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Resumen: Se evalu6 el efecto inhibitorio de dos concentraciones de nisina (10,0 y 16,7 mg/kg) sobre la poblacién de Staphylococcus
aureus, coliformes totales, Escherichia coli, Salmonella spp y Listeria monocytogenes en queso blanco tipo “telita” elaborado en una
quesera de Upata, Estado Bolivar. EI nimero de S. aureus, coliformes totales y Escherichia coli se determiné mediante la siembra en
peliculas secas rehidratables Petrifilm 3M; siendo los recuentos de S. aureus significativamente menores (p < 0,05) en las muestras de
queso “telita” con las dos concentraciones de nisina ensayadas con respecto a las muestras control. No se detecté Salmonella spp ni Liste-
ria monocytogenes en ninguna de las muestras analizadas Se encontrd que las dos concentraciones de nisina adicionadas al queso “telita”
ejercieron un efecto inhibitorio sobre la poblacion de S. aureus presente como microflora contaminante en las mismas.

Palabras claves: Queso blanco artesanal, nisina, bacteriocina, Staphylococcus aureus

Effect of nisin over the pathogenic microflora of artisan “telita” type
white cheese produced at a cheese factory in Upata, Bolivar State, Venezuela

Abstract: The inhibitory effect of two nisin concentrations (10.0 and 16.7 mg/kg) over the Staphylococcus aureus, total coliforms, Es-
cherichia coli, Salmonella spp and Listeria monocytogenes population was evaluated in “telita” type white cheese produced at a cheese
factory in Upata, Bolivar State. The number of S. aureus, total coliforms and Escherichia coli was determined by inoculation in Petrifilm
3M dry rehydratable films. The S. aureus counts were significantly smaller (p<0.05) in the “telita” cheese samples with the two nisin
concentrations tested as compared with the control samples. No Salmonella spp or Listeria monocytogenes were detected in any of the
samples analyzed. It was determined that the two nisin concentrations added to the “telita” cheese exerted an inhibitory effect over the S.
aureus present in them as contaminant microflora.

Key words: artisan white cheese, nisin, bacteriocin, Staphylococcus aureus

* Correspondencia:
E-mail: josej25@cantv.net

Introduccion

En Venezuela aproximadamente el 60 % de la produc-
cion total de leche se destina a la elaboracién de quesos, y
cerca de un 40 % de ésta es usada cruda en la elaboracion
de queso artesanal [1,2]. El queso blanco venezolano tipo
“telita” es un queso de pasta cocida, Unico de Venezuela,
elaborado exclusivamente con leche cruda de vaca, con
una presentacion tipica y completamente artesanal, muy

consumido en el pais [3]. El queso tipo “telita” elaborado
en fincas y asentamientos campesinos, por pequefios pro-
ductores de diferentes estados del pais, es un producto
alimenticio tradicional en la dieta del venezolano, y consti-
tuye un producto importante para la economia informal ya
que el mismo es vendido sumergido en suero en envases
plasticos tamafio cufiete a través de redes informales de
distribucion, este no es madurado, se consume fresco, no
esta protegido por ningln tipo de empaque y debido a su
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tecnologia, condiciones de almacenamiento y comerciali-
zacion, tiene una corta vida de almacenamiento. En Vene-
zuela la experiencia epidemioldgica coloca a los quesos
blancos duro, semiduro, blando, criollo, llanero, de cincho
y pasteurizado, entre los vehiculos que producen enferme-
dades alimentarias con mayor frecuencia, debido a su
deficiente calidad microbioldgica, siendo las asociaciones
mas frecuentemente encontradas las de quesos blancos
artesanales con Staphylococcus aureus [4,5]. Varios inves-
tigadores han revelado la presencia de microorganismos
patégenos como S. aureus enterotoxigénico, Escherichia
coli, Salmonella spp y Listeria monocytogenes en quesos
blancos blandos elaborados con leche sin pasteurizar, co-
mo el queso tipo “telita” [5, 6, 7]. Aray estudiando la cali-
dad microbioldgica del queso blanco tipo “telita” expendi-
do en diferentes mercados de la ciudad de Caracas, encon-
trd altos recuentos de coliformes totales, E. coli y S. au-
reus; indicando que el producto presentaba una deficiente
calidad microbiolodgica, probablemente debido a malas
practicas de higiene durante su elaboracion [8]. El tiempo
de vida util del queso blanco artesanal tipo “telita” se pue-
de prolongar con la adicidn de algin conservante natural
como la nisina. La actividad de la nisina fue primeramente
observada en 1928 y estudiada como sustancia antimicro-
biana en 1944 [9]. La nisina tiene un amplio espectro de
accion sobre bacterias grampositivas, es la Unica bacterio-
cina que ha recibido amplia aceptacién internacional como
aditivo alimentario, por lo que su empleo es permitido en
mas de cincuenta paises, para la inhibicién de Clostridium
spp en queso, alimentos enlatados, leche pasteurizada y
para controlar el crecimiento de bacterias acidolacticas en
la produccién de cerveza [9-15]. La legislacion venezolana
permite su uso a niveles de 12,5 mg/kg en quesos madura-
dos [16]. En Venezuela se han realizado muy pocos estu-
dios sobre la calidad sanitaria del queso “telita” [8], y
sobre el efecto de la nisina en la misma [17], lo que podria
ser riesgoso para la salud publica, debido a que este tipo de
queso ampliamente consumido, posee fuerte potencialidad
para la transmisién de enfermedades alimentarias.

