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RESUMEN

Ese trabajo de fin de master presenta la investigacion que evalug el efecto de las altas
presiones hidrostaticas para inactivacion de diferentes cepas de Listeria monocytogenes
en queso de mezcla pasteurizado. Se estudiaron 12 cepas que fueron separadamente
inoculadas en queso de mezcla pasteurizado y en seguida sometidos a tratamiento por
altas presiones hidrostéticas en las condiciones de 600 MPa de presion durante los
tiempos de 1, 3, 5y 10 minutos. Las inactivaciones variaron entre 1,25y 6,49 log UFC/g.
Teniendo en cuenta los resultados obtenidos, fueron seleccionadas como cepas mas
resistentes los aislados de la coleccién del Laboratorio de Biologia Molecular y
Microbiologia LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291 y se puede
recomendar el tratamiento a 600 MPa en 5 minutos para la efectiva inactivacion de

Listeria monocytogenes en el queso de mezcla pasteurizado.

ABSTRACT

This master 's work presents the research that evaluated the effect of high pressure
processing (HPP) for inactivation of different strains of Listeria monocytogenes in
pasteurized cheese. We studied 12 strains that were separately inoculated in
pasteurized cheese and then subjected to high hydrostatic pressure treatment under the
conditions of 600 MPa of pressure during the times of 1, 3, 5 and 10 minutes. The
inactivations will vary between 1.25 and 6.49 log CFU / g. Taking into account the results
obtained, the most resistant strains LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 and LBMM
1291 were selected and the treatment at 600 MPa in 5 minutes could be recommended

for the effective inactivation of Listeria monocytogenes in the pasteurized cheese.
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1. INTRODUCCION

De acuerdo con el Real Decreto 1113/2006, el queso de mezcla pasteurizado es el
producto obtenido de la mezcla de leche pasteurizado de dos 0 mas especies, ese
producto debe satisfacer a los criterios microbiolégicos del Reglamento 2073/2005
modificado por el Reglamento 1441/2007, este establece que el producto que no puede
favorecer el crecimiento de Listeria monocytogenes, deberd presentarse dentro del
limite maximo de 100 UFC/g durante su vida util, mientras en Los Estados Unidos no se

admite su presencia en los productos listos para consumo.

Listeria monocytogenes es un bacilo Gram positivo, que no forma esporas y produce la
enfermedad denominada listeriosis, una de las principales enfermedades transmitidas
por los alimentos, con una de las tasas mas altas de mortalidad (30%) (EFSA, 2015).
Frecuentemente presente en el medio ambiente, en el suelo, la vegetacion y las heces
de los animales, tiene mayor capacidad de crecer o sobrevivir en un ambiente
refrigerado en comparacién con la mayoria de los otros microorganismos, lo que hace
de L. monocytogenes un reto importante en la produccion de alimentos, especialmente

el caso de los alimentos listos para el consumo (CDC, 2015).

El serotipado es potencialmente Util para definir subtipos y grupos clonales de L.
monocytogenes. Los serotipos 1/2a, 1/2b y 4b son responsables del 96 - 98% de los
casos de listeriosis humana, siendo el 4b el principal responsable de brotes de listeriosis,
mientras que el 4a y 4c son raramente asociados a brotes de la enfermedad
(WIEDMANN et al., 1996; LIANOU et al., 2013). Los factores de virulencia de Listeria
son los genes Inl A, inIC e inl J, que se relacionan con la produccion de internalina
(proteina responsable de la adhesion celular), es decir, las cepas con estos genes seran

mas virulentas que aquellas que no los poseen (DONGYOU et al., 2007).

Algunos investigadores propusieron la agrupacién de cepas de L. monocytogenes en
tres linajes distintos, basandose en caracteristicas obtenidas por el ribotipado y el
polimorfismo en la longitud de fragmentos de restriccion de los genes de virulencia hly,
inlA 'y actA, combinados con el origen de los aislados (humano o animal) y sus serotipos,
resulta que el linaje | agrup6 las cepas implicadas en brotes de listeriosis (1/2b, 3b, 4b,

4d y 4e) las que deberian ser consideradas de importancia para la salud publica
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(WIEDMANN et al., 1997), pero en paises con sistemas de vigilancia actuantes todas
las cepas de L. monocytogenes se consideran igualmente patogénicas, ya que faltan
marcadores fenotipicos y/o genotipicos para la determinacion de la virulencia
(JACQUET, et al., 2004).

El tratamiento por Altas Presiones Hidrostaticas (del inglés High Pressure Processing —
HPP) ha sido demostrado como un método eficaz para la inactivacion de patégenos,
tales como L. monocytogenes y organismos deteriorados bajo condiciones de
temperatura ambiente, en una variedad de productos alimenticios tales como carnes y
mariscos, ademas de alimentos listos para el consumo como guacamole, salsa, fruta,
jugos, y quesos (SANDRA et al., 2004; RASTOGI et al., 2007; HEREU et al., 2012),
especialmente el queso, que posee alto contenido de grasa y sal, constituye una de las
matrices de interés para la inactivacion por HPP (GEORGET et al., 2015). La aplicacién
de presion a una muestra a través de un fluido presurizado a través de HPP se demostro
por primera vez en 1914 en frutas por Bert Hite quien habia disefiado en 1899 la primera
unidad de alta presién y en 1990 surge el primer producto comercializado con el uso de

altas presiones en Japén

TAY et al. (2003) investigaron la resistencia de nueve cepas de L. monocytogenes y una
cepa de L. innocua a la presién y demostraron una variabilidad significativa entre las
cepas, con la disminucién en el log UFC/ml durante el tratamiento de presion de 1,4 a
4,3 a 400MPa y de 3,9 a mas de 8,0 a 500 MPa. CHEN et al. (2009) examinaron la
tolerancia a la presion de 100 MPa en 30 cepas de L. monocytogenes, y obtuvieron

reducciones que van de 1,9 a 7,1 log UFC/ml.

