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RESUMEN 

 

En el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad (LECC) de la Universidad Católica de Santa 

María de la ciudad de Arequipa, una de las muestras de mayor concurrencia son los quesos no 

madurados. El queso representa uno de los productos lácteos de mayor consumo en el Perú, por 

lo que su análisis es de suma relevancia. El LECC realiza análisis microbiológicos en una amplia 

variedad de alimentos de consumo humano, que deben cumplir con una calidad microbiológica, 

en el que se evalúa la inocuidad alimentaria y la calidad comercial del producto. Los quesos no 

madurados que tienen bastante afluencia en el laboratorio deben de someterse a este análisis de 

calidad, y dentro de este, se encuentra el análisis de recuento de coliformes totales y E. coli 

siendo el CCA (Agar para Coliformes Chromocult) uno de los medios más utilizados, sin 

embargo, este no se encuentra validado para esta muestra de alimento según la ISO 

(Organización Internacional de Normalización) y por ende tampoco se encuentra validado en el 

LECC de la UCSM. Es por ello que, en el presente trabajo, se evaluó a este medio de cultivo en 

base a la ISO 16140-4 “Protocolo para la validación de métodos alternativos (registrados) frente 

a los métodos de referencia”.  

Las muestras de quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) 

fueron obtenidos del mercado San Camilo de tres tiendas comerciales, obteniendo en total 18 

quesos. El estudio fue observacional. La recolección de las muestras de quesos no madurados se 

realizó en el mes de Julio del 2023. Los datos recolectados se almacenaron en Microsoft Excel 

para realizar la estadística correspondiente. La recuperación relativa de coliformes totales y E. 

coli en CCA en comparación con TSA (Agar Triptona Soja) fue aceptable (101 % y 96 %), la 

desviación estándar interna de repetibilidad (0,00266 y 0,00287) y reproducibilidad (0,14870 y 

0,17401) fueron suficientes. El rango de trabajo se estableció entre 10 - 150 UFC (Unidades 

Formadoras de Colonias) por placa según la ISO 4832. En el parámetro de precisión se obtuvo 

como desviación estándar de repetibilidad, para el método de coliformes totales de referencia 

fue 0,084 y para el alternativo 0,058, en el caso de la determinación de E. coli se obtuvo una 

desviación estándar de repetibilidad para el método de referencia de 0,076 y para el alternativo 

de 0,095, estos resultados se encuentran dentro del rango de los límites de aceptabilidad (AL) y 

además se calcularon los intervalos de tolerancia esperados (β-ETI) que cumplen con la 

condicional Upper β-ETI ≤ AL y Lower β-ETI ≥ -AL, por lo tanto el método alternativo es 

aceptado como equivalente al método de referencia. La veracidad relativa se confirmó por un 

gráfico de dispersión que mostró la distribución alrededor de la línea diagonal, indicando que si 
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existe concordancia entre los resultados de ambos métodos. Así mismo, se realizó el método de 

Bland-Altman que consiste en comparar dos métodos diferentes y analizar su concordancia en 

base a una misma variable, en el caso de coliformes totales y E. coli se obtuvo un límite superior 

(0.20715 y 0.24126) y un límite inferior (-0.02903 y -0.08165), donde la mayoría de los datos 

obtenidos se encuentran dentro de los límites y cumple con lo establecido por el parámetro. En 

conclusión, el método para el recuento de coliformes totales y E. coli utilizando el medio de 

cultivo comercial cromogénico CCA, demostró ser útil para la cuantificación simultánea de 

ambos microorganismos en quesos no madurados, y por lo tanto puede ser validado para este 

método (52). 

  

Palabras claves: Validación, quesos no madurados, coliformes totales y Escherichia coli. 
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ABSTRACT 

 

At the Testing and Quality Control Laboratory (LECC) of the Universidad Católica de Santa 

María in the city of Arequipa, one of the most common samples are raw cheeses. Cheese is one 

of the most consumed dairy products in Peru, so its analysis is important. The LECC performs 

microbiological analyses on a wide variety of foods for human consumption, which must 

comply with microbiological quality, in which the food safety and commercial quality of the 

product is evaluated. Raw cheeses, which are quite common in the laboratory, must undergo 

this quality analysis, which includes the analysis of total coliform and E. coli counts, with CCA 

(Chromocult Coliform Agar) being one of the most commonly used methods. However, this 

method is not validated for this food sample according to ISO (International Organization for 

Standardization) and therefore is not validated at the LECC of UCSM. For this reason, in the 

present work, this culture medium was evaluated based on ISO 16140-4 "Protocol for the 

validation of alternative (registered) methods against reference methods". 

Samples of raw cheeses were obtained from the San Camilo market from three commercial 

stores, obtaining a total of 18 cheeses. The study was observational. The raw cheese samples 

were collected in July 2023. The collected data were stored in Microsoft Excel to perform the 

corresponding statistics. The relative recovery of total coliforms and E. coli in CCA compared 

to TSA (Tryptone Soy Agar) was acceptable (101 % and 96 %), the internal standard deviation 

of repeatability (0.00266 and 0.00287) and reproducibility (0.14870 and 0.17401) were 

sufficient. The working range was established between 10 - 150 CFU (Colony Forming Units) 

per plate based on ISO 4832. In the accuracy profile, the repeatability standard deviation was 

0.084 for the reference total coliforms method and 0.058 for the alternative method, in the 

determination of repeatability standard deviation for E. coli  was obtained for the reference 

method of 0.076 and for the alternative of 0.095, these results are within the range of the limits 

of acceptability (AL) and in addition the expected tolerance intervals (β-ETI) were calculated 

that comply with the conditional Upper β-ETI ≤ AL and Lower β-ETI ≥ -AL, therefore the 

alternative method is accepted as equivalent to the reference method. The relative trueness was 

confirmed by a scatter plot that showed the distribution around the diagonal line, indicating that 

there is concordance between the results of both methods. In the case of total coliforms and E. 

coli, an upper limit (0.20715 and 0.24126) and a lower limit (-0.02903 and -0.08165) were 

obtained, where most of the data obtained are within the limits and comply with the established 

parameter. In conclusion, the method for the enumeration of total coliforms and E. coli using 
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the commercial chromogenic culture medium CCA proved to be useful for the simultaneous 

quantification of both microorganisms in raw cheeses, and therefore can be validated for this 

method (52). 

 

Key words: Validation, raw cheeses, total coliforms y Escherichia coli. 

 



9 

 

ÍNDICE 

DEDICATORIA ............................................................................................................... iii 

AGRADECIMIENTO ...................................................................................................... iv 

RESUMEN ......................................................................................................................... v 

ABSTRACT ..................................................................................................................... vii 

INTRODUCCIÓN ............................................................................................................. 1 

CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO TEÓRICO ........................................................... 3 

1. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN ............................................................... 4 

1.1. Determinación del problema ........................................................................ 4 

1.2. Enunciado del problema ................................................................................ 4 

1.3. Descripción del problema .............................................................................. 5 

1.4. Justificación ...................................................................................................... 6 

2. OBJETIVOS ........................................................................................................ 7 

2.1. Objetivo general .............................................................................................. 7 

2.2. Objetivos específicos ....................................................................................... 7 

3. MARCO TEÓRICO ........................................................................................... 8 

3.1. Queso .................................................................................................................. 8 

3.2. Queso fresco .................................................................................................... 10 

3.3. Microorganismos contaminantes ............................................................... 16 

3.4. Análisis microbiológico para coliformes totales y E. coli en alimentos 

según la ISO 4832 y 16649 ........................................................................... 25 

3.5. Análisis microbiológico para coliformes totales y E. coli en aguas 

según la ISO 9308 .......................................................................................... 26 

3.6. Normativa nacional sanitaria ..................................................................... 26 

3.7. Validación ....................................................................................................... 26 

4. HIPÓTESIS ....................................................................................................... 30 

CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS ........................................................... 31 

1. CAMPO DE VERIFICACION ........................................................................ 32 

1.1. Ubicación espacial ......................................................................................... 32 

1.2. Ubicación temporal ....................................................................................... 32 

1.3. Unidades de estudio ...................................................................................... 32 



10 

 

1.4. Identificación de los grupos ........................................................................ 32 

1.5. Control de los grupos ................................................................................... 32 

2. MATERIALES .................................................................................................. 32 

2.1. Instrumentos ................................................................................................... 32 

2.2. Medios y reactivos ......................................................................................... 33 

2.3. Materiales biológicos .................................................................................... 34 

2.4. Materiales ........................................................................................................ 34 

2.5. Muestra ............................................................................................................ 35 

2.6. Otros materiales ............................................................................................ 35 

3. METODOLOGÍA ............................................................................................. 35 

3.1. Obtención y tratamiento de la muestra .................................................... 35 

3.2. Recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. coli en los 

métodos de referencia (VRBL y TBX) y alternativo (CCA) ............... 36 

3.3. Análisis de los parámetros de validación según la ISO 16140-4 ......... 38 

3.4. Protocolo de análisis de coliformes totales y E. coli para quesos no 

madurados ...................................................................................................... 41 

CAPÍTULO III: RESULTADOS ................................................................................... 42 

DISCUSIONES ................................................................................................................ 63 

CONCLUSIONES ........................................................................................................... 68 

RECOMENDACIONES ................................................................................................. 70 

REFERENCIAS BIBLIOGRÁFICAS .......................................................................... 71 

ANEXOS .......................................................................................................................... 78 

 

 

 

 

  



11 

 

ÍNDICE DE TABLAS 

Tabla N° 1 Cuadro de variables ............................................................................................ 5 

Tabla N° 2 Requisitos microbiológicos del queso fresco según la NTP 202-195 .............. 11 

Tabla N° 3 Categoría taxonómica de Escherichia coli ....................................................... 18 

Tabla N° 4 Categoría taxonómica de Enterobacter ............................................................ 21 

Tabla N° 5 Categoría taxonómica de Klebsiella ................................................................ 22 

Tabla N° 6 Categoría taxonómica de Citrobacter .............................................................. 23 

Tabla N° 7 Categoría taxonómica de Serratia .................................................................... 24 

Tabla N° 8  Pruebas bioquímicas de coliformes totales ..................................................... 24 

Tabla N° 9 Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados 

(fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio VRBL frente al CCA

 ............................................................................................................................................. 43 

Tabla N° 10 Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados 

(fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA

 ............................................................................................................................................. 44 

Tabla N° 11 Estudio de productividad del método alternativo (CCA) frente a un agar no 

selectivo (TSA) para E. coli y C. freundii ........................................................................... 46 

Tabla N° 12 Recuentos obtenidos a partir de los inóculos de E. coli y coliformes totales (C. 

freundii y E. coli) para el estudio de precisión del método alternativo (CCA) bajo 

condiciones de repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista Y) ............................ 47 

Tabla N° 13 Recuentos obtenidos a partir de los inóculos de E. coli y coliformes totales (C. 

freundii y E. coli) para el estudio de precisión del método alternativo (CCA) bajo 

condiciones de repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista M) ........................... 48 

Tabla N° 14 Estudio de precisión interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones 

de repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para E. coli ..................................... 49 

Tabla N° 15 Estudio de precisión interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones 

de repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para coliformes totales ................... 49 

Tabla N° 16 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales ..................................................................... 49 

Tabla N° 17 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (TBX) para E. coli ......................................................................................... 51 

Tabla N° 18 Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales ..................................................................... 53 



12 

 

Tabla N° 19 Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (TBX) para E. coli ......................................................................................... 54 

Tabla N° 20 Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas 

en VRBL a 35 °C por 24 h .................................................................................................. 55 

Tabla N° 21 Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas 

en TBX a 44 °C por 24 h ..................................................................................................... 56 

Tabla N° 22 Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas 

en CCA a 35 °C por 24 h ..................................................................................................... 57 

Tabla N° 23 Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas 

en TSA a 35 °C por 24 h ..................................................................................................... 57 

Tabla N° 24 Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus, S. saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en VRBL a 35 °C por 24 h ..... 58 

Tabla N° 25 Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus, S. saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en TBX a 44 °C por 24 h ........ 59 

Tabla N° 26 Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus, S. saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en CCA a 35 °C por 24 h ....... 59 



xiii 

 

ÍNDICE DE GRÁFICOS 

Gráfico N° 1 Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados 

(fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio VRBL frente al CCA

 ............................................................................................................................................. 44 

Gráfico N° 2 Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados 

(fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA

 ............................................................................................................................................. 45 

Gráfico N° 3 Recuento de E. coli en concentración 50 UFC/mL en CCA y TSA ............. 46 

Gráfico N° 4  Recuento de C. freundii en concentración 50 UFC/mL en CCA y TSA  .... 47 

Gráfico N° 5 Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 30 UFC/mL en CCA ... 48 

Gráfico N° 6 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales interpretados con el método Bland - Altman

 ............................................................................................................................................. 50 

Gráfico N° 7 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales interpretados en el gráfico de dispersión .... 51 

Gráfico N° 8 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (TBX) para E. coli interpretados con el método Bland - Altman .................. 52 

Gráfico N° 9 Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (TBX) para E. coli interpretados en el gráfico de dispersión ........................ 52 

Gráfico N° 10 Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales ..................................................................... 54 

Gráfico N° 11 Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método 

de referencia (VRBL) para coliformes totales ..................................................................... 55 

Gráfico N° 12 Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 100 UFC/mL en VRBL

 ............................................................................................................................................. 56 

Gráfico N° 13 Recuento de E. coli en concentración 30 UFC/mL en TBX ....................... 56 

Gráfico N° 14 Recuento de E. coli y C. freundii  en concentración 100 UFC/mL en CCA

 ............................................................................................................................................. 57 

Gráfico N° 15 Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 100 UFC/mL en TSA 58 



 

xiv 

 

ÍNDICE DE ANEXOS 

Anexo N° 1 Costos de los medios de cultivo y pruebas confirmatorias utilizados en la 

validación ............................................................................................................................ 79 

Anexo N° 2 Ficha técnica del medio de cultivo VRBL ...................................................... 80 

Anexo N° 3 Ficha técnica del medio de cultivo TBX ......................................................... 81 

Anexo N° 4 Ficha técnica del medio de cultivo CCA ......................................................... 82 

Anexo N° 5 Certificado de cepa Escherichia coli WDCM 00013 ...................................... 83 

Anexo N° 6 Certificado de cepa Enterococcus faecalis WDCM 00087 ............................. 84 

Anexo N° 7 Certificado de cepa Citrobacter freundii WDCM 00006 ............................... 85 

Anexo N° 8 Certificado de cepa Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 ....................... 86 

Anexo N° 9 Certificado de cepa Salmonella enterica WDCM 00030 ................................ 87 

Anexo N° 10 Certificado de cepa Staphylococcus aureus WDCM 00034 ......................... 88 

Anexo N° 11 Certificado de cepa Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159 ............. 89 

Anexo N° 12 Estudio de exclusividad del método alternativo frente a los métodos de 

referencia con vancomicina ................................................................................................. 90 

Anexo N° 13  Certificado N° 020902 del medio de cultivo Chromocult Coliform Agar por 

el programa AOAC Performance Tested............................................................................. 91 

Anexo N° 14  Verificación de los equipos del laboratorio ................................................. 94 

Anexo N° 15 Control de la autoclave .................................................................................. 95 

Anexo N° 16 Ficha técnica de Sterikon plus bioindicador MERCK .................................. 96 

Anexo N° 17 Control de ambientes ..................................................................................... 97 

Anexo N° 18 Verificación de medios de cultivo ................................................................. 99 

Anexo N° 19 Reconstitución de cepas bacterianas WDCM ............................................. 102 

Anexo N° 20 Revitalización y cuantificación de las cepas bacterianas WDCM .............. 103 

 

 

 

 

  



 

xv 

 

LISTA DE ABREVIATURAS 

 

CCA: Agar para Coliformes Chromocult 

TSA: Agar Triptona Soja 

VRBL: Agar cristal violeta rojo neutro bilis lactosa 

TBX: Agar Triptona Bílis-X-Glucorónido 

ISO: Organización Internacional de Normalización 

NTP: Norma Técnica Peruana 

UFC: Unidad Formadora de Colonia 

NMP: Número Más Probable 

LECC: Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad 

UCSM: Universidad Católica de Santa María 

MIDAGRI: Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego 

AOAC: Association of Analytical Communities 

DS: Desviación estándar 

CV: Coeficiente de Variación 

Log: Logaritmo 

Sr: Desviación estándar repetibilidad 

Sl: Desviación estándar reproducibilidad 

Ui: Límite superior de intervalo de tolerancia esperado 

Li: Límite inferior de intervalo de tolerancia esperado 

AL: Límite de aceptabilidad 

β-ETI: β-expectativa de intervalo de tolerancia 



 

 

INTRODUCCIÓN 

 

Los quesos forman parte de los productos lácteos más consumidos en nuestro país, por lo 

que es relevante asegurar la inocuidad alimentaria de estos. Entre los microorganismos 

indicadores de inocuidad están los coliformes totales que están compuestos por los 

siguientes géneros de la familia Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, 

Escherichia y Klebsiella. La bacteria indicadora de contaminación por materia fecal es la 

Escherichia coli, por lo tanto, el consumidor podría estar expuesto a bacterias entéricas 

(1). 

