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RESUMEN

El queso fresco es un producto elaborado principalmente de manera artesanal. Su sabor
caracteristico se debe especialmente a la presencia de bacterias acido-lacticas, como Lactococcus
spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc spp., y Enterococcus spp, las cuales llegan a inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos, por lo tanto, el objetivo de la presente investigacion
fue conocer la carga microbiana que posee dicho producto lacteo comercializado en el mercado
Privado de la ciudad de Macas con el fin de determinar su grado de calidad alimentaria. La
metodologia implementada tuvo un enfogue cuantitativo, se utilizé un disefio no experimental de
tipo transversal debido a que no se va a manipular ninguna variable independiente y se realizé
dentro del tiempo establecido; la poblacion de estudio fue el mercado Privado de la ciudad de
Macas, ubicado en la provincia de Morona Santiago, donde se efectu6 la toma de muestras de
queso fresco de 5 puestos de venta del mismo, en conjunto con una investigacion documental de
las Normativas NTE INEN 4, NTE INEN 1529-5 y NTE INEN 1529-13, asi como la revision de
documentacion proporcionada por MicroFast®. Mediante esta metodologia, los resultados
obtenidos de la investigacién fueron: bacterias aerobias meséfilas (4.15 x 10” UFC/mL); nimero
de Enterobacteriaceas (7.34 x 10 UFC/mL); contaje de Escherichia coli (6.50 x 10* UFC/mL);
contaje de Staphylococcus aureus (1.44 x 106 UFC/mL), ademas se detectd presencia presuntiva
de Salmonella en las muestras de queso fresco del puesto n°s. Estos resultados fueron comparados
con los limites permisibles establecidos en la Norma NTE INEN 1528. El antibiograma reflejo
resistencia para ampicilina, tetraciclina y oxacilina. En este contexto, se concluye que los valores
obtenidos del recuento microbiano de las muestras de queso fresco superan los limites
microbioldgicos permisibles, por lo que los productos lacteos no presentan calidad alimentaria

aceptable para el consumo poblacional.

Palabras clave: <QUESO FRESCO>, <RECUENTOS MICROBIOLOGICOS>,
<RESISTENCIA BACTERIANA>, <MICROORGANISMOS>, <BACTERIAS ACIDO-
LACTICAS>.

1648-DBRA-UPT-2023
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ABSTRACT

The main objective of this research study was to determine the microbial load of dairy products
(cheese) sold in the private market of the city of Macas to determine its food quality. Fresh cheese
is a product that is mainly produced in an artisanal way. Its characteristic flavor is especially due
to the presence of lactic acid bacteria, such as Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc
spp., and Enterococcus spp., which inhibit the growth of pathogenic microorganisms. The
methodology implemented had a quantitative approach, a non-experimental design of transversal
type was used because no independent variable was manipulated and it was carried out within the
established time; the study population was the private market of the city of Macau, located in the
province of Morona Santiago, where samples of fresh cheese were taken from 5 stalls, together
with documentary research of the regulations NTE INEN 4, NTE INEN 1529-5 and NTE INEN
1529-13, as well as the review of documentation provided by MicroFast®. Using this
methodology, the results obtained from the investigation were: mesophilic aerobic bacteria (4.15
x 107 CFU/mL); the number of Enterobacteriaceae (7.34 x 106 CFU/mL); Escherichia coli count
(6.50 x 104 CFU/mL); Staphylococcus aureus count (1.44 x 106 CFU/mL), and the presumptive
presence of Salmonella was also detected in the fresh cheese samples from stand no. 5. These
results were compared with the permissible limits established in the NTE INEN 1528 Standard.
The antibiogram showed resistance to ampicillin, tetracycline, and oxacillin. In this context, it is
concluded that the values obtained from the microbial counts of the fresh cheese samples exceed
the permissible microbiological limits so that the dairy products do not present acceptable food

quality for population consumption.

Keywords: <FRESH CHEESE>, <MICROBIOLOGICAL COUNTS>, <BACTERIAL
RESISTANCE>, <MICROORGANISMS>, <ACID-LACTIC BACTERIA>.

Mgs. Evelyn Carolina Macias Silva
C.10603239070
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INTRODUCCION

La presente investigacion se basa en la evaluacion microbioldgica de los alimentos, la cual se
define como aquellas medidas de gestion de riesgos que permiten demostrar la inocuidad de un
producto mediante la deteccion de microorganismos, toxinas u otros indicadores de patogenicidad
(FAO, 2016: p. 1). Por otra parte, la resistencia antimicrobiana se puede definir como la capacidad
del microorganismo para evadir o anular los efectos de los antibidticos, esta caracteristica puede
adquirirse durante un proceso de infeccion o tras un uso inadecuado del medicamento (Giono-
Cerezo, et al., 2020: p. 173) La caracteristica principal de este tipo de evaluacion microbiol6gica
son los requisitos de calidad e inocuidad alimentaria, los cuales estan establecidos en la Norma

Técnica Ecuatoriana (INEN).

Para analizar esta problematica es necesario mencionar cuales son sus causas. Una de ellas es el
alto consumo de queso artesanal en la ciudad de Macas, el mismo que constituye un producto
alimenticio de alta ingesta en todo el mundo debido a las diferentes propiedades nutricionales,
sensoriales y de textura de cada tipo de queso. Se estima que existen méas de 2.000tipos de queso,
entre los llamados maduros, semicurados y frescos. Aunque la produccién de queso ha ido
evolucionando desde la manera tradicional hasta una tecnologia industrial, todavia hay muchos
fabricantes artesanales que contintan elaborando productos lacteos (Vasquez, et al., 2018: pp.
45-51). En los Ultimos afos la preferencia del consumidor por los quesos frescos ha aumentado
gracias a las propiedades sensoriales como sabor y textura que éstos tienen. El quesofresco tiene
una enorme demanda a nivel de todo el Ecuador pues es considerado un producto dela canasta
basica familiar y ademas es un alimento completo por su elevado contenido nutricional de

proteinas, grasas y vitaminas (Castellanos, et al., 2018).

El analisis microbioldgico se ha convertido en una herramienta para la identificacion y control
de microorganismos patégenos presentes en alimentos. Durante la produccion del queso
artesanal se utiliza la leche como materia prima, sin embargo, esta es una fuente de contaminacién
cuando no se han realizado los procesos de esterilizacion adecuados. Ademas, en las etapas de
elaboracion existen puntos criticos de control que si no son tomados en cuenta puede generar un
producto que no sea apto para el consumo de la poblacién (Carrillo, et al., 2021: pp.75-76). El
Ministerio de Salud PUblica en el 2022 notificd 127 casos de Intoxicacion Alimentaria,dentro de
los cuales las personas més afectadas se encontraban en un rango de edades de 20-49 afios. En
la provincia de Morona Santiago se presentaron 5 casos de Salmonelosis, de los 19 notificados
a nivel del Ecuador (MSP, 2022). La salmonelosis es una de las enfermedades de transmision
alimentaria mas comun, que puede causar desde sintomas leves hasta deshidratacion, esta se

encuentra principalmente en productos como el huevo crudo, aunque también esta presente en la
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leche no pasteurizada, misma que se utiliza para la obtencion de quesos en empresas artesanales.
(Herrera y Jabib, 2015: pp.1-2).

Los objetivos de esta investigacion estdn centrados en la ejecucion de la evaluacion
microbioldgica y resistencia antimicrobiana de quesos frescos, para lo cual como primer paso se
recolectaron las muestras de queso en el mercado Privado de la ciudad de Macas, con base a los
estandares enmarcados en la norma NTE INEN 4. Seguidamente se cuantificaron bacterias
aerobias mesofilas, Enterobacteriaceas, Escherichia coli, Staphylococcus aereus y Salmonella
(ausencia/presencia) en lasmuestras de queso fresco, de acuerdo con los requisitos de la NORMA
NTE INEN 1528. Esto permitié conocer si los quesos analizados son aptos para el consumo de
la poblacion. Y finalmente se realizd un antibiograma de los microorganismos patdgenos

identificados para conocer su resistencia antimicrobiana.

El resultado de la problematica de esta investigacién pretende socializar a la comunidad, la
importancia de la inocuidad alimentaria a través de verificacién del cumplimiento de los
requisitos de calidad del queso fresco. En el ambito profesional, como Bioguimica Farmacéutica,
el interés es conocer como influye el alto consumo de alimentos sin control sanitario en la salud
humana y como la resistencia antimicrobiana cada dia estd en aumento, convirtiéndose en una

problematica a nivel mundial del area clinica.



CAPITULO |

1. PROBLEMA DE INVESTIGACION

1.1. Planteamiento del problema

El queso es un producto elaborado mayormente por empresas artesanales y en menorescala por
grandes industrias lacteas. El sabor caracteristico del queso fresco se debe especialmente a la
presencia de las bacterias acido-lacticas, como Lactococcus spp., Lactobacillus spp., Leuconostoc
spp., y Enterococcus spp, las cuales ademas favorecen a lainhibicién del crecimiento de

microorganismos patdgenos como Escherichia coli y Listeriamonocytogenes (L6pez, 2021, p.15).

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son causadas por la ingestion de alimentos
contaminados por bacterias, virus, parasitos, productos quimicos y toxinas; en cualquier fase del
proceso asi sea a partir de la produccién hasta el consumo de éstos. Son una fundamental causa
de morbilidad, mortalidad y de la dificultad para el desarrollo socioeconémico mundial. En la
poblacion suelen generar trastornos gastrointestinales, dolor abdominal, diarreas, nauseas y
vomitos; a veces acompafiados de fiebre y en ciertos casos tienen la posibilidad de desencadenar
en enfermedades graves (MSP, 2020, pp.2-6).

Un problema de salud publica que se ha ido incrementando durante los Gltimos afios constituye las
enfermedades de transmision alimentaria (ETA), debido a que se considera que cada afio cobran
la vida de 2.200.00 de personas en todo el mundo (Trujillo, 2016: p. 15). Segun las estadisticas
registradas por el Ministerio de Salud Pablica, exponen que en el afio 2019 se reportaron 12.203
casos por intoxicaciones alimentarias bacterianas y que ademas esta cifra se increment6 durante
el primer trimestre del afio 2020 como consecuencia de los brotes causados por el consumo de

alimentos con una mala manipulacién, coccién y/o conservacion (MSP, 2020: pp. 2-6).

En los estudios realizados para evaluar la calidad microbiol6gica de quesos frescos, los
microorganismos patdgenos reportados con mayor frecuencia son; Escherichia coli, Salmonella
spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica y Brucella spp.,
entre otros. En los informes publicados por el Centro para el Control y la Prevencion de
Enfermedades de los Estados Unidos (CDC) se establecio que una de las fuentes de las ETAS son
la leche cruda y el queso, con un porcentaje del 96%, ademas se manifestd que los productos no
pasteurizados causan 840 veces mas enfermedades y 45 vecesmas hospitalizaciones que los

productos lacteos pasteurizados (Castellanos et al., 2018).