El objetivo de la presente investigacion fue evaluar el
efecto de dos concentraciones de nisina sobre la calidad
microbioldgica del queso blanco venezolano tipo “telita”
elaborado en una quesera piloto seleccionada para la reali-
zacion de todos los trabajos de la Red de Cooperacion
Productiva Queso Telita.

Métodos
Preparacion de las muestras de queso “telita™

Considerando las caracteristicas del queso “telita”, el
alto contenido de grasa, la humedad, el bajo pH, empleo
del calor durante el hilado de la pasta y posibles pérdidas
de la nisina en el caldero (hilado) y los sucesivos cortes de
la pasta sobre el meson de trabajo, se decidié que una de
las concentraciones fuera de 16.7 mg/Kg de queso, equiva-
lentes a 100 mg/6 Kg ( peso promedio de la cuajada mas
otros ingredientes) para cada lote. Esta cantidad es supe-
rior a la concentracion permitida internacionalmente de

12.5 mg/Kg de queso y es de facil manejo desde el punto
de vista de la dosificacion para la escala industrial. La otra
concentracion ensayada fue de 10,0 mg/ Kg de queso,
equivalente a 60 mg/6 Kg, inferior al limite sefialado. El
queso “telita” de manufactura artesanal se elabor6 en la
quesera “Virgen del Valle” en Upata, Municipio Piar,
Estado Bolivar, se empled un sistema piloto semiautomati-
co con una cuba de 1000 L de capacidad, el cual fue desa-
rrollado por El Centro Experimental de Recursos Autécto-
nos (CEDRA) [3] con el propésito de mejorar la calidad
del queso “telita”, extender su vida util y mejorar asi su
comercializacion, por lo que se constituy6 una red de co-
operacion cientifica en Upata, Estado Bolivar, financiada
por Fonacit, con apoyo logistico del FUNDACYT-
Guayana. La materia prima procedi6 de diferentes sitios,
fue analizada antes de su utilizacién y se les identifico
como partidas de leche I, 1I, y Ill. Una vez formada la
cuajada se separé en 3 lotes de 6 Kg c/u, los cuales se
identificaron como A, By C. A cada uno de estos lotes se
agregé sal (4-5%), a dos de ellos se agreg6 nisina (Nisin
E234, Chrisin, CHR HANSEN Dinamarca) como agente
antimicrobiano, con una actividad comprobada. Al lote A
de cada produccion de quesos, se le agregd nisina a una
concentracion de 16,7mg/Kg, para asi obtener Al, All,
Alll (serie A). Al lote B, se le agreg6 nisina a una concen-
tracion de 10,0 mg/Kg y se obtuvo BlI, BllI, BllI (serie B).
El lote C sin nisina, se utilizd como control, obteniéndose
Cl, Cll, CIlI (serie C), segun la partida de leche utilizada.
Luego se procedio a la coccion de la pasta hasta alcanzar
la textura de hilado (80-90°C), con posterior paleteo y
moldeado final.

Muestreo

Se recolectaron aleatoriamente 48 muestras de queso
telita sélo de las elaboradas con la partida de leche Il
(proveniente de una finca cercana a la quesera “Virgen del
Valle”) para cada una de las series, asi: 16 muestras de la
serie Alll, 16 muestras de la serie BIll y 16 muestras de la
serie ClIl. Las muestras se tomaron inmediatamente des-
pués de la fabricacién del queso telita y se transportaron en
cavas con hielo para su andlisis en el laboratorio después
de 12-15 horas de haber sido elaborado.

