican que podria
deberse al hecho de que la resistencia al calor puede verse alterada por varias
circunstancias, incluyendo el tiempo, la temperatura, el choque térmico subletal, la falta
de glucosa y el peroxido de hidrogeno. De los elementos enumerados anteriormente, la
inanicion de glucosa, el hidroxido en perdxido y el choque térmico subletal conducen a
la expresién de proteinas de choque térmico, que se ha encontrado que son un factor
importante en la termo-tolerancia bacteriana. El peroxido de hidrégeno y el superdxido

también son criticos para la restauracion de las bacterias dafiadas por el calor.

En base a un estudio realizado por Knabel, Walker, Hartman y Mendonca, para
determinar si un choque térmico subletal a 43 °C podria aumentar la resistencia térmica
del patégeno, los resultados indicaron que L. monocytogenes podria sobrevivir a las altas
temperaturas durante largos periodos requeridos para la pasteurizacion. La incubacion en
condiciones anaerobicas aumento la resistencia térmica cuando se sell6 en tubos, pero no
en medios solidos. El estudio indica que el Oz molecular fue responsable de la
recuperacion de células gravemente lesionadas por calor (como se cité en Roberts et al.,
2020).

Alonso (2018), en Espafa, determind los métodos de deteccion y control de
Listeria monocytogenes, en la industria alimentaria. La metodologia se caracteriza por ser
de disefio no experimental, en donde se contd con la blusqueda de evaluacion de las
condiciones actuales en las que se ha desarrollado la bacteria expuesta, recolectando los
datos por medio de fichas documentales sobre la deteccion y control del patégeno Listeria
monocytegenes y a su vez lo divide en 3 dimensiones: fisica, quimica y biolégica. En el
control fisico resalta el control con buenos resultados como la mezcla de aztcar y vinagre,
ademas de la aplicacion de didxido de carbono en suspensiones bacterianas obtenidas de
diferentes origenes como corrales de algunos animales y de pacientes directamente. Por
otro lado, en el control quimico como el uso de nisina la cual esta aprobada para ser
inoculada en alimentos de acuerdo a la EFSA (Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria), mientras que el control bioldgico se usa en diferentes investigaciones a
bacteriofagos como medio para disminuir la poblacion de colonias de bacterias de Listeria
monocytegenes.
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Garre (2018), en Cartagena, se plante6 como objetivo general, el analizar la
inactivacion de Listeria monocytogenes, por medio de la exposicion hacia condiciones
isotérmicas dentro de un entorno de alta acidez. La metodologia se caracterizd por haber
sido de disefio experimental, en donde se evalu6 al calor como elemento para reducir la
proliferacion de Listeria monocytogenes, recolectando los datos por medio de las fichas
experimentales. Los resultados demostraron una reduccion significativa ante la
exposicion de medios con alta acidez durante un tiempo de exposicion prolongado. Se ha
concluido que, la modelizacion de las curvas de supervivencia y termo destruccion, en
base a modelos de Bigelow y Mafart, han permitido que se pueda establecer la

construccién de una herramienta computacional de inactivacion (Garre, 2018).

Ripollés (2018), en Barcelona, plante6 como objetivo general analizar la
supervivencia de Listeria monocytogenes, en cuanto a una superficie de contacto con
alimentos, tomando como referencia el abordaje multidisciplinar de un problema de alta
complejidad. La metodologia se caracterizd por haber sido de tipo analitica, en donde la
investigacion fue longitudinal, a consecuencia de que se analiz6 una serie de indagaciones
que han permitido exponer la evaluacion de la mortalidad de la transmision alimentaria.
Asi mismo, los resultados sefialaron que, ha existido un alto nivel de importancia, en
relacion con el control de biofilms dentro de la industria alimentaria, evidenciando de esta
forma que este medio de solucion ha sido implementado principalmente por la industria
carnica, a consecuencia de que se ha basado en una serie de sensores, con la finalidad de
poder demostrar el nivel bacterioldgico encontrado. Se concluyé que, los métodos que se
han encontrado basados en el recuento de placa y tiempo han alcanzado varianzas
regulares y un valor de significancia de menor a 0.050, evidenciando de esta forma, la

eficacia del mismo (Ripollés, 2018).

Ovissipour, Shiroodi, Rasco, Tang y Sablani (2018) realizaron un estudio para
controlar a Listeria monocytogenes a traves de la aplicacion de diferentes aguas
electrolizadas: acida y neutra junto a la exposicion de diferentes temperaturas de 50°,
55°,60°y 65 ° C con tiempos de exposicion de 2, 6 y 10 minutos, ademas las muestras
del patégeno se encontraban sobre filete de salmoén. Los autores lograron mostrar la
reduccién bacteriana a través de las diferentes exposiciones de tiempo y temperatura,
logrando obtener la méxima reduccion de colonias bacterianas del patdgeno con la

temperatura de 65° en 10 minutos con el uso del agua electrolizada neutra, indicando que
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estos factores aplicados no afectan a las caracteristicas organolépticas del producto de

salmon.