Por eso la seleccion de la cepa es una decisién de vital importancia al disefiar y realizar
estudios con el reto de evaluar el comportamiento de patégenos bacterianos en
productos alimenticios o en sistemas simulando ambientes relacionados con alimentos
(LIANOU & KOUTSOUMANIS, 2013). Otro parametro que debe tenerse en cuenta al
caracterizar y seleccionar las cepas es el origen de su aislamiento y su fuente, mas
especificamente, la investigacion sobre un tipo especifico de producto alimenticio que
puede incluir aislamientos del producto especifico y de su entorno de procesamiento
(SCOTT et al., 2005).
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La mayoria de los casos de listeriosis reportados por el Centro Europeo para la
Prevencién y el Control de las Enfermedades (European Centre for Disease Prevention
and Control - ECDC) en 2014 fueron en personas mayores de 64 afios, especialmente
varones, pero se considera los grupos de riesgo ademas de las personas de edad
avanzada, las personas inmunodeprimidas, asi como las mujeres embarazadas y los
lactantes. Se ha constatado que la tasa de casos de listeriosis ha ido en aumento en la
UE en los dltimos afios lo que es preocupante y requiere mas atencion a la prevencion

y control de la enfermedad.

Los quesos son los productos lacteos con los que tradicionalmente se ha asociado la
aparicion de brotes de listeriosis, uno de los que ocurrié en la Unién Europea, en 2011
(11 casos de listeriosis, con 4 muertes), el alimento identificado como causante fue
gueso de elaboracion casera, aunque sin informacién sobre el tratamiento térmico o

sobre cualquier proceso de curacion del queso (EFSA/ECDC, 2013).

Como se ha dicho anteriormente, una de las tecnologias alternativas actuales para
obtener alimentos seguros son las altas presiones hidrostéaticas - HPP, que es capaz de
inactivar enzimas y destruir los microorganismos patdégenos sin causar una pérdida
sensorial y/o nutricional significativa en los alimentos (BUCKOW, et al., 2009; DARYAEI
& BALASUBRAMANIAN, 2012; TAO et al., 2014), aunque la estructura de moléculas de
alto peso molecular tales como proteinas y carbohidratos pueda ser alterada, las
moléculas mas pequefias tales como compuestos volatiles, pigmentos, vitaminas y otros
compuestos relacionados aspectos nutricionales y de promocién de la salud son menos
afectados (MUJICA-PAZ et al., 2011) y por eso recibe una gran atencidon en las
industrias de alimentos, recientemente, aunque la primera investigacion utilizando ese
proceso para la preservacion de la leche date a finales del siglo XIX en los Estados
Unidos (HITE, 1899).

Actualmente, el tratamiento por HPP funciona por sistemas discontinuos, por lotes, los
alimentos deben estar en envase flexible o semi-flexible, lo cual se coloca en una
camara y se sumerge en agua o algun otro fluido de presurizacion, para sufrir presion
durante un tiempo de 1 a 20 minutos, a temperatura controlada, al final la camara se
despresuriza y se retira el producto (HOGAN et al., 2005; BALASUBRAMANIAM et al.,
2015).
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Existen dos principios cientificos relevantes para revelar como actua las altas presiones
en los alimentos, uno es el principio de Le Chatelier, que se aplica a todos los procesos
fisicos y afirma que cuando el equilibrio de un sistema es perturbado, el sistema
responde de una manera que tiende a minimizar la perturbacioén, o sea, la alta presion
estimula reacciones que resultan en una disminucién en el volumen, por ejemplo,
transicion de fase, cambio en la configuracion molecular, reaccion quimica que se

acompafia de una disminucion del volumen se potenciara mediante la presion.

Otro es el principio isostatica (Ley de Pascal) que establece que la presion se transmite
instantanea y uniformemente a través de una muestra bajo presion, si la muestra esta
en contacto directo con el medio de presion o herméticamente sellada en un recipiente
flexible que transmite presiéon (TRUJILLO et al., 2000; NORTON & SUN, 2008), es decir,
la presion producida en la cAmara de tratamiento es rapida y uniformemente transferida
al producto alimenticio y no se ve afectada por el tamafio del producto o su forma
externa, de manera que todas las partes del producto reciben la misma presion
(RASTOGI et al., 2007; MUJICA-PAZ et al., 2011).

Sobre los efectos en los microrganismos, en la literatura hay registros de que 50 MPa
de presién pueden inhibir la sintesis de proteinas y reducir el numero de ribosomas, 100
MPa puede inducir una desnaturalizacion parcial de la proteina, y 200 MPa causa dafio
a la membrana celular ya la estructura celular interna, mientras que a partir de 300 MPa
ocurre desnaturalizacion irreversible de enzimas y proteinas, lo que provoca la ruptura
de la membrana celular y la excrecién de sustancias internas, o sea la muerte bacteriana
(ABE, 2007).