Las investigaciones sobre los productos lacteos han demostrado que éstos son un éptimo medio
de cultivo para una amplia gama de microorganismos, por este motivo en algunas situaciones
pueden representar un problema para la salud si no se siguen las medidas de higiene necesarias
durante su elaboracidn. Sin embargo, el consumo por parte de la poblacién no ha cesado, por lo que
la finalidad de este trabajo de investigacién fue conocer la inocuidadde los quesos artesanales
expendidos en el mercado Privado de la ciudad de Macas, a través de una evaluacion
microbioldgica; comprobando asi los estandares de calidad alimentaria que presentan, y de esta

manera promover el consumo seguro y apto del queso fresco artesanal.

1.2. Limitaciones y delimitaciones

En Ecuador existen industrias lacteas en las diferentes provincias por lo que son unafuente
importante para la economia del pais. Sin embargo, la mayoria realiza produccién de manera
artesanal por lo que no existe una implementacién de Buenas practicas de Manufactura (BPM),
ademas no se realizan procedimientos de identificacion de bacterias patdgenas, las cuales son la
principal causa de los problemas de salud de los consumidores (Chiluisa et al., 2017; citado en
Pinto, 2020).

Una de las limitaciones presentes en esta investigacion es la ejecucién de la metodologia utilizada
para la evaluacion microbioldgica debido a la baja disponibilidad de reactivos para realizar una
identificacion seroldgica de cepas como Salmonella spp por lo que la deteccion de esta cepa

bacteriana sera de manera presuntiva solamente.

En el mercado ecuatoriano existen marcas de quesos que se han ido implementado a lo largo de
los afios, actualmente estan liderando las plazas de los supermercados y cada dia la competencia
entre estas marcas se incrementa, dentro de estas empresas se encuentra Kiosko, Alpina, Gloria,
Salinerito, entre otras marcas (Carrillo, 2007; citado en Roblez, 2020, p.22).

Las delimitaciones de esta investigacion estan enfocadas en la situacién econémica del pais,
debido a que la mayoria de la poblacion de la ciudad de Macas tiende a consumir en mayor
cantidad los quesos artesanales sin registro sanitario que se expenden en el mercado privado, la
principal razén es que tienen un menor costo que aquellos que se comercializan en los centros
comerciales o en las grandes tiendas. La delimitacion espacial de esta investigacion es el mercado
Privado de la ciudad de Macas ubicado en la calle Guamote a 600 metros del supermercado TIA,
Morona Santiago-Ecuador. Para la delimitacion temporal se estimo que el periodo de tiempo para
el desarrollo del trabajo de investigacion ocupa cuatro meses aproximadamente. Finalmente, en
la delimitacion de contenido se realizo la evaluacion microbioldgica y resistencia antimicrobiana
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de quesos frescos comercializados en el mercado Privado.

1.3. Problema general de la investigacion

¢Los quesos frescos comercializados en el mercado Privado de la ciudad de Macas cumplen con
los requisitos microbioldgicos establecidos en la NORMA NTE INEN 1528?

1.4. Problema especifico de la investigacion

¢Larecoleccion de las muestras de queso fresco debe seguir algln estandar segun la Normativa
Técnica Ecuatoriana?

¢Cuales son los microorganismos que estan presentes en los quesos frescos que se expenden
en el mercado Privado de la ciudad de Macas?

¢ Existen cepas resistentes y multirresistentes aisladas en los cultivos de las muestras de queso

fresco?

1.5. Obijetivos

1.5.1. Objetivo general

Efectuar la evaluacion microbiol6gica y resistencia antimicrobiana de quesos frescos

comercializados en el mercado Privado de la ciudad de Macas.

1.5.2. Objetivos especificos

Recolectar las muestras de queso fresco en el mercado Privado de la ciudad de Macas, con
base en los estandares enmarcados en la norma NTE INEN 4.
Cuantificar bacterias aerobias mesofilas, Enterobacteriaceas, Escherichia coli,
Staphylococcus aereus y Salmonella (ausencia/presencia) en las muestras de queso fresco,
de acuerdo con los requisitos dela NORMA NTE INEN 1528.
Realizar el antibiograma de los microorganismos patgenos aislados e identificados en las

muestrasde queso fresco.



1.6. Justificacion

1.6.1. Justificacion teérica

Enel afio 2015 durante el mes de septiembre la Asamblea General de las Naciones Unidasestablecid
los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) los cuales buscan una transformacion hacia la
sostenibilidad econédmica, social y ambiental. En su segundo objetivo se menciona la seguridad
alimentaria para lo cual se exploran metodologias para realizar cambios en el sistema mundial de
alimentacion (Naciones Unidas, 2018, pp.19-22).

En la Constitucion de la Republica del Ecuador en el capitulo segundo la seccién primera;agua y

alimentacion en el art.-13 se menciona:

“Las personas y colectividades tienen derecho al acceso seguro y permanente a alimentossanos,
suficientes y nutritivos; preferentemente producidos a nivel local y en correspondencia con sus
diversas identidades y tradiciones culturales. El Estado ecuatoriano promovera la soberania
alimentaria” (CRE, 2008, p.13).

Es por esa razon el valor de la inocuidad alimentaria en el marco de la preparacion artesanal de

productos lacteos, como es el queso.

En el afio 2018, EI Ministerio de Salud Publica presenté e implement6 el Plan Intersectorial de
Alimentacion y Nutricion 2018-2025 (PIANE) en 50 cantones del pais, el cual tiene como uno de
sus objetivos contribuir a la seguridad y soberania alimentaria. Dentro de este plan también se

menciona el cumplimiento del Articulo 16 de la Ley Orgéanica de Salud (2006):

“Le corresponde al Estado establecer una politica intersectorial de seguridad alimentaria y
nutricional que propenda a eliminar los malos habitos alimenticios, respetey fomente los
conocimientos y practicas alimentarias tradicionales, asi como el uso y consumo de alimentos
propios de cada regién y garantice a las personas el acceso permanente a alimentos sanos,

variados, nutritivos, inocuos y suficientes” (MSP, 2018, p.16).

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, conocer la inocuidad de los alimentosque no

cuenten con un control riguroso durante su elaboracion es fundamental para llegar a alcanzar los

objetivos propuestos dentro del PIANE. Dentro de la Normativa Sanitaria Control y Vigilancia

Alimentos de Consumo Humano se menciona que la Ley Organica de Salud en el Articulo 132

manda que dentro de las actividadesde vigilancia y control sanitario deben estar incluidas

actividades de inspeccion de la calidad, inocuidad y seguridad de los productos procesados de uso
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y consumo humano, asi como tambiénla verificacion del cumplimiento de los requisitos sanitarios
por parte de los establecimientos que estan dedicados al almacenamiento, distribucion y
comercializacion de dichos productos (ARCSA, 2021, p.1)

Por estarazon este trabajo de investigacion esta enfocado en la evaluacién microbioldgicade quesos
comercializados dentro del mercado Privado de Macas, con el proposito de verificar sidichos
productos cumplen con los requisitos de inocuidad alimentaria y por consiguiente son seguros
para el consumo poblacional. La certificacion de la calidad e inocuidad de los alimentos es un
requisito que se debe cumplir de forma obligatoria por parte de los productores, ya que de esta
manera los gobiernos monitorean como medio para prevenir las enfermedades de transmitidas por
los alimentos (Martinez et al., 2013: pp.210-213).

En el queso fresco existen bacterias, mohos y levaduras capaces de desarrollarse en presencia de
oxigeno, por lo que es importante considerar que la contaminacion bacteriana se puede producir
durante todo el proceso de elaboracion. Los controlesmicrobioldgicos se deben efectuar durante
larecepcion, produccion, transporte y almacenamiento del queso fresco para asegurar la inocuidad
del producto y que este sea seguro para el consumo humano (Merchan et al., 2019: pp.288-294).

1.6.2. Justificacion metodoldgica

La evaluacion microbioldgica de los quesos frescos es necesaria para poder comprobar la calidad
de los alimentos como es el estado de frescura, la capacidad de conservacion, las condiciones de
higiene durante la elaboracion del producto lacteo y ademas permite identificar la presencia de
microorganismos patdgenos. Otro motivo de la ejecucion de esta investigacién es conocer la
calidad que existe en un lote de alimentos, en este caso se evaluaran 5 puestos de queso fresco de
los cuales se realizara el analisis por triplicado obteniendo un total de 15 muestras, donde se
identificaran los microorganismos patogenos a través de medios de cultivo como agar manitol,
agar eosina azul de metileno, agar verde bilis brillante y agar mueller. Finalmente, por medio de
un antibiograma se detectara la resistencia de los microorganismos identificados a los antibioticos

seleccionados.

1.6.3. Justificacion practica

El queso fresco comercializado en la ciudad de Macas es un producto muy solicitado porgran
parte de sus habitantes, éste es elaborado con leche cruda la cual en la mayoria de los casos no
cuenta con las medidas de higiene necesarias, tampoco cuenta con un registro sanitario, ni se

embalan en un material adecuado para su conservacion, ademas las condiciones en las que se
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expende suelen ser insalubres, por lo que no se puede garantizar su inocuidad.

Dentro de esta zona de la provincia de Morona Santiago no existe evidencia bibliografica de que
se hayan efectuado estudios de la calidad microbiolégica de quesos frescos, es por ello la
importancia de realizar esta investigacion para garantizar que el queso fresco comercializado en
los mercados sea inocuo y de calidad, con la finalidad de preservar la salud de la poblacion dela
ciudad de Macas.



CAPITULO 11

2. MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de investigacion

En Italia, en el afio 2019, en la region de Piamonte en la queseria artesanal de Robiola di
Roccaverano se realizd la investigacion “MICROBIOLOGICAL ANALYSIS OF THE
ROBIOLA DI ROCCAVERANO CHEESE BY MEANS OF TRADITIONAL CULTURING
METHODS” donde se evalu6 la flora microbiana en los diferentes pasos de produccion y
fabricacion de queso artesanal. Los resultados obtenidos por los métodos de cultivo demostraron
ausencia de microorganismos patdgenos como L. monocytogenes y Salmonela spp. tanto en la
leche como en el queso, ademas se observé que tras la adicidon de un Iniciador de leche Natural
(NMS), el nimero de lactococos y lactobacilos aument6. Por lo cual, se concluy6 que pese a la
falta de procedimiento térmico en la produccion los quesos Robiola di Roccaverano, estos cuentan

con buenos estandares de calidad (Biolcati et al., 2019: pp.209-212).