La alta concentración de bacterias que se encuentran en el queso fresco es primordialmente 

por las condiciones óptimas de este alimento para el crecimiento de cualquier 

microorganismo que ingrese al producto con facilidad. El queso fresco actúa como un 

excelente medio para el desarrollo de bacterias como Salmonella sp., Listeria sp., 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli y otros. El desarrollo de estas bacterias en el 

queso fresco constituye el principal motivo de muchas enfermedades por transmisión 

alimentaria.  

Un gran número de quesos frescos que se venden en Arequipa, especialmente aquellos 

producidos de manera artesanal, se ofrecen en mercados y en lugares ambulantes. Estos 

sectores están expuestos a una alta cantidad de microorganismos conllevando una higiene 

deficiente, por lo que esto supone un peligro para la salud de quienes los consumen (2). 

En la actualidad, la comercialización de queso fresco está ampliamente extendida. Esta 

situación genera una alta preocupación en cuanto a la salud de los consumidores, ya que 

desde el momento en que inicia el proceso con la extracción de la leche de los animales 

productores hasta la elaboración, distribución y venta del queso, se evidencia que la 

infraestructura, los materiales y el manejo de la materia prima, no es la óptima y no 

cumplen con las regulaciones sanitarias establecidas. Adicionalmente, estos quesos no son 

sometidos en su mayoría a un método de pasteurización, que significa un riesgo para la 

salud del consumidor (3).  

El análisis de coliformes totales y E. coli brinda información de la calidad en los quesos 

no madurados, así mismo, indica si las prácticas sanitarias durante el proceso de 

manufactura son correctas. La presencia de estas bacterias en cantidades superiores a las 

permitidas evidencia una posible contaminación del alimento, favoreciendo así, a la 
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aparición de bacterias altamente patógenas y el desarrollo de Enfermedades por 

Transmisión de Alimentos que constituyen una amenaza para la salud del consumidor. 

El Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la UCSM se encarga de efectuar ensayos 

de laboratorio, incluyendo técnicas analíticas generales y específicas como métodos no 

normalizados, normalizados y métodos propios del laboratorio para determinar la calidad 

en una extensa variedad de productos con el propósito de otorgar un servicio de calidad a 

sus clientes con resultados confiables. 

Así mismo, la validación de un método es primordial para afirmar la confiabilidad de los 

resultados en base a un análisis estadístico de cada parámetro establecido según el método, 

con el objetivo de verificar que el método es idóneo para el uso determinado, además que 

permite al laboratorio poder obtener una acreditación haciendo uso de sus competencias 

en diversos tipos de ensayos. 

Las instituciones internacionales como la ISO establecen métodos de referencia confiables 

para la detección cualitativa y cuantitativa de coliformes totales y E. coli en alimentos, 

estos procedimientos indican el uso de medios como VRBL (Cristal violeta rojo neutro 

bilis lactosa) para coliformes totales y para E. coli se emplea el medio TBX (Triptona-

Bilis-X-glucurónido), sin embargo estos análisis se realizan simultáneamente utilizando el 

medio CCA (Agar para Coliformes Chromocult) para el control microbiológico de aguas 

según la ISO 9308 (4). Es por ello el interés investigativo para realizar una valoración del 

medio CCA (Agar para Coliformes Chromocult) como única prueba de análisis 

microbiológico tanto para coliformes totales como E. coli, sobre los quesos no madurados 

obtenidos de uno los principales mercados de Arequipa que es San Camilo, optimizando 

así el tiempo y recursos en el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad 

Católica de Santa María.  
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO 

TEÓRICO



 

 

1. PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 

1.1. Determinación del problema 

En el LECC de la Universidad Católica de Santa María, una de las muestras de 

mayor interés para su análisis son los quesos no madurados debido a que estos 

tienen mayor afluencia en el área de microbiología. De acuerdo con la R.M. N° 

591-2008-MINSA, se requiere realizar la enumeración de coliformes totales y E. 

coli, porque son criterios de higiene para considerar si un alimento es óptimo para 

el consumo humano (5).  

Actualmente según la ISO (Organización Internacional de Normalización), para 

el recuento de coliformes y E. coli en alimentos emplean dos medios diferentes, 

agar VRBL (Cristal violeta rojo neutro bilis lactosa) y agar TBX (Triptona-Bilis-

X-glucurónido) respectivamente; lo cual implica una mayor cantidad de recursos, 

laboriosidad de los analistas, empleo de placas de Petri y autoclave, del mismo 

modo más tiempo en la realización del análisis. Así mismo, el uso de dos medios 

diferentes resulta ser más costoso en comparación de uno (CCA). 

Debido a esto, podría resultar mejor el empleo de los medios de cultivo 

cromogénicos para el recuento de coliformes y E. coli, como el CCA (Agar para 

Coliformes Chromocult) que es un medio selectivo y diferencial para estos 

microorganismos, sin embargo, se encuentra validado para aguas según la ISO 

9308 (4). 

Por este motivo, es de interés validar este método en nuestra matriz objetivo para 

que nos proporcione resultados confiables cumpliendo los parámetros 

establecidos por la ISO 16140-4, el cual es un protocolo para la validación de 

métodos alternativos frente a los métodos de referencia (6). 

1.2. Enunciado del problema 

VALIDACIÓN DE UN MÉTODO PARA COLIFORMES TOTALES Y 

Escherichia coli UTILIZANDO EL MEDIO DE CULTIVO COMERCIAL 

CROMOGÉNICO CCA (AGAR PARA COLIFORMES CHROMOCULT), EN 

QUESOS NO MADURADOS, 2023. 
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1.3. Descripción del problema 

1.3.1. Área del conocimiento 

a. Área general: Ciencias de la salud 

b. Área específica: Farmacia y bioquímica 

c. Línea o tópico: Microbiología 

1.3.2. Variables 

Tabla N° 1  

Cuadro de variables 

Variables Variable Indicadores Unidades 

 

 

Independientes 

Concentración 

de coliformes  

totales y E. coli 

en quesos no 

madurados. 

- Determinación 

cualitativa de 

coliformes totales 

y E. coli. 

- Determinación 

cuantitativa de 

coliformes totales 

y E. coli. 

 

- P/A 

 

 

- UFC/g 

Dependientes Validación del 

medio CCA 

como método 

alternativo en 

quesos no 

madurados. 

- Estudio de 

veracidad relativa. 

- Estudio de perfil de 

precisión. 

- Estudio de 

precisión interna 

(repetibilidad y 

reproducibilidad). 

- Prueba de 

inclusividad y 

exclusividad. 

 

* P/A: Presencia/Ausencia        UFC: Unidad Formadora de Colonia 
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1.3.3. Interrogantes básicas 

- ¿El recuento en placa de coliformes totales y E. coli en quesos no 

madurados cumplirá con los límites establecidos por la R.M. N° 591-

2008-MINSA? 

- ¿El método alternativo CCA (Agar para Coliformes Chromocult) 

cumplirá con los criterios de validación establecidos sobre coliformes 

totales en comparación con el método de referencia VRBL (Cristal 

violeta rojo neutro bilis lactosa) en quesos no madurados? 

- ¿El método alternativo CCA (Agar para Coliformes Chromocult) 

cumplirá con los criterios de validación establecidos sobre E. coli en 

comparación con el método de referencia TBX (Triptona-Bilis-X-

glucurónido) en quesos no madurados? 

- ¿Se podrá aplicar el método alternativo CCA (Agar para Coliformes 

Chromocult) en quesos no madurados en el uso rutinario del LECC 

haciendo uso de un protocolo? 

1.3.4. Tipo de investigación 

Prospectivo transversal comparativo de observación. 

1.4. Justificación 

- Económico: El LECC de la Universidad Católica de Santa María, se verá 

beneficiado al poder reducir los costos, el tiempo, uso de placas y simplificará 

el trabajo para los analistas, porque se empleará un mismo medio de cultivo 

(CCA) evitando el uso de dos medios diferentes (VRBL y TBX) para la 

cuantificación de coliformes totales y E. coli.  

- Social: La validación del método alternativo CCA sería útil para optimizar el 

tiempo de este análisis, ya que las empresas productoras de quesos frescos 

contratan el servicio del LECC. 

- Profesional: Los profesionales químicos farmacéuticos, en nuestra 

formación, somos capacitados para la validación de métodos 

microbiológicos. Igualmente permitirá que el LECC siga optimizando su área 

de microbiología con el objetivo de conseguir la acreditación para los 

métodos microbiológicos utilizados en el laboratorio. 
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- Personal: La validación de métodos microbiológicos en el LECC, fue de 

nuestro interés durante el desarrollo de nuestras prácticas preprofesionales, 

así mismo queremos contribuir en el laboratorio con la optimización del 

análisis microbiológico en quesos no madurados, con el fin de que este sea 

más rápido y confiable. Además, esta investigación va a contribuir a la 

seguridad sanitaria, ya que al aplicarse va a informar sobre la inocuidad de 

los quesos no madurados y es por ello nuestra iniciativa de realizar la presente 

investigación. Por otro lado, el realizar esta investigación nos brindará 

mayores oportunidades para especializarnos en esta área en un futuro 

profesional. 

2. OBJETIVOS 

2.1. Objetivo general 

Validar un método de recuento en placa para coliformes totales y Escherichia coli 

utilizando el medio de cultivo comercial cromogénico CCA (Agar para 

Coliformes Chromocult), en quesos no madurados. 

2.2. Objetivos específicos 

- Obtener la muestra de quesos no madurados del mercado San Camilo. 

- Realizar el recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. coli en los 

métodos de referencia (VRBL y TBX) y alternativo (CCA), y evaluar las 

diferencias estadísticamente mediante una prueba de ANOVA. 

- Evaluar cada parámetro establecido para la validación del método alternativo 

CCA. 

- Realizar un protocolo de análisis de quesos no madurados para el Laboratorio 

de Ensayo y Control de Calidad de la Universidad Católica de Santa María. 
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3. MARCO TEÓRICO 

3.1. Queso 

3.1.1. Generalidades 

La palabra queso proviene del latín “cascas” que significa fermentar. Este 

producto se caracteriza por ser fresco, se origina por el drenaje de suero 

que se forma por la coagulación de la leche.  Se considera un alimento de 

mucho valor nutricional, porque contiene proteína de alto valor biológico, 

grasa, fósforo, calcio, vitamina A y D; sin embargo, también contiene 

microorganismos que pueden ocasionar afecciones a los consumidores 

poniendo en riesgo su salud (7). 

Es un producto derivado de la leche, que tiene uso en una amplia variedad 

de comida gastronómica. Aporta textura, sabor y valor nutricional a estas 

preparaciones. Además, representa una fuente significativa de nutrientes 

esenciales para la nutrición humana, estas cualidades dependen de la 

fuente de leche empleada y las condiciones de su elaboración. Por lo tanto, 

las características nutricionales van a depender de cada tipo de queso ya 

que son únicas y distintivas.  

Con el paso del tiempo, se han mejorado varios procedimientos para la 

producción del queso, dando lugar a una amplia variedad de productos con 

el propósito de preservar los nutrientes valiosos que podrían perderse 

cuando la leche se descompone. Este producto es una parte fundamental 

de la dieta en varias partes del mundo por su elevado contenido nutricional. 

A comparación de la leche, los nutrientes presentes en el queso están 

presentes de forma más concentrada, debido a que en el proceso se elimina 

el suero de la leche, lo que permite su conservación (8). 

En el Perú, la producción de leche por año es de 2 millones 241 toneladas, 

del cual el 44 % se dirige a la elaboración de queso artesanal y productos 

lácteos. Según el MIDAGRI en el año 2022 se evidencio 145.765 

toneladas de producción nacional de queso en comparación al año 2021, 

el cual fue de 126.685 toneladas de esta producción. Además, en el año 

2022, del total de la producción nacional, el queso fresco corresponde al 
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mayor porcentaje con un 73 %, luego el queso maduro con 23 %, seguido 

el mantecoso con 4 %, entre otros. 

Es importante señalar que en el Perú hay 388.450 productores de queso, 

que fabrican más de 50 variedades de este alimento, en mayor cantidad 

son los quesos artesanales. Dentro de las principales provincias 

productoras de queso están Puno, Cajamarca, Ayacucho, Arequipa, 

Huánuco, Moquegua, Huancavelica, Amazonas, Cusco, Piura, Lima, 

Pasco y Junín. 

Según el MIDAGRI, está en ascenso la ingesta de queso en cada peruano, 

tanto así que en el año 2009 se consumía 2.4 kilos por persona, sin 

embargo, en la actualidad se consumen 4.7 kilos. Así mismo, la Encuesta 

Nacional del Consumidor nos indica que el queso representa el segundo 

derivado lácteo de mayor consumo en el país, dado que aporta un alto valor 

nutricional al consumidor. El consumo del queso se da con una frecuencia 

de 2 a 3 veces por semana, siendo la frecuencia de compra una vez a la 

semana, esto se ve influenciado por el fácil acceso a este alimento, ya que 

se encuentra en bodegas y mercados (9,7).  

3.1.2. Clasificación 

En el Perú, los quesos se clasifican en base a la NTP 202-193 “Leche y 

productos lácteos. Queso. Identificación, clasificación y requisitos”. 

a. Según la consistencia: extraduro, duro, semiduro y blando. 

b. Según la cantidad de materia grasa: extragraso, graso, semigraso, 

semidescremado y descremado. 

c. Según el tipo de proceso: fresco, semimadurado, madurado y 

madurado por mohos (10). 

También se pueden clasificar según el proceso de elaboración y la 

consistencia de la pasta. 

a. Según el proceso de elaboración: se divide en quesos no 

madurados como Mozzarella, Ucayalino o Cajamarca; en quesos 

madurados como el parmesano, Amazónico y Cuartirolo; y en 

quesos fundidos que se caracterizan por ser productos procesados. 
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b. Según la consistencia de la pasta: se clasifica en quesos de pasta 

blanda el cual su porcentaje de humedad se encuentre entre 52 y 

65%, aquí se encuentra el Mozzarella, Mantecoso y el Fresco. Los 

quesos de pasta semidura que presenta un porcentaje de humedad 

entre 39 y 51%, aquí se encuentra el Gouda, Paria y Tilsit. Por 

último, los quesos de pasta dura que contienen un porcentaje de 

humedad menor al 38%, aquí está el Parmesano, Amazónico y 

Cheddar (7). 

3.2. Queso fresco 

3.2.1. Generalidades 

Se le denomina el queso que se produce en base a la leche pasteurizada, 

sin pasar por el proceso de maduración, sin corteza y que se encuentra 

dispuesto para el consumo humano poco después de su elaboración. 

Se caracterizan por su alto contenido de humedad; además el cuajado para 

su fabricación puede ser de tipo enzimático, por acidez con el uso de 

cultivos lácticos o ácido orgánico, además puede ser blando o duro, magro 

o graso, con pasta cocida o no. Es importante conocer que el tiempo de 

durabilidad de este tipo de queso es de treinta días y con refrigeración en 

un rango de temperatura entre 4°C y 10°C (2). 

3.2.2. Clasificación 

A. Queso fresco tradicional 

Aquel queso que se caracteriza por su textura blanda y firme, con un color 

blanco, no es madurado, es moldeado, una de sus particularidades es que 

es levemente granular, no contiene cultivos lácteos y es producido por la 

coagulación de la leche y liberación del suero.  

B. Queso mozzarella 

Se describe como un queso blando, color casi blanco, de textura lisa y 

elástica, contiene una estructura fibrosa de hebras de proteína de forma 

paralela, no contiene gránulos de cuajada. Una de sus características es 

que se puede moldear de diferentes formas. 
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C. Queso requesón, queso cottage 

Se caracteriza por ser un queso que no presenta corteza, su textura es 

blanda y granulosa, no es madurado, presenta un color casi blanco y si se 

evidencia una cubierta con aspecto cremoso. 