Ro et al. (2018) basaron su investigacion en inocular 2,0 + 0,5 log UFC/g de
Listeria monocytogenes en ravioles de espinaca y alcachofa para observar si podria
realizarse un control con la aplicacion de una mezcla de vinagre con aztcar (CSV) con
concentraciones de 0.1%, 0.3%, 0.5%, 1% y nisina con una concentracion de 0.1%,0.2%,
0.3 % con una temperatura de almacenamiento de 4°C,10°C,17°C y 24° C durante 60
dias. Dando como resultado un control eficaz con una concentracion de CSV al 1% o con
nisina al 0.3% a una temperatura menor a 10°C, ademas se aplicé un analisis sensorial
para determinar si las concentraciones de CSV y nisina afectaban las caracteristicas
organolépticas de los ravioles, sin embargo, no afecto ni cambio su sabor, ni olor, ni color,
por lo que la aplicacion de la mezcla de azlcar y vinagre (CSV) o de nisina hace que el
control con un antimicrobiano natural sea adecuado para el control del patdgeno Listeria

monocytogenes sin que afecte al producto alimenticio.

Park y Kang (2018) indicaron en su estudio en el cual la temperatura influiria o
no en el efecto antimicrobiano del diéxido de cloro como control en de Listeria
monocytogenes en superficies de contacto con el patdgeno inoculado como tomate y
espinaca, fue asi que fueron expuestos controlando las temperaturas de 15°C y 25°C en
camaras de tratamiento con una humedad de 11 a 12 g/m3. Como resultados obtuvieron
una mejor inactividad de Listeria monocytogenes a una temperatura de 15° por 20

minutos (p<0.005) dando asi un nuevo metodo de control del patégeno.
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I1l.  METODOS Y MATERIALES

3.1 Tipo y Disefio de Investigacién

El tipo y disefio de investigacion en el presente proyecto fue experimental
factorial. Se incluyeron como variables en el estudio: tiempo, temperatura en °C,
concentracion y repeticiones del experimento, que tuvieron incidencia sobre el
control de crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932

(Jiménez, Gomez, Puerta y Jiménez, 2019).

3.2. Poblacion, muestra y criterios de investigacion
3.2.1. Poblacion:

Diferentes concentraciones de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932.

3.2.2. Muestra y muestreo:
La muestra tomada fue de tipo no probabilistica, es decir, ha sido seleccionada de
acuerdo a las caracteristicas y objetivos de la investigacion, mas que por un criterio

estadistico (Herndndez, Fernandez y Baptista, 2018).

3.2.3. Criterios de seleccion de la muestra:

Se tomo la muestra no probabilistica de acuerdo a los criterios en la investigacion
y a la decision del investigador, seleccionando las diluciones de 102 a 106 de la cepa
Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932. Debido a que se hacia mas

factible el estudio del control con menor concentracién de microorganismos.

3.3. Métodos, técnicas, instrumentos y procedimientos de recoleccion de datos
3.3.1. Método:

Se conté con el empleo del método hipotético deductivo, en donde se establecio
como hipotético debido a que se expusieron diferentes teorias relacionadas con las
variables de estudio, en donde se realizaron supuestos acerca de estos mismos.
Mientras que, se contd con el método deductivo debido a que se incurrira en la
reduccién del nivel de complejidad de la problematica en estudio, en base a la

exposicion de objetivos especificos (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2018).
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3.3.2. Técnicas:

Se contd con el uso de la técnica de observacion, la cual requirio el uso de un
cuestionario, con la finalidad de establecer la oportuna recoleccion de informacion,
en base a la consigna de fichas de observacion o bien conocidas como fichas
experimentales (Anexo 1) (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2018). Ademas, se
consideraron factores como: la obtencion de la cepa Listeria monocytogenes,
diluciones sucesivas, siembra en profundidad y la estimacion del valor D de las

bacterias sobrevivientes.

3.3.3. Instrumento:

Se considero el uso del instrumento ficha de observacién o ficha experimental,
permitiendo de esta forma, el desarrollo de la experimentacion y la recoleccién de
los datos obtenidos en campo, con lo cual se pudo validar la hipotesis planteada y

responder a los objetivos establecidos (Hernandez, Fernandez y Baptista, 2018).