Evaluacién microbioldgica

La preparacion de la muestra para la evaluacion micro-
bioldgica se realiz6 pesando 25 gramos de la rueda de
queso telita, y homogeneizandola con 225 mL de agua
peptonada (0,1 %) (DIFCO) con la ayuda de un “stoma-
cher” (LAB BLENDER, modelo 400) se midi6 el pH con
un potenciometro (Fisher, modelo 325) ajustandose con
NaOH 1N estéril hasta 6,9 cuando fue necesario. A partir
de esta dilucion (10™) se hicieron diluciones seriadas. Los
analisis microbiolégicos incluyeron recuentos de Staphy-
lococcus aureus, coliformes totales y E. coli de acuerdo a
la metodologia descrita en BAM [18], utilizando para la
cuantificacién e identificacion de S. aureus las placas
Petrifilm 3M RSA, y para la cuantificacion de coliformes
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totales y E. coli las placas Petrifilm 3M para recuento de
coliformes y E. coli. La identificacién seroldgica de las
cepas de E. coli aisladas se realizé con el empleo de los
estuches de antisueros de FUVESIN Productos Bioldgicos,
Instituto de Biomedicina, Caracas. La determinacion de
Salmonella spp y L. monocytogenes se realizd segin me-
todologia descrita en BAM [18].

Andlisis estadistico

Las pruebas estadisticas realizadas se basaron en cono-
cer si existian o no diferencias significativas entre los
recuentos de los microorganismos encontrados en las
muestras de queso telita sin nisina (serie CIII) y suplemen-
tadas con las dos concentraciones de nisina (serie Alll y
BIll) ensayadas. Se utiliz6 como andlisis estadistico de
prueba la t de Student debido al tamafio muestral, para la
comparacion del log del recuento promedio con un 95 %
de significancia. Adicionalmente se realizo el contraste de
los recuentos de los microorganismos mediante pruebas no
paramétricas (Kruskal-Wallis e indice de Friedman) con

un 95 % de confianza. El programa estadistico empleado
fue el SPSS 11.0 para Windows.

Resultados

En la Tabla 1 se puede apreciar que las muestras de
queso “telita” sin nisina presentaron un alto recuento de S.
aureus, por el orden de 10° UFC/g, encontrandose valores
por debajo de 10* UFC/g tanto para las muestras de queso
“telita” suplementadas con 10,0 mg nisina/kg como para
las que contenian 16,7 mg nisina/kg . No hubo variacién
en los valores de los contajes de coliformes totales (10°-
10® UFC/g) ni en los de E. coli (10°-10* UFC/g) en ningu-
na de las muestras, con relacion a esta Gltima se encontro
que de 120 cepas aisladas, el 70,8% (85) fueron identifica-
das con el serotipo 0118, siendo el 29,1% (35) identifica-
das con el polivalente 111 ( serotipo O8). Tampoco se de-
tectd la presencia de Salmonella spp ni L. monocytogenes.
La disminucidn de los recuentos de S. aureus en las mues-
tras de queso “telita” con las dos concentraciones de nisina
ensayadas evidencia la eficacia de esta bacteriocina en la
inhibicion del crecimiento de este microorganismo.

Tabla 1. Promedios de los recuentos (UFC/g) de microorganismos analizados en muestras de
queso “telita” sin nisina y queso “telita” con 10,0 y 16,7 mg nisina/kg.

Concentracion Nisinaen  Staphylococcus aureus

Queso “telita”(mg/kg) (UFC/g)
16,7 <10
10,0 <10

0 2,2x10°

Coliformes totales Escherichia coli

(UFC/g) (UFC/g)
1,5 x 10° 6,5x10*
4,0x10° 2,6 x10*
3,0x10° 1,3 x 10°

Los recuentos (log media UFC/g) de S. aureus (Tabla 2)
fue mas bajo en las muestras de queso “telita” suplementa-
das tanto con 10,0 mg nisina/kg (4,08 log UFC/g) como
con 16,7 mg nisina/kg (3,88 log UFC/g) en comparacion
con los obtenidos en las muestras de queso “telita” sin

nisina (6,28 log UFC/g), siendo esta diferencia estadisti-
camente significativa (p < 0,05). No se encontré diferencia
significativa entre los promedios de los conteos de coli-
formes totales y E. coli (serotipos 0118 y O8) en ninguna
de las muestras de queso “telita” analizadas.