D. Queso mantecoso, queso cremoso 

Se caracteriza por un contenido alto de materia grasas, su textura es 

blanda, homogénea, cremosa y no granular, no es madurado ni escaldado, 

su elaboración se da en base a la crema sola o mezclada con leche, se hace 

empleo de cultivos lácteos y opcionalmente de enzimas en el proceso de 

la cuajada (11). 

3.2.3. Requisitos microbiológicos según la NTP 202-195: 

La presente norma describe los parámetros establecidos que debe cumplir 

el queso fresco para que se encuentre con la inocuidad alimentaria óptima 

para el consumo humano (11). 

 

Tabla N° 2  

Requisitos microbiológicos del queso fresco según la NTP 202-195 

 

3.2.4. Alteración en el queso fresco 

El queso fresco se considera un excelente sustrato propicio para el 

crecimiento microbiano, adicional a ello, también tiene un alto contenido 
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de humedad, un alto valor en nutrientes y un pH excelente para el 

desarrollo de los microorganismos de este alimento.  

La microflora del queso va a depender fundamentalmente de la leche y de 

su pasteurización en su elaboración. Generalmente, entre la flora 

microbiana presente en el queso fresco se distingue a los coliformes, 

Escherichia coli, Salmonella sp., Staphylococcus aureus, algunos hongos 

y levaduras también. La degradación de este alimento se basa 

primordialmente en la microflora natural del queso y la carga microbiana 

inicial de la leche; estos factores se encuentran directamente relacionados 

con el desarrollo de las bacterias presentes en el queso fresco y 

consecuentemente con su deterioro (7). 

3.2.5. Fuentes microbiológicas contaminantes del queso fresco 

La contaminación del queso proviene de la incorrecta manipulación de la 

leche y en la fabricación del queso, seguidamente se detallan las 

principales vías de contaminación. 

A. Animal 

La ineficiencia sanitaria en el ordeño influye en la contaminación de la 

leche porque hay contacto con las mamás del animal productor, además 

por una incorrecta manipulación, pueden estar presentes los pelos del 

animal que también son contaminantes.  

Así mismo, Staphylococcus aureus, un agente patógeno que afecta a la 

ubre aumenta la contaminación en la leche y también algunas 

enfermedades en el animal que pueden transmitirse por las vías de la 

producción de la leche en el animal.  

B. Vías externas 

➢ Estiércol y suelo 

Se caracteriza por ser una de las principales fuentes de contaminación, 

debido a que está en contacto con las mamas del animal y su 

inadecuada higiene propicia la exposición de microorganismos 

patógenos, en su mayoría coliformes fecales. 
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➢ Agua 

La inocuidad del agua repercute directamente en la contaminación por 

el lugar de suministro, ya que es contaminada por las fuentes 

superficiales debido a la actividad de los animales, personas y otros 

factores. Los microorganismos patógenos pueden encontrarse en el 

agua, por lo tanto, es importante mantener precauciones en función a 

estas fuentes de abastecimiento, la alimentación y el entorno de los 

animales productores para garantizar una excelente calidad de agua. 

➢ Herramientas 

La suciedad presente en las ranuras, espumas y otras superficies que 

tienen contacto con la leche desempeña un papel importante en este 

procedimiento. Así mismo, descuidar la limpieza en el material para 

la elaboración del queso fresco puede dar lugar a la contaminación, lo 

que, a su vez, afecta en la calidad final del producto. Además, el 

recipiente que contiene la leche se considera una de las herramientas 

principales de contaminación, en especial cuando no tiene una higiene 

correcta, lo que puede propiciar la proliferación de microorganismos. 

➢ Aire y polvo 

El aire puede introducir microorganismos en la leche o en otros 

componentes del proceso, lo que lo convierte en una fuente de 

contaminación, ya que el movimiento del aire puede transportar 

ciertas partículas de suciedad. De igual manera, el polvo representa 

una fuente adicional de contaminación, ya que puede albergar 

microorganismos que son transmitidos por el aire. Por lo tanto, es 

esencial implementar medidas preventivas para evitar que el polvo se 

deposite en el queso fresco. 

➢ Personal 

Los trabajadores incluidos en el ordeño de los animales o en la 

fabricación del producto pueden constituir una fuente potencial de 

contaminación, debido a que las manos y ciertas partes del cuerpo 

pueden albergar al microorganismo Staphylococcus aureus. Así 

mismo, es esencial que el personal tome precauciones especiales y 

mantenga buenas prácticas de higiene en el proceso. 
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➢ Otras fuentes 

Los insectos también representan una fuente de contaminación al 

introducir microorganismos potencialmente dañinos (7).  

3.2.6. Proceso de elaboración 

La fabricación del queso fresco requiere insumos específicos para su 

preparación, de igual forma es de suma importancia mantener inocuo todo 

el proceso de elaboración para conseguir un producto en condiciones 

óptimas para su ingesta. 

A. Insumos 

➢ Leche 

Es un componente fundamental en la producción del queso fresco 

debido a su contenido de lactosa y caseína, que representa 

aproximadamente el 80 % del nitrógeno presente en este ingrediente. 

➢ Cuajo 

Está compuesto por quimosina, que es una enzima liberada por el 

estómago de los terneros, se emplea para separar el agua de los sólidos 

en la leche. La acción de esta enzima es directamente con la caseína, 

esto provoca la unión de los sólidos de la leche en forma de gel. A 

medida que este gel se contrae, expulsa el suero, separando entre un 

50 % y 90 % la cantidad de agua presente en la leche. 

➢ Sal 

Se emplea para dar forma y afecta el proceso de eliminación del suero, 

lo que a su vez tiene un impacto en la cantidad de humedad del queso. 

Este componente ejerce una influencia significativa en las 

características del queso al tener efectos sobre las bacterias 

involucradas en su elaboración. 

B. Etapas de elaboración 

➢ Recepción 

La leche debe cumplir con los criterios de calidad, tanto como en 

términos químicos como microbiológicos. Debe poseer la acidez 

necesaria y estar exenta de impurezas, por lo que se requiere un 

proceso de filtración para eliminar cualquier sustancia ajena. 
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➢ Pasteurizado 

Se puede definir como un proceso sanitario diseñado para eliminar 

por completo la microflora bacteriana presente en la leche, con ello se 

reduce significativamente la actividad enzimática que puede causar el 

deterioro. Es un paso esencial en la fabricación de los quesos frescos, 

existen dos tipos de pasteurización, como la lenta que consta de 30 

minutos a 63 - 65 °C y la rápida de 15 segundos a 72 °C. 

➢ Enfriado 

El propósito de este paso es preparar la leche de manera que mejore 

la productividad y promueva la creación del cuajo. 

➢ Coagulación 

Se define como el resultado de la alteración de las proteínas y se puede 

realizar de dos maneras: Usando enzimas proteolíticas ácidas, como 

la quimosina que da lugar a la coagulación enzimática, esta consta de 

dos etapas, la primera que se caracteriza por la hidrólisis de la k-

caseína que conduce a la desestabilización de las micelas de caseína, 

formando micelas para-k-caseína. En la segunda etapa, que dependen 

del calcio, ocasiona la agrupación y precipitación de las micelas para-

k-caseína. Con el tiempo, se desarrolla una estructura en forma de red 

con poros, donde se incorporan los glóbulos de grasa, y el coágulo se 

fortalece debido a la formación continua de enlaces entre las micelas. 

Este proceso final necesita que la mezcla repose y se encuentre a una 

temperatura por encima de los 20°C y también reduciendo el pH a un 

valor isoeléctrico de las proteínas. 

➢ Cortado y batido 

Durante este proceso, es esencial evitar que se rompa el coágulo, ya 

que esto significaría pérdida de materia grasa y un deficiente 

coagulado. Como recomendación para la preparación de los quesos, 

se sugiere cortar la cuajada en cubos con medida de 1 a 2 cm, 

procurando que el corte sea uniforme para incrementar la superficie 

de contacto y permitir que el suero salga en la mayor cantidad posible. 

Además, batir la cuajada a una temperatura entre 38 - 40°C contribuye 

a mejorar el coagulado y facilitar la liberación del suero. 
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➢ Desuerado 

Implica la separación del suero mediante filtración o decantación. Se 

pueden llevar a cabo dos etapas de desuerado. En la primera fase, se 

elimina alrededor del 35 % y 50 % del lactosuero, dejando el suero 

restante adecuado para la incorporación directa de sal, que favorece 

la homogeneización. 

➢ Salado 

Se realiza para alcanzar el sabor deseado en el queso fresco, así mismo 

facilita la eliminación del suero. Además, cumple una función 

conservante al inhibir el crecimiento de bacterias indeseables, 

especialmente cuando se utiliza en concentraciones más altas. 

➢ Moldeado 

Tiene como finalidad que los coágulos se adhieran para una masa 

íntegra, lo que determina la textura y la forma final del queso fresco. 

➢ Almacenado 

Es importante la refrigeración, para que el queso alcance su punto 

óptimo en términos de textura y presentación. Se recomienda 

mantenerlo a una temperatura entre 4 y 7 °C, para inhibir el 

crecimiento de microorganismos evitando el deterioro del producto. 

La duración de la frescura del queso varía y está influenciada por la 

producción, especialmente la pasteurización, enfriamiento de la leche 

y almacenamiento del producto final (3). 

3.3. Microorganismos contaminantes 

3.3.1. Coliformes  

El término coliforme engloba a microorganismos con características 

bioquímicas similares y con una relevancia importante como indicadores 

de contaminación en alimentos y agua. Este nombre se deriva de la 

bacteria principal de este grupo, Escherichia coli. Este grupo pertenece a 

la familia Enterobacteriaceae, no producen esporas y son Gram negativas 

aerobias y anaerobias facultativas. Se encuentran de manera natural en la 
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microbiota intestinal del ser humano, en animales de sangre caliente, en el 

agua, suelo y vegetación (13). 

Este grupo familiar comprende 41 géneros y más de 100 especies. Estos 

microorganismos pertenecen al grupo de gamma proteobacterias y se 

presentan como bacilos rectos de tinción Gram negativa. Pueden ser 

móviles gracias a los flagelos peritricos o inmóviles. Tienen requisitos 

nutricionales simples por lo que no necesitan de sodio para crecer y 

normalmente reducen el nitrato a nitrito (12). 

3.3.2. Coliformes totales 

A. Definición 

Son un grupo de bacterias Gram-negativas, aerobias o anaerobias 

facultativas en presencia de sales biliares, que no forman esporas, tienen 

forma de bastoncillos que fermentan la lactosa a temperatura de 35 a 37 º 

C, forman ácido y gas (CO2) en 24 h, son oxidasa negativa, y tienen 

actividad enzimática ß-galactosidasa (14). Está compuesto por bacterias 

entéricas como Escherichia, Citrobacter, Klebsiella y Enterobacter. La 

cuantificación de estas puede ser de utilidad para confirmar el saneamiento 

del agua y los entornos de procesamiento de alimentos (15). 

Es importante destacar que, de estas bacterias, Escherichia coli es la única 

que forma parte del tracto intestinal humano y de animales de sangre 

caliente, mientras que los otros microorganismos pueden hallarse en 

vegetales y en el suelo.  

En este sentido, la R.M N° 591-2008-MINSA, ha dividido los 

microorganismos en tres grupos distintos, que son: indicadores de 

alteración (categoría 1, 2 y 3), indicadores de higiene (categoría 4, 5 y 6) 

y los patógenos (categorías del 7 al 15), donde los coliformes totales se 

encuentran dentro del grupo de indicadores de higiene (13). 

B. Clasificación 

➢ Fermentación de lactosa con rapidez 

❖ Escherichia coli 

- Definición: Es un coliforme que produce indol a partir del 

triptófano a una temperatura de 44 ± 0,5 °C en (21 ± 3) h, 
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da un resultado positivo en la prueba del rojo de metilo, es 

incapaz de producir acetil-metil carbinol y no emplea 

citrato como única fuente de carbono. Su presencia podría 

estar asociada principalmente con la contaminación fecal 

(16). 

- Hábitat: Esta bacteria es habitualmente encontrada en el 

sistema gastrointestinal. y aunque en su mayoría se 

consideran inofensivas, existen ciertos serotipos altamente 

patógenos capaces de causar enfermedades muy graves. 

También se encuentra en los alimentos, por lo que es 

importante garantizar la inocuidad de estos para prevenir 

alguna infección alimentaria (17,18).  

- Taxonomía: 

Tabla N° 3  

Categoría taxonómica de Escherichia coli 

- Clasificación filogenética: Principalmente se divide en 

cuatro grupos denominados A, B1, B2 y D. De esta forma, 

las cepas de E. coli que son virulentas fuera del intestino, 

se ubican en el grupo B2, y en menor medida, en el grupo 

D. En contraste, la mayoría de las cepas se encuentran en el 

grupo A. Cabe destacar, que las cepas del grupo B2 poseen 

una mayor capacidad para permanecer en el tracto intestinal 

en comparación con otras cepas.  

- Enfermedades clínicas: Pueden ser responsables de una 

variedad de enfermedades, incluyendo septicemia, 
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infecciones del tracto urinario y episodios de diarrea. 

Las cepas que ocasionan diarrea son agrupadas en seis 

categorías: 

• E. coli enteropatógena (EPEC): es la causa principal 

de la diarrea infantil en naciones menos desarrolladas. 

Esta infección se caracteriza por la habilidad de las 

bacterias para adherirse a las células epiteliales del 

intestino delgado y posteriormente destruir las 

microvellosidades. La sintomatología se representa por 

la diarrea aguda leve o grave, con vómito y fiebre baja. 

• E. coli enterotoxígena (ECET): esta cepa afecta 

principalmente a niños pequeños que residen en países 

en vías de desarrollo o a aquellos que viajan a estas 

localidades. La principal vía de adquisición de estas 

infecciones es mediante la ingesta de alimentos o agua 

contaminada con materia fecal, y no se produce una 

transmisión directa de persona a persona. Los síntomas 

típicos de esta infección incluyen una diarrea repentina 

que no presenta sangre, moco ni pus. Ocasionalmente, 

puede ocurrir fiebre y vómitos. 

• E. coli enterohemorrágica (ECEH): son las 

responsables más frecuentes de infecciones en 

naciones desarrolladas. La gravedad de esta infección 

puede variar desde una diarrea leve hasta una colitis 

hemorrágica que se caracteriza por dolor abdominal y 

diarrea con sangre. En algunas personas, se puede 

presentar fiebre leve o febrícula, y también puede 

llevar al desarrollo del síndrome urémico hemolítico 

(SUH). Es más común durante los meses cálidos y 

afecta en su mayoría a niños menores de 5 años. 

Muchas veces esta infección se debe al consumo de 

productos cárnicos poco cocidos, así como al consumo 

de agua, leche no pasteurizada, jugo de frutas, verduras 
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crudas y frutas. 

• E. coli enteroinvasiva (ECEI): esta cepa se identifica 

como la causante de la diarrea disentérica. Se encuentra 

de forma endémica en muchos países en desarrollo, y 

su patrón epidemiológico tiene cierta similitud con la 

Shigelosis. Tiene la capacidad de invadir y dañar el 

revestimiento del color, lo que conduce a una diarrea 

acuosa. Pocas veces, la enfermedad puede evolucionar 

hacia una forma disentérica, que se describe con fiebre, 

cólicos abdominales, diarrea con presencia de sangre y 

leucocitos en las heces. 

• E. coli enteroagregativa (ECEA): son asociadas con 

episodios de diarrea acuosa que persiste y conduce a la 

deshidratación, especialmente en niños menores de 2 

años, así como personas que han viajado a zonas en 

vías de desarrollo. Además, están relacionadas con 

casos de diarrea crónica y tienen la capacidad de 

provocar diarrea persistente (18). 

❖ Enterobacter 

- Definición: forma parte del género Enterobacter, es un 

microorganismo en forma de bacilo que mide 

aproximadamente 2 micrómetros de longitud y que 

pertenece al grupo de las bacterias Gram negativas del tipo 

anaerobio facultativo (20).  