3.4. Procedimientos de recoleccién de datos:

3.4.1. Preparacion de los medios de cultivo (caldo Fraser, medio Aloa):

Se realiz6 en base a la 1SO 11290-1: 2017, preparandose los medios selectivos
Fraser y Aloa para trabajar con la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932. Los medios fueron pesados en balanza analitica y disueltos con agua
destilada, una vez autoclavados y a temperatura de 45°, se procedié a agregar los

respectivos suplementos en un ambiente estéril dentro de la cabina de bioseguridad.

El caldo Fraser es considerado como un medio de enriquecimiento selectivo para
Listeria monocytogenes, puesto que este medio inhibe microbiota gramnegativo,
dado que contiene acido nalidixico, acriflavina y cloruro de litio (Giraldo, Aguilera,
Urbano, Pedraza y Jaimes, 2020). El suplemento de enriquecimiento y el suplemento
selectivo que se agregan al caldo Fraser tienen la finalidad de poder mantener nuestra
solucion madre durante mas tiempo y nuestras diluciones libres de microflora

acompanante (Figura 1).

El medio Aloa se basa en tres caracteristicas bioquimicas, tales como: la expresion
de una fosfolipasa, que es la responsable de un halo de opacidad que se forma
alrededor de las colonias; asi como, la expresion de la betaglucosidasa, mediante el
uso del substrato cromogénico, permite una coloracién azul-verde de las colonias
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caracteristicas. Mientras la fermentacion de la ramnosa, que, junto a un indicador de
color, da una zona de viraje al amarillo alrededor de las colonias tipicas (Garcia, Gil
y Botero, 2018). Estas caracteristicas se basan en el suplemento de enriquecimiento

y el suplemento selectivo que se le agregan al medio Aloa (Figura 1).

Figura 1

Medios de cultivo utilizados y sus suplementos

Nota. a. Caldo Fraser suplementado con Suplemento para enriquecimiento selectivo segin
1/2 Fraser y Suplemento selectivo para Fraser, y b. Medio Aloa suplementado con
Suplemento de enriquecimiento para Agar Listeria ChromoCult y Suplemento selectivo

para Agar Listeria ChromoCult.

3.4.2. Reactivacion de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932:
Se realiz6 una prueba de pureza sembrando la cepa madre en placa con medio
Aloa, para observar las colonias caracteristicas y el halo que forma Listeria
monocytogenes (Figura 2). Ademas, una prueba de viabilidad considerando

Catalasa (+), Ramnosa (+), Xilosa (-) y beta hemdlisis (Figura 8).
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Figura 2
Siembra de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 en medio

Aloa

Nota. a. Cepa liofilizada en una ampolla de fluido hidratante e hisopo de inoculacion. b, c.
Siembra de la cepa en una placa con medio Aloa.

3.4.3. Diluciones sucesivas:

a. Se tomo una colonia con el asa microbioldgica y homogeneizd en 10ml de caldo
Fraser en un Tubo de dilucién. Se incub6 a 37°C + 1°C por 48 h. De este modo se
obtuvo la solucion madre (Figura 3).

b. Se transfiri6 1ml de la solucion madre a otro Tubo de dilucién con 9ml de agua
peptonada y obtuvimos la dilucién 101, Asi se pas6 1ml de tubo en tubo hasta
obtener la dilucién 10. Y se llevaron los tubos al vértex para homogeneizar por
completo las diluciones (Figura 4).

c. Setransfirio 1ml por cada dilucion de los tubos a placas Petri, se les agregdé medio
Aloa y se llevaron a incubacién a 37 + 1°C por 48 h. Con el objetivo de saber
cuantos microorganismos hay en cada dilucion, se contaron las colonias crecidas

después de la incubacién (Figura 5).
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Figura 3
Preparacion de la solucion madre de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932

Nota. a, b. Siembra de una colonia de la placa con la cepa a un tubo con 10 ml de caldo
Fraser. c. Crecimiento de la cepa en el caldo Fraser tornandose de un color oscuro.

Figura 4
Preparacion de diluciones sucesivas 101 a 10 de la cepa Listeria monocytogenes

(serotipo 4b) ATCC 13932 en tubos con agua peptonada

Nota. a, b. Transferencia de 1ml de la solucion madre a 9 ml de agua peptonada para

obtener la primera dilucion. c. Diluciones de la cepa desde 10 a 10°.
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Figura 5
Siembra de las diluciones 10 a 10 de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo
4b) ATCC 13932 en placas Petri

Nota. a, b. Transferencia de 1ml por cada dilucion 10™ a 10 a placas Petri. c. Medio Aloa
servido en placas Petri por cada dilucion para ser llevado a incubacion a 37°C + 1°C por
48 h.

3.4.4. Tratamiento de las diluciones a diferentes tiempos y temperaturas:

a.