En México, en el afio 2022, en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de CienciasQuimicas
de la Universidad Autonoma Zacatecas, se desarrollé el trabajo de investigacién denominado
“CARACTERIZACION MICROBIOLOGICA DE ALGUNOS QUESOS TIPO CHIHUAHUA
ELABORADOS EN RIO GRANDE, ZACATECAS” donde se determiné Staphylococcus
aureus y Coliformes fecales en los utensilios y maquinaria utilizada; ademas de Mesofilos
aerobios, Coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. en los
diferentes tipos de queso. Los resultados obtenidos evidenciaron una mala higiene en el proceso
de elaboracién, ademas de una posible contaminacion cruzada. En los quesos analizados se
detect6 mesdfilos aerobios, coliformes fecales, Escherichia. Coli, Salmonella spp. vy
Staphylococcus aureus en las tres queserias, lo que mostré una deficiente calidad microbiolégica

de los quesos analizados (Morales et al., 2022: pp.354-358).

En Colombia, en el afio 2018, en el laboratorio de Microbiologia de alimentos de la facultad de
Ciencias Agroindustriales en la Universidad de Quindio, se ejecutd un estudio acercadel
“ANALISIS MICROBIOLOGICO DE QUESO CUAJADA EN MUNICIPIOS DEL
DEPARTAMENTO DEL QUINDIO” donde se encontré en las 18 muestras recolectadas un
recuento de coliformes totales y Staphylococcus Aureus, entre 7,417 + 0.74 Log10 UFC/g y 6.450
+0.43 Logl0 UFC/g respectivamente, siendo estos los mas elevados y ademas se confirmo la
presencia de Eschecichia coli en todas las muestras analizadas. Por otra parte, para el recuento de
mohos y levaduras se obtuvo el mayor valor entre 7.26 + 0.81 Log10 UFC/g, también se confirmd
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la presencia de Salmonella sp en un solo municipio analizado. Los resultados obtenidos
evidencian que los quesos estudiados presentan condiciones higiénicas deficientes y no cumplen
lo establecido en la NTC 750, por lo que representan un riesgo para la salud de los consumidores
(Idarraga et al., 2018: pp.49-54).

En Perd, en el afio 2016, en la region de Chachapoyas-Amazonas en el Laboratorio de biologia
de la Universidad Nacional Toribio Rodriguez de Mendoza de Amazonas se realizd la
“EVALUACION MICROBIOLOGICA DE QUESOS FRESCOS ARTESANALES
COMERCIALIZADOS EN LA CIUDAD DE CHACHAPOYAS-AMAZONAS”, donde los
resultados obtenidos demostraron que el 100% de los quesos frescos artesanales examinados
registré un valor total de coliformes >1100 NMP/g, el cual sobrepasa a los limites establecidos
en la NTP 202.195. Por otro lado, la presencia de patégenos como Eschecichia coli y coliformes
fecales muestran que existe deficiencia en la calidad higiénica y sanitaria del producto que afecta

directamente a la salud de los consumidores (Castro et al., 2016: pp.38-43).

En Ecuador, en el afio 2020, en la ciudad de Riobamba en la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo se desarrollo la investigacion denominada “EVALUACION DE LA CALIDAD
MICROBIOLOGICA DEL QUESO DE HOJA TRADICIONAL DE ECUADOR
ELABORADO ARTESANAL E INDUSTRIALMENTE” donde se analizaron las muestras
recolectadas de queseras artesanales y plantas industriales, los resultados obtenidos para
coliformes, Eschecichia coli y StaphylococcusAureus sobrepasaron los limites establecidos por
la normativa ecuatoriana indicando que existe una deficiente calidad higiénica en los procesos de
elaboracion. Ademas, se aislaron un total de 32 cepas de bacterias acido lactico con caracteristicas
fenotipicas similares las cuales podrian influenciar en el sabor y aroma de los quesos elaborados a
nivel industrial (Albuja et al., 2020: pp.117-124).

2.2. Referencias teoricas

2.2.1. Mercado privado

2.2.1.1. Descripcion

El mercado Privado de la ciudad de Macas, en un recinto donde los habitantes de la region acuden

a realizar las compras de los productos frescos de las zonas de Amazonia y sierra. En este lugar

existen las secciones de frutas y verduras, pescaderia, entre otros.
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2.2.1.2. Ubicacion
El mercado Privado, MACAS, MORONA SANTIAGO se encuentra ubicado en el centro en la
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llustracion 2-1. Mapa de la Ubicacién del mercado Privado de la ciudad de M
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Morona Santiago
Fuente: https://goo.gl/maps/iuzvY4Yg3nWnLYal6
Con una atencion de domingo a domingo desde las 7:00 hasta las 18:00, los comerciantes trabajan

para brindar a la ciudadania sus productos frescos, con aromas y colores diversos.

2.2.2. Evaluacion microbioldgica
La evaluacion microbiolégica puede definirse como medidas de gestion de riesgos que

demuestran la aceptabilidad de los alimentos tomando en cuenta el proceso de muestreo y las
pruebas adecuadas para la deteccién de microorganismos, toxinas u otros indicadores de

patogenicidad (FAOQ, 2016, p.1).

2.2.3. Queso fresco

2.2.3.1. Definicion
El CODEX ALIMENTARIUS define al queso como un producto sélido o semisélido, madurado

o fresco, en el cual el valor de la relacion suero proteinas/caseina no supera al valor de la leche,

ademas también establece que es producto obtenido por coagulacion total o parcial de la leche
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mediante la accidn del cuajo o de otros agentes coagulantes apropiados, con un escurrido parcial
del lactosuero especial y una consistencia sélida o semisélida en el producto obtenido. (Ramirez
y Vélez, 2016: pp.131-148).

Se considera como queso fresco aquel sin envejecer, sin quemar, sin moldear, de textura
relativamente firme, levemente granulado, el cual es elaborado con leche entera, leche
parcialmente descremada que ha sido cuajado con enzimas y/o acidos organicos, generalmente sin

cultivos lacticos. También se le identifica como quesillo (Haro, 2016, p.23).

2.2.3.2. Composicién microbiana del queso

El International Life Sciences Institute (ILSI) define a los alimentos funcionales como aquellos
que tienen la capacidad para influir beneficiosamente en las funciones del cuerpo y ayudan a
mejorar el estado de bienestar, salud y reducir el riesgo de enfermedades. Dentro de estos se
encuentran los alimentos con probidticos, como los productos lacteos; yogures, las bebidas
fermentadas o los quesos (Santamarina et al., 2020: pp.248-256).

Los microorganismos presentes en la microbiota del queso pueden proceder de la adicién
intencionada, pueden estar presentes de manera natural en los ingredientes o provenir del entorno
del ordefio. Dentro de esta se encuentran géneros bacterianos meséfilos como Lactococcus y
Enterobacter, ademas de organismos termorresistentes como Micrococcus o Microbacterium los
cuales pueden sobrevivir durante la elaboracién y maduracion del queso. La microbiota de este
puede ser dividida en dos grandes grupos segun su funcioén: bacterias acido lacticas (BAL) del
cultivo iniciador y las BAL no pertenecientes al cultivo iniciador (Santamarina et al., 2020:
pp.248-256).

2.2.4. Clasificacion de los quesos

El queso es un producto alimenticio producido a nivel mundial. Se ha recopilado en diversos
catélogos que existen mas de 200 variedades Yy tipos. El queso fresco presenta distintos nombres
segun la regién de produccion y numerosas variantes en cuanto a las técnicas de elaboracion, se

conoce también como queso blando (Ramirez y Vélez, 2016: pp.131- 148).

Segun la Norma NTE INEN 1528-2012 el queso de acuerdo con su composicion y caracteristicas

fisicas se clasifica en:
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Tabla 2-1: Clasificacion segin la Norma técnica nicaragtiense 03 022 99
Contenido de

Tipo o Clase Humedad % grasaen
max. extractoen
% en masa
Semiduro 55
Duro 40
Semiblando 65
Blando 80
Rico en grasa 60
Graso 45
Semigraso 20
Magro 0,1
Semimagro 0,5

Fuente: (Haro, 2016).
Realizado por: Shicay Merari, 2023

2.2.5. Composicién quimicay valor nutricional del queso fresco

2.2.5.1. Composicién quimica

El queso fresco contiene una amplia gama de nutrientes, con un aporte calérico estimado de 103
kcal por cada 100 gramos de queso. Los nutrientes que contiene son; un 80% de la actividad de
agua, un 4.51% lipidos, un 12.49% proteinas y un 2.68% hidratos de carbono (Haro, 2016, p.26).

2.2.5.2. Valor nutricional

El queso contiene los nutrientes que se encuentran presentes en la leche, pero en concentraciones
mas altas. De este modo proporciona un importante suministro de proteinas, lipidos, vitaminas y
minerales. Sin embargo, otros componentes nutritivos como la lactosa y las proteinas del suero se

deterioran en el transcurso de elaboracion (Lopez, 2021, p.18).

Otros componentes que se encuentran en el queso son minerales como sodio, fésforo, potasio,
calcio y en menor cantidad el selenio. También poseen en su composicion vitaminas quebrindan
un gran aporte para la salud entre las cuales se tiene: vitamina D, vitamina A, pequefias cantidades
de vitamina B, vitamina B12 y Vitamina E (Haro, 2016, pp.26-27).

2.2.6. Proceso de elaboracion del queso

En el proceso de elaboracién del queso la leche sufre una transformacion que involucra cambios
bioguimicos y fisicos complejos, estos se llevan a cabo principalmente mediante la fase de

obtencion de la cuajada y su maduracion, la cual se puede dividir en tres pasos esenciales (Baque
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y Chugchilén, 2019: p.18):

a) Formacion del gel de caseina; consiste en el cuajado o coagulacion de la leche.
b) Deshidratacion parcial de este gel por sinéresis, es decir, por contraccion de las micelas
que la forman.

¢) Desuerado de la cuajada.

En los procesos de fabricacién artesanal la cuajada se obtiene afladiendo el cuajodirectamente en
cantidades pequefias de volumenes de leche cruda pasteurizada. Después las bacterias lacticas
que se encuentran en la materia prima fermentan la lactosa para producir &cido lactico, ademas
la presencia de estas evita que crezcan microorganismos patdgenos debido a que disminuyen el pH
a 5,05. Las bacterias lacticas tambiénayudan a la maduracion del queso a través de la protedlisis y
lipdlisis (Baque y Chugchilan, 2019: p.18).

2.2.7. Factores que influyen en el crecimiento microbiano del queso

El crecimiento de los microorganismos en el queso depende de un nimero de pardmetrosfisicos
como la concentracién de humedad, la cantidad de pH, la presencia de acidos organicos, la
temperatura de conservacion, el potencial redox y la adicion de nitratos. Ademas, también
influyen otros factores biol6gicos como la disponibilidad de nutrientes para el metabolismo
microbiano y la interaccion entre los microorganismos presentes en el producto (Palacios, 2006,
pp.38-39).

Uno de los factores que ayudan al control de la multiplicacién bacteriana es la actividad del agua
que disminuye después del proceso de salado y el desuerado. La actividad de agua minima para
las bacterias lacticas esté en el rango de 0,93 a 0,98 dependiendo de las cepas. La mayoria de las
bacterias crece en un pH neutro, es por eso que en los quesos donde existe un crecimiento elevado
de las bacterias lacticas tienen pH en torno a 4,5 a 5,3 sin embargo, en este rango de pH no hay

proliferacion de bacterias que crecen en pH mas bajo (Palacios, 2006, pp.38-39).