- Hábitat: se encuentra generalmente en la piel del ser 

humano, las plantas, los suelos, el agua, el tracto intestinal 

y en algunos derivados lácteos.   
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- Taxonomía:  

Tabla N° 4  

Categoría taxonómica de Enterobacter 

- Enfermedades clínicas: Las infecciones más comunes 

causadas por esta bacteria se presentan en vías respiratorias 

inferiores, en la piel, en el tracto urinario, endocarditis, 

dentro de la cavidad abdominal, artritis séptica, 

osteomielitis e infecciones oculares (21).  

❖ Klebsiella  

- Definición: pertenece al género Enterobacter, se 

caracteriza por tener una cápsula de gran tamaño, no tiene 

movilidad, es Gram negativo y anaerobio facultativo. 

Además, es capaz de producir la enzima lisina 

descarboxilasa, pero no la ornitina descarboxilasa, y suelen 

dar un resultado positivo en la prueba de Voges Proskauer.  

- Hábitat: se encuentra en el entorno natural, especialmente 

en aguas residuales y superficiales, en el suelo y en las 

plantas. En los seres humanos se ubica en mayor proporción 

en el sistema respiratorio, en las heces, en la boca, en la piel 

y en el tracto intestinal.   

- Taxonomía: 
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Tabla N° 5  

Categoría taxonómica de Klebsiella 

 

- Enfermedades clínicas: causante de neumonías 

bacterianas, además puede provocar una consolidación 

pulmonar necrosante debido a una hemorragia prolongada. 

Asimismo, es responsable de infecciones urinarias y 

bacteriemia en pacientes inmunodeficientes. Se caracteriza 

por estar entre las principales bacterias responsables de 

infecciones hospitalarias (23, 24).  

➢ Fermentación de lactosa con lentitud 

❖ Citrobacter 

- Definición: es un bacilo Gram-negativo de 0,3 - 1,0 μm de 

ancho x 0,6 - 6 μm de largo, tiene movilidad, se caracteriza 

por ser anaerobio facultativo y pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae (24).  

- Hábitat: Citrobacter es una bacteria ampliamente 

distribuida en la naturaleza, generalmente en el suelo y en 

el agua, también se localiza en el tracto gastrointestinal de 

los seres humanos. Por lo general, se considera un 

microorganismo saprófito, pero puede causar enfermedades 

en personas con el sistema inmunológico comprometido 

(23).  

- Taxonomía: 

 

 



 
23 

 

Tabla N° 6  

Categoría taxonómica de Citrobacter  

 

- Enfermedades clínicas: es la bacteria responsable de 

causar infecciones en el tracto urinario, en los huesos, en el 

tracto respiratorio, intraabdominales, peritonitis, 

bacteriemias y septicemias. A pesar de su amplia presencia 

en la naturaleza, no suele causar infecciones con facilidad, 

excepto en personas inmunocomprometidas. Además, 

Citrobacter tiende a desarrollar rápidamente resistencia a 

varios antibióticos (22,25).  

❖ Serratia 

- Definición: se caracteriza por ser anaerobio facultativo, 

Gram-negativo y pertenece a la familia 

Enterobacteriaceae. Las especies del género Serratia se 

destacan entre las enterobacterias debido a su capacidad 

para generar tres enzimas hidrolíticas como la lipasa, 

gelatinasa y DNAsa.  

- Hábitat: la mayoría de las variedades pertenecientes al 

género Serratia se hallan diversos entornos, incluyendo al 

medio ambiente, el suelo y los reservorios de animales. En 

el ser humano, se encuentra en áreas como el revestimiento 

intestinal, las vías respiratorias, el tracto urinario, heridas y 

otras áreas. Además, en el entorno hospitalario, se pueden 

encontrar en instalaciones y fuentes como el suministro de 

agua, las tuberías y los suministros médicos. Se caracteriza 
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por ser patógenos oportunistas (22).  

- Taxonomía: 

Tabla N° 7  

Categoría taxonómica de Serratia 

 

- Enfermedades clínicas: estas bacterias tienen la capacidad 

de provocar infecciones en el tracto urinario, en las vías 

respiratorias, en quemaduras, en heridas y en el torrente 

sanguíneo dando lugar a bacteriemias y septicemias. 

También causa infecciones a través de catéteres venosos 

(26).  

C. Pruebas bioquímicas confirmatorias 

Tabla N° 8   

Pruebas bioquímicas de coliformes totales 

Género M F 

glucosa 

F 

lactosa 

Formación 

de H2 

Formación 

de indol 

Formación 

de acetoína 

Proteólisis Utilización 

de urea 

Escherichia + + + + + - - - 

Klebsiella - + + + - + - + 

Enterobacter + + + + - + + + 

Citrobacter + + + + + - - + 

* M: Motilidad, F: Fermentación, adaptado de Lopardo (2018) (22) 
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3.4. Análisis microbiológico para coliformes totales y E. coli en alimentos según 

la ISO 4832 y 16649 

3.4.1. Medio de cultivo de referencia VRBL (Cristal violeta rojo neutro bilis 

lactosa) 

En la ISO 4832 (Microbiología de alimentos y alimentos para animales. 

Método horizontal para el recuento de coliformes: Técnica de recuento de 

colonias) se describe este medio que tiene como fundamento la capacidad 

de los coliformes de fermentar la lactosa.  

Está compuesto de peptona, extracto de levadura como fuente de vitaminas 

del grupo B, lactosa como carbohidrato fermentable, sales biliares y cristal 

violeta para inhibir las bacterias Gram-positivas, rojo neutro como 

indicador de pH, cloruro de sodio para el transporte y el equilibrio 

osmótico.  

Los fermentadores de lactosa forman colonias rojas con halos de color rojo 

púrpura. Las colonias típicas de coliformes son rojas purpúreas y con un 

diámetro (a veces rodeadas por una zona rojiza de bilis precipitada), no 

requieren confirmación adicional (28).  

3.4.2. Medio de cultivo de referencia TBX (Triptona-Bilis-X-glucurónido) 

En la ISO 16649-2 describe este medio que se fundamenta en la escisión 

del sustrato cromogénico 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-glucurónido (X-

β-D-glucurónido) en presencia de la enzima β-D-glucuronidasa que es 

característica de E. coli. 

El medio contiene peptona de caseína que brinda nitrógeno, vitaminas, 

minerales y aminoácidos esenciales para el desarrollo. El crecimiento de 

la flora Gram-positiva acompañante se inhibe en gran medida por el 

empleo de sales biliares y la alta temperatura de incubación de 44 °C. 

El resultado de la actividad enzimática glucuronidasa intracelular al 

romper el vínculo entre el cromóforo y el glucurónido produce que las 

colonias de E. coli adquieran un color característico azul verdoso (29). 
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3.5. Análisis microbiológico para coliformes totales y E. coli en aguas según la 

ISO 9308 

3.5.1. Medio de cultivo alternativo CCA (Agar para Coliformes 

Chromocult) 

El medio cromogénico CCA permite la detección, diferenciación y 

enumeración simultánea de E. coli y coliformes totales en agua potable. 

Se fundamenta en el recuento de coliformes por su enzima ß-D-

galactosidasa, que escinde el sustrato Salmon-GAL y en el recuento de E. 

coli por la escisión de los sustratos X-glucurónido y Salmon-GAL por sus 

enzimas ß-D-glucuronidasa y ß-D-galactosidasa respectivamente. 

Su formulación contiene peptonas, piruvato, sorbitol y tampón de fosfato 

para apoyar el crecimiento rápido de colonias, heptadecilsulfato de sodio 

(Tergitol® 7) como inhibidor de las bacterias grampositivas y algunas 

bacterias Gram-negativas sin efecto negativo sobre el desarrollo de las 

bacterias coliformes y E. coli objetivo.  

El resultado de la interacción enzima-sustrato se evidenciará por la 

aparición de diferentes colores en las colonias, en el caso de coliformes 

serán de color rojo salmón, y en E. coli color azul oscuro a violeta (30).  

3.6. Normativa nacional sanitaria 

La “Norma Sanitaria que establece los Criterios Microbiológicos de Calidad 

Sanitaria e Inocuidad para los Alimentos y Bebidas de Consumo Humano (R.M. 

N° 591-2008-MINSA)”, decreta las condiciones microbiológicas de calidad 

sanitaria e inocuidad que deben cumplir las bebidas y los alimentos naturales, 

elaborados o procesados, para que puedan ser considerados como aptos para el 

consumo humano. 

En la norma se agrupa a los alimentos en base a su origen, tecnología de 

elaboración y consumidor; en el grupo “Leche y productos lácteos” se encuentran 

los quesos no madurados, que consideran como criterios microbiológicos a los 

microorganismos indicadores de higiene que son los coliformes totales (5). 

3.7. Validación 

Se define como un grupo de procesos desarrollados para confirmar mediante un 
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análisis y evidencias objetivas que cumplan con ciertos criterios para el uso 

específico previsto de los procedimientos analíticos (31). 

Además, establece características de funcionamiento de un método y suministra 

evidencias tangibles para confirmar el cumplimiento de los estándares de 

funcionamiento para su aplicación prevista (32). 

3.7.1. Tipos de validación  

a. Validación concurrente: se trata de una evaluación en curso del 

proceso, demostrando y estableciendo pruebas documentales de que 

tal proceso sigue las directrices adecuadas basadas en la información 

recopilada durante su implementación real. Tiene relevancia este tipo 

de validación cuando se han modificado etapas del proceso, ya que 

proporciona datos para corregir el proceso. 

b. Validación prospectiva: este tipo de validación se realiza antes de 

llevar a cabo un método o proceso, permitiendo que las revisiones 

anticipadas influyan en las características del método. Su principal 

objetivo radica en prever errores y reducir el riesgo de que ocurran 

durante la ejecución del proceso. 

c. Validación retrospectiva: consiste en validar un proceso que ya ha 

estado en marcha durante algún tiempo, basándose en datos de 

producción, pruebas y control. Durante esta validación, se revisa el 

historial de documentos como los controles de las materias primas, el 

control ambiental, el estado de los equipos, los procedimientos y los 

métodos analíticos, entre otros (33). 

3.7.2. Parámetros de validación 

a. Productividad: Se refiere al porcentaje de éxito en la recuperación 

de un microorganismo específico en función de un medio de 

cultivo en condiciones definidas y específicas (49). 

b. Precisión interna: 

- Repetibilidad interna: se define como la precisión en la 

medición de un conjunto específico de condiciones repetibles 

dentro de un laboratorio específico. Las condiciones en este 
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parámetro de validación abarcan aspectos como la aplicación 

del mismo procedimiento de medición, la participación de los 

mismos técnicos, el uso del mismo sistema, el uso de las 

mismas condiciones operativas, la misma ubicación y la 

obtención de mediciones duplicadas en muestras idénticas o 

similares en un breve periodo de tiempo en el laboratorio 

determinado.  

- Reproducibilidad interna: se describe como la precisión de 

la medición en el marco de un conjunto específico de 

condiciones reproducibles dentro de un laboratorio específico. 

En este parámetro las condiciones involucran aspectos como 

la participación de diferentes técnicos, la aplicación de 

diferentes condiciones operativas y la obtención de 

mediciones duplicadas en muestras idénticas o similares 

durante un periodo de tiempo más extenso en un laboratorio 

específico (6). 

c. Veracidad relativa: Hace referencia al nivel de concordancia 

entre las respuestas obtenidas mediante el método de referencia y 

el método alternativo en una muestra idéntica. 

d. Perfil de precisión: Está definido como una representación gráfica 

en base a la capacidad de medición de un método cuantitativo, 

obtenida al combinar intervalos de aceptabilidad e intervalos de 

tolerancia, ambos relacionados con diferentes niveles del valor de 

referencia. 

e. Estudio de inclusividad: Se describe como una investigación que 

implica el uso de cepas objetivo-puras que serán detectadas o 

enumeradas según el método alternativo. 

f. Estudio de exclusividad: Se define como una investigación que 

involucra cepas puras no objetivo, que pueden considerarse por 

tener potencialmente reactividad cruzada, pero no se espera que 

sean detectadas o enumeradas mediante el método alternativo (32). 
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3.7.3. Requisitos para la validación del método 

a. Instalaciones y condiciones ambientales  

Para asegurar los resultados de la validación, es esencial considerar 

los siguientes aspectos. 

- Observar, regular y documentar las condiciones del entorno. 

- Evitar la contaminación que pueda propagarse. 

- Establecer la delimitación de áreas y gestionar su acceso. 

- Programar evaluaciones ambientales y de superficie. 

b. Monitoreo ambiental 

La calidad microbiológica del aire y las superficies en el laboratorio 

son marcadores esenciales que demuestran la efectividad de los 

análisis efectuados, por ello, se sugiere llevar a cabo los siguientes 

controles microbiológicos. 

- Monitorear la calidad del aire exponiendo placas de cultivo. 

- Analizar la calidad microbiológica de las superficies de trabajo 

haciendo uso de gasas. 

- Supervisar la cantidad y la higiene personal. 

Es primordial limpiar y desinfectar el área de trabajo donde se efectúa 

el procedimiento. Esto permite al laboratorio tener un nivel mínimo y 

constante de contaminación en los suelos y en las áreas donde se 

recolectan las muestras (33).  

c. Control de la autoclave 

Para realizar la verificación de una suficiente esterilización de la 

autoclave, se lleva a cabo un control con un bioindicador que contiene 

esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. 

El ensayo de control consiste en colocar la ampolla en los lugares con 

condiciones más desfavorables para esterilizar dentro la autoclave 

junto con material de trabajo, bajo el parámetro de tiempo a 15 

minutos y temperatura a 121° ± 0,5°C, al culminar el proceso, la 

ampolla se lleva a incubar a 60° ± 2 °C durante 48 horas. De la misma 

manera se incuba una ampolla no esterilizada como control. Se 

determina el éxito de esterilización si no hay crecimiento de 
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Geobacillus stearothermophilus, esto se identifica si no hay viraje del 

indicador de pH manteniendo un color rojo a violeta rojizo (34).  

4. HIPÓTESIS 

Dado que, el medio de cultivo CCA es utilizado para el recuento de coliformes totales 

y E. coli en agua, es probable que, se valide este medio para el análisis de los mismos 

microorganismos en quesos no madurados. 
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y 

MÉTODOS
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1. CAMPO DE VERIFICACION 

1.1. Ubicación espacial 

a. Ámbito espacial: El presente trabajo se realizó en la Universidad Católica 

de Santa María, ubicado en la región de Arequipa. 

b. Ámbito específico: La presente investigación se realizó en el Laboratorio de 

Ensayo y Control de Calidad H - 405. 

1.2. Ubicación temporal 

El periodo de experimentación y análisis de datos de la presente investigación se 

realizó entre los meses de febrero y septiembre del año 2023. 

1.3. Unidades de estudio 

Quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) 

del mercado San Camilo del departamento de Arequipa. 

1.4. Identificación de los grupos 

Los quesos fueron analizados macroscópicamente con las características 

particulares de cada tipo para su identificación. 

1.5. Control de los grupos 

a. Criterios de inclusión 

- Quesos no madurados con un tiempo máximo de 2 días desde su 

producción. 

- Quesos no madurados que se expenden en el mercado San Camilo. 

b. Criterios de exclusión 

- Quesos no madurados provenientes de otros mercados de Arequipa. 

- Quesos no madurados con un tiempo mayor de 2 días desde su producción. 

2. MATERIALES 

2.1. Instrumentos 

- Cabina de bioseguridad de flujo laminar vertical. 

- Homogeneizador. 
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- Microondas. 

- Balanza analítica. 

- Aparato para esterilización en seco (horno). 

- Aparato para esterilización en húmedo (autoclave). 

- Incubadoras, capaces de operar a 44 °C ± 1 °C. 

- Incubadora, capaz de operar a 30 °C ± 1 °C o 37°C ± 1°C. 

- Baño de agua, capaz de mantenerse entre 44°C y 47°C. 

- Pipetas y micropipetas, de descarga total, de boca ancha y de capacidad 

nominal de 1 mL y 10 mL, graduadas respectivamente en divisiones de 0,1 

mL y 0,5 mL. 

- pH-metro, capaz de medir con una precisión de 0,1 unidades de pH a 25°C. 

- Equipo de conteo de colonias. 

2.2. Medios y reactivos 

- Agar CCA (Agar para Coliformes Chromocult). 

- Agar TBX (Agar Triptona-Bilis-X-glucurónido). 

- Agar VRBL (Agar Cristal violeta rojo neutro bilis lactosa). 

- Agar TSA (Agar Triptona Soja). 

- Agar OGYE (Agar Oxitetraciclina, Glucosa y Extracto de levadura). 