Los efectos que tiene la alta presion sobre las proteinas estan relacionados con la
ruptura de los enlaces no covalentes en las moléculas de proteinas, en general, la alta
presidn no tiene efecto sobre las estructuras primarias, hay pocos efectos sobre las
estructuras secundarias y efectos significativos sobre las estructuras terciarias y
cuaternarias de la proteina. El grado de desnaturalizacién se basa en el tipo de proteina,
la magnitud de la presion y el tiempo de interaccion, entre 100 y 300 MPa la reaccién es
reversible, ya cuando la presion es superior a 300 MPa, la reaccion es irreversible
(YALDAGARD et al., 2008).
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En los Estados Unidos estd establecido (por directiva del FSIS - Food Safety and
Ispection Service) que el establecimiento que utiliza el HPP cémo tratamiento posletal
para reducir o eliminar la L. monocytogenes en su producto debe tener en cuenta
determinados criterios cientificos al validar la eficacia de su proceso de HPP en cuanto
a la eliminacion y la reduccion del peligro biolégico especifico para la inocuidad de los
alimentos hasta un nivel aceptable. En el caso de establecimiento que realiza el
reprocesamiento de un producto listo para consumo contaminado por L monocytogenes
debe lograr una reduccion minima de 5 log (USD, 2012). Es decir, ese limite establecido
para un producto alterado puede ser tomado como referencia de maxima exigencia de

seguridad en se tratando un alimento dicho normal (no adulterado).
2 OBJETIVOS

El objetivo principal es investigar la variabilidad de inactivacién de diferentes cepas de
Listeria monocytogenes en queso de mezcla pasteurizado semicurado frente al

tratamiento por altas presiones hidrostaticas.

Los objetivos generales desarrollados para cumplir el objetivo principal son: aislar y
cultivar 12 cepas distintas de L. monocytogenes; contaminar el queso; tratar el queso
contaminado con altas presiones a diferentes tiempos; evaluar la inactivacion de las
cepas; identificar la cepa mas resistente a los tratamientos empleados; establecer las
condiciones ideales de tiempo y presion para la inactivacion de la(s) cepa(s) mas

resistentes al tratamiento por altas presiones hidrostaticas.

3 MATERIALES Y METODOS

La investigacién fue conducida durante 6 ensayos, dirigidos para establecer la eficacia

del tratamiento de HHP sobre la contaminacion artificial del queso.
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3.1 Cepas

Se utilizaron 12 cepas de Listeria monocytogenes (Tabla 1) proporcionadas por el
Instituto Tecnoldgico Agrario de Castilla y Ledn (ITACyL), que forman parte de la
coleccioén de aislados del Laboratorio de Biologia Molecular y Microbiologia, que fueron
aisladas de quesos de una industria quesera que por motivos de confidencialidad no se

menciona. Los cultivos stock se conservaron a -80 °C en una solucién de glicerol.

Tabla 1. Caracteristicas de las cepas de L. monocytogenes empleadas en este estudio.

Cepa Serogrupo Origen

LBMM 1109 1/2c Empresa
LBMM 1163 1/2a Empresa
LBMM 1172 4b Empresa
LBMM 1175 1/2a Empresa
LBMM 1178 4b Empresa
LBMM 1181 4b Empresa
LBMM 1187 4b Empresa
LBMM 1289 Empresa
LBMM 1290 Empresa
LBMM 1291 Empresa
LBMM 1294 Empresa
LBMM 1371 1/2b Empresa

3.2 Queso

En el estudio se utiliz6 queso de mezcla pasteurizado procedente de un solo productor.

3.3 Preparo del In6culo

A partir de los cultivos stock, se prepararon los in6culos de cada una de las cepas, se
aislé cada cepa empleando un asa de siembra de 10 pl en placas de Chromogenic
Listeria Agar - ALOA (OXOID) y se incub6 durante 48 a 72 horas a 37°C. Seguidamente
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se transfirieron las colonias aisladas con asas estériles de las placas de ALOA a tubos
con 5 ml de Brain Heart Infusion - BHI (BD BIOSCIENCES) y se cultivé durante 16 a 18
horas a 37°C, después fueron conservados a 4°C hasta su utilizacion.

3.4 Recuento del In6culo

Se realiz6 un recuento inicial de la concentracion del cultivo 24 horas antes del ensayo,
a partir de la siembra de 0,1 ml de las diluciones 10, 10, 10 del in6culo en superficie
en Brain Heart Infusidon Agar - BHIA, incubado a 37°C. La concentracion del indculo era

ajustada a 2,5x10% UFC/ml (para contaminar 25 g de queso con 0,1 ml de inéculo).
3.5 Plan de ensayos

Los ensayos fueron planeados de forma a ejecutar el estudio de 2 cepas a la vez,
preparandose las muestras para ser sometidas a los cuatro tratamientos definidos
(Tabla 2), con tres replicas (mas una reserva) y mas dos controles, por ejemplo: Ensayo
1 (Tabla 4) con las cepas LBMM1109 y LBMM1163, cada cepa debe tener los
tratamientos T1, T2, T3y T4, cada uno con sus réplicas mas reserva; mas los controles
Cly C2, cada uno con sus 3 réplicas y reserva (las muestras reserva eran para el caso
de ocurrir algn problema con alguna de las 3 réplicas y tener una muestra para

sustituir).