El potencial redox suele ser negativo, el interior del queso es anaerobio por lo que el crecimiento
microbiano suele ser flora anaerobia o anaerobia facultativa por lo que microorganismos aerobios

no crecen en el centro del queso (Haro, 2016, pp.29-30).

La temperatura es otro factor relevante en el crecimiento bacteriano debido a que los

microorganismos implicados en la elaboracién de queso son normalmente meséfilos y termofilos
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que crecen de forma Optima entre los 30-42 °C, sin embargo, durante la maduracion del queso la
temperatura es inferior a 12 °C para evitar el crecimiento de microorganismos no deseados
(Palacios, 2006, pp.38-39).

2.2.8. Control de calidad en la elaboracion del queso

2.2.8.1. Calidad alimentaria

La calidad alimentaria es un concepto que comprende una compleja gama de atributos que
influyen en el valor o aceptabilidad para el consumidor. Dentro de estas caracteristicas se
encuentran el valor nutricional, propiedades sensoriales como apariencia, color, aroma, textura y
gusto, los métodos de elaboracion y propiedades funcionales. La calidad puede estar sujeta a

condiciones regulatorias, normativas o contractuales (Arispe y Tapia, 2007: pp.105-118).

2.2.8.2. Higiene de los alimentos

El MSP tiene la responsabilidad de asegurar la proteccién sanitaria de los alimentos lo cual realiza
mediante organismos encargados del control y regulacion de la seguridad alimentaria. Es
importante que todas las personas involucradas dentro de este proceso cumplan los requisitos
necesarios para elevar la calidad de los productos de expendio en mercados y centros comerciales
(Haro, 2016, pp.30-31).

Se define como higiene alimentaria al conjunto de condiciones y medidas necesarias para
garantizar la inocuidad sanitaria de los alimentos, manteniendo a la vez el resto de las cualidades
que les son propias, con especial atencion al contenido nutricional. La inocuidad esta presente en
todas las etapas de produccién, almacenamiento, transformacion, transporte, conservacion y

preparacion doméstica de los alimentos (Moreno y Alarcon, 2010: pp.749-755).

2.2.8.3. Control microbiolégico

El queso fresco es rico en proteinas, grasas, minerales y carbohidratos; por lo que es un medio
Optimo para el crecimiento de bacterias y hongos por el contenido de agua que presenta, en
algunos casos estos prosperan y se desarrollan rapidamente hasta llegar a niveles en los que
pueden infectar o ser causa de enfermedades transmisibles por alimentos (Trujillo et al., 2016:
p.28).

Es importante que durante la transformacion de leche cruda a queso fresco se considerenla
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presencia de bacterias, levaduras y mohos. Algunos de estos microorganismos son indeseablesy

se originan por una deficiente higiene y practicas tecnologicas incorrectas (Trujillo, 2016, p.28).
En la Tabla 2-2 se encuentran las normas higiénicas y sanitarias establecidas por las autoridades
competentes. En el Ecuador la NTE INEN 1528 se encarga de regular los requisitos técnicos que

deben cumplir estos productos, previo a ser distribuidos y comercializados.

Tabla 2-2: Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados

Requisito N m M c Método de ensayo

Enterobacteriac 5 2x10? 10 1 NTE INEN 1529-

easUFC/g 8 13

Escherichia coli UFC/g 5 <10 10 1 AOAC 991.14

Staphylococcus 5 10 10 1 NTE INEN 1529-
aure 2 14

us

UFCl/g

Listeria 5 AUSENC 1ISO 11290-1

monocytogenes/ 1A

25¢g

Salmonella en 25g 5 AUSENC 0 NTE INEN 1529-

1A 15

Fuente: (NTE INEN 1528, 2012)

Donde:

n = NUmero de muestras a examinar.

m = indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M = indice permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

¢ = NUmero de muestras permisibles con resultados entre my M.

2.2.9. Enfermedades transmitidas por los alimentos

2.2.9.1. Definicion

Las enfermedades transmitidas por los alimentos son causadas principalmente por la ingestion de
alimentos que contienen una considerable cantidad de bacterias infecciosas y patogenas, asi
como también de productos téxicos producidos por el crecimiento y desarrollo deéstas en el
organismo humano. Se manifiesta mediante cuadros de diarreas y vémitos, aunque soncapaces de
provocar otros sintomas como choque séptico, hepatitis, cefaleas, fiebre, vision doble, etc.
(Trujillo, 2016, pp.28-29).

Estas ETA plantean serios problemas de salud puablica por su mayor incidencia, aparicion de
nuevas vias de transmision, afloracion de poblaciones vulnerables, acrecentamiento de la
resistencia de los patdgenos a los elementos antimicrobianos y el impacto socioeconémico que
provocan. La incidencia de estas enfermedades es un indicativo directo de la calidad sanitaria e

higiénica de los productos comestibles (BES, 2018, pp.1-2).
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2.2.9.2. Clasificacién

Un brote de la Enfermedad Transmitida por Alimentos se manifiesta después de la ingestion de
un alimento contaminado con microorganismos patdgenos causantes de infecciones e

intoxicaciones (L6pez, 2021, p.29).

Las Enfermedades Transmitidas por alimentos se pueden clasificar en las siguientes:

— Infecciones transmitidas por alimentos: se producen al consumir alimentos
contaminados con microorganismos patdgenos que colonizan, se multiplican e invaden el
cuerpo. Por ejemplo: salmonelosis, hepatitis viral tipo A y toxoplasmaosis, entre otros (Haro,
2016, pp.34-35).

— Intoxicaciones alimentarias: se producen por la ingesta de toxinas formadas y segregadas
en los tejidos de plantas, animales, o productos metabélicos de microorganismos en los
alimentos procesados, 0 por sustancias quimicas que se incorporan a ellos de modo
accidental o intencional al momento de su produccién, las cuales provocan un dafio de
forma directa o colateral.

—  Toxiinfeccion alimentaria: se produce como resultado de la ingesta de alimentos
contaminados con microorganismos patdégenos que se multiplican e invaden el cuerpo, y
ademas liberan toxinas una vez que son ingeridos. Se consideran agentes exdgenos aquellos
toxicos 0 venenos quimicos, mientras los agentes enddgenos son aquellos que genera el
propio organismo por la reaccion de otras sustancias (Trujillo, 2016, pp.28-29).

— Lesiones fisicas por alimentos: es cuando se produce una enfermedad o lesion como
resultado de la ingesta de alimentos con objetos fisicos como vidrios, metal, entre otros.

— Alergias causadas por alimentos: es unareaccion adversa que se origina con la ingestionde
alimentos o aditivos alimentarios en personas que son sensibles a estos mismos (Haro, 2016,
pp.34-35).

2.2.10. Microorganismos indicadores de calidad en alimentos

Los productos frescos como el queso utilizan como materia prima la leche, esta contieneuna flora
microbiana normal y adem&s microorganismos provenientes de diferentes fuentes de
contaminacion por la manipulacion a la cual debe ser objeto durante su obtencion, transporte,
procesamiento, embalaje y posterior comercializacion. Los quesos frescos producidos
artesanalmente no utilizan la leche pasteurizada por lo que son los principales focos de

transmision y contaminacion con microorganismos causantes de enfermedades de transmision
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alimentaria como la salmonelosis, enfermedades entéricas, y en general enfermedades graves
caracterizadas por fiebres altas, vomito, gastroenteritis y cuadros de diarrea generalizada
sustancias (Trujillo, 2016, p.32).

La calidad microbiolégica de los alimentos y por ende del queso fresco, debe ser evaluadamediante
laausencia de microrganismos patdgenos, por lo que se deben tomar en cuenta la calidad higiénico-

sanitaria y la calidad comercial del producto (Trujillo, 2016, p.32).

2.2.10.1. Aerobios mesofilos

Son un grupo de microorganismos que tienen la capacidad de crecer en presencia de oxigeno a un
rango de temperatura entre 20 — 45 °C y 30 — 40 °C, siendo esta Ultima la méas 6ptima. Los aerobios
mesofilos presentes en los alimentos pueden estar conformados por cepas bacterianas no
patégenas y patdgenas, las cuales represen un riesgo para la salud del consumidor. La
cuantificacion de aerobios mesofilos en importante puesto que son un indicativo de la calidad
sanitaria y las condiciones higiénicas de la materia que presenta el producto alimenticio (Amazara
etal., 2022).

2.2.10.2. Coliformes totales y fecales

Son un grupo de bacterias que tienen caracteristicas bioquimicas en comun, son capacesde
fermentar la lactosa a 44.5°C, por lo que pueden soportar temperaturas elevadas, se conocen
también como termotolerantes. Este grupo es importante como indicadores de contaminacion de
aguay por ende de alimentos. Aproximadamente el 95% del grupo de los coliformes presentes en
heces fecales, estan formados por Escherichia coli y ciertas especies de Klebsiella, por eso se
consideran un indicativo de contaminacion fecal del alimento, sin embargo, estas bacterias pueden
vivir en ambientes no intestinales como el agua e incluso las instalaciones industriales (Campos,
1993, pp.225-226).

2.2.10.3. Escherichia coli

Es un microorganismo que se encuentra de manera normal en el intestino humano y de otros

animales. Dentro del organismo ayuda la absorcién de algunas vitaminas liposolubles,

especialmente la vitamina K. Esta bacteria es capaz de producir enfermedades relacionadas con

el tracto gastrointestinal entérico, por eso se usa generalmente como indicador de contaminacion

fecal en la evaluacion higiénica y sanitaria de los alimentos. Se puede transmitir mediante

contaminacion cruzada o a través de contacto humano durante la manipulacion no higiénica en la
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elaboracion de los productos (Contero, 2017, p.27).

Se han identificado algunas cepas patogenas de Escherichia coli entre las cuales destacan: E. coli
enterotoxigena, E. coli enteroinvasiva, E. coli enterohemorragica, E. coli enteropatégena
(Villacis, 2017, p.30).

2.2.10.4. Staphylococcus aureus

Es una bacteria que coloniza principalmente la piel, las mucosas y la nasofaringe de humanos y
animales. La presencia de este microorganismo en los alimentos suele ser producto de la
manipulacién de operadores debido a practicas de manufacturas inadecuadas e ineficientes o bien
a la utilizacion de materia prima contaminada como la misma leche de vacas enfermas o
infectadas con mastitis. Otras fuentes de contaminacion son el contacto del producto alimenticio
con superficies expuestasa materia prima contaminada, como son los tanques de cuajado, los
mesones, hormas y los sistemas de embalaje. Entre los alimentos implicados en brotes de
enfermedades de transmision alimentaria asociados a Staphylococcus aureus se encuentran la

leche y sus derivados, como queso, crema, yogur y helados (Villacis, 2017, p.45).