- Agar PC (Agar Plate Count). 

- Agar nutritivo. 

- Caldo Soya Tripticasa. 

- Caldo verde brillante bilis lactosa. 

- Caldo peptonado tamponado: Peptona, cloruro de sodio, fosfato de hidrógeno 

disódico dodecahidrato, fosfato dihidrógeno de potasio. 

- Reactivo Oxidasa. 

- Reactivo Indol. 

- Tween 80. 

- Alcohol 70°. 

- Agua destilada. 

- Hipoclorito de sodio. 
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2.3. Materiales biológicos 

Las cepas fueron proveídas por el Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad de 

la Universidad Católica de Santa María para la presente investigación. 

- Escherichia coli WDCM 00013. 

- Enterococcus faecalis WDCM 00087. 

- Citrobacter freundii WDCM 00006. 

- Pseudomona aeruginosa WDCM 00025. 

- Salmonella entérica WDCM 00030. 

- Staphylococcus aureus WDCM 00034. 

- Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159. 

2.4. Materiales 

- Tubos de Durham. 

- Tubos de ensayo 16 mm x 160 mm. 

- Botellas o matraces para ebullición de medios de cultivo. 

- Placas de Petri, de diámetro 90 mm a 100 mm. 

- Asa de platino-iridio o níquel-plomo, de 3 mm de diámetro aprox. o asas 

desechables. 

- Puntas estériles. 

- Portaobjetos. 

- Tubos de ensayos con tapa estériles y del mismo volumen. 

- Mechero Bunsen. 

- Gradillas. 

- Espátulas. 

- Cucharas para recoger la muestra. 

- Bolsas estériles. 

- Vasos precipitados. 

- Guantes de nitrilo. 

- Jeringas estériles descartables. 

- Filtros descartables de 0.45 µm. 

- Algodón. 

- Gasas. 
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2.5. Muestra 

La muestra son 6 tipos de quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, 

mozzarella, ricotta y serranito) en base a la ISO 16140-4 y la Norma Técnica 

Peruana NTP 202.193:2020 las cuales los definen como quesos obtenidos a partir 

de leche pasteurizada que no tuvieron el proceso de maduración, además no 

presentan corteza y están listos para su consumo poco después de su fabricación. 

2.6. Otros materiales 

- Laptop. 

- Material de impresión. 

- Material de escritorio. 

- Material fotográfico. 

- Registro de apuntes. 

3. METODOLOGÍA 

3.1. Obtención y tratamiento de la muestra 

3.1.1. Se obtuvo las muestras de quesos no madurados según la ISO 707 

- Se recogió en un solo corte de tiempo en el mercado San Camilo con 

un tiempo máximo de 2 días desde su producción. 

- Se colocó cada muestra de queso no madurado en una bolsa estéril para 

evitar la contaminación. 

- Se transportó al LECC, con su respectivo nombre y se almacenaron a 4 

°C para su conservación. 

- Se analizó estadísticamente mediante un análisis de varianza de dos 

factores con varias muestras por grupo. 

3.1.2. Se trató la muestra de quesos no madurados según la ISO 6887-5 

- Se pesó 10 g de muestra en el recipiente estéril con una balanza 

analítica. 

- Se agregó 90 mL del diluyente de peptona tamponado con 0.4 mL de 

Tween 80 para conseguir una muestra homogénea.  

- Se llevó el recipiente al Stomacher durante 30 segundos a una 
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revolución de 4000 rpm. 

- Se colocó todo el contenido en un frasco con rosca proveniente del 

diluyente. 

- Se transfirió 1 mL del frasco con rosca a un tubo con 9 mL de diluyente 

de peptona tamponado para realizar las diluciones correspondientes 

para cada tipo de queso no madurado. 

3.2. Recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. coli en los métodos 

de referencia (VRBL y TBX) y alternativo (CCA) 

3.2.1. Se realizó el recuento de colonias en placa de coliformes totales por el 

método horizontal utilizando el método de referencia VRBL (Cristal 

violeta rojo neutro bilis lactosa) según la ISO 4832 

- Se inoculó a una placa Petri estéril 1 mL de la dilución correspondiente 

y se realizó las réplicas según se estableció en el parámetro de 

validación. 

- Se vertió en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio, 

previamente se atemperó a 44 °C - 47 °C. 

- Se mezcló con cuidado el inóculo con el medio y se dejó solidificar en 

las placas Petri sobre una superficie horizontal fría. 

- Se preparó una placa control con 15 mL del medio para comprobar su 

esterilidad. 

- Después de la solidificación completa, se vertió alrededor de 4 mL del 

medio VRBL en la superficie. 

- Se invirtió las placas inoculadas en una incubadora a 30 °C - 37 °C 

durante un periodo de 24 h +/- 2h. 

- Después del período de incubación especificado, se seleccionaron las 

placas Petri que contenían entre 10 y 150 colonias.  

- Se empleó el equipo de recuento de colonias para identificar las 

colonias de color rojo púrpura con un diámetro de al menos 0,5 mm (a 

veces rodeadas por una zona rojiza de bilis precipitada) que se 

consideran colonias típicas de coliformes y no requieren confirmación 

adicional. 

- Se empleó el equipo de recuento de colonias para identificar las 
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colonias atípicas y todas las colonias derivadas de productos lácteos 

que contengan azúcares distintos de la lactosa, para su posterior 

confirmación. 

- Se realizó la confirmación por producción de gas empleando el caldo 

verde brillante bilis lactosa. 

- Se inocularon cinco colonias de cada tipo atípico en tubos con 10 mL 

de caldo verde brillante de lactosa y bilis con tubos de Durham. 

- Se incubaron los tubos a 30 °C - 37 °C durante un periodo de 24 h +/- 

2 h.  

- Se consideró como coliformes las colonias que mostraron formación de 

gas en el tubo de Durham.  

3.2.2. Se realizó el recuento de colonias en placa de E. coli por el método 

horizontal utilizando el método de referencia TBX ((Triptona-Bilis-

X-glucurónido) según la ISO 16649 

- Se inoculó a una placa Petri estéril 1 mL de la dilución correspondiente 

y se realizó las réplicas según se estableció en el parámetro de 

validación. 

- Se vertió en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio TBX, 

previamente se atemperó a 44 °C - 47 °C. 

- Se mezcló con cuidado el inóculo con el medio y se dejó solidificar en 

las placas Petri sobre una superficie horizontal fría. 

- Se invirtió las placas inoculadas en una incubadora a 43 °C - 45 °C 

durante un periodo de 20 h - 24 h +/- 2h. 

- Se empleó el equipo de recuento de colonias para identificar las 

colonias típicas de color azul o verdeazuladas, que indican la presencia 

de la enzima β-glucuronidasa positiva y se hizo el recuento de las UFC 

típicas. 

3.2.3. Se realizó el recuento de colonias en placa de coliformes totales y E. 

coli por el método horizontal utilizando el método alternativo CCA 

(Agar para Coliformes Chromocult) según la ISO 9308 

- Se inoculó a una placa Petri estéril 1 mL de la dilución correspondiente 
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y se realizaron las réplicas según se estableció en el parámetro de 

validación. 

- Se vertió en cada placa Petri aproximadamente 15 mL del medio CCA, 

previamente se atemperó a 44 °C - 47 °C. 

- Se mezcló con cuidado el inóculo con el medio y se dejó solidificar en 

las placas Petri sobre una superficie horizontal fría. 

- Se invirtió los platos inoculados en una incubadora a 36 °C +/- 2 °C 

durante un periodo de 21 h +/- 3 h. 

- Se empleó el equipo de recuento de colonias para identificar las 

colonias típicas de coliformes que no son E. coli con reacción positiva 

de β-D-galactosidasa (rosado a rojo) y también las que presentan 

reacción positiva de β-D-galactosidasa y β-D-glucuronidasa (azul 

oscuro a violeta) como E. coli. 

- Se realizó la confirmación para la presunción de bacterias coliformes 

que no son E. coli usando una prueba de oxidasa comercial. 

- Se hizo la prueba a 10 colonias de color rosa a rojo seleccionadas.  

- Las colonias se transfirieron utilizando un asa de inoculación de 

plástico o platino.  

- Una reacción oxidasa positiva se muestra por la aparición de un color 

azul oscuro dentro de los 30 segundos, esto no se observó para las 

bacterias coliformes ya que son oxidasas negativas. 

3.3. Análisis de los parámetros de validación según la ISO 16140-4 

3.3.1. Estudio de productividad 

Se realizó según la ISO 11133-3, en el cual se utilizaron las cepas 

Escherichia coli WDCM 00013 y Citrobacter freundii WDCM 00006, en 

una cantidad de 50 UFC por placa con cinco réplicas de cada cepa 

bacteriana en el medio de cultivo CCA y TSA para garantizar la precisión 

necesaria para este estudio.  

a. Materiales y reactivos 

Se utilizaron placas de Petri, Escherichia coli WDCM 00013, 

Citrobacter freundii WDCM 00006, micropipeta, puntas estériles, 

incubadora, medio de cultivo CCA y TSA. 
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b. Procedimiento 

- Se tomó 1 mL del inóculo de las cepas de E. coli y Citrobacter 

freundii, se llevó a diluciones seriadas en caldo Soya Tripticasa 

para tener una concentración de 50 UFC/mL respectivamente. 

- Luego se transfirió 1 mL a las placas Petri, realizando 5 réplicas 

por cada cepa bacteriana y medio de cultivo, siendo un total de 10 

placas por cepa. 

- Después se vertió el medio de cultivo CCA y TSA en las placas 

Petri, se homogeneizó y fueron llevados a incubación a 37 °C por 

24 h aproximadamente. 

- Pasadas las 24 h de incubación se verificó el crecimiento 

microbiano en cada medio de cultivo para su posterior 

cuantificación. 

3.3.2. Precisión interna 

- Se seleccionó una muestra, en este caso el queso serranito ya que 

artificialmente contaminado fue estable desde el punto de vista 

microbiológico. 

- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en ocho días diferentes 

por dos analistas, correspondiendo cuatro días por analista.  

- Se realizaron pruebas en cinco réplicas utilizando el método 

alternativo (CCA), lo que da un total de 8 x 5 = 40 pruebas.  

- Además, se realizaron cinco réplicas de repetición utilizando el 

método de referencia (VRBL y TBX) el primer día como control, lo 

que da un total de 5 x 2 = 10 pruebas. 

3.3.3. Perfil de precisión 

- Se seleccionaron seis muestras, que fueron el queso fresco, lluta, 

mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito, que fueron contaminados 

artificialmente para que fueran estables microbiológicamente.  

- Se clasificaron las muestras en tres niveles de contaminación: baja, 

intermedia y alta (dos muestras por cada una); estas cubrieron toda la 

gama de contaminación de los productos seleccionados. 
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- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en seis días diferentes. 

- Se realizaron las pruebas en cinco réplicas utilizando el método 

alternativo (CCA) y el método de referencia (VRBL y TBX), lo que 

da un total de 3 x 5 x 6 = 90 pruebas. 

3.3.4. Estudio de veracidad relativa 

- Se seleccionaron cinco muestras, que fueron el queso fresco, lluta, 

mozzarella, mantecoso y serranito, que fueron artificialmente 

contaminadas, ya que no fue posible adquirir un número suficiente de 

muestras contaminadas naturalmente. 

- Se realizaron las pruebas de manera aleatoria en cinco días diferentes. 

- Se realizaron las pruebas en cinco réplicas utilizando el método 

alternativo (CCA) y el método de referencia (VRBL y TBX), lo que 

da un total de 3 x 5 x 5 = 75 pruebas. 

3.3.5. Inclusividad 

- Se realizó cada prueba solo una vez con el método alternativo (CCA), 

los métodos de referencia (VRBL y TBX) y un agar no selectivo 

(TSA).  

- Se utilizaron las cepas Escherichia coli WDCM 00013 y Citrobacter 

freundii WDCM 00006. 

- El nivel de inóculo fue de 100 UFC/mL para la cuantificación del 

método alternativo (CCA) que se está validando. 

3.3.6. Exclusividad 

- Se realizó cada prueba solo una vez con el método alternativo (CCA) 

y los métodos de referencia (VRBL y TBX). 

- Se utilizaron las cepas Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025, 

Salmonella enterica WDCM 00030, Staphylococcus aureus WDCM 

00034 y Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159, Enterococcus 

faecalis WDCM 00087. 

- El nivel de inóculo fue de 100 UFC/mL para la cuantificación del 

método alternativo (CCA) que se está validando. 
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3.3.7. Análisis estadístico de los resultados de los métodos de referencia 

(VRBL y TBX) y alternativo (CCA) 

- Se analizó la norma ISO 16140-4 ya que contiene las especificaciones 

para la validación de métodos alternativos frente a un método de 

referencia, dentro de esta norma se indicaron herramientas para 

realizar los cálculos necesarios para cada parámetro de validación. 

- Se emplearon formatos de Excel provistos por la norma ISO 16140-4 

para el cálculo estadístico de la validación. 

3.4. Protocolo de análisis de coliformes totales y E. coli para quesos no 

madurados 

- Se elaboró un protocolo en base a la ISO 10013 “Sistema de gestión de la 

calidad” que consistió en el procedimiento para la enumeración de coliformes 

totales y E. coli en muestras de quesos no madurados que se encuentran en 

un rango de 10 - 150 UFC/g. 

- El protocolo contiene objetivo, campo de aplicación, principio del método, 

materiales y equipos, procedimiento, expresión de resultados y bibliografía. 

 

 



 
42 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO III: RESULTADOS 
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PROCESAMIENTO Y ANÁLISIS DE LOS DATOS 

 

1. OBTENCIÓN DE MUESTRA  

Se obtuvo un total de 18 quesos no madurados del mercado San Camilo en la ciudad de 

Arequipa a las 9 am el día 19 de Junio del 2023, de 3 establecimientos que expenden 

los 6 tipos de quesos (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito). 

Posteriormente, se colocaron en bolsas estériles debidamente rotuladas para ser 

transportadas al LECC y se almacenaron a 4 °C para su conservación antes del análisis, 

por lo tanto, se realizó un tipo de muestreo no probabilístico por conveniencia. 

2. RECUENTO DE COLONIAS EN PLACA DE COLIFORMES TOTALES Y E. 

coli EN LOS MÉTODOS DE REFERENCIA (VRBL y TBX) Y ALTERNATIVO 

(CCA)  

Todos los conteos en placa (UFC/g) realizados, fueron convertidos a logaritmo para un 

mejor manejo de datos estadísticamente. 

 

Tabla N° 9  

Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco, 

lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio VRBL frente al CCA 

Tipo de 

Queso 

VRBL  

Log 

Promedio DS CV 

% 

CCA  

Log 

Promedio DS CV 

% 

Fresco 4,5185 

4,5983 0,07 

1,54 

 

 

4,5798 
4,6864 

 

0,10 

 

 

2,03 

 

 

4,6232 4,7634 

4,6532 4,7160 

Lluta 4,3222 
4,0196 

 

0,26 

 

 

6,56 

 

 

4,4472 
4,1033 

 

0,30 

 

 

7,28 

 

 

3,8976 3,9542 

3,8388 3,9085 

Serranito 4,0253 
4,1312 

 

0,10 

 

 

2,43 

 

 

4,1430 
4,1761 

 

0,05 

 

 

1,19 

 

 

4,1430 4,1523 

4,2253 4,2330 

Mozzarella 2,5682 
2,5239 

 

0,07 

 

 

2,64 

 

 

2,5798 
2,5971 

 

0,04 

 

 

1,56 

 

 

2,4472 2,5682 

2,5563 2,6435 

Ricotta 3,6532 
3,5244 

 

0,12 

 

 

3,41 

 

 

3,7324 
3,6712 

 

0,07 

 

 

1,98 

 

 

3,5051 3,6902 

3,4150 3,5911 

Mantecoso 3,1271 
3,0244 

 
0,14 4,67 

3,1703 

3,0884 0,09 2,93 2,8633 2,9912 

3,0828 3,1038 
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Gráfico N° 1 Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no 

madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio 

VRBL frente al CCA 

 

Los resultados obtenidos en el medio de referencia VRBL muestran el rango de 

contaminación natural presente de coliformes totales en los quesos no madurados 

seleccionados para el estudio, se observa que el queso fresco tiene mayor recuento de 

coliformes totales, seguido de serranito, lluta, ricotta, mantecoso y mozzarella 

respectivamente. En el análisis estadístico de los métodos, se obtuvo un valor F de 

3,1437 que es menor al valor F crítico (4,2597), por lo tanto, se acepta la hipótesis nula 

que significa que no hay diferencia significativa entre el método alternativo y el de 

referencia con un 95 % de nivel de confianza. 