Tabla 2. Los parametros de tratamiento de los ensayos.

Tratamientos Presién (Mpa) Tiempo (minutos)
T1 600 1
T2 600 3
T3 600 5
T4 600 10

C1: Porciones de queso inoculadas no sometidas a tratamiento. Control para determinar
el recuento real, teniendo en cuenta la matriz (Control Matriz/In6culo), analizada el dia

del tratamiento por HPP.
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C2: Porciones de queso inoculadas no sometidas a tratamiento. Control para determinar
el recuento real, que se analiza en el momento de hacer los recuentos después del

tratamiento HPP.

Tabla 3. Plan de ensayos.

Ensayos Cepas Tratamientos
T1.1 T2.1 T3.1 T4.1
T1.2 T2.2 T3.2 T4.2
1109
T1.3 T2.3 T3.3 T4.3
T1 Reserva T2 Reserva T3 Reserva T4 Reserva
Controles Cl.1 Cl.2 C1l.3 -
1 1109 c2.1 C2.2 c2.3 -
T1.1 T2.1 T3.1 T4.1
T1.2 T2.2 T3.2 T4.2
1163
T1.3 T2.3 T3.3 T4.3
T1 Reserva T2 Reserva T3 Reserva T4 Reserva
Controles Ci1 C1.2 C1.3 -
1163 c2.1 C2.2 C2.3 -

3.6 Preparo de Muestras: Contaminacion Artificial / Inoculacion y Envase

El queso fue lonchado y colocado en bolsas de envasado en porciones de 25 g (tomando
al menos 2 lonchas) para hacer sandwich. Para realizar la contaminacion artificial, fue
inoculado 0,1 ml del in6culo preparado entre dos lonchas de queso intentando situarlo
en cinco puntos diferentes, dejando reposar las muestras (manteniendo las muestras

tumbadas) unos 5 minutos hasta el envase a vacio.

Las muestras fueron envasadas en bolsas de polipropileno, con triple proteccion (para
asegurarse de no contaminar el equipo por rotura del envase), en el envase primario
contenia las lonchas contaminadas, en el segundo envase contenia las bolsas con las
tres réplicas y el tercero envase contenia las bolsas deberian sufrir el mismo tratamiento.

Al final teniamos 4 bolsas (una referente a cada tratamiento).
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3.7 Tratamiento con Altas Presiones Hidrostaticas (HHP)

El tratamiento a altas presiones fue realizado inmediatamente después de la
inoculacion, empleando el equipo Hiperbaric 135 (Hiperbaric S.A., Burgos) fijando una
temperatura de procesado de 10°C, utilizando la presién de 600 MPa a diferentes
tiempos (1, 3, 5y 10 minutos).

Cada bolsa referente a cada tratamiento era colocada individualmente en el equipo
(Figura 1) y era realizado el ciclo de tiempo y presién determinado para cada
tratamiento. El tiempo de tratamiento de mantenimiento de la presidn en este estudio no
incluyé el tiempo de aumento de presion o el tiempo de descompresién, bien como se

considero insignificante la contribucion del cambio de temperatura a la destrucciéon de

microorganismos por HHP.

Figura 1. Equipo utilizado en los experimentos (Hiperbaric 135) (ITACyL).

En el equipo se produce un aumento de la presién hasta que llega a la presion
determinada para el tratamiento, en la cual se mantiene el tiempo fijado y finalmente
despresuriza muy rapidamente, cémo ilustrado en la Figura 2. Después de tratadas, las
muestras fueron conservadas a una temperatura de 4°C hasta la realizacién la deteccion
de células supervivientes de L. monocytogenes en un plazo maximo de 24 horas

después del tratamiento.

Durante el procesamiento de HPP se produce una variacion de temperatura durante el
periodo de compresion (calentamiento de hasta + 3 ° C por cada 100 MPa) y

descompresion (enfriamiento) del equipo en el fluido y del producto que se esta
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procesando, fendmeno conocido como calentamiento o enfriamiento adiabatico
(KNORR, 1993), pero esa pequefia variacion de temperatura no suele ser considerada

cbémo siendo una variable de influencia del proceso, asi que fue desconsiderada en esa

investigacion.

Figura 2. Gréfica de Tratamiento T1, 6000 Bares (1 atmosfera= 1.013 bares = 0.1 Mega

Pascales) por 60 segundos (pantalla del equipo).

3.8 Andlisis Microbiol6gico / Recuento de L. Monocytogenes

Cada muestra envasada al vacio fue abierta después de la esterilizacion de la superficie
del embalaje con etanol, y conteniendo ya aproximadamente 25 g, fue diluida en
aproximadamente 250 ml (dilucién 10) en Agua de Peptona (MERK) siguiendo todo el
procedimiento del método de analisis segun la norma UNE-EN ISO 11290-
1:1997/A1:2005 Método horizontal para la deteccién y el recuento de Listeria

10
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monocytogenes. Parte 1: Método de deteccidon. Modificacién 1: Modificacion del medio
de aislamiento y de la prueba de la hemdlisis e inclusién de los datos de precision (ISO,
2004).