De las diluciones realizadas se tomaron como muestra a las diluciones 10 a 10
y se transfirio 1ml de cada dilucion a seis tubos, rotuldndolos de acuerdo a la
temperatura y tiempo a los que fueron expuestos.

Se llevaron a bafio maria la primera serie de tubos a una temperatura de 65°C por
3 minutos y pasado el tiempo se colocaron otra serie de tubos a la misma
temperatura por 3,5 minutos.

Luego se colocaron otra serie de tubos a una temperatura de 73°C por 3 minutos
y pasado el tiempo se colocaron otra serie de tubos a la misma temperatura por
3,5 minutos.

Finalmente se colocd la Gltima serie de tubos a una temperatura de 89°C por 3
minutos y pasado el tiempo colocaron otra serie de tubos a la misma temperatura
por 3,5 minutos.

Se transfirio el inoculo sobre placas Petri con medio Aloa y luego se llevaron las
placas a incubacion a 37 £ 1°C por 48 h (Figura 6).

La experimentacion se llevo a cabo tres veces, teniendo tres lotes de diluciones
que seran expuestas a los parametros de estudio: temperatura (65, 73y 89°C) y

tiempo (3 y 3,5 minutos).
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Figura 6
Exposicion de las diluciones 10-3 a 10 de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo
4b) ATCC 13932 a diferentes temperaturas (65, 73 y 89°C) y tiempos (3 y 3,5

minutos) en bafio maria

Nota. a, b. Transferencia de 1 ml de cada dilucion en seis tubos, que fueron expuestos a los

parametros de temperatura y tiempo. ¢, d. Exposicién de los tubos con las diluciones a los
parametros de temperatura y tiempo en bafio maria. e, f. Transferencia de 1 ml de cada
dilucion expuesta a los pardmetros de temperatura y tiempo a placas Petri estériles,

agregandoseles medio Aloa.

3.4.5. Recuento de microorganismos
Se contaron las colonias de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932 crecidas en los medios, sobrevivientes a los pardmetros expuestos. Y se
apuntaron los resultados en UFC (Unidades Formadoras de Colonias) /ml (mililitros

del caldo Fraser) (Anexo 2).
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3.4.6.Procesamiento y analisis de datos

En cuanto al procesamiento y analisis de datos estadistico, se cont6 con el empleo
de la estadistica descriptiva e inferencial, entendiendo con que el primero de los
mencionados tendrd garantias de caracterizar a las variables de estudio, en
concordancia con la exposicién de informacion por medio de tablas de frecuencia y
graficos de barras. Mientras que, se cont6 con el empleo de la estadistica inferencial
con la intencién de determinar el coeficiente de correlacion de Chi cuadrado, en
donde se podra validar la existencia de la hipétesis alternativa (Ha), con un valor de
sigma inferior a 0.050, procesando los datos por medio del software estadistico SPSS
V 26.00.
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IV. RESULTADOS

4.1. Analisis Microbioldgico

En la primera parte de esta investigacion, se confirmo la pureza y viabilidad de la
cepa a través de su siembra en medio Aloa, pruebas bioquimicas de Ramnosa (+) y
Xilosa (), y la formacion de una hemolisis total rodeada de un halo transparente
caracteristicos de la beta hemdlisis que produce la bacteria en agar sangre. Lo cual

puede ser apreciado en las Figuras 7 y 8.

Figura 7
Crecimiento de colonias de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC

13932 en medio Aloa para la confirmacion de su identificacion

Nota. Se puede observar las colonias verde-azuladas rodeadas de un halo opaco.

Figura 8
Pruebas bioquimicas realizadas a la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932

Nota. a. Ramnosa (+), Xilosa (-) y b. Beta hemdlisis en una placa con agar sangre.
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Posteriormente, se obtuvo la concentracion de las diluciones 10 * a 10 de la cepa
mediante el crecimiento y cuantificacion de las colonias crecidas en incubacion a 37 +
1°C por 48 h en el medio Aloa, antes de cada experimentacion de las diluciones con
los parametros de temperatura y tiempo. Lo cual se ilustra en la Figura 9 y con los

datos obtenidos, se analizan en la Tabla 1.