2.2.11. Clasificacion de los medios de cultivo

Los medios de cultivo se pueden clasificar dependiendo del estado fisico en el que se encuentren,
es decir, en solidos, semisolidos y liquidos. Existen diversas clasificaciones las cuales varian

segun el autor o las casas comerciales que se utilicen (BioCen, 2018).

2.2.11.1. Segln la naturaleza de sus ingredientes

— Proteicos: son aquellos que contienen peptonas, hidrolizados o extractos lo cuales derivan
del hidrdlisis parcial de las proteinas.

— Sintéticos: son aquellos que en su composicién no tienen ningin producto de naturaleza
proteica.

— Intermedios: son aquellos que en su composicién contienen elementos nitrogenados que
tienen un origen proteico y su estructura es conocida. Los aminoacidos junto con otras
sustancias de naturaleza orgénica e inorganica forman parte de estos medios de cultivo
(BioCen, 2018).

19



2.2.11.2. Segun la promocion del crecimiento de determinados microorganismos

— Enriquecimiento: son aquellos medios que en su mayoria son liquidos o semisolidos, en
ocasiones estos estimulan el crecimiento de determinados microorganismos ademas de
ayudar al desarrollo de la poblacién microbiana a partir de una cantidad reducida de células.

— Selectivos: son aquellos que mayormente son s6lidos, estos contienen sustancias que inhiben
0 previenen el crecimiento de especies acumuladas indeseables.

— Electivos: son aquellos en los que se pueden desarrollar varias especies de microorganismos

y adema@s este tipo de medio de cultivo facilita la identificacion de bacterias (BioCen, 2018).

2.2.12. Medios de cultivo para la identificacion de microorganismos en muestras de alimentos

Para la identificacion de un microorganismo es necesario utilizar algunas pruebas bioguimicas y
ademas medios de cultivos especializados que permiten realizar la determinacion con mayor
facilidad. Los micoorganismos tienen requerimientos de macro y micronutrientes y esto puede
variar entre una bacteria y otra, por lo que en dependencia de la bacteria que se desee identificar
se debe escoger el medio de cultivo selectivo para ésta (Barrero, 2019, p.39).

e Agar Baird Parker

Es un medio de cultivo selectivo utilizado para el aislamiento, la enumeracidn e identificacién
presuntiva de Staphylococcus aureus en muestras de alimentos, aguas, cosméticos y ambientales.
Este medio de cultivo contiene peptona, extracto de carne, ademas de glicina y piruvato que
ayudan a promover el crecimiento de estafilococos. Por otro lado, dentro de los componentes se
encuentra el cloruro de litio y de telurito que inhiben el crecimiento de otras bacterias, permitiendo
la identificacion presuntiva de Staphylococcus aureus cuando se observan colonias brillantes de

color negro grisaceo (Valket, 2020).

e Agar Mac Conkey

Es un medio de cultivo utilizado para aislar bacilos Gram negativos que presentan un facil
desarrollo de bacterias aerobias y anaerobias facultativas a partir de muestras de aguas y
alimentos. En su composicion estd presente la peptona y la bilis de buey que fomentan el
crecimiento de bacterias coliformes e inhiben el desarrollo de bacterias Gram positivas. El
purpura de bromocresol actia como un indicador de pH cuando se produce el cambio de color a
purpura amarillo, esto debido a la fermentacion de la lactosa que producen los coliformes (Aryal,
2015; citado en Calderon et al., 2017).
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e Agar verde Bilis Brillante

Es un medio de cultivo que se utiliza para la determinacion de coliformes totales, como por
ejemplo salmonella, la cual se puede identificar a partir de muestras de productos lacteos y
alimentos. En su composicion esta presente el verde brillante el cual asegura la inhibicién de la

mayoria de las otras bacterias (BioCen, 2018).

Este medio de cultivo estad fundamentado en la dilucion de la muestra en maltiples tubos, donde
el resultado positivo se observa cuando existe la presencia de gas o crecimiento bacteriano
(Maranto, 2020, p.29). La identificacion de Escherichia Coli se realiza por medio de los tubos de
caldo EC, los cuales se procede a sembrar por agotamiento en Agar Maconkey y eosina azul de

metileno, para posteriormente realizar las pruebas bioquimicas necesarias (Haro, 2016, p.31).

e Agar PCA

Es un medio de cultivo que se utiliza para la enumeracion de bacterias en aguas residuales,
productos lacteos y otros alimentos. Posee mayor ventaja debido a la facilidad que brinda para la

lectura de las placas (BioCen, 2018).

El Agar de Recuento en Placa esta basado en una serie de diluciones decimales de la muestra a
analizar. El tiempo y la temperatura de incubacion se debe establecer segin el tipo de

microorganismo que se va a enumerar (Scharlau, 2022).

e Agar Mueller
Es un medio de cultivo que se utiliza para realizar las pruebas de sensibilidad antimicrobiana,
dentro de su composicion contiene la concentracion requerida de los cationes Ca*™ y Mg ** que

son necesarios para la susceptibilidad de los microorganismos (Uribe, 2017).

Para aplicar la técnica de difusion para el estudio de sensibilidad a los antimicrobianos se debe
emplear el patron 0,5 de McFarland, la siembra de la cepa bacteriana se debe realizar pormedio de
hisopos de algodon humedecidos son la suspension del microorganismo, posteriormente se debe
colocar sobre la superficie del agar los discos de papel que contengan la concentracion especifica

de antibidticos, esto se debe incubar por 18-24 horas a una temperatura de 37°C (BioCen, 2018).

2.2.13. Resistencia antimicrobiana

La resistencia antimicrobiana ocurre cuando las bacterias, virus, hongos o parasitos, sufren

modificaciones que provocan que los antibiéticos dejen de tener un efecto sobre éstos, es decir,
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dejan de tener efectividad debido a que los microorganismos son capaces de inhibir o anularla
respuesta terapeutica. Cuando un microorganismo es resistente a varios medicamentos este se
conoce como ultrarresistente, lo que incrementa los costos médicos y la estadia de los pacientes
a nivel hospitalario, y ademas produce un aumento de la mortalidad, tal como se ha observado a
lo largo de estos Gltimos afios (Serra, 2017, pp.402-403).

» Mecanismos de resistencia

En los ultimos afios los microorganismos han ido desarrollando sistemas de resistencia a
diferentes agentes antibacterianos a través de la informacién genética compartida en el proceso
de replicacién y la interaccion entre ellos (Gastelo, 2018, p.82). Existen diferentes mecanismos

de resistencia bacteria, algunos de ellos se mencionan a continuacion:

— Resistencia intrinseca: se presenta cuando un antimicrobiano no tiene actividad terapéutica
sobre el microorganismo debido a que este carece de la diana molecular para que se produzca
la accion, también ocurre cuando el farmaco es incapaz de ingresar al microorganismo.
Algunas bacterias presentan enzimas que pueden inactivar el farmaco y de esta manera evitar
que este cumpla su funcién.

— Resistencia circunstancial: es que aquella que ocurre cuando existe diferencia entre la
respuesta in vitro e in vivo del microorganismo, esto debido a que el farmaco no puede penetrar
el liquido cefalorraquideo o cuando el pH es bajo y el fArmaco se inactiva perdiendo su efecto
terapéutico funcion.

— Resistencia adquirida: se presenta cuando los microorganismos se adaptan genéticamente
para inhibir la accion terapéutica de los agentes microbianos. Este tipo de resistencia implica
que se generen multiples alteraciones en una amplia gama de genes bacterianos, como por
ejemplo la resistencia del estafilococo a la meticilina funcién (Bisso-Andrade, 2018, pp.50-
51).

» Resistencia en las bacterias Gram positivas

Dentro de este género de bacterias se encuentra a Staphylococcus aureus, Enterococcus faecium,
Enterococcus faecalis y Streptococcus pneumoniae las cuales son las especies Gram positivas que
presentan mayor resistencia, sin embargo, la prevalencia de la resistencia varia en funcién del

microorganismo (Lozano y Torres, 2017).

Los mecanismos de resistencia en las bacterias Gram positivas se dan mediante la degradacion

enzimatica del antibidtico por produccién de betalactamasas o aminoglocosidos, por disminucion

de la afinidad del farmaco con su diana molecular o por bombas de expulsion como las quinolonas
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o macrolidos (Mesa, 2020).

» Resistencia en las bacterias Gram negativas

Dentro de la lista de prioridades de urgencia publicada por la OMS se encuentran las
Enterobacteriaceas resistentes a carbapenémicos o productores de betalactamasas de espectro

extendido (BLEE). Su mecanismo de accién consiste en la produccién de betalactamasas las

cuales hidrolizan el anillo betalactamico inhibiendo la actividad antibacteriana (Lepe et al., 2022).
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CAPITULO I

3. MARCO METODOLOGICO

3.1. Enfoque de la investigacion

El presente trabajo posee un enfoque de tipo cuantitativo donde se recolectan los datos obtenidos

de la evaluacion microbioldgica de quesos frescos para su posterior analisis.

3.2. Nivel de la investigacion

El nivel de investigacion del presente trabajo tiene caréacter observacional descriptivo cuya
finalidad es detallar los datos obtenidos en la evaluacién microbiol6gica de cada muestreo
realizado a los quesos frescos gue se expenden en los puestos en el mercado Privado de la ciudad
de Macas.

3.3. Disefio de la investigacion

3.3.1.1. Seguin la manipulacion o no de la variable

El presente trabajo posee un disefio no experimental debido a que no se va a manipular ninguna
variable independiente, sino que esta enfocado en la cuantificacién de microrganismos patdgenos
y no patégenos que se pueden encontrar presentes en queso, para establecer el grado de calidad
gue posee el alimento.

3.3.1.2. Segun la intervencion en el trabajo de campo

La investigacion posee un caracter transversal dado que la evaluacion microbioldgica de los
quesos frescos se realiz6 dentro del tiempo establecido a partir de muestras de diferentes puestos
de venta.

3.3.2. Tipo de estudio

El presente trabajo esta basado en un estudio de campo que se desarroll6 mediante la recoleccion

de datos obtenidos de cada muestra de queso analizada.
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3.4. Poblacion y Planificacion, seleccion y calculo del tamafio de la muestra

3.4.1. Poblacion y planificacion

El lugar donde se llevé a cabo la investigacion es el mercado Privado de la ciudad de Macas,
ubicado en la provincia de Morona Santiago, donde se efectu6 la toma de muestras.
La experimentacion de la presente investigacion se realizé en la ESPOCH en el laboratorio de

microbiologia de alimentos.

3.4.2. Seleccion de la muestra

En el presente trabajo para la seleccion de la muestra se tomo en cuenta los criterios de inclusion
los cuales permitieron la eleccion de 5 muestras de quesos frescos que se expenden en el mercado
Privado de Macas, mientras que los criterios de exclusion permitieron descartar aquellos que no
sean expendidos en éste. Para la evaluacion microbiolégica de los 5 quesos frescos se realiz6 un

muestreo aleatorio por triplicado.
3.5. Métodos, técnicas e instrumentos de investigacion
Para el cumplimiento del muestreo se tomé en cuenta la norma NTE INEN 4 para leche y

productos lacteos, la muestra fue tomada en condiciones de asepsia y con un cuchillo adecuado

tal y como se especifica en la normativa para quesos con una masa menor a 2 kg.