Para el analisis microbiol6gico por recuento en placas, fueron sembradas diluciones
101, 102y 103 (1 mL en 2 placas) para cada muestra, es decir, 1 cepa x 4 tratamientos
x 3 réplicas x 3 diluciones x 2 placas de cada dilucion = 72 placas de las muestras
tratadas, ademas de los 2 controles x 3 réplicas x 3 diluciones x 2 placas para cada
dilucion = 36 placas de control, sumando un total de 108 placas de recuento para cada
cepa estudiada. Todas las placas se incubaron a 37 ° C durante 48 h y para la

enumeraciéon de L. monocytogenes las colonias tipicas se contaron manualmente.

Para expresar los recuentos como logaritmos de unidades formadoras de colonia (log

UFC/g) se empleé la siguiente formula:

N = Lc
" V(ng +0,1n,)d

N: nimero de microorganismos por gramo ou mililitro.

> c: Suma de las colonias de microrganismos de todas las placas selecionadas para el
recuento.

V: Columen de in6culo aplicado a cada placa.

nl: nimero de placas selecionadas em la primeira dilucion retenida para el recuento.
n2: numero de placas selecionadas em la segunda dilucién retenida para el recuento
d: tasa de dilucién correspondiente a la primera dilucion seleccionada.

3.9 Anadlisis Estadistico

Los experimentos fueron conducidos con 3 repeticiones y fueron calculados las medias
y desvios patrén en el software Excel 2016. Algunos resultados estuvieron por debajo
del limite de deteccion, es decir, recuento <10 UFC/g, es decir, menor que 1 log,

imposibilitando los calculos de Medias (M) y desvios patron (SD) en el primero momento.

Para realizar analisis estadistico fue considerado un valor de log UFC/g de 0,5 para eses

recuento que resultaron en <10 UFC/g y los datos fueron estadisticamente evaluados

11
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en el software Statgrafics Centurion XVII, utilizando un andlisis de varianza de los

factores (cepa y tratamiento) para los resultados de recuentos logaritmicos de Listeria.

En la etapa de verificacion del efecto de diferentes tiempos, la misma presion, sobre los
microorganismos, fueron consideradas como factores o variables independientes las
distintas cepas y los distintos tiempos de tratamientos de HPP mientras la variable

dependiente son los valores registrados de log UFC de Listeria.

Se realizé varias pruebas y gréaficas para determinar que los factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre los recuentos de listeria, también se evalud la

significancia de las interacciones entre los factores.

4 RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizé el estudio para determinar la combinacién éptima de tiempo y presion para
inactivar una concentracion inicial entre 6-7 log UFC/g de L. monocytogenes en queso
de mezcla pasteurizado. La presion de trabajo fue de 600 MPa y los tiempos de 1, 3, 5
y 10 minutos. Los resultados demostraron la efectiva reduccion (entre 5 a 6 log UFC/g
de L. monocytogenes) en por lo menos uno de los 4 tratamientos, resultado similar
obtenido previamente para diferentes tipos de alimentos, tales como guacamole, salsa,
jugos de frutas, carnes, mariscos y queso (SANDRA et al., 2004, RASTOGI et al., 2007).
En ese estudio las cepas mas resistentes tuvieran una reduccion de por lo menos 4.3

log UFC/g de L. monocytogenes.

Como mencionado anteriormente, en los analisis de deteccién y recuento algunas
placas presentaran como resultado un contaje menor que 10 UFC/g, asi que no fue
posible hacer el calculo de medias y desvio patrén pues presenté resultado abajo del
limite de deteccion de 10 UFC/g y estén representados con un asterisco (*) en la Tabla
4.

En la Tabla 4 se presentan los resultados de los ensayos con los recuentos en UFC/g y
log UFC/g, asi como las medias y desvios patron entre las réplicas. La identificacion de

las muestras esta hecha por cepas y por tratamientos, los quesos sin tratamiento (TO0),
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las muestras tratadas a 600 MPa de presion en los tiempos de 1 (T1), 3(T2),5 (T3)y
10 (T4) minutos.

Tabla 4. Resultados de los ensayos.