Figura 9

Crecimiento de colonias de las diluciones 101 a 10 de la cepa Listeria

monocytogenes (serotipo 4b) ATCC

Nota. Se puede observar que a mayor dilucion, menos crecimiento de colonias en el medio.
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Tabla 1

Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de la cepa Listeria

monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 en diferentes diluciones 10" a 10° en las 3

veces que se realizé el experimento

N° de veces In6culo

Diluciones ufc/ml

10 102 10° 104 10 10°
Primera 49 x 108 Incontables Incontables 608 294 149 49
Segunda 154 x 106 Incontables Incontables 703 315 254 154
Tercera 244 x 108 Incontables Incontables 834 455 412 244
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Teniendo los datos de las concentraciones se eligieron las cuatro diluciones
contables 103, 10, 10° y 106, y a partir de ellas se obtuvieron los resultados de las tres
experimentaciones con los pardmetros de las temperaturas 65, 73y 89°C durante 3y 3,5

min. Estos resultados los observamos en la Figura 10 y se analizan en las Tablas 2, 3 y 4.

Figura 10
Crecimiento de colonias en medio Aloa de las diluciones de la cepa Listeria

monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 expuestas a las temperaturas de 65°,
73°y 89°C durante 3y 3.5 minutos

o,

Nota. a. dilucion 10, b. dilucién 10, c. dilucion 10° y d. dilucion 10°.
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Tabla 2

Numeracion en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) de la cepa Listeria

monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 a temperaturas y tiempos diferentes partiendo

de indculos conocidos obtenidos de las diluciones 1023 a 106

Temperaturay 73°C
Indculos 3min.  3,5min  3min  3,5min  3min 3,5
(UFC/ml)
608 83 75 58 52 45 33
294 76 69 52 45 30 19
149 71 63 49 42 28 18
49 65 60 43 39 21 15
Tabla 3

Numeracién en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) crecidas a partir de la

siembra de un inoculo, en agar Aloa, por cada dilucion expuesta a factores de

temperatura (65°, 73°y 89° C) y tiempo (3 y 3.5 minutos), en la segunda experimentacion

Temperaturay 73°C
Indculos 3 35 3 35 3 3,5
(UFC/ml)
703 173 165 159 155 143 136
315 167 156 143 132 122 109
254 160 147 139 125 105 94
154 138 114 96 90 85 74
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Tabla 4
Numeracién en unidades formadoras de colonias (UFC/ml) crecidas a partir de la
siembra de un inoculo, en agar Aloa, por cada dilucion expuesta a factores de

temperatura (65°, 73° y 89° C) y tiempo (3 y 3.5 minutos), en la tercera experimentacién

Temperaturay 65°C 73°C 89°C
Tiempo
Inéculos 3 35 3 35 3 3,5
(UFC/ml)
834 263 252 241 234 226 213
455 256 243 233 221 215 197
412 250 245 229 221 215 208
244 239 224 213 204 193 171

4.2. Andlisis estadistico
4.2.1. Contraste de hipotesis

Hi: La incidencia de las temperaturas 65, 73 y 89°C durante 3 y 3,5 minutos controlara
el crecimiento de las diferentes concentraciones de la cepa Listeria monocytogenes
(serotipo 4b) ATCC 13932.

4.2.1.1.Evaluacion en la primera experimentacion con los factores de estres

Con la tabla 5 de ANOVA mediante el uso de experimentos factoriales, los datos
nos dan evidencia que los factores: temperatura, tiempo y concentraciones) influyen
significativamente en el control de Listeria monocytogenes siendo sus p valor menores a
0.05, ademds, la interaccion entre temperatura Yy concentraciones influyen
significativamente, sin embargo la interaccidn tiempo y concentraciones no influyen, por
lo tanto, no se rechaza la hipotesis planteada, es decir, si existe efecto entre la temperatura
que permitira controlar el crecimiento respecto a las diferentes concentraciones de
Listeria monocytogenes, ademas se analizan los coeficientes de determinacién que se
describe en la Tabla 6.
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Tabla s

Anélisis de las variables en la primera experimentacion con los factores de estrés

Tipo 111 de

Fuente de Media .
variabilidad suma de gl cuadratica F SIg.
cuadrados
Modelo corregido 364086,679 19 19162,457 8516,647  ,000
Interseccion 310567,367 1 310567,367 138029,941 ,000
Temperatura 7790,583 2 3895,292 1731,241  ,000
Tiempo 345,042 1 345,042 153,352 ,000
Concentraciones 104315,449 3 34771,816 15454,141  ,000
Temperatura * 52,083 6 8,681 3858 041
Concentraciones
Tiempo * 13,458 3 4,486 1994 104
Concentraciones
Error 18,000 8 2,250
Total 545069,000 28

Total corregido 364104,679 27
Nota: Evaluado con ANOVA.

De la tabla 6 se observd que, las temperaturas, tiempo y las concentraciones
explican el control de crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC

13932 en 100.0%, es decir, el ajuste es muy bueno.