Procesamiento
de la muestra

Ensayo
microbiologico

llustracion 3-1: Etapas de la evolucion microbioldgica
Realizado por: Shica M.,2023
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3.6. Materiales, reactivos, equipos e instrumentos de investigacion

Tabla 3-1: Materiales utilizados en la investigacion
Cofia
Guantes desechables
Mascarilla
Algodon
Toallas absorbentes
Cooler con bolsas de gel
Baja lenguas
Cinta maski
Puntas azules
Alcohol industrial
Papel aluminio
Tubos de 25 ml
Matraz Erlenmeyer 125ml
Matraz Erlenmeyer 250ml
Matraz Erlenmeyer 1L
MATERIALES
Asa de platino
Lampara de alcohol
Probeta de 50 y 100 ml
Placas portaobjetos
Reverbero
Cajas Petri
Placas Microfast para Coliformes/ E.coli
Placas Microfast para Staphylococcus aureus
Envases de vidrio estériles
Marcador negro
Discos para antibiograma
Cuchillo de metal estéril
Bolsas ziploc

Pero de succion

Realizado por: Shica M.,2023
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Tabla 3-2: Reactivos utilizados en la investigacion
Agar PCA
Agar VRBG
Agar S-S
Agar EMB
Agar TSI
Agar LIA
Agar XLD

REACTIVOS
Agar Mueller

Agar MaConkey
Cristal Violeta
Lugol
Alcohol cetona
Safranina
Verde brillante 1%
Agua destilada
Peptona 1%

Realizado por: Shica M.,2023

Tabla 3-3: Equipos e Instrumentos utilizados en la investigacion

Céamara de flujo laminar

Estufa
EQUIPOSE Microscopio
INSTRUMENTOS
Autoclave
Bafio maria

Refrigeradora

Realizado por: Shica M.,2023

29



CAPITULO IV

4. MARCO DE ANALISIS E INTERPRETACION DE RESULTADOS

Las muestras de queso fresco fueron llevadas al laboratorio de biologia molecular y genética
dentro de un contenedor para mantener la cadena de frio, cada muestra fue almacenada en una
bolsa ziploc y conservada con bolsas de gel frias, durante el trayecto de 6 horas hasta el lugar de
analisis. Se marcd cada una de las bolsas ziploc con la informacion necesaria para el

correspondiente andlisis, como se muestra en la ilustracion 4-1.

llustracion 4-1: ldentificacion de la muestra
Fuente: Shica M.,2023

En esta seccion se muestran los resultados que corresponden a los valores obtenidos en la
cuantificacion de cada una de las muestras analizadas en los 5 puestos de comercializacion de

queso fresco.

4.1. Cuantificacion de aerobios mesofilos

Se realizé la cuantificacion de aerobios mesofilos por triplicado de 5 puestos de queso fresco

entre los meses de enero-febrero del 2023, como se observa en la tabla 4-1.

Tabla -1: Recuento de bacterias aerobias mesofilas

Unidades
Fecha de Nimerode Numerode formadoras de Media Desviacion
muestreo Puesto muestra colonias estandar
(UFC/mL)
M1 4.57 x 107
03-01-2023 P1 M2 4.48 x 10 435x107  3.06 x 10°
M3 4.00 x 107
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M1 4.26 x 107

16-01-2023 P2 M2 438x10"  467x107  5.92x10°
M3 5.34 x 107
M1 4.36 x 107

15-01-2023 P3 M2 370x10"  405x107  3.32x107
M3 4.09 x 107
M1 3.19x 107

29-01-2023 P4 M2 3.30 x 107 3.67x107  4.29x 10°
M3 450 x 107
M1 5.41 x 107

07-02-2023 P5 M2 4.0 x 107 402x10"  1.38x 107
M3 2.65 x 107

Realizado por: Shica M.,2023

El analisis cuantitativo de queso fresco evidencié que el 100% de las muestras analizadas
presentaron un recuento de aerobios mesofilos de 107 (UFC/mL), este valor es superior al
encontrado en la evaluacion microbiolégica realizada por Calampa (2018), donde se obtuvieron
valores mayores a 10° UFC/g correspondientes al 81,25% de las muestras. Los aerobios meséfilos
son microorganismos capaces de incrementar su nimero a temperaturas entre los 20 — 35°C y se
pueden encontrar en los diferentes ambientes donde se realiza la recoleccion de la materia prima,
por lo que su identificacién en una muestra de alimento es un indicativo de calidad e inocuidad
alimentaria. Cuando se reportan valores elevados esto refleja que existen practicas de
manufacturas inadecuadas y una ausencia de higiene en los materiales utilizados en el proceso de
elaboracion del queso fresco artesanal. Tomando esto en cuenta, el valor obtenido de aerobios
mesoéfilos en las muestras de queso fresco se encuentra fuera de los limites permisibles
demostrando que las buenas practicas de manufactura influyen directamente en la calidad del
producto alimenticio. De igual manera, si los productos comercializados no estan sometidos a una
refrigeracion adecuada, la proliferacion de aerobios meséfilos aumentara significativamente, tal

y como se observa en los datos recogidos en la tabla 4-1.

4.2. Cuantificacién de Enterobacteriaceas

Los resultados obtenidos del conteo de Enterobacteridceas mostraron variedad entre las

diferentes muestras de queso fresco analizadas, como se observa en la tabla 4-2.
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Tabla 4-2: Recuento de Enterobacteriaceas

Unidades
Fecha de Numerode Numerode formadoras de Media Desviacién
muestreo Puesto muestra colonias estandar
(UFC/mL)
M1 454 x 10°
03-01-2023 P1 M2 3.18 x 10° 3.63x107  4.27 x107
M3 7.27 x 10°
M1 8.27 x 10
16-01-2023 P2 M2 1.22x10° 244%x10°  1.08x 10
M3 3.90 x10*
M1 1.81 x 10*
15-01-2023 P3 M2 8.18 x10° 9.67x10*  1.07 x10°
M3 2.72 x 10°
M1 0
29-01-2023 P4 M2 0 85x10°  1.47 x 10*
M3 2.55 x 10
M1 2.09 x 10*
07-02-2023 P5 M2 3.36 x 10* 2.88x10*  6.87 x 10°
M3 3.18 x 10

indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad (m = 2x10?)
indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad. (M = 10°)
Realizado por: Shica M.,2023

La cuantificacion de Enterobacteriaceas en las muestras de queso fresco evidencid que el 73.33%
superd el limite de 10° (UFC/ mL) establecido en la normativa NTE INEN 1528 como requisito
para que el producto sea considerado de aceptable calidad, este resultado es similar al encontrado
por Moreano (2021) en la evaluacion de la calidad microbioldgica de quesos frescos en la ciudad

de Latacunga, donde se obtuvieron valores entre 10*y 10° (UFC/qg).

En el estudio realizado por Espinoza et al. (2020), indica que uno de los factores que determinan
la vida util e inocuidad de un alimento es la presencia de Enterobacterias, por lo que una
inadecuada preservacion del producto puede dar lugar a valores elevados de este género
bacteriano. De igual manera, Moreano (2021) menciona gque cuando el producto se encuentra
expuesto a temperatura ambiente se produce mayor desarrollo bacteriano, influyendo
directamente en la calidad alimentaria del producto a comercializar. Por otro lado, la presencia de
Enterobacterias también se relaciona con la contaminacidon fecal, un minimo grado de limpieza
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durante el proceso de ordefio y la no pasteurizacion de la leche (Flores et al., 2020).

4.3. Cuantificacion de Escherichia coli

Los resultados obtenidos en el recuento de Escherichia coli mostraron variedad entre las
diferentes muestras de queso fresco analizadas, como se observa en la tabla 4-3.

Tabla 4-3: Recuento de Escherichia coli

Unidades
Fecha de Numerode Numerode formadoras de Media Desviacién
muestreo Puesto muestra colonias estandar
(UFC/mL)
M1 2.0 x 10
03-01-2023 P1 M2 8.55 x 10° 3.01x10°  2.15x 106
M3 2.81 x 10
M1 9.09 x10?
16-01-2023 P2 M2 0 3.03x102  5.24 x10?
M3 0
M1 0
15-01-2023 P3 M2 0 212x10°  3.67 x10*
M3 6.36 x10°
M1 2.01 x 10
29-01-2023 P4 M2 1.09x 10 1.03x10*  1.00 x 10*
M3 0
M1 1.09 x 10*
07-02-2023 P5 M2 1.18x 10" 1.12x10*  5.19x 102
M3 1.09 x 10*

indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad. (m = <10)
indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad. (M = 10)
Realizado por: Shica M.,2023

La cuantificacion de Escherichia coli en las muestras de queso fresco evidencié que el 100%
superd el limite de 10 (UFC/ mL) establecido en la normativa NTE INEN 1528 como requisito
para que el producto sea considerado de aceptable calidad. El valor mas alto obtenido en el analisis
fue de 105 (UFC/ mL) el cual coincide con los valores obtenidos en el estudio realizado por Montes
(2019, p.30), acerca de quesos artesanales de la ciudad de Guayaquil donde se encontré un valor

minimo de 3 x 10° y un maximo de 3 x 10" UFC/g.
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La presencia de Escherichia coli en los quesos frescos artesanales es un indicador de
contaminacion fecal, debido a que estas bacterias se encuentran habitualmente en las heces de los
animales y prolifera en el tracto intestinal tanto de animales y humanos (Magallanes, 2018, p.1).
En otro estudio realizado por Gaibor (2018, p.15), menciona que los valores elevados de
Escherichia coli corresponde a una contaminacion en la leche por la secrecion intramamaria a la
hora de la recoleccidn de esta o también por contaminacion fecal de la ubre de la vaca, y en otras

ocasiones por una mala higiene del equipo de ordefio.

Dentro del proceso de elaboracion del queso fresco se utiliza la salmuera, la cual es una fuente
importante para el crecimiento de diferentes agentes bacterianos, entre los cuales se encuentra
Escherichia coli. En el estudio realizado por Arguello et al. (2020) sobre la calidad microbiol6gica
de la salmuera utilizada en la elaboracion de quesos frescos se hallé una alta carga microbiana de
esta bacteria como consecuencia de la capacidad de Escherichia coli para crear una coraza que
permite su desarrollo en medios salinos, es por eso que cuando no existe una adecuada limpieza
de las superficies de tinas de salmuera entre otros utensilios se ve afectada la vida Gtil del producto

alimenticio.

4.4. Cuantificacion de Staphylococcus aureus

Los resultados obtenidos del recuento de Staphylococcus aureus evidenciaron poca variabilidad

entre las diferentes muestras de queso fresco analizadas, como se observa en la tabla 4-4.