CEPA LBMM 1109

2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .,/ UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  82E+05 591  9,0E405 595  1,8E+05 526 5,71 0,39
Control TI-T4 5,9E+05 5,77  7,5E405 5,88  54E+05 573 5,79 0,07
T1 1,6E403 3,20  2,3E+02 2,36  4,7E+02 2,67 2,75 0,43
T2 <10 <1 <10 <1 1,3E+02 2,11 * *
T3 6,0E402 2,78  1,8E+02 2,26 <10 <1 * *
T4 3,4E+02 2,53  2,0E+402 2,30  1,06401 1,00 1,94 0,83
CEPA LBMM 1163
2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .. o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  4,1E+06 6,61  5,0E+06 6,70  3,8E+06 658 6,63 0,06
Control TI-T4 4,5E+03 3,65 3,8E406 6,58  2,5E406 6,40 5,54 1,64
T1 8,3E+04 4,92  3,4E+04 4,53  2,7E+03 3,43 4,29 0,77
2 1,4E+03 3,15  3,9E+03 3,59  2,2E+04 434 3,69 0,60
T3 3,56402 2,54 <10 <1 <10 <1 * *
T4 3,06401 1,48 <10 <1 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1172
2 3 M sD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .0 /o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  1,0E+07 7,00 5,3E+06 6,72 * * 6,86 0,19
Control TL-T2 4,7E+06 6,67 53E+06 6,72 42E+06 6,62 6,67 0,05
T1 45E+02 2,65 3,06402 2,48  45E+02 2,65 2,59 0,10
T2 1,26403 3,08 1,0E+01 <1  5,0E+01 1,70 2,39 0,98
T3 506401 1,70  1,06401 1,00 4,56+01 1,65 1,45 0,39
T4 2,06401 1,30 <10 <1 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1175
2 3 M sD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .. UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  6,7E+06 6,83  5,9E+06 6,77  1,0E407 7,00 6,87 0,12
Control TI-T4 3,3E+06 6,52 4,7E+06 6,67 6,1E+06 6,79 6,66 0,13
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T1 2,0E+03 3,46  1,7E+03 323  1,56+04 4,18 3,62 0,49
») 136403 3,11  6,4E+02 2,81  8,8E+03 3,94 3,29 0,59
T3 3,7E402 2,57  5,7E+02 2,76  1,5E+02 2,18 2,50 0,30
T4 1,0E+01 1,00 9,0E+02 2,95 12E+03 3,08 2,34 1,17
CEPA LBMM 1178
1 2 3 M )
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .0 /o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  7,9E+06 6,90 1,0E+07 7,00 9,7E+06 6,99 6,96 0,06
Control TI-T4 8,9E+06 6,95 8,9E+06 6,95 7,5E+406 6,88 6,92 0,04
T1 1,9E+04 4,28  85E+03 3,93  3,8E+03 3,58 3,93 0,35
2 3,56402 2,54  5,4E+02 2,73 3,3E+02 2,52 2,60 0,12
T3 1,9E+02 2,28  2,06401 1,30  3,3E+03 3,52 2,37 1,11
T4 3,0E403 3,48 6,06401 1,78  6,6E402 2,82 2,69 0,86
CEPA LBMM 1181
1 2 3 M )
. lo lo lo lo lo
Tratamiento ..\, UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  2,6E+06 6,41  5,6E+06 6,75  4,2E+06 6,62 6,60 0,17
Control TI-T4 4,8E+06 6,68 4,0E406 6,60 3,7E+06 6,57 6,62 0,06
T1 8,3E+02 2,92  7,06402 2,85  5,1E+03 3,71 3,16 0,48
2 1,0401 1,00 8,0E+01 1,90 4,0E401 1,60 1,50 0,46
T3 5,0E401 1,70 <10 <1 81E+02 2,91 * *
T4 1,0E401 1,00 <10 <1 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1187
1 2 3 M )
. lo lo lo lo lo
Tratamiento ..\, /. UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  6,2E+06 6,79  6,7E+08 8,83  7,4E+06 6,87 7,50 1,15
Control T1-T4 5,7E+06 6,76 5,4E+06 6,73 6,4E+06 6,81 6,76 0,04
T1 9,1E+03 3,96 1,5E+04 4,18  1,8E+04 426 4,13 0,15
T2 8,0E+01 1,90 <10 <1 <10 <1 * *
T3 2,06401 1,30  1,0e401 1,00 2,56+02 2,40 1,57 0,74
T4 4,5E+01 1,65 2,06401 1,30 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1289
1 2 3 M )
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .. UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  6,2E+06 6,79  6,7E+06 6,83  4,5E+06 6,65 6,76 0,09
Control TI-T4 6,2E+06 6,79  6,7E+06 6,83 45E+06 6,65 6,76 0,09
T1 1,56402 2,18  3,56402 2,54  2,7E+02 2,43 2,38 0,19
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2 3,56+02 2,54  2,0E+01 1,30  2,7E+01 1,43 1,76 0,68
T3 6,8E+02 2,83  1,9E+02 2,28  2,7E+02 2,43 2,51 0,29
T4 1,6E+02 2,20  2,0E402 2,30  2,5E+02 2,40 2,30 0,10
CEPA LBMM 1290
2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .0 /o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  7,5E+06 6,88  6,7E+06 6,83  8,4E+06 6,92 6,38 0,05
Control TI-T4 7,5E+06 6,88  6,7E+06 6,83  84E+06 6,92 6,88 0,05
T1 1,56+04 4,18  2,7E+03 3,43  56E+04 4,75 4,12 0,66
2 9,8E+02 2,99  2,9E+02 2,46  3,6E+03 3,56 3,00 0,55
T3 2,4E+02 2,38 <10 <1 <10 <1 * *
T4 1,0E401 1,00 <10 <1 326402 251 1,75 1,06
CEPA LBMM 1291
2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento ,cc /o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC/g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  8,2E+06 6,91  6,8E+06 6,83  4,8E+06 6,68 6,81 0,12
Control TI-T4 8,2E+06 6,91 6,8E+06 6,83 4,8E+06 6,68 6,81 0,12
T1 2,8E+04 4,45  4,5E+04 4,65  2,8E+04 4,45 4,52 0,12
2 1,36+03 3,11  1,1E+03 3,04  1,9E+03 3,28 3,14 0,12
T3 2,6E402 2,41  1,3E+03 3,11  5,4E+02 2,73 2,75 0,35
T4 <10 <1 <10 <1 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1294
2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .. o UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  5,9E+06 6,77  1,1E+07 7,04  1,0E407 7,00 6,94 0,15
Control TI-T4 59E+06 6,77 1,1E+07 7,04 1,0E407 7,00 6,94 0,15
T1 <10 <1  1,06+401 1,00 1,0E+01 1,00 * *
2 1,56+02 2,18  1,1E+03 3,04  2,0E+01 1,30 2,17 0,87
T3 1,0E401 1,00 <10 <1 <10 <1 * *
T4 1,0E401 1,00 55E+01 1,74 <10 <1 * *
CEPA LBMM 1371
2 3 M SD
. lo lo lo lo lo
Tratamiento .. UFCg/g UFC /g UFCg/g UFC /g UFCg/g UFCg/g UFCg/g
Control TO  8,7E+06 6,94  1,1E+07 7,04  9,5E+06 6,98 6,99 0,05
Control TI-T4 8,7E+06 6,94 1,1E+07 7,04 9,5E+06 6,98 6,99 0,05
T1 <10 <1 <10 <1 <10 <1 * *
T2 2,06401 1,30  1,1E+02 2,04  3,6E+02 2,56 1,97 0,63
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T3 <10 <1 <10 <1 <10 <1 * *
T4 2,5E+02 2,40 <10 <1 <10 <1 * *