Tabla 6
Determinacion del modelo de regresion del control de crecimiento de Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932

Coeficiente de determinacién Coeficiente de determinacién

(R?) ajustado (R;

100,0% 100,0%
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De la tabla 7 se observo que, mediante la prueba Tukey los datos nos dan evidencia
con un nivel de significancia al 5% que, existe diferencias entre las cuatro temperaturas
respecto al crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932,
ademas visualizando que la temperatura a 89°C tiene un control promedio mejor que las

temperaturas a 73°C, 65°C y temperatura control 37°C.

Tabla 7
Media de colonias (UFC/ml) presentes en la exposicion de temperaturas en la primera

experimentacion

Subconjunto
Temperaturas N 1 > 3 1
89°C 8 26,1250
73°C 8 47,5000
65°C 8 70,2500
37°C 4 275,0000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota: Evaluado con Tukey

4.2.1.2.Evaluacion en la segunda experimentacion con los factores de estrés

Con la tabla 8 de ANOVA mediante el uso de experimentos factoriales, los datos
nos dan evidencia que los factores (temperatura, tiempo y concentraciones) influyen
significativamente en el control de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932 siendo sus p valor menores a 0.05, ademas, la interaccién entre temperatura y
concentraciones influyen significativamente, sin embargo la interaccién tiempo y
concentraciones no influyen, por lo tanto, no se rechaza la hipotesis planteada, es decir,
si existe efecto entre la temperatura que permitird controlar el crecimiento respecto a las
diferentes concentraciones de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932,

ademas se analizan los coeficientes de determinacidn que se describe en la Tabla 9.
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Tabla 8

Analisis de las variables en la segunda experimentacion

Tipo 111 de

Fuente de Media .
variabilidad suma de gl cuadratica F SIg.
cuadrados
Modelo corregido 365767,000 19 19250,895 2701,880  ,000
Interseccion 888844,903 1 888844,903  124750,162 ,000
Temperatura 8842,750 2 4421,375 620,544 ,000
Tiempo 715,042 1 715,042 100,357 ,000
Concentraciones 140244,056 3 46748,019 6561,125 ,000
Temperatura * 717,583 6 119,597 16,786 000
Concentraciones
Tiempo 43,458 3 14,486 2033 188
Concentraciones
Error 57,000 8 7,125
Total 1109756,000 28

Total corregido 365824,000 27
Nota: Evaluado con ANOVA.

De la tabla 9 se observd que, las temperaturas, tiempo y las concentraciones
explican el control de crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC

13932 en 100.0%, es decir, el ajuste es muy bueno.

Tabla 9
Determinacion del modelo de regresion del control de crecimiento de la cepa Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932

Coeficiente de determinacién Coeficiente de determinacion

(R%) ajustado (R;

100,0% 99,9%
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De la tabla 10 se observé que, mediante la prueba Tukey los datos nos dan
evidencia con un nivel de significancia al 5% que, existe diferencias entre las cuatro
temperaturas respecto al crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932, ademas visualizando que la temperatura a 89°C tiene un control promedio

mejor que las temperaturas a 73°C, 65°C y temperatura control 37°C.

Tabla 10
Media de colonias (UFC/mI) presentes en la exposicion de temperaturas en la segunda

experimentacion

Temperaturas N Subconjunto
1 2 3 4
89°C 8 108,5000
73°C 8 129,8750
65°C 8 152,5000
37°C 4 356,500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota: Evaluado con Tukey.

4.2.1.3.Evaluacion en la tercera experimentacion con los factores de estrés

Con latabla 11 de ANOVA mediante el uso de experimentos factoriales, los datos
nos dan evidencia que los factores (temperatura, tiempo y concentraciones) influyen
significativamente en el control de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932 siendo sus p valor menores a 0.05, sin embargo, la interaccién entre temperatura y
concentraciones ademas de la interaccion tiempo y concentraciones no influyen, por lo
tanto, no se rechaza la hipotesis planteada, es decir, si existe efecto entre la temperatura
que permitira controlar el crecimiento respecto a las diferentes concentraciones de la cepa
Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932, ademas se analizan los coeficientes de
determinacion que se describe en la Tabla 12.
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Tabla 11

Analisis de las variables en la tercera experimentacion

Tipo 111 de

Fuente de Media .
variabilidad suma de gl cuadratica F SIg.
cuadrados
Modelo corregido 449853,429 19 23676,496 5570,940 ,000
Interseccion 2029200,250 1 2029200,250 477458,882 ,000
Temperatura 6460,083 2 3230,042 760,010 ,000
Tiempo 610,042 1 610,042 143,539 ,000
Concentraciones 157359,362 3 52453,121 12341,911 ,000
Temperatura * 53,250 6 8,875 2088 165
Concentraciones
Tiempo 46,458 3 15,486 3644 064
Concentraciones
Error 34,000 8 4,250
Total 2340608,000 28

Total corregido 449887,429 27
Nota: Evaluado con ANOVA.