Tabla 4-4: Recuento de Staphylococcus aureus

Unidades

Fecha de Numerode Numerode formadoras de Media Desviacion

muestreo Puesto muestra colonias estandar
(UFC/mL)
M1 4.18 x10°

03-01-2023 P1 M2 2.18 x10° 7.85x10°  8.16 x 106
M3 1.72 x 106
M1 2.18 x 10°

16-01-2023 P2 M2 2.67 x10° 262x10°  4.13x10°
M3 3.00 x 106
M1 2.54 x 10°

15-01-2023 P3 M2 2.27x 10° 242x10°  2.67x 10
M3 2.45 x 106

34



M1 0

29-01-2023 P4 M2 0 3.03x10*  6.04 x 10°
M3 9.09 x 10*
M1 4.34 X 10°

07-02-2023 P5 M2 3.09x10° 354x10° 697 x 10°
M3 3.18 x 10°

indice méximo permisible para identificar nivel de buena calidad. (m = 10)
indice méximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad. (M = 10?)
Realizado por: Shica M.,2023

El andlisis cuantitativo de queso fresco evidencié que el 66.66% de las muestras analizadas
presentaron un valor de Staphylococcus aureus de 10° (UFC/mL), que se encuentra fuera de los
limites permisibles establecidos en la normativa NTE INEN 1528, donde el indice maximo para
alcanzar un nivel de aceptable calidad es de 102 UFC/g. En el estudio realizado por Arteaga
(2021), se encontraron valores de 10° UFC/g los cuales son similares a los reflejados en los
resultados obtenidos en la investigacion. La presencia de esta bacteria gran positiva en las
muestras de quesos corresponde a una deficiencia en las buenas practicas de manufactura, debido
a que habitualmente se hallan en las manos, en la piel, las fosas nasales, faringe y boca de los
manipuladores del producto; siendo el ser humano la principal fuente de contaminacion (Vasquez
etal., 2018).

De igual manera, Merchan et al. (2019) menciona que Staphylococcus aureus tiene su habitad
frecuentemente en la region nasofaringea de las personas y en la ubre de las vacas, y que ademas

cuando el pH es acido aumenta la proliferacion de organismo en el queso fresco.

En los ultimos afios se ha visto un incremento de enfermedades provocadas por Staphylococcus
aureus, debido a que este es el principal factor causante de los brotes por intoxicacion alimentaria
(Orozco, 2018, p.17), por lo que una manipulacion inadecuada del producto o de la materia prima

puede ser una fuente de contaminacion.

Al encontrarse un valor de 10° (UFC/mL) superior al limite permisible de 10?2 UFC/g establecido
en la NTE INEN 1528 se puede sugerir que el personal implicado en la elaboracién del queso no
utilizé el equipamiento adecuado y que ademas no se tuvo un proceso de pasteurizacion de la

leche.
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4.5. Analisis cualitativo de Salmonella

En las 12 muestras analizadas de queso fresco no se detect6 la presencia de Salmonella, mientras
que en el puesto 5 se determind la presencia presuntiva de esta bacteria patégena.

Tabla 4-5: Resultados cualitativos de Salmonella

Fecha de muestreo Numero de Numero de muestra Ausencia/Presencia
puesto
M1 Ausencia
03-01-2023 P1 M2 Ausencia
M3 Ausencia
M1 Ausencia
16-01-2023 P2 M2 Ausencia
M3 Ausencia
M1 Ausencia
15-01-2023 P3 M2 Ausencia
M3 Ausencia
M1 Ausencia
29-01-2023 P4 M2 Ausencia
M3 Ausencia
M1 Presencia presuntiva
07-02-2023 P5 M2 Presencia presuntiva
M3 Presencia presuntiva

Realizado por: Shica M.,2023

La principal causa de presencia de Salmonella en el queso fresco es el uso de leche no
pasteurizada como materia prima en su elaboracién. En el presente estudio se identifico
presuntivamente Salmonella en el 20% de las muestras examinadas, por lo que el 80% de las
muestras restantes si cumplen con los parametros establecidos en la norma NTE INEN 1528
para este microorganismo. Existen diversos factores como el pH &cido y la baja disponibilidad
de azlcares que influyen en el desarrollo de Salmonella spp., ademas la capacidad que poseen
las bacterias acido — lacticas para inhibir el crecimiento de enterobacterias puede afectar

directamente en la proliferacion de estos patégenos (Vazquez et al., 2018).
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4.6. Aislamiento de microorganismos presente en las muestras de queso fresco

Los microorganismos presentes en el queso se aislaron en los siguientes medios de cultivo:
Macconkey, Manitol salado, Eosina azul de metileno, Salmonella-shigella y MRS. La cepa
presuntiva de Escherichia coli se observo con una coloracion rosada debido a la fermentacion
de la lactosa y una zona de precipitacion de bilis que rodea a las colonias, como se observa en la
llustracion 4-2. La cepa presuntiva de Staphylococcus aureus se observo con una coloracion
amarilla dorada, con colonias de tamafio mediano, como se observa en la llustracion 4-3. La
cepa presuntiva de Shigella se observd colonias incoloras lactosa negativas, como se observa en
la lustracion 4-4. Ademas, se observaron otras cepas presuntivas de Enterobacter aerogenes y

Enterobacter clocae, bacterias acido-lacticas y Staphylococcus epidermitis.

llustracion 4-2: Morfologia de colonias

en agar MacConkey
Fuente: Shica M.,2023
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llustracion 4-3: Morfologia de colonias en

agar Manitol salado
Fuente: Shica M.,2023
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L
llustracion 4-4: Morfologia de colonias en

agar MacConkey
Fuente: Shica M.,2023

La tincion de Gram realizada a los diferentes cultivos permitié comprobar su pureza y por lo tanto
se procedio a realizar las respectivas pruebas bioquimicas para identificacion bacteriana. En la
llustracion 4-5. se observé cocos grampositivos agrupados en racimos a los cuales
posteriormente se les realizo las pruebas de catalasa y coagulasa. En la llustracion 4-6, se observo
bacilos gramnegativos no esporulados, que se identificaron en agar Eosina azul de metileno donde
las colonias observadas fueron de color verde brillante metalico. Ademas, se observaron bacterias
acido-lacticas en las tinciones Gram realizadas a los cultivos de agar salmonella-shigella. Se
observo bacilos Grampositivos y no esporulados como se observa en la llustracion 4-7.

llustracion 4-5: Tincion gram de cultivo
Staphylococcus aureus en

agar manitol salado

Fuente: Shica M.,2023
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llustracion 4-6: Tincion Gram de cultivo
Escherichia coli en agar

MacConkey
Fuente: Shica M.,2023

lustracion 4-7: Tincién Gram de cultivo Acido lacticas

en agar Salmonella-shigella
Fuente: Shica M.,2023
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4.7. ldentificacién de microorganismos patogenos en el queso fresco

En la investigacion realizada se aislaron un total de 25 microorganismos entres los cuales se
identificaron las siguientes cepas gramnegativas; Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae,
Shigella, Salmonella paratyphy A (2), Enterobacter aglomerans (Tabla 4-6), las siguientes cepas
Grampositivas: Staphylococcus aureus, (Tabla 4-7) y diversas cepas de bacterias acido-lacticas

acido lacticas

Tabla 4-6: Resultados de bacterias gramnegativas aisladas de muestras de queso fresco

Medio de Microorganismo Pruebas Bioquimicas
aislamiento identificado Manitol TSI LIA Indol Citrato Urea Movilidad SH,
Glucosa: Lisina:
+ -
Enterobacter L 4 - + - - -
aerogenes + actosa: o
Sacarosa: Arginina:
Glucosa: Lisina:
+ -
Enterobacter + Lactosa: + - + + + -
cloacae Sacarosa:  Arginina:
MacConkey flucosa: [_lsma:
Shigella - Lactosa: + - - - -
- Arginina:
Sacarosa: -
Glucosa: Lisina:
+ -
Salmonella + Lactosa:
paratyphy A (2) - Arginina: - - - + -
Sacarosa: -
Glucosa: Lisina:
+ +
EMB Enterobacter + Lactosa: - - - - -
aglomerans + Arginina:
Sacarosa: -

+
Realizado por: Shica M.,2023

Los resultados obtenidos de las pruebas bioguimicas evidenciaron que el 12 % de las cepas
asiladas corresponden a Enterobacter aerogenes, el 8% corresponde a Enterobacter cloacae, el
16 % a Escherichia coli, el 32% corresponde a Staphylococcus aureus, el 28% corresponde a
bacterias acido l4cticas, y en menor porcentaje se identificaron cepas de Staphylococcus

epidermidis, Shigella, Salmonella y Enterobacter aglomerans.

Las especies del género Enterobacter se encuentran de forma habitual en el medio ambiente, en
la piel, las manos y en el tracto intestinal de animales y humanos. Las cepas Enterobacter cloacae
y E. aerogenes tiene importancia clinica porque producen diversas infecciones nosocomiales, por
lo que su deteccion en las muestras de queso indica una deficiente calidad del producto lacteo

analizado. Por otro lado, Shigella es una bacteria Gramnegativa que se encuentra en el intestino
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humano, su transmision ocurre a través de la ingesta de alimentos contaminados con materia fecal,
por esta razdn la deteccion de este patdgeno en las muestras de queso fresco analizadas es un
indicativo de condiciones higiénicas deficientes en la elaboracion del producto alimenticio.
(Lopardo et al., 2016: p.132).

En la investigacion realizada por Rivera de la Cruz (2017), se menciona que Salmonella spp. se
ha encontrado en muestras de quesos frescos que utilizan leche cruda y pasteurizada para su
elaboracién, las cuales pueden proceder de diversas fuentes de contaminacion como falta de
inocuidad en el producto, malas practicas de manufactura y un control deficiente en la cadena de
distribucion que puede ocasionar contaminacién. Sim embargo, la existencia de cepas nativas
bacterias acido lacticas aisladas de muestras de queso fresco artesanal pueden inhibir las cepas de

Salmonella spp. mediante fermentacion acido lactica.

Tabla 4-7: Resultados de cocos gran negativos aislados de muestras de queso fresco

Medio de Microorganismo Catalasa  Coagulasa Manitol Resistencia a
aislamiento identificado novobiocina
Staphylococcus + + + -
Manitol aureus
Salado Staphylococcus + - - -
epidermidis

Realizado por: Shica M.,2023

En las investigaciones llevadas a cabo sobre quesos artesanales se sugiere que la deteccion del
género Staphylococcus sea habitual dado que el queso fresco posee las condiciones idoneas para

su desarrollo (Paco y Espada, 2018: p. 27).