(*) resultados por debajo del limite de deteccion.

Los resultados presentados en la Tabla 3 demuestran que los ensayos fueron bien
conducidos de manera que los resultados de las réplicas tuvieran buena
reproductibilidad y desvios patrén pequefios, con excepcion de las muestras del
tratamiento T4 de la cepa LBMM 1175, T3 de la cepa LBMM 1178 y T4 de la cepa LBMM
1290 que presentaron desvio patrén mayor que 1 log UFC/g.

Se puede observar que, con excepcion de las cepas LBMM 1175 y LBMM 1189, todas
las otras cepas fueron sensibles al tratamiento de altas presiones al lograr un recuento
menor que 2 log UFC/g en por lo menos alguno de los tratamientos. Es decir, las cepas
LMBB 1175 e LBMM 1178 son las cepas que presentaron mayor resistencia a los

tratamientos al presentaren Log UFC/g > 2.

Para efecto de célculos y graficas, se considerd un nimero estimativo de Log UFC/g
igual a 0,5 para aquellos que estaban presentados por (*) en la Tabla 3, asi se pudo
calcular los promedios de los recuentos L. monocytogenes de las muestras de quesos
sin tratamiento (TO0), y tratadas a 600 MPa de presion en los tiempos de 1 (T1), 3 (T2),
5 (T3) y 10 (T4) minutos, inoculadas con las 12 cepas estudiadas, que estan

presentados en la Tabla 5.

Tabla 5. Recuentos en log UFC/g de L. monocytogenes.

Recuento de Listeria monocytogenes (Log UFC/q)
Tratamientos

Cepa TO T1 T2 T3 T4
LBMM 1109 5,79 2,75 1,04 1,84 1,94
LBMM 1163 5,54 4,29 3,69 1,18 0,83
LBMM 1172 6,67 2,59 1,76 1,45 0,77
LBMM 1175 6,66 3,62 3,29 2,50 2,34
LBMM 1178 6,92 3,93 2,60 2,37 2,69
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LBMM 1181 6,62 3,16 1,50 1,70 0,67
LBMM 1187 6,76 4,13 0,97 1,57 1,15
LBMM 1289 6,76 2,38 1,76 2,51 2,30
LBMM 1290 6,88 4,12 3,00 1,13 1,34
LBMM 1291 6,81 4,52 3,14 2,75 0,50
LBMM 1294 6,94 0,83 2,17 0,67 1,08
LBMM 1371 6,99 0,50 1,97 0,50 1,13

Con esos valores se pudo graficar el efecto de la presidén sobre la reduccién logaritmica
de Listeria monocytogenes representadas presentado en una misma grafica en la Figura

3y separadamente en la Figura 4.
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Figura 3. Efecto de la presion de 600 MPa sobre la reduccion logaritmica de Listeria
monocytogenes en los tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos en temperatura constante de
10°C.

El gréfico de la Figura 3 muestra que generalmente el contaje decrece con el aumento
del tiempo de tratamiento, con excepcion de las cepas LBMM 1109, LBMM 1187, LBMM
1294 y LBMM 1371. Otra vez se debe tener en cuenta que las respuestas de cada cepa

en cada condicion de tratamiento varian y que ni siempre el tratamiento con mayor
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tiempo tuve la mayor reducciéon como respuesta. Las cepas LBMM 1187 y LBMM 1189
presentaran un comportamiento parecido, al tener mayor reduccion en el tratamiento
T2. Las cepas LBMM 1187 y LBMM 1189 presentaran un comportamiento parecido, al

tener mayor reduccion en el tratamiento T2.
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Figura 4. Efecto de la presion de 600 MPa sobre la reduccion logaritmica de Listeria
monocytogenes en los tiempos de 1, 3, 5 y 10 minutos en temperatura constante de
10°C.

En la Figuras 3 y 4 se puede notar la diversidad de comportamiento de las cepas a los
tratamientos y se confirma la importancia del aislado sobre el efecto que ejercen las
altas presiones. Hay aislados mas resistentes que otros, por eso es importante
determinar qué tipo de aislado tiene el alimento para aplicar el tratamiento adecuado y
no pueden extrapolarse los resultados, si bien se pueden efectuar unas
recomendaciones. Es importante caracterizar el aislado para definir los parametros de
tratamiento. Tampoco se puede atribuir la resistencia a un determinado serotipo porque
dichas cepas pertenecen a serotipos distintos 1/2a y 4b. Ademas hay cepas
extremadamente sensibles que con un tiempo de inactivacion de 1 minuto ya se

consigue la reduccion deseada.
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Fueron realizadas las Pruebas de Mdltiple Rangos (Tabla 6) para valores de Log UFC/g
por Tratamientos, para discriminar si hay diferencia minima significativa por el test de

Fisher (LSD) entre las medias con nivel de 95% de confianza.