 

Tabla N° 10  

Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco, 

lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA 

Tipo de 

Queso 

TBX  

Log 

Promedio DS CV 

% 

CCA  

Log 

Promedio DS CV 

% 

Fresco 4,2304 

4,1103 0,10 2,54 

4,2553 

4,1702 
0,09 

 

2,11 

 
4,0414 4,0792 

4,0592 4,1761 

Lluta 3,4472 

3,3438 0,23 6,91 

3,4624 

3,4192 0,20 5,76 3,5051 3,5911 

3,0792 3,2041 

Serranito 3,6721 
3,6520 0,15 4,15 

3,7559 

3,7154 0,11 2,96 3,4914 3,5911 

3,7924 3,7993 
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Mozzarella 2,1139 
2,1724 0,17 7,73 

2,2788 

2,3188 0,11 4,91 2,3617 2,4472 

2,0414 2,2304 

Ricotta 3,2041 
3,1713 0,08 2,55 

3,2041 

3,2118 0,04 1,25 3,2304 3,2553 

3,0792 3,1761 

Mantecoso 2,5798 

2,5323 0,10 4,04 

2,6335 

2,5847 0,09 3,61 2,4150 2,4771 

2,6021 2,6435 

 

Gráfico N° 2  

Rango natural de contaminación de las 6 muestras de quesos no madurados (fresco, lluta, 

mantecoso, mozzarella, ricotta y serranito) en el medio TBX frente al CCA 

 

Este gráfico muestra de forma creciente el nivel de contaminación natural de E. coli 

presente en los diferentes tipos de muestra en ambos medios de cultivo, de esta manera 

se puede agrupar en tres niveles de contaminación, el nivel más alto lo presentan el 

queso fresco y serranito, seguido de un nivel intermedio donde se encuentran el lluta y 

ricotta, y el nivel bajo que está constituido por el mantecoso y mozzarella. El análisis 

estadístico para los métodos realizados dio como resultado un valor F de 2,6862 el cual 

es menor al valor de F crítico (4,2597), esto indica que se acepta la hipótesis nula por 

lo tanto no hay diferencia significativa entre la varianza del método alternativo y de 

referencia con un 95 % de nivel de confianza. 
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3. EVALUACIÓN DE LOS PARÁMETROS PARA LA VALIDACIÓN DEL 

MÉTODO ALTERNATIVO   

3.1. ESTUDIO DE PRODUCTIVIDAD 

Tabla N° 11  

Estudio de productividad del método alternativo (CCA) frente a un agar no selectivo 

(TSA) para E. coli y C. freundii 

Cepa N° 

placa 

Recuento de 

colonias 

CCA 

Recuento de 

colonias 

TSA 

Recuperación 

relativa 

% 

E. coli 

  

  

  

  

1 60 60   

2 60 58 

3 55 63 

4 58 60 

5 59 63 

Suma 292 304 96 

C. Freundii 1 74 56   

2 60 59 

3 74 71 

4 65 65 

5 67 69 

Suma 340 320 106 

Recuperación relativa media para bacterias coliformes 101 

 

Se obtuvo una recuperación relativa de 96 % para E. coli y para los coliformes totales fue 

de 101 % en el medio de estudio CCA. 

 

Gráfico N° 3  

Recuento de E. coli en concentración 50 UFC/mL en CCA y TSA  

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Autor 
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Gráfico N° 4   

Recuento de C. freundii en concentración 50 UFC/mL en CCA y TSA  

Fuente: Autor 

3.2. PRECISIÓN INTERNA 

 

Tabla N° 12  

Recuentos obtenidos a partir de los inóculos de E. coli y coliformes totales (C. freundii y E. 

coli) para el estudio de precisión del método alternativo (CCA) bajo condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista Y) 

Dia Placa E. coli 

Log 

C- freundii 

Log 

Coliformes 

totales 

Suma de 

cuadrados (Yij-

Yj) 

 

 

 

1 

1 4,63849 4,63849 4,93952 0,000679 

2 4,59660 4,51851 4,86034 0,000251 

3 4,59660 4,64836 4,92428 0,000251 

4 4,62839 4,60206 4,91645 0,000255 

5 4,60206 4,64836 4,92686 0,000107 

Promedio 4,61243 4,61116 4,91349   

 

 

 

2 

1 4,69897 4,44716 4,89209 0,000210 

2 4,66276 4,41497 4,85733 0,000472 

3 4,69897 4,39794 4,87506 0,000210 

4 4,66276 4,51188 4,89487 0,000472 

5 4,69897 4,38021 4,86923 0,000210 

Promedio 4,68449 4,43043 4,87772   

 

 

 

3 

1 4,32222 4,41497 4,67210 0,000109 

2 4,26717 4,29003 4,57978 0,001988 

3 4,33244 4,30103 4,61805 0,000427 

4 4,23045 4,23045 4,53148 0,006612 

5 4,40654 4,25527 4,63849 0,008983 

Promedio 4,31176 4,29835 4,60798   

 

 

 

4 

1 4,64345 4,49136 4,87506 0,000359 

2 4,66276 4,53148 4,90309 0,001462 

3 4,62325 4,61278 4,91908 0,000002 

4 4,60206 4,41497 4,81954 0,000504 

5 4,59106 4,56820 4,88081 0,001119 

Promedio 4,62452 4,52376 4,87952   

Suma 

analista Y 

0,02468 
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Tabla N° 13  

Recuentos obtenidos a partir de los inóculos de E. coli y coliformes totales (C. freundii y E. 

coli) para el estudio de precisión del método alternativo (CCA) bajo condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad del LECC (Analista M) 

Dia Placa E. coli 

Log 

C- freundii 

Log 

Coliformes 

totales 

Suma de 

cuadrados (Yij-

Yj) 

 

 

 

1 

1 4,48430 4,72835 4,92428 0,01453 

2 4,58546 4,85733 5,04336 0,00037 

3 4,72428 4,78888 5,05881 0,01427 

4 4,63347 4,62325 4,92942 0,00082 

5 4,59660 4,72428 4,96614 0,00007 

Promedio 4,60482 4,74442 4,98440   

 

 

 

2 

1 4,61278 4,27875 4,77815 0,005296 

2 4,75587 4,33244 4,89487 0,004944 

3 4,72428 4,51851 4,93450 0,001499 

4 4,67210 4,25527 4,81291 0,000181 

5 4,66276 4,29003 4,81624 0,000520 

Promedio 4,68556 4,33500 4,84733   

 

 

 

3 

1 4,26717 4,52504 4,71600 0,000054 

2 4,26717 4,29003 4,57978 0,000054 

3 4,37107 4,29003 4,63347 0,012381 

4 4,17609 4,27875 4,53148 0,007007 

5 4,21748 4,26717 4,54407 0,001790 

Promedio 4,25980 4,33021 4,60096   

 

 

 

4 

1 4,62839 4,49136 4,86629 0,000001 

2 4,66276 4,53148 4,90309 0,001234 

3 4,64836 4,61278 4,93197 0,000430 

4 4,60206 4,41497 4,81954 0,000654 

5 4,59660 4,56820 4,88366 0,000963 

Promedio 4,62763 4,52376 4,88091   

Suma 

analista M 

0,06707 

 

Gráfico N° 5  

Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 30 UFC/mL en CCA 

 

Fuente: Autor 
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Tabla N° 14 

 Estudio de precisión interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para E. coli 

Parámetro Desviación Estándar Coeficiente de variación % 

Sr 0,00287 0,0630 

Sl 0,17401 3,8233 

* Sr: Desviación estándar de repetibilidad Sl: Desviación estándar de reproducibilidad 

 

Tabla N° 15  

Estudio de precisión interna del método alternativo (CCA) bajo condiciones de 

repetibilidad y reproducibilidad interna del LECC para coliformes totales 

Parámetro Desviación Estándar Coeficiente de variación % 

Sr 0,00266 0,0551 

Sl 0,14870 3,0824 

* Sr: Desviación estándar de repetibilidad Sl: Desviación estándar de reproducibilidad 

 

La fórmula aplicada en este parámetro está dada por la ISO 16140 - 2, para el cálculo de la 

desviación estándar se considera el número de días que fue 8 y el número de replicados que 

fue 5 y la suma de diferencias de los analistas. 

3.3. ESTUDIO DE VERACIDAD RELATIVA 

 

Tabla N° 16  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia 

(VRBL) para coliformes totales 

Muestra Método de 

referencia (VRBL) 

Método 

alternativo 

(CCA) 

Promedio Diferencia 

1 

 

Mozzarella 

 

2,53782 2,60206 2,56994 0,06424 

2,47712 2,57978 2,52845 0,10266 

2,33244 2,53148 2,43196 0,19904 

2,43136 2,46982 2,45059 0,03846 

2,50515 2,43136 2,46826 -0,07379 

2 

 

Mantecoso 

 

2,90580 2,95665 2,93123 0,05085 

2,92686 2,95665 2,94176 0,02979 

2,98677 3,03141 3,00909 0,04464 

2,97313 2,98000 2,97657 0,00687 
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3,01703 3,01703 3,01703 0,00000 

3 

 

Lluta 

 

4,05881 4,09691 4,07786 0,03810 

3,91908 4,10721 4,01315 0,18813 

4,04922 4,15381 4,10152 0,10459 

3,88649 4,00647 3,94648 0,11998 

3,89487 4,01912 3,95700 0,12425 

4 

 

Serranito 

 

4,16732 4,22272 4,19502 0,05540 

4,15836 4,21484 4,18660 0,05648 

4,15685 4,27184 4,21435 0,11499 

4,14613 4,25285 4,19949 0,10672 

4,20817 4,28103 4,24460 0,07286 

5 

 

Fresco 

 

4,56229 4,72428 4,64329 0,16199 

4,47712 4,63849 4,55781 0,16137 

4,65321 4,75587 4,70454 0,10266 

4,46240 4,66745 4,56493 0,20505 

4,47712 4,62839 4,55276 0,15127 

Promedio 0,08906 

Desviación estándar 0,06769 

 

Límite superior 0,20715 

Límite inferior -0,02903 

 

Gráfico N° 6  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia 

(VRBL) para coliformes totales interpretados con el método Bland - Altman 
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Gráfico N° 7  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia 

(VRBL) para coliformes totales interpretados en el gráfico de dispersión 

 

Tabla N° 17  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de referencia 

(TBX) para E. coli 

Muestra Método de 

referencia (TBX) 

Método 

alternativo 

(CCA) 

 

Promedio 

Diferencia 

1 

 

Mozzarella 

 

2,17609 2,36173 2,26891 0,18564 

2,25527 2,36173 2,30850 0,10646 

2,20412 2,32222 2,26317 0,11810 

2,20875 2,13033 2,16954 -0,07842 

2,20412 2,23045 2,21728 0,02633 

2 

 

Mantecoso 

 

2,61805 2,63347 2,62576 0,01542 

2,49831 2,50515 2,50173 0,00684 

2,43136 2,56229 2,49683 0,13093 

2,55023 2,74429 2,64726 0,19406 

2,41497 2,61278 2,51388 0,19781 

3 

 

Lluta 3,33244 3,33244 3,33244 0,00000 

3,46982 3,59106 3,53044 0,12124 

3,36173 3,58546 3,47359 0,22373 

3,34242 3,39794 3,37018 0,05552 

3,25527 3,25527 3,25527 0,00000 

4 

 

 

Serranito 

 

3,70757 3,60746 3,65751 -0,10012 

3,58546 3,75587 3,67067 0,17041 

3,56229 3,77815 3,67022 0,21586 

3,61278 3,67669 3,64474 0,06391 

3,60746 3,69461 3,65103 0,08715 

4,14613 4,14613 4,14613 0,00000 
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5 

 

 

Fresco 

 

4,14613 4,11394 4,13004 -0,03218 

4,04139 4,07918 4,06029 0,03779 

4,00000 4,17609 4,08805 0,17609 

4,04139 4,11394 4,07767 0,07255 

Promedio 0,07980 

Desviación estándar 0,09253 

 

Límite superior 0,24126 

Límite inferior -0,08165 

 

Gráfico N° 8  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de 

referencia (TBX) para E. coli interpretados con el método Bland - Altman 

 

Gráfico N° 9  

Estudio de veracidad relativa del método alternativo (CCA) frente al método de 

referencia (TBX) para E. coli interpretados en el gráfico de dispersión 
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Según la ISO 16140-4, la veracidad relativa es un parámetro importante para demostrar la 

equivalencia al comparar los resultados que obtuvimos entre el método de referencia y el 

alternativo. Los resultados de las muestras se analizaron mediante un gráfico de dispersión, 

para la evaluación de E. coli (Gráfico N° 6) se visualizó que los resultados en todas las 

muestras tanto en el método de referencia TBX y en el método alternativo CCA tienen una 

distribución alrededor de la línea diagonal, lo cual indica que hay concordancia entre los 

resultados de ambos métodos; de forma similar se apreció en los resultados de coliformes 

totales (Gráfico N° 4).  Adicionalmente, se empleó el método de Bland - Altman en el cual 

se ilustra el grado de sesgo y la falta de concordancia de los datos obtenidos, además también 

muestra la línea de identidad, la línea de sesgo y los límites (inferior y superior) del sesgo al 

95% de confianza. En el caso de los resultados de coliformes totales, se calculó un límite 

superior de 0.20715 y un límite inferior de -0.02903 (Tabla N° 19), la mayoría de los valores 

obtenidos se encuentran dentro de los límites, excepto un valor de la muestra mozzarella. 

Para E. coli, se obtuvo un valor de límite superior 0.24126 y un límite inferior de -0.08165 

(Tabla N° 20), excepto un valor de la muestra serranito. 

3.4. PERFIL DE PRECISIÓN 

Tabla N° 18  

Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método de 

referencia (VRBL) para coliformes totales 

 Método de 

referencia 

Método 

alternativo 

SD 

Repetibilidad del método de 

referencia <= 0.125 

Final LA 

SD 

Repetibilidad 

0,084 0,058 YES +/- 0,5 

 

 

Nombre de 

la muestra 

Valor 

central  

Ref 

VRBL 

Valor 

central Alt 

CCA 

Bias Upper  

β-ETI 

Lower β-

ETI 

Comparación 

con LA=±0.5  

Comparación 

final 

Mozzarella 2,47712 2,53148 0,054 0,137 -0,029 YES YES 

Mantecoso 2,97313 2,98000 0,007 0,090 -0,076 YES YES 

Ricotta 3,33244 3,61805 0,286 0,369 0,202 YES YES 

Lluta 3,91908 4,09691 0,178 0,261 0,095 YES YES 

Serranito 4,15836 4,25285 0,094 0,178 0,011 YES YES 

Fresco 4,47712 4,66745 0,190 0,273 0,107 YES YES 
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Gráfico N° 10  

Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método de referencia 

(VRBL) para coliformes totales 

 

Tabla N° 19  

Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método de 

referencia (TBX) para E. coli 

 

Nombre de la 

muestra 

Valor 

central 

Ref 

TBX 

Valor 

central 

Alt 

CCA 

 

 

Bias 

 

Upper 

β-ETI 

 

Lower 

β-ETI 

 

Comparación 

con LA=±0.5 

 

Comparación 

final 

Mozzarella 2,20412 2,32222 0,118 0,255 -0,019 YES YES 

Mantecoso 2,49831 2,61278 0,114 0,252 -0,023 YES YES 

Ricotta 3,07918 3,23045 0,151 0,289 0,014 YES YES 

Lluta 3,34242 3,39794 0,056 0,193 -0,082 YES YES 

Serranito 3,60746 3,69461 0,087 0,224 -0,050 YES YES 

Fresco 4,04139 4,11394 0,073 0,210 -0,065 YES YES 

 

 Método de 

referencia 

Método 

alternativo 

SD 

Repetibilidad del método de 

referencia <= 0.125 

Final 

LA 

SD 

Repetibilidad 

0,076 0,095 YES +/- 0,5 
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Gráfico N° 11  

Estudio de perfil de precisión del método alternativo (CCA) frente al método de 

referencia (VRBL) para coliformes totales 

3.5. ESTUDIO DE INCLUSIVIDAD DEL MÉTODO ALTERNATIVO (CCA) 

FRENTE A LOS MÉTODOS DE REFERENCIA (VRBL Y TBX) Y UN 

AGAR NO SELECTIVO (TSA) 

El medio de cultivo CCA ha sido evaluado y aprobado por el programa AOAC 

Performance Tested Methods, lo que significa que ha sido probado y que funciona 

en función a las especificaciones proporcionadas por el fabricante, este 

documento se visualiza en el Anexo N° 13, donde se describe los estudios de 

inclusividad evaluados por el Instituto de investigación AOAC.  