De la tabla 12 se observo que, las temperaturas, tiempo y las concentraciones
explican el control de crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC

13932 en 100.0%, es decir, el ajuste es muy bueno.

Tabla 12
Determinacion del modelo de regresion del control de crecimiento de Listeria
monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932

Coeficiente de determinacién Coeficiente de determinacion

(R%) ajustado (R;

100,0% 100,0%

37



De la tabla 13 se observé que, mediante la prueba Tukey los datos nos dan
evidencia con un nivel de significancia al 5% que, existe diferencias entre las cuatro
temperaturas respecto al crecimiento de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932, ademas visualizando que la temperatura a 89°C tiene un control promedio

mejor que las temperaturas a 73°C, 65°C y temperatura control 37°C.

Tabla 13
Media de colonias (UFC/ml) presentes en la exposicion de temperaturas en la tercera

experimentacion

Temperaturas N Subconjunto
1 2 3 4
89°C 8 204,7500
73°C 8 224,5000
65°C 8 249,0000
37°C 4 446,2500
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Nota: Evaluado con Tukey.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en esta investigacion coinciden con los evaluados por
Roberts et al. (2020), Alonso (2018), Garre (2018), Ovissipour et al. (2018), Ro et al.
(2018), Park & Kang (2018), debido a que en estas investigaciones se incluyeron como
un método de control de Listeria monocytogenes la temperatura para disminuir al
patdgeno alimentario, algunos autores combinaron a la temperatura y otros factores, no
obstante, todos los autores mencionados lograron disminuir a las colonias bacterianas con

la exposicion a las respectivas temperaturas aplicadas.

Siendo asi que el control de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC
13932 se da con la temperatura de 89°C con un tiempo aproximado de 3 a 3.5 minutos,
en comparacion al trabajo de Park y Kang (2018) en el que realizan un control de Listeria
monocytogenes con la exposicion de 20 rpm del gas didxido de cloro a las muestras de
vegetales por treinta minutos con dos temperaturas de 15°y 25° C, dando como resultado
optimo la temperatura de 15°C en 30 minutos (p < 0.05). En este trabajo de investigacion
como en el de Park y Kang se utilizaron como variables independientes a la temperatura,
el tiempo y el gas, sin embargo, en el presente estudio se maximizé la temperatura hasta

89°C, pero en un tiempo de exposicion mas corto.

En la investigacion de Flores (2015) en el que evalué el control de Listeria
monocytogenes inoculada en leche Gloria con concentraciones desde 10 a 10 a bajas
temperaturas como: -10, -5, 0, 5y 10 °C con un tiempo de exposicion de 24, 48, 72 'y 96
horas, logré reportar que las temperaturas ideales para la disminucion del patdgeno fueron
-10 y -5 con un crecimiento de 120 a 300 UFC/ml durante los 4 dias evaluados en
Lambayeque, en comparacion con la presente investigacion que la temperatura de 89°
durante una exposicion de 3 minutos da un crecimiento de 26 a 200 UFC/ml del patogeno,
mostrando asi un mejor control con una temperatura alta con un corto periodo de

exposicion que con bajas temperaturas y un tiempo mas prologando.

Por otro lado, en el trabajo de Ro et al. (2018) realizaron la aplicacion de
antimicrobianos naturales como método de control de Listeria monocytogenes dando
resultados significativos la mezcla de azucar y vinagre cultivado (CSV) al 1 %y de nisina
al 0,3 % con una temperatura inferior a 10°C (p < 0,05), ademas, de que la calidad

organoléptica no se vio afectada debido a la adicion de los componentes mencionados, en
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paralelo a este trabajo de investigacion que se realizd en condiciones en que las
concentraciones de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932 disminuia,
sin embargo, la maxima temperatura (89° C) influyd significativamente en cada una de

ellas.

En otro trabajo de investigacion de Ovissipour et al. (2018) en el cual también
aplicaron ciertas temperaturas para el control de Listeria monocytogenes que fue extraida
de muestras de salmon, ademas de los factores como la temperatura, incluyeron factores
como aguas electrolizadas acidas y neutras, los iones de cloro. Dando como resultado
optimo a la temperatura de 65° C con una exposicion de 10 minutos con presencia de
acido hipocloroso, cabe resaltar que fue la temperatura maxima que aplicaron en su
estudio con el agua electrolizada neutra que mostro gran significancia al reducir al
patdgeno en un 5,6 log CFU/g. En compaginacion el presente trabajo de investigacion
ejecutado se logré también disminuir al patdgeno con una exposicion de temperatura de
65° 73°y 89° C, se logrd coincidir con la temperatura de 65°C con el trabajo de
Ovissipour et al, con diferencias en el tiempo que fue de 3 y 3.5 minutos logra disminuir
a las colonias presentes en placas, sin embargo, a pesar del menor tiempo de exposicion
se logré aumentar a la temperatura dando asi un resultado positivo con una temperatura
de 89° C con una media de 26 UFC/ml, 110 UFC/ ml y 208 UFC/ ml de las 3

experimentaciones que se llevaron a cabo respectivamente.
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VI. CONCLUSIONES