Tabla 6. Prueba de Mdltiple Rangos para los tratamientos.

Contraste Sig. Diferencia +/- Limites
TO-T1 * 3,69528 0,293923
TO-T2 * 4,52417 0,293923
TO-T3 * 5,08333 0,293923
TO-T4 * 5,36944 0,293923
T1-T2 * 0,828889 0,293923
T1-T3 * 1,38806 0,293923
T1-T4 * 1,67417 0,293923
T2-T3 * 0,559167 0,293923
T2-T4 * 0,845278 0,293923
T3-T4 0,286111 0,293923

* indica una diferencia significativa.

Los resultados demostraran que hay diferencias significativas entre todos los
tratamientos con excepcion de los Tratamientos T3y T4, lo que se confirma en la gréafica

de la Figura 5.
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Figura 5. Promedios de los resultados tratamientos.

Ya era esperado una diferencia significativa entre los tratamientos y resulta curioso no
haber diferencia significativa entre los tratamientos T3 y T4, con los tiempos de 5y 10
minutos respectivamente, eso podria hacer pensar que con presion de 600 MPa a una
temperatura de 10°C, el aumento del tiempo de tratamiento ademas de los 5 minutos ya
no resultaria en aumento de la efectividad del tratamiento, podria se considerar
investigar cambios de la temperatura de trabajo, asi como TOMASULA et al. (2014) que
empled la presion de 600 MPa en temperaturas de 20°C y 40°C y logré la reducciones
logaritmicas de 4,6 y 3,5 (respectivamente) de L. monocytogenes en queso fresco,

llegando al nivel minimo de deteccidn en tan sélo 5 minutos de tratamiento.

Es necesario resaltar, que considerando trabajar con el tratamiento T3, ademas de las
cepas LBMM 1175 y LBMM 1178, deberén ser consideradas también las cepas LBMM
1289 y LBMM 1291 dentro de las mas resistentes pues presentaran contaje superior a

2 log UFC/g para ese tratamiento.
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Figura 6. Interacciones entre los factores (cepa y tratamiento) para la reduccion de

Listeria.

En la Figura 6 se puede observar el comportamiento de cada cepa con relacion a cada
tratamiento, considerando los promedios y errores. Una vez mas se percibe que en casi
toda la extension de las curvas de los tratamientos T3 y T4 se sobrepone, demostrando
que no hay diferencias significativas entre los dos tratamientos, excepto para la cepa
LBMM 1291.

Teniendo en cuenta que los criterios microbiol6gicos de la Unién Europea en relacion
con L. monocytogenes, admite una tolerancia maxima de 100 UFC/g siempre y cuando
el alimento no soporte el crecimiento de listeria durante su vida Util y que generalmente
los productos listos para consumir tienen baja concentracion de L. monocytogenes
(CASADEI et al., 2004; EFSA, 2013), se puede afirmar que el tratamiento HHP puede

contribuir en gran medida a reducir o eliminar el riesgo para los consumidores.

Considerando los aspectos discutidos anteriormente, se puede aconsejar la utilizacién
de las cepas LBMM 1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291 como referencias
para la validacion de la eficacia del tratamiento por altas presiones, utilizandose la
presion de 600 MPa con un tiempo de 5 minutos. La validacion serd aprobada si
comprobada la reduccion de la cepa de referencia hasta los valores recomendados por
ley (Log UFC/g<2).
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5 CONCLUSIONES

Existe una gran variabilidad entre las cepas estudiadas con respecto a su
comportamiento frente a los tratamientos ejecutados, es decir, la eficacia del

procesamiento HPP, ademas de sus parametros, depende de la cepa y del alimento.

No obstante, los resultados de este estudio indican que las HHP pueden ser aplicadas
a los quesos tipo mezcla pasteurizados con el fin de reducir la contaminacién por L.
monocytogenes como se demuestra en gran parte para muchos otros productos

alimenticios.

Se puede concluir que los tratamientos T3 y T4 fueron los méas eficaces, pero, sin
diferencia significativa entre ellos, se puede elegir el tratamiento T3 (600 MPa, 5 min),
por tener menor tiempo y asi influir menos en las caracteristicas sensoriales del

producto.

Las cepas mas resistentes al tratamiento a 600 MPa durante 5 minutos fueron LBMM
1175, LBMM 1178, LBMM 1289 y LBMM 1291. Entre todas las cepas estudiadas fue el
tratamiento que logroé la reduccién de contaminaciéon alcanzando un recuento final menor

que 2 log UFC/g, con excepcidn de las cepas consideradas mas resistentes.

En conclusion, considerando que las industrias deben contar con Analisis de Peligros y
Puntos de Control Criticos y no deben tener al final del proceso una contaminacién en
la orden de 6 a 7 log (similar a los casos estudiados), se puede aconsejar el HPP para

el control de la Listeria monocytogenes.

De todos modos, merece destacarse que los resultados de este estudio deben ser

confirmados en diferentes productos y en funcion del aislado.
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