 

Tabla N° 20  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en VRBL a 

35 °C por 24 h 

Microorganismos Número de origen 
Color de 

colonia 

Caldo verde 

brillante 

Conteo 

UFC/mL 

Cantidad 

inóculo 

UFC/mL 

Citrobacter freundii WDCM 00006 Rojo Positivo 82 100 

Escherichia coli WDCM 00013 Rojo Positivo 61 100 
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Gráfico N° 12  

Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 100 UFC/mL en VRBL 

 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Autor 

 

Tabla N° 21  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en TBX a 

44 °C por 24 h 

Microorganismos 
Número de 

origen 

Color de 

colonia 

Salmon-GAL B-D-

galactosidasa 

X-glucoronidasa 

B-D-

glucuronidasa 

Conteo 

UFC/mL 

Cantidad 

inóculo 

UFC/mL 

Escherichia coli 
WDCM 

00013 
Azul Positivo Positivo 86 100 

 

Gráfico N° 13  

Recuento de E. coli en concentración 30 UFC/mL en TBX 

 

Fuente: Autor 
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Tabla N° 22  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en CCA 

a 35 °C por 24 h 

Microorganismos Número 

de 

origen 

Color 

de 

colonia 

Salmon-GAL 

B-D-

galactosidasa 

X-

glucoronidasa 

B-D-

glucuronidasa 

Prueba 

de 

Oxidasa 

Prueba 

de 

catalasa 

Conteo 

UFC/mL 

Cantidad 

inóculo 

UFC/mL 

Escherichia coli WDCM 

00013 

Azul Positivo Positivo - - 122 100 

Citrobacter 
freundii 

WDCM 
00006 

Rojo Positivo Negativo - - 109 100 

 

Gráfico N° 14  

Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 100 UFC/mL en CCA 

 

Fuente: Autor 

 

Tabla N° 23  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de coliformes y E. coli incubadas en TSA a 

35 °C por 24 h 

Microorganismos 
Número de 

origen 

Color de 

colonia 

Conteo 

UFC/mL 

Cantidad inóculo 

UFC/mL 

Escherichia coli  WDCM 00013 Beige 134 100 UFC/mL 

Citrobacter freundii  WDCM 00006 Beige 127 100 UFC/mL 
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Gráfico N° 15  

Recuento de E. coli y C. freundii en concentración 100 UFC/mL en TSA 

 

Fuente: Autor 

 

1.1. ESTUDIO DE EXCLUSIVIDAD DEL MÉTODO ALTERNATIVO (CCA) FRENTE 

A LOS MÉTODOS DE REFERENCIA (VRBL Y TBX) 

 

El medio de cultivo CCA ha sido evaluado y aprobado por el programa AOAC 

Performance Tested Methods, lo que significa que ha sido probado y que funciona en 

función a las especificaciones proporcionadas por el fabricante, este documento se 

visualiza en el Anexo N° 13, donde se describe los estudios de exclusividad evaluados por 

el Instituto de investigación AOAC.  

 

Tabla N° 24  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S. 

saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en VRBL a 35 °C por 24 h 

Microorganismos Número de origen Color de colonia 

Enterococcus faecalis WDCM 00087 - 

Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 Beige 

Staphylococcus aureus WDCM 00034 - 

Salmonella entérica WDCM 00030 Blanco 

Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159 - 

  



 
59 

 

Tabla N° 25  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S. 

saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en TBX a 44 °C por 24 h 

Microorganismos 
Número 

de origen 

Color 

de 

colonia 

Salmon-GAL B-D-

galactosidasa 

X-glucoronidasa B-D-

glucuronidasa 

Enterococcus 

faecalis 

WDCM 

00087 
- - - 

Pseudomonas 

aeruginosa 

WDCM 

00025 
- - - 

Staphylococcus 

aureus 

WDCM 

00034 
- - - 

Salmonella 

entérica 

WDCM 

00030 
- - - 

Staphylococcus 

Saprophyticus 

WDCM 

00159 
- - - 

 

Tabla N° 26  

Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. aureus, S. 

saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en CCA a 35 °C por 24 h 

Microorganismos 
Número 

de origen 

Color de 

colonia 

Salmon-GAL B-D-

galactosidasa 

X-glucoronidasa B-

D-glucuronidasa 

Enterococcus 

faecalis 

WDCM 

00087 
Blanco Negativo Negativo 

Pseudomonas 

aeruginosa 

WDCM 

00025 
Sin color Negativo Negativo 

Staphylococcus 

aureus 

WDCM 

00034 
- - - 

Salmonella entérica 
WDCM 

00030 
Sin color Negativo Negativo 

Staphylococcus 

Saprophyticus 

WDCM 

00159 
- - - 

 

2. PROTOCOLO DE ANÁLISIS DE COLIFORMES TOTALES Y E. coli PARA 

QUESOS NO MADURADOS 
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DISCUSIONES 

 

La obtención de la muestra es muy importante en este proceso de validación, ya que la 

diversa cantidad de factores de contaminación externa al proceso de producción de los 

quesos no madurados es de relevancia para determinar si el producto es apto para el consumo 

humano, y por lo tanto influencia en el recuento de coliformes totales y E. coli.  En este 

proceso de recolección de muestra, se pudo observar la deficiencia de higiene en la 

manipulación. 

 

Un proceso importante en la validación es analizar las muestras de estudio siguiendo el 

proceso estándar establecido por el laboratorio, de esta manera se pudo recolectar 

información sobre la carga microbiana natural de las muestras que fueron empleadas para el 

presente estudio y también para determinar los niveles de contaminación necesarios para la 

evaluación del método alternativo. Se confirmó la presencia de coliformes totales y E. coli 

en las muestras (mozzarella, mantecoso, ricotta, serranito, lluta y fresco) que fueron 

recolectadas del mercado San Camilo de la ciudad de Arequipa, además se evidenció una 

alta contaminación de estos microorganismos en comparación con lo establecido por la R.M. 

N° 591 que rige la calidad de los alimentos donde especifica que el límite permitido para 

coliformes totales es 1000 UFC/g y para E. coli es 10 UFC/g en quesos, incumpliendo en un 

78 % de las muestras para el recuento de coliformes totales. Esto concuerda con otras 

investigaciones realizadas por I. Palpa Chávez (2015) (3) y, Y. Ccasso Chua y F. Huallpa 

Mamani (2020) (57), realizadas en nuestro territorio nacional. Los resultados estadísticos 

entre el método de referencia y alternativo indicaron que no hay diferencia significativa 

(Tabla N° 9 y 10), ya que el medio CCA muestra compatibilidad para los microorganismos 

objetivos presentes en la muestra de estudio. Se puede observar que dentro de los quesos no 

madurados el tipo de queso fresco presenta una alta contaminación que podría estar 

relacionada a la falta o deficiente esterilización de la materia prima, otra posible causa es 

por el inadecuado manejo en el proceso de almacenamiento, manipulación y dispensación 

de las muestras. 

 

Adicionalmente a los resultados obtenidos, se evaluó estadísticamente mediante una prueba 

de ANOVA, en el caso del medio de referencia (VRBL) se obtuvo un valor F de 3,1437 que 
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es menor al F crítico con un valor de 4,2597, de la misma forma se evidencio en el medio 

de referencia (TBX) donde se obtuvo un valor F de 2,6862 el cual es menor al valor de F 

crítico (4,2597), esto indica que se acepta la hipótesis nula en ambos casos, por lo tanto no 

hay diferencia significativa entre la varianza del método alternativo (CCA) y de referencia 

(TBX y VRBL) con un 95 % de nivel de confianza. Así mismo, es primordial destacar las 

ventajas de emplear el medio CCA en comparación al TBX y VRBL, debido a que su costo 

es menor (aproximadamente 253,57 $), también se reduce el tiempo de análisis, se emplea 

menor cantidad de recursos y facilita el trabajo para los analistas. 

 

Dado que validar implica demostrar con un alto nivel de confianza, respaldado por 

investigaciones documentadas, que un proceso específico producirá consistentemente datos 

que cumplirán con las características de calidad establecidas, por tal motivo, se especificaron 

los parámetros que influyen en esta validación. Este proceso implicó el análisis exhaustivo 

de datos para confirmar su eficacia y la obtención de resultados confiables. Para esto, se 

evaluaron parámetros cuantitativos de validación como la precisión interna, la veracidad 

relativa, el perfil de precisión, así mismo también se evaluaron parámetros cualitativos como 

el análisis de inclusividad y exclusividad. 

 

La seguridad y la capacidad del medio de cultivo de estudio para promover el crecimiento 

de los microorganismos son esenciales para obtener resultados confiables en la validación. 

Por lo tanto, el estudio de productividad nos indica que el medio de cultivo CCA posee los 

nutrientes esenciales para el desarrollo de E. coli y coliformes totales. Esto se confirmó al 

lograr una recuperación del 96 % y 101 % para E. coli y coliformes totales respectivamente 

(Tabla N° 11) en el medio de estudio CCA en comparación con el agar no selectivo TSA, 

este resultado fue óptimo ya que cumplen con los datos estándar establecidos por la ISO 

11133-3, los cuales deben ser ≥ 50 %. Así mismo, cumple con el 70 % de recuperación que 

está establecido por el mismo medio de cultivo para la matriz agua que está descrito en la 

ISO 9308. Los resultados obtenidos en el estudio de productividad concuerdan con los datos 

de referencia, por lo tanto, nos confirma que el medio de cultivo CCA tiene la capacidad 

para el crecimiento de los microorganismos objetivos presentes en la validación. 

 

Se evaluó en la presente investigación la precisión interna que nos proporciona información 

sobre la repetibilidad que mide la variación de una medición por un mismo analista en las 
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mismas condiciones y la reproducibilidad que mide el desempeño de diferentes analistas 

bajo diferentes condiciones; estos resultados son solo válidos para el laboratorio que 

conduce el estudio. En función al parámetro de repetibilidad, el estudio se realizó con dos 

analistas para evaluar el recuento de E. coli y coliformes totales obteniendo un valor Sr de 

0,00287 y 0,00266 respectivamente (Tabla N° 14 y 15), estos resultados son considerados 

óptimos ya que es < 0,1, establecido como valor de referencia indicado en la ISO 13843. Así 

mismo, para el parámetro de reproducibilidad de E. coli y coliformes totales, se calculó un 

valor Sl de 0.17401 y 0.14870 respectivamente (Tabla N° 14 y 15), estos valores se 

encuentran dentro del rango aceptable de variabilidad de la medición de una muestra (± 0,25 

log UFC/g), descritos como referencia en la ISO 16140-4, el cual determina que el método 

analizado es preciso dentro del LECC. 

 

Según la ISO 16140-4, la veracidad relativa es un parámetro importante para demostrar la 

equivalencia al comparar los resultados que obtuvimos entre el método de referencia y el 

alternativo. Los resultados de las muestras se analizaron mediante un gráfico de dispersión, 

para la evaluación de E. coli (Gráfico N° 6) se visualizó que los resultados en todas las 

muestras tanto en el método de referencia TBX y en el método alternativo CCA tienen una 

distribución alrededor de la línea diagonal, lo cual indica que hay concordancia entre los 

resultados de ambos métodos; de forma similar se apreció en los resultados de coliformes 

totales (Gráfico N° 4).  Adicionalmente, se empleó el método de Bland - Altman en el cual 

se ilustra el grado de sesgo y la falta de concordancia de los datos obtenidos, además también 

muestra la línea de identidad, la línea de sesgo y los límites (inferior y superior) del sesgo al 

95% de confianza. En el caso de los resultados de coliformes totales, se calculó un límite 

superior de 0.20715 y un límite inferior de -0.02903 (Tabla N° 16), la mayoría de los valores 

obtenidos se encuentran dentro de los límites, excepto un valor de la muestra mozzarella. 

Para E. coli, se obtuvo un valor de límite superior 0.24126 y un límite inferior de -0.08165 

(Tabla N° 17), de la misma forma solo un dato se encontró fuera de los límites que 

corresponde a la muestra serranito. Según se establece en la ISO 16140-4, se espera que no 

más de uno en veinte valores obtenidos queden fuera de los límites de confianza, de acuerdo 

con el gráfico obtenido se puede identificar que solo hay un dato fuera del límite de 

confianza de 25 datos en el análisis para coliformes totales y E. coli por lo tanto se cumple 

con lo requerido en este parámetro. Una posible causa de estos datos atípicos puede ser por 
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la presencia de una variación inusual en la muestra analizada, en factores como la 

contaminación externa, una inadecuada homogeneización. 

 

Otro parámetro de relevancia en la validación es el estudio de perfil de precisión que se basa 

en la comparación entre los resultados calculados entre ambos métodos. Estos datos se 

representaron gráficamente, en el cual se evidencian los límites de aceptabilidad +/- 0,5 log 

10, el límite superior e inferior de β-ETI (β-expectativa de intervalo de tolerancia), y la 

desviación estándar de referencia y alternativo. Para el análisis de E. coli se obtuvo una 

desviación estándar de 0,076 para el método de referencia y de 0,095 para el método 

alternativo (Tabla N° 19), de acuerdo con lo establecido en la ISO 16140-4, estos datos 

deben ser < 0,125, por lo tanto, los datos cumplen con este requisito. De la misma forma se 

concluye para el análisis de coliformes totales, donde se obtuvo una desviación estándar de 

0.084 para el método de referencia y de 0,058 para el método alternativo (Tabla N° 18). Para 

determinar si el método alternativo es aceptado como equivalente al método de referencia 

para las muestras estudiadas se calcularon los intervalos de tolerancia esperado (β-ETI), los 

cuales deben cumplir con la condicional de Ui ≤ AL y Li ≥ -AL, todos los datos obtenidos 

tanto para E. coli (Gráfico N° 7) y coliformes totales (Gráfico N° 8) satisfacen esta 

condición, por lo tanto, se acepta como equivalente al método alternativo de este estudio. 

 

Este estudio de validación es una ampliación de alcance de muestra de un método 

previamente validado, por lo tanto, el estudio de inclusividad y exclusividad no son 

requeridos, sin embargo, se vio por conveniente utilizar cepas que no se utilizaron en este 

estudio y cepas ya utilizadas (Anexo N° 13) con el objetivo de ampliar y corroborar la 

información sobre este método. Dentro del análisis cualitativo, se realizó el parámetro de 

inclusividad con las cepas E. coli WDCM 00013 y C. freundii WDCM 00006 con el fin de 

verificar la diferenciación entre la E. coli WDCM 00013 y otros coliformes que podrían 

presentarse por la naturaleza de la muestra, de acuerdo a la ISO 11133-3 se recomienda 

como microorganismo de referencia a los mencionados previamente, según la Tabla N° 20, 

21, 22 y 23 se confirmó las características macroscópicas y bioquímicas, de la misma manera 

la actividad enzimática de las cepas.  En el parámetro de exclusividad, se utilizó las cepas 

E. faecalis WDCM 00087, P. aeruginosa WDCM 00025, S. aureus WDCM 00034, 

Salmonella entérica WDCM 00030 y S. Saprophyticus WDCM 00159 con el objetivo de 

comprobar la selectividad del método alternativo, se seleccionaron las cepas en base a la 
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ISO 11133-3 y a la flora microbiana natural que puede estar presente como interferentes en 

la muestra, al realizar el ensayo se identificó el crecimiento de las cepas E. faecalis WDCM 

00087, P. aeruginosa WDCM 00025 y Salmonella entérica WDCM 00030 (Tabla N° 24, 

25 y 26) presentando un color blanco que se diferencia del color característico de los 

microorganismo objetivos, según la información de la ficha técnica del medio sugiere que 

al presentarse el crecimiento de estas bacterias se debe emplear un complemento adicional 

que consta de vancomicina y cefsulodina al 0.125%, el cual no se encuentra disponible para 

el presente estudio, entonces se puede afirmar que el método alternativo es selectivo y 

diferencial para E. coli y coliformes totales. 