Se confirmo la identificacion de la cepa de Listeria monocytogenes (serotipo 4b)
ATCC 13932 mediante la aplicacion de la ISO 11290-1: 2017 con la preparacién de los
medios de cultivo selectivos para el patdgeno como Fraser y Aloa. Realizando pruebas
de pureza y viabilidad para observar el halo que suele formar Listeria monocytogenes y
pruebas bioquimicas para una confirmacion exacta y precisa como: Catalasa (+),

Hemolisis (8 hemdlisis), Ramnosa (+), Xilosa (-).

Se determind las unidades formadoras de colonias para las diluciones 10 a 10
de la cepa Listeria monocytogenes (serotipo 4b) ATCC 13932, criterio de la

investigacion.

De la exposicién de las unidades formadoras de colonias (ufc/ml) de las diluciones
103 a 10 a las temperaturas de 65°,73° y 89° C durante 3 y 3.5 minutos, la temperatura
de 89°C fue la optima para el control de crecimiento. En ninguna de las temperaturas se

obtuvo recuento cero.
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VIl. RECOMENDACIONES

Aplicar buenas practicas de higiene y manufactura en la manipulacion vy

procesamiento de alimentos como lacteos, verduras, frutas y carnes.

Realizar controles de Listeria monocytogenes en la linea de produccion para evitar

la propagacion, contaminacion y transmision a traves de los alimentos.

Evitar el consumo de alimentos crudos y de productos lacteos que no han sido
previamente pasteurizados, asimismo frutas y verduras cortadas y envasadas para el
consumo. Cabe resaltar que Listeria monocytogenes resiste a las bajas temperaturas por
largos periodos de tiempo por lo que se debe evitar la ingesta de alimentos refrigerados

sin pasar por un proceso térmico.

Combinar la temperatura con conservadores quimicos organicos en el control de

la Listeria monocytogenes.
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IX.

Anexo 1

ANEXOS

Matriz de operacionalizacion

Variable Definicion Definicion Dimensio Indicadores Escala de Instrumento
conceptual operacional nes medicion
4 [e]
Variable La La ve_mable de’ Temperat 65 OC
. ) . temperatura estudio buscara 73 °C
independiente: ura o
Las temperaturas es un factor evaluar la 89 °C
de 65. 73 v 89°C clave para temperatura y
los :[iemyos de ralentizar o tiempo incidentes
y P aumentar el sobre el control . Ficha de
3y 3,5 minutos N L Nominal .
; crecimiento  de la cepa Listeria . observacion
aplicados a las . . 3 minutos
X de bacterias monocytogenes, Tiempo .
concentraciones 3,5 minutos
en las recolectando los
de la cepa - )
Listeria superficiesde  datos por medio
monocytogenes los productos  de las fichas de
9 ' frescos. observacion.
La variable de Preparacion de
La Listeria estud!o se medlc_)s de
monocytogen centrard en la cultivo
os es 9 evaluacion de la Preparaci Reactivacion de
. ; preparacion y la ) cepa de reserva
Varla_ble . considerada concentracién de on Dilucién de
dependiente: como un Listeria cena
Concentraciones  bacilo de tipo monocytogenes Sembfar en Nominal Ficha de
de la cepa grampositivo en concorgancié lacas Petri observacién
Listeria intracelular, con el control de p3 " :
monocytogenes. el cual se 10~,10%, 10"
encuentra 8StOs, I y 10 dela
distribuido en recolectandolos  Dilucion cepa Listeria
ol ambiente datos por medio es P ¢
' de la ficha de MONOCYLOgenes

observacion.
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Anexo 2

Instrumento de recoleccidn de datos

Efecto de las temperaturas 65, 73y 89 °C durante 3 y 3,5 minutos en el control de

diferentes concentraciones de Listeria monocytogenes.

Instrucciones: La finalidad de esta encuesta es Determinar el efecto de las temperaturas
65, 73 y 89°C durante 3 y 3,5 minutos en el control de Listeria monocytogenes a

concentraciones de 102 a 10,

65°C 73°C 89°C
3min 35min 3min 35min 3 min 3,5min

Concentracion de cepa

103
10+
10°
106
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