Tabla 2. recuentos (log media UFC/g) de microorganismos encontrados en queso “telita” sin nisina y queso “telita” con 10,0

y 16,7 mg nisina/kg.

Concentracién Nisina en Staphylococcus aureus

Coliformes totales Escherichia coli

Queso “telita”(mg/kg) (Media £ DE) (Media £ DE) (Media £ DE)
16,7 3,88 £1,05% 5,79+ 0,64 2,62+0,92
10,0 4,08 +1,15° 6,07 + 0,69 2,76 +£0,90
0 6,28 £0,79° 6,12+ 1,09 2,75+0,77

DE: Desviacion estandar

a, b: valores con letras diferentes en la misma columna son significativamente diferentes (p <0,05)

Discusioén

Los resultados encontrados en este estudio confirman el
efecto inhibitorio de la nisina sobre el crecimiento del S.
aureus [10,15]. Cava y col [17] estudiando el efecto in-
hibitorio de la adicion de nisina (16,7 y 10,0 mg/kg) en
queso blanco tipo “telita” sobre la supervivencia de S.
aureus, encontraron que ambas concentraciones de nisina
utilizadas mostraron un efecto bacteriostatico sobre el S.
aureus a las 2 semanas de almacenamiento a 8 + 2 °C,
concluyendo que este efecto fue dependiente de la concen-

tracion de nisina adicionada al producto y de la poblacion
inicial de S. aureus presente en el queso “telita”. La reduc-
cion en los niveles de S. aureus en las muestras de queso
telita con 10,0 y 16,7 mg nisina/kg parece estar relaciona-
da con la fuerte actividad antiestafilocécica, ejercida por la
nisina cuando se usa a niveles de 3,75-12,50 mg/kg (150-
500 Ul/g) en el producto terminado, como ha sido reporta-
do por varios autores [9,19]. La nisina es una bacteriocina
producida por Lactococcus lactis, que inhibe bacterias
grampositivas, incluyendo el S. aureus y otros microorga-
nismos patdgenos, es atdxica, estable, se inactiva por las
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enzimas del tracto digestivo del humano y su uso en pro-
ductos lacteos es permitido en mas de cincuenta paises
[19,20]. Los recuentos de S. aureus encontrados en las
muestras de queso “telita” sin nisina estan por encima de
los limites microbioldgicos (< 10° UFC/g) indicados en la
norma COVENIN venezolana para quesos de pasta hilada
[21], esto pudo deberse a que la partida de leche cruda IlI,
por causas no conocidas, no se refrigerd antes de su uso, su
temperatura al momento de incorporarla al proceso pro-
ductivo era aproximadamente 30°C, esto probablemente
incidio en los altos recuentos de S. aureus encontrados en
las muestras de queso “telita”sin nisina. EI S. aureus puede
estar presente en productos lacteos elaborados con leche
cruda sin refrigerar [6]. Los recuentos de coliformes tota-
les y de E. coli (serotipos 0118 y 0O8) encontrados en las
muestras de queso “telita” sin nisina no mostraron varia-
cién alguna al compararlos con los encontrados en las
muestras de queso “telita” suplementadas con las dos con-
centraciones de nisina ensayadas, debido al espectro anti-
microbiano de la nisina, el cual es considerado estrecho al
no inhibir flora gramnegativa (coliformes y E. coli), mohos
y levaduras [9,19,20]. En el presente trabajo no se pudo
asociar la ausencia de L. monocytogenes en ninguna de las
muestras de queso “telita”, con la presencia de nisina. Sin
embargo, algunos autores [15-20,22] incluyen dentro del
espectro antimicrobiano de la nisina una fuerte actividad
antilisteria. Laukova y col. [23] encontraron que una bacte-
riocina, la enterocina CCM 423 disminuyé el recuento de
células viables de L. monocytogenes y S. aureus inocula-
dos en diferentes productos lacteos.

La presencia de nisina en concentraciones de 10,0 y 16,7
mg/kg en queso blanco artesanal tipo “telita” ejercié un
efecto inhibitorio sobre la poblacién de S. aureus, por lo
que podria ser empleado, junto con buenas practicas de
manufactura, como un agente antimicrobiano natural en
este tipo de queso blanco artesanal, para inhibir el creci-
miento y multiplicacion de los estafilococos, y asi prevenir
la aparicion de casos de intoxicaciones estafiloccicas,
prolongando la vida Util de este tipo de queso blanco fres-
co.
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