 

Durante el desarrollo de la validación de la técnica, se realizó un control microbiológico de 

los ambientes, superficies y analistas, además de un correcto control de la autoclave con el 

uso de esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953. Por lo tanto, se puede 

afirmar que la presente investigación si cumple con las especificaciones establecidas por el 

LECC para el desarrollo de la validación (Anexo N° 14-18). 
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CONCLUSIONES 

 

- Se recolectaron los quesos no madurados (fresco, lluta, mantecoso, mozzarella, ricotta 

y serranito) del mercado San Camilo bajo las condiciones de inclusividad del estudio 

mediante una toma de muestra no probabilística por conveniencia. La obtención se 

efectuó de acuerdo con la ISO 707, empleando bolsas estériles y un recipiente aséptico 

para su transporte con una temperatura óptima. 

 

- Se evaluaron los quesos no madurados con el método alternativo (CCA) y referencia 

(VRBL y TBX), afirmando estadísticamente mediante una prueba de ANOVA que no 

hay diferencia significativa entre ellos, ya que se obtuvieron valores de F (3,1437 y 

2,6862 respectivamente) menores al F crítico (4,2597). Se concluye que la mayoría de 

las muestras excedieron los límites máximos de contaminación por el ente regulador 

de inocuidad alimentaria que establece como valor permitido para coliformes totales 

de 1000 UFC/g y para E. coli de 10 UFC/g en quesos, por consiguiente, la mayoría de 

estos alimentos no se consideran aptos para el consumo humano. 

 

- Se realizó la validación del método para coliformes totales y Escherichia coli 

utilizando el medio de cultivo CCA, en quesos no madurados. Se comprobó que el 

método alternativo contiene los componentes necesarios para el desarrollo, 

crecimiento, diferenciación y selectividad de E. coli y coliformes totales. Además, se 

evidencia que ambos métodos son equivalentes en la matriz de quesos no madurados, 

dado que cumple con los criterios de aceptación establecidos por la normativa 

internacional, concluyendo que es repetible, reproducible, exacto y preciso según la 

ISO 16140 - 4. 

 

- Se desarrolló un protocolo de análisis de validación del método para coliformes totales 

y Escherichia coli utilizando el medio de cultivo comercial cromogénico CCA (Agar 

para Coliformes Chromocult) en quesos no madurados para el LECC (Laboratorio de 

Ensayo y Control de Calidad), ya que este método fue evaluado y demuestra que puede 

ser replicable en el laboratorio brindando datos confiables para los clientes. Además, 
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se evidencia que este ensayo en el laboratorio resulta ser menos costoso (S/. 35,00) en 

comparación a los métodos de referencia (S/. 105,00) para los clientes. 
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RECOMENDACIONES 

 

- Para próximos estudios de validación del método para coliformes totales y Escherichia 

coli, sería interesante utilizar adicionalmente otras cepas WDCM de interés para la 

matriz para ver la influencia de estas sobre el medio de cultivo y poder compararlas 

con las presentes en esta investigación. 

 

- Es importante resaltar que la validación en un solo laboratorio es un análisis de primer 

paso para la estandarización de un método microbiológico, ya que brinda la 

información necesaria para continuar con el segundo paso que es la validación 

interlaboratorio para así poder establecer un método normalizado. 

 

- Sería interesante que, en futuras validaciones con la misma matriz, la recolección de 

la muestra sea directamente del fabricante para evitar la contaminación cruzada que 

puede alterar los datos. 

 

- Se recomienda en próximos estudios el uso del complemento selectivo E. coli / 

Coliforme que contiene cefsulodina y vancomicina, para ver la influencia de este 

aditivo en los resultados.  
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Anexo N° 1  

 

Tabla N° 27  

Costos de los medios de cultivo y pruebas confirmatorias utilizados en la validación 

Costos 

Materiales Método de referencia Método Alternativo 

Medios TBX   $ 697,28 CCA  $ 800 

 

VRBL  $ 214 

Caldo Verde 

Brillante  

$ 178 

Reactivo 

oxidasa 

- - $ 35,71 

Total $ 1,089.28 $ 835,71 
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Anexo N° 2 

Ficha técnica del medio de cultivo VRBL 
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Anexo N° 3  

Ficha técnica del medio de cultivo TBX 
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Anexo N° 4  

Ficha técnica del medio de cultivo CCA 
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Anexo N° 5  

Certificado de cepa Escherichia coli WDCM 00013 
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Anexo N° 6  

Certificado de cepa Enterococcus faecalis WDCM 00087 
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Anexo N° 7  

Certificado de cepa Citrobacter freundii WDCM 00006 
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Anexo N° 8  

Certificado de cepa Pseudomonas aeruginosa WDCM 00025 
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Anexo N° 9  

Certificado de cepa Salmonella entérica WDCM 00030 
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Anexo N° 10  

Certificado de cepa Staphylococcus aureus WDCM 00034 
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Anexo N° 11  

Certificado de cepa Staphylococcus saprophyticus WDCM 00159 
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Anexo N° 12  

Estudio de exclusividad del método alternativo frente a los métodos de referencia con 

vancomicina 

 

Tabla N° 28 Crecimiento y color de colonia de las cepas de E. faecalis, P. aeruginosa, S. 

aureus, S. saprophyticus y Salmonella entérica incubadas en CCA con vancomicina a 35 

°C por 24 h 

 

Microorganismos 
Número de 

origen 

Color de 

colonia 

Salmon-GAL B-

D-galactosidasa 

X-glucoronidasa 

B-D-glucuronidasa 

Enterococcus 

faecalis 

WDCM 

00009 
Blanco Negativo Negativo 

Pseudomonas 

aeruginosa 

WDCM 

00025 
Sin color Negativo Negativo 

Staphylococcus 

aureus 

WDCM 

00034 
- - - 

Salmonella entérica 
WDCM 

00030 
Sin color Negativo Negativo 

Staphylococcus 

Saprophyticus 

WDCM 

00159 
- - - 
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Anexo N° 13   

Certificado N° 020902 del medio de cultivo Chromocult Coliform Agar por el programa 

AOAC Performance Tested 
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Anexo N° 14   

Verificación de los equipos del laboratorio 

 

Tabla N° 29  

Requisito y frecuencia de los equipos utilizados en la validación 

 

Equipos Requisitos Frecuencia 

Incubadora Verificar la estabilidad de la 

temperatura 

Diariamente 

Autoclave Verificar las características 

de esterilización y la 

eficacia del equipo con un 

test biológico 

Cada 2 años 

Balanza Verificar con una pesa de 

control 

Diariamente 

Micropipetas Verificar la exactitud Mensualmente 

Condiciones ambientales 

(microbiológicas) 

Control de las superficies y 

el aire del laboratorio 

Semanalmente 

Condiciones ambientales 

(temperatura y humedad) 

Control de la temperatura y 

humedad del laboratorio 

Diariamente 

 

Se examinó la calibración, el mantenimiento de todos los equipos empleados. En el caso 

de equipos que no estaban calibrados, se realizó una comprobación. Esto garantiza la 

fiabilidad de los resultados obtenidos en la investigación.  
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Anexo N° 15  

Control de la autoclave 

 

Se realizó la confirmación de esterilización de la autoclave utilizada en la presente 

investigación, se llevó a cabo con un bioindicador que contiene esporas de Geobacillus 

stearothermophilus ATCC 7953. Para la verificación se colocó la ampolla que contiene estas 

esporas dentro de la autoclave en una botella esterilizada con agua esterilizada por un tiempo 

de 15 minutos a una temperatura de 121 °C, al finalizar se llevó a incubar a 60 °C durante 

48 horas, y de la misma forma se incubó otra ampolla no esterilizada como control. Después 

de las 48 horas, se mantuvo el color violeta rojizo en la ampolla esterilizada indicando la 

ausencia de crecimiento de las esporas, por otro lado, en la ampolla no esterilizada si hubo 

un viraje de color hacia el amarillo con la presencia de turbidez por la fermentación de azúcar 

y el crecimiento de las esporas. 

Gráfico N° 16  

Esterilización suficiente con Sterikon 

plus bioindicador MERCK 

Gráfico N° 17  

Control positivo con Sterikon plus 

bioindicador MERCK 

Fuente: Autor                                                 Fuente: Autor 

 

En la primera imagen se puede observar el resultado satisfactorio de la verificación de la 

autoclave con el uso de esporas de Geobacillus stearothermophilus ATCC 7953 y en la 

segunda imagen su respectivo control positivo, por lo tanto, se pudo afirmar que el equipo 

asegura una correcta esterilización y cumple con las especificaciones establecidas por el 

LECC para el desarrollo de la validación.  
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Anexo N° 16  

Ficha técnica de Sterikon plus bioindicador MERCK 
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Anexo N° 17  

Control de ambientes 

 

El laboratorio fue objeto de monitoreo semanal, centrándose en áreas específicas como 

el área de preparación de materiales y la cabina de flujo laminar vertical. Para evaluar 

la calidad del aire, se utilizó la técnica de sedimentación, colocando placas con medio 

de cultivo para bacterias mesófilos (Agar PC) y hongos (Agar OGYE) en diferentes 

puntos del laboratorio durante 15 minutos. De manera similar, las superficies fueron 

monitoreadas mediante gasas, tomando una muestra representativa de un área 

aproximada de 25 cm2. Posteriormente, estas muestras fueron incubadas a 37 °C en el 

caso del agar nutritivo y PC, y 22 °C en el agar OGYE. 

 

Luego del periodo de incubación, se llevó a cabo el recuento en cada una de las placas, 

confirmando la ausencia de contaminación en el área. De esa manera, se aseguró la 

validez de cada parámetro de la validación, ya que la limpieza tanto del laboratorio 

como del área de siembra evitó la contaminación cruzada. 

 

Tabla N° 30  

Resultados del control microbiológico de ambiente y superficie 

 

 

 

Ensayos 

Ambiente UFC / hora Superficie UFC / 25 cm2 Analista 

Cabina Área Cabina Área Guantes 

inicio 

Guantes 

final 

M HyL M HyL M HyL M HyL M HyL M HyL 

0 0 Max 

10 

Max 

10 

0 0 Max 

10 

Max 

10 

0 0 0 0 

1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

4 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 
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5 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

6 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

7 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

9 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

10 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

CUMPLE SI SI SI SI SI SI SI SI SI SI SI SI 

* M: bacterias mesófilas H: hongos L: levaduras 

 

Durante el desarrollo de la validación, se obtuvieron resultados confiables en el control 

microbiológico de los ambientes, superficies y analistas. La tabla N° 29 muestra que los 

controles microbiológicos cumplen con las especificaciones establecidas por el LECC. Esto 

garantiza que las condiciones de trabajo sean óptimas durante las pruebas realizadas, así 

mismo ayuda a reducir los falsos positivos debido a la contaminación microbiana cruzada. 

Esto se logra a través de un riguroso proceso de higiene y desinfección en el laboratorio, 

especialmente en el área de trabajo, lo cual es primordial para obtener resultados confiables 

durante la validación.
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Anexo N° 18  

Verificación de medios de cultivo 

 

Se llevaron a cabo controles sobre los medios de cultivo utilizados en la investigación, tal 

como un control macroscópico, una medición del pH a 25 °C, un control de esterilidad y un 

estudio de productividad. 

 

1. Control macroscópico 

Se realizó una revisión visual para evaluar la consistencia del medio, su color y su 

apariencia. Todas estas características se compararon con las especificaciones detalladas del 

medio en la ficha técnica correspondiente. En la siguiente tabla se aprecian los resultados de 

las características macroscópicas de los medios de cultivo utilizados en la presente 

investigación, y se evidencia que presentan las mismas especificaciones que se detallan en 

su ficha técnica correspondiente. 

 

Tabla N° 31  

Resultados de las características macroscópicas de los medios de cultivo utilizados en la 

validación 

 

Medio de cultivo Características macroscópicas 

Agar CCA Color beige, granulado, consistencia fina y 

homogénea sin presencia de humedad. 

Agar VRBL Color violeta, granulado, consistencia fina homogénea 

sin presencia de humedad. 

Agar TBX Color beige, granulado, consistencia fina y 

homogénea sin presencia de humedad. 

 

2. Control de esterilidad 

Se distribuyeron las placas de Petri con el medio de cultivo seleccionado para la siembra 

correspondiente. Estos recipientes con el medio de cultivo fueron incubados a una 

temperatura de 37 °C (CCA y VRBL) y 44 °C (TBX) durante 24 horas. Al finalizar el 
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periodo de incubación, se confirmó la ausencia de crecimiento en las placas, de esta manera 

se evidenció que los medios estuvieran correctamente esterilizados.  

 

3. Control de pH 

Se extrajo una muestra del medio preparado a una temperatura de 25 °C y se determinó el 

pH utilizando un papel indicador. Se comparó el valor obtenido con el indicado en la ficha 

técnica de cada uno de los medios de cultivo con un margen de +/- 2. En la siguiente tabla 

se muestran los resultados del pH medido utilizando una tira indicadora. Se comparó el valor 

obtenido teniendo como resultado el mismo de la ficha técnica correspondiente de cada 

medio de cultivo. 

 

Tabla N° 32  

Resultados de la medición de pH de los medios de cultivo utilizados en la validación 

 

Medio de cultivo Valor de pH 

Agar CCA 7 

Agar VRBL 7.3 

Agar TBX 7.2 

 

La verificación de los medios de cultivo, se realizó mediante un control macroscópico, 

evaluando la consistencia del medio, el color y la apariencia; todas estas características 

fueron comparadas con las fichas técnicas correspondientes de cada medio y se pudo afirmar 

que todos los medios se encontraban en excelente estado para poder ser utilizados en la 

validación. Además, se realizó un control de esterilidad, que consistió en distribuir en las 

placas de Petri el medio de cultivo, luego fueron incubados a una temperatura de 37 °C y 44 

°C durante 24 horas, después de este periodo se pudo confirmar la ausencia de crecimiento 

microbiano en las placas, por lo tanto, se puede garantizar la confiabilidad de los resultados 

obtenidos durante el desarrollo de esta investigación. Por último, se llevó a cabo un control 

de pH, que se basa en extraer una muestra del medio preparado a una temperatura de 25 °C 

y se analizó el pH utilizando un papel indicador, para luego ser comparados con el valor en 

la ficha técnica de cada medio cultivo y se pudo confirmar que se encuentran dentro del 
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rango establecido, por lo tanto, nos asegura que los medios de cultivo se encuentran aptos 

para su uso en la validación.
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Anexo N° 19  

Reconstitución de cepas bacterianas WDCM 

 

Las cepas WDCM (World Data Centre for Microorganisms) fueron disueltas en el medio 

de cultivo que indica la ficha técnica correspondiente. En todas las cepas, el medio de 

cultivo de reconstitución es el caldo Soya Tripticasa. El volumen depende de cada cepa, 

ya que la cantidad de UFC/disco es diferente y también del rango de contaminación 

objetivo para realizar cada parámetro de la validación.  

 

Gráfico N° 18  

Reconstitución del disco de la cepa WDCM en caldo TSA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                                  Fuente: Autor 
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Anexo N° 20  

Revitalización y cuantificación de las cepas bacterianas WDCM 

 

Los primeros discos de cada cepa bacteriana, fueron disueltos en el volumen de caldo Soya 

Tripticasa correspondiente para cada cepa para realizar los parámetros cualitativos de 

exclusividad e inclusividad. Posterior a esto, se realizó la revitalización de las cepas 

bacterianas en base a la ficha técnica correspondiente de cada bacteria. 

 

a. Materiales y reactivos 

Se utilizaron tubos de ensayo con una cantidad de 9 mL de caldo Soya Tripticasa, cepa 

bacteriana WDCM, micropipeta, puntas estériles, gradilla y una incubadora. 

 

b. Procedimiento 

- Se tomó 1 mL de las cepas WDCM reconstituidas en caldo Soya Tripticasa. 

- Luego se transfirió a un tubo de ensayo con 9 mL de caldo Soya Tripticasa. 

- Una vez homogeneizado el tubo de ensayo, este fue llevado a incubación a 37 °C por 

24 h aproximadamente. 

- Pasadas las 24 h de incubación se verificó la turbidez y se procedió a sembrar en el 

medio de cultivo CCA para conocer la verdadera concentración para realizar los 

análisis respectivos. 

 

Gráfico N° 19 

Revitalización de las cepas WDCM en 

caldo TSA 

Gráfico N° 20 

Incubación del inóculo en agar CCA por 

24 h 

 

 

 

 

 

 

Fuente: Autor                                                  Fuente: Autor 

 