4.8. Analisis de la resistencia bacteriana de las cepas Gramnegativas y Grampositivas

identificadas en la muestra de queso fresco

Los resultados obtenidos del antibiograma sugieren de manera general que el 33.33% de cepas
aisladas son resistentes a ampicilina, el 20% presentan resistencia a tetraciclina y el 10% de las
cepas presentan resistencia a oxacilina, mientras que el 36.67% presentaron sensibilidad a
ceftriaxona, azitromicina, ciprofloxacino, eritromicina y cloranfenicol. Como se observa en la
siguiente tabla (Tabla 4-8).
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Tabla 4-8: Resultados del antibiograma realizado a los microorganismos identificados en las

muestras de queso fresco

Microorganismo

Enterobacter
aerogenes

Escherichia coli

Staphylococcus
aureus

Staphylococcus
epidermidis

Enterobacter
cloacae

Bacterias lacticas

Salmonella
paratyphy A (2)

Enterobacter
agglomerans

Antimicrobiano

Ampicilina

Ceftriaxona
Azitromicina

Tetraciclina
Ciprofloxacino
Ampicilina
Ceftriaxona
Azitromicina
Tetraciclina
Ciprofloxacino
Ampicilina
Tetraciclina
Azitromicina
Ciprofloxacino
Oxacilina
Ampicilina
Tetraciclina
Azitromicina
Ciprofloxacino
Oxacilina
Ampicilina
Ceftriaxona
Azitromicina
Tetraciclina
Ciprofloxacino
Eritromicina
Tetraciclina
Ciprofloxacino
Cloranfenicol
Ampicilina
Ceftriaxona
Azitromicina
Tetraciclina
Ciprofloxacino
Ampicilina
Ceftriaxona
Azitromicina

Tetraciclina

Ciprofloxacino

Realizado por: Shica M.,2023

Disco

(mcg)
10 mcg

30 mcg
15 mcg

30 mcg
5 mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg
30 mcg
5 mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg
5 mcg
1 mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg
5 mcg
1 mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg
30 mcg
5 mcg
15meg
30mcg
5mcg
30mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg
30 mcg
5 mcg
10 mcg
30 mcg
15 mcg

30 mcg
5 mcg

Zona de inhibicién (mm)
R()

13

19
10

11
21
13
19
10
11
21
20
14
13
15
21
21
20
14
13
15
13
19
10
11
21
15
14
13
12
13
19
10
11
21
13
19
10

11
21
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|
14 -16

20-22
11-15

12-14
22-25
14-16
2022
11-15
12-14
22-25

21-28
15-18
14-17
16-20
22-25
21-28
15-18
14-17
16-20
14-16
20-22
11-15
12-14
22-25
14-17
15-18
14-17
13-17
14-16
20 - 22
11-15
12-14
22-25
14-16
20-22
11-15

12-14
22-25

S ()

17

23
16

15
26
17
23
16
15
26
29
19
18
21
22
26
29
19
18
21
17
23
16
15
26
18
19
18
18
17
23
16
15
26
17
23
16

15
26

10 mm

26 mm
12 mm

16 mm
34 mm
12 mm
30 mm
14 mm
9mm
25 mm
12 mm
26 mm
25 mm
30 mm
19 mm
35 mm
25 mm
18 mm
30 mm
17 mm
15 mm
26 mm
15 mm
20 mm
33 mm
20 mm
7 mm
21 mm
32 mm
17 mm
25 mm
15 mm
23 mm
30 mm
15 mm
23 mm
17 mm

24 mm
32 mm

Resultado

Resistente

Sensible
Intermedio

Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Intermedio
Resistente
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Intermedio
Sensible
Intermedio
Intermedio
Sensible
Intermedio
Sensible
Sensible
Sensible
Resistente
Sensible
Sensible
Sensible
Sensible
Intermedio
Sensible
Sensible
Intermedio
Sensible

Sensible

Sensible
Sensible



Se obtuvieron 3 aislamientos de Escherichia coli del total de las 15 muestras examinadas. Esta
cepa bacteriana tiene una gran importancia en el area clinica puesto que es la principal causa de
infecciones en vias urinarias e infecciones del tracto gastrointestinal. Los resultados obtenidos
para Escherichia coli resistente a ampicilina coinciden con los reportados por Ross et al. (2020),
quien menciona que el 92,5 % de las cepas aisladas mostraron resistencia a ampicilina.

Segun el estudio de sensibilidad de Escherichia coli realizado por Losada et al. (2020: p.464) uno
de los farmacos més utilizados para el tratamiento de ITU es la ampicilina. Este betalactamico
interfiere en las Gltimas etapas de la sintesis de peptidoglucano, un componente necesario para la
formacion de la pared bacteriana. EI mecanismo de resistencia ocurre cuando las betalactamasas

hidrolizan el nicleo betalactamico inactivando el antibiético (Merifio, 2021, pp.122-123).

De igual manera Conogasi (2018), menciona que en México el 70% de las infecciones producidas
por cepas de Escherichia coli patdgenas presentan resistencia bacteriana a penicilina, ampicilina,
tetraciclina y trimetoprima-sulfametoxazol, resultados que son coincidentes con los obtenidos en

esta investigacion.

Con respecto a las cepas de Staphylococcus aureus todas presentaron resistencia a oxacilina,
resultados coincidentes con los hallados por Pineda et al. (2020) donde 28,5% del total de las
muestras analizadas son resistente a oxacilina. Este coco Grampositivo es un productor de
enterotoxinas, por esto es causante de gran parte de las intoxicaciones alimentarias. Las cepas de
Staphylococcus aureus que producen penicilinasa poseen resistencia a todas las penicilinas,
debido a que tienen una estructura molecular que las protege frente a la accién de las
betalactamasas; datos coincidentes con los obtenidos en esta investigacion para este género
bacteriano (Fuentes, 2018, p.3).

Las bacterias acido-lactica correspondieron al 24% del total de las cepas aisladas, las cuales
reflejaron resistencia a tetraciclina. Segin un estudio de sensibilidad y resistencia a antibioticos
elaborado por May-Torruco (2020), la capacidad de un probidtico para ser sensible a los
antibioticos debe ser evaluada y buscada, debido a que estos se ingieren de manera voluntaria y
con el proposito de fortalecer la flora intestinal. Sin embargo, existen algunas cepas que pueden

transferir los genes de resistencia a bacterias patdégenas a través de plasmidos o transposones.
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CONCLUSIONES

e Los resultados de la evaluacion microbioldgica de los quesos frescos procedentes del
mercado Privado de Macas, evidenciaron que ninguna de las muestras analizadas cumplié
con los requisitos microbioldgicos para alcanzar un nivel de calidad aceptable del producto
lacteo elaborado. Es importante mencionar que las muestras de queso frescos presentan
bacterias resistentes a antimicrobianos betalactamicos como ampicilina, oxacilina y

tetraciclina.

e Los estandares enmarcados en la norma NTE INEN 4 para el muestreo de leche y productos
lacteos permitié realizar la recoleccién de las muestras de manera inocua evitando asi
interferir en la evaluacion microbioldgica de los quesos frescos, ademas la informacion
solicitada por la norma (fecha, peso y nimero de puesto) posibilit6 obtener una identificacion
adecuada de cada muestra analizada.

e Los recuentos de bacterias aerobias mesofilas, Enterobacteriaceas, Escherichia coli,
Staphylococcus aereus exceden los limites establecidos en la normativa NORMA NTE
INEN 1528. En las 12 muestras de queso fresco analizadas no se detecté presencia de
Salmonella, sin embargo, se identificd presencia presuntiva de esta cepa bacteriana en las 3

Gltimas muestras analizadas.

e Las cepas bacterianas aisladas e identificadas corresponden a Enterobacter aerogenes,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Enterobacter
cloacae, Salmonella paratyphy A (2), Enterobacter agglomerans y bacterias acido-lacticas.
El mayor porcentaje de resistencia antimicrobiana se encontr6 para ampicilina, oxacilina y
tetraciclina. Otras de las cepas aisladas fueron las bacterias acido — lacticas, nativas de la
microbiota del producto lacteo evaluado. Los resultados obtenidos en estas cepas reflejaron
resistencia a tetraciclina, esto sugiere que poseen una cualidad positiva para ser utilizadas

como probiéticos.
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RECOMENDACIONES

e Realizar una adecuada conservacion del producto a comercializar mediante refrigeracion y
la no exposicién a ambientes con temperaturas entre 20-40°C debido a que este factor

aumenta la proliferacién de bacterias aerobias mesofilas.

e Aplicar normas de Buenas Précticas de Manufactura durante el proceso de elaboracion del
queso fresco para evitar la presencia de patdgenos bacterianas causantes de intoxicaciones
alimentarias. Utilizar mascarilla, guantes y el equipo de trabajo adecuada para mantener la
inocuidad del alimento.

e Llevar a cabo un constante control microbioldgico de la materia prima a utilizar mediante el
pasteurizado de la leche para garantizar una mayor vida til del producto e incrementar la

calidad del mismo.

e Brindar capacitaciones al equipo de ordefio, de produccion y de transporte acerca de la
contaminacion cruzada y su importancia en la calidad alimentaria para la salud humana del

consumidor.
e  Sesugiere ampliar la investigacion acerca del potencial biotecnoldgico de las diversas cepas

de bacterias acido-lacticas aisladas para inhibir cepas bacterianas patdégenas de interés clinico

presentes en los alimentos que son fuentes causales de las intoxicaciones alimentarias.
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ANEXOS

ANEXO A: AISLAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE QUESO
CORRESPONDIENTES AL PUESTO 1

Numero de puesto  Medio de aislamiento

MacConkey

Salmonella -Shigella

M1
EMB
Manitol Salado
MacConkey
M2

Salmonella -Shigella

FRESCO



Manitol Salado

MacConkey

M3

Salmonella -Shigella

Manitol Salado




ANEXO B: AISLAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE QUESO FRESCO
CORRESPONDIENTES AL PUESTO 2

Numero de Medio de Imagen

puesto aislamiento

o .

Salmonella -Shigella

M1
Manitol Salado
MacConkey
Salmonella -Shigella
M2

Manitol Salado




MacConkey

M3 Salmonella -Shigella

Manitol Salado




ANEXO C: AISLAMIENTO DE LAS MUESTRAS DE QUESO
CORRESPONDIENTES AL PUESTO 3

Numero de Medio de Imagen
puesto aislamiento

MacConkey

M1 Salmonella -
Shigella

EMB

Manitol Salado

MacConkey

M2
Salmonella -
Shigella

FRESCO



Manitol Salado

MacConkey

M3

Salmonella -
Shigella

Manitol Salado




ANEXO D: EVIDENCIA DE PROCESO DE ANALISIS EMPLEADO EN LA
INVESTIGACION

Etapas de la metodologia empleada para la evaluacion microbioldgica de quesos frescos

Preparacion de medios de  Preparacion de la muestra ~ Colocacion de la muestra Hominizacion de la
cultivo en agua peptonada muestra

Preparacion de las Siembra de las Aislamiento de Observacion de la tincién
diluciones respectivas diluciones microorganismos gram obtenido de los
cultivos
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