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RESUMEN

El Andlisis microbiologico de los quesos frescos comercializados en el mercado central “Simoén
Bolivar (San Alfonso) ” de la ciudad de Riobamba, provincia de Chimborazo tiene como
objetivo determinar la calidad microbiolégica de este derivado lacteo consumido por la
poblacién; La estrategia de muestreo consistié en analizar los quesos frescos de siete puestos de
comercializacion, el muestreo se realiz6 por triplicado de cada muestra durante tres sdbados
consecutivos en el mes de Diciembre del 2015 correspondientes 5-12-19, tomando como
referencia la Norma NTE INEN 0004:1984. Para la cuantificacion de la carga microbiana se
analiz6 Coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Aerobios mesofilos;
mediante la técnicas de deteccion cualitativas por Petrifilm ™y la Norma Técnica Ecuatoriana
de Control microbiolégico de los alimentos para la determinacion de microorganismos
coliformes por la técnica del Numero mas Probable; se manejé mediante el procedimiento de
diluciones sucesivas para facilitar la cuantificacion (10™hasta10™®), posterior a la incubacion y
presencias de unidades formadoras de colonias UFC/mL se hicieron pruebas confirmatorias de
los microorganismos en agar Manitol, Eosina azul de metileno y Plate count agar. Los
resultados obtenidos de la investigacion fueron : bacterias aerobias mesofilas ( 6,29 x 10° , 4.96
x 10°, 1.43 x 10° UFC/mL); contaje de Staphylococcus aereus ( 4,29 x 10°, 1.73 x 10°, 6.99 x
10 UFC/mL); numero de coliformes totales ( 4,19 x 10*, 1.19 x 10° , 2.29 x 10° UFC/mL);
nimero de Escherichia coli (1,13 x 10%, 3 x 10*, 1.46 x 10° UFC/mL ) valores que comparados
frente a los valores de referencia que muestra la norma NTE- INEN 1528-2012, se encuentran
en valores mayores a los limites microbioldgicos establecidos. Se concluye que la carga
microbiana presente en los quesos frescos exceden los limites permitidos por la norma
correspondiente , por lo tanto estos productos no son aptos para el consumo humano, por la
mala calidad de los mismos. Se recomienda ejecutar un trabajo conjunto con el Ministerio de
Salud y las autoridades pertinentes de control y vigilancia sanitaria, de control continuo de
Anélisis microbiol6gicos con personal técnico, capacitado, por considerar este tema como un
problema de salud publica, indicado en las estadisticas que muestra el MSP, para tomar medidas

de control en la proteccion de la salud de los consumidores.

Palabras Clave: <QUESO FRESCO> <RIESGO ALIMENTARIO><CONDICIONES
HIGIENICO-SANITARIAS>, <UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS [UFC/mL]>
<DILUCION MICROBIANA>, < ENFERMEDADES TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS
(ETAS)>.
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INTRODUCCION

En la actualidad el queso fresco como subproducto de la leche es consumido masivamente por
la poblacién, constituyéndose un alimento basico por excelencia denominado asi por su
composicién alta en proteinas, grasas y vitaminas o por la variedad de derivados que existen en
el mercado. (CASTILLO Maritza & HUALPA Diana). De tal manera que la leche utilizada para la
fabricacion del queso fresco, debe cumplir con los requisitos de la Norma NTE INEN 10, y su
procesamiento se realizard de acuerdo a los principios del Reglamento de Buenas Practicas de

Manufactura del Ministerio de Salud Pdblica. (INEN. Primera edicién. pp 1-5).

Segun estadisticas registradas por el Ministerio de Salud Publica muestran que son altas las
intoxicaciones producidas por alimentos y las enfermedades transmitidas mediante alimentos
conocidas como (ETAS) son uno de los principales problemas de salud a nivel mundial y causa
importante de reduccién en el crecimiento de la seguridad alimentaria; sin embargo, en la

mayoria de los casos se desconoce el origen.

El Ministerio de Salud Pablica (MSP) en el afio 2008 registra mas de 10000 casos de
intoxicaciones ocasionadas por alimentos, pero no se realizd la cuantificacion ni la
identificacion del microorganismo causal de las enfermedades ocasionando en mucho de los
casos hasta la muerte concluyendo asi que los principales alimentos involucrados en los brotes

de ETAS son:( PLAZA IBARRA Luis Antonio, MORALES ROMO Leroux Ma. Fernanda, ESPOL).

Alimento involucrado % BProtes
Pescados 212
Agua 19.51
Carnes rojas 14.20
Lacteos /.88
Huevo-Mayonesa 585
Carnes de aves 508
| {Or'ﬂll/(1s l(?(:l)mbrOS ? :g()

Figura 1-Introduccion: Principales alimentos involucrados en el brote
de ETAS

Fuente: SIRVETA (Sistema de Informacién Regional para la Vigilancia Epidemioldgica de las
Enfermedades Transmitidas por Alimentos)

Particularmente en la ciudad de Riobamba, el consumo de quesos frescos es masivo, mientras la
produccion y la comercializacion del mismo se da artesanalmente hasta industrialmente. La

forma de ofrecer alimentos a los consumidores no debe presentar alto riesgo sanitario, asi como



las condiciones en que se expenden dichos productos deben ser apropiadas, para que no

favorezca la proliferacion de microorganismos o conocida como contaminacion microbiana.(
Ruth L.DELGADO Cristébal y Dora J. MAURTUA TORRES. pp 158-163)

Estudios de la calidad microbioldgica de los quesos frescos no se evidencian en esta zona
central de la provincia de Chimborazo, es por ello la importancia de realizar esta investigacion
con la finalidad de garantizar que los productos lacteos (quesos frescos) comercializados en los
mercados sean inocuos Yy de calidad para que no atenten contra la salud de la poblacion. Ademas

de ser una guia para investigaciones posteriores.

Conocer el tipo de microrganismos que se desarrollan en los quesos frescos comercializados
artesanalmente en los mercados y saber la forma de distribucion de este producto altamente
contaminante, contribuye a las politicas de salud en donde el cuidado de la misma es el eje
prioritario para el desarrollo del pais y lograr los objetivos del plan nacional del buen vivir y

soberania alimentaria.

La falta de inocuidad de los quesos frescos constituye el ambiente propicio para la proliferacion
de microorganismos y atenta directamente contra la salud de los individuos, identificando si el
consumo de este alimento es una causa de las enfermedades transmitidas por alimentos que se

encuentra constituyendo un alto porcentaje a nivel de salud mundial.

La falta de informacion especifica de investigaciones microbiol6gicas de los quesos frescos
comercializados en este mercado central de la ciudad de Riobamba y siendo un mercado que
satisface las necesidades de toda la poblacion se ha visto la necesidad de realizar este estudio.

Es por esto que se realizd el andlisis de la calidad microbiolégica de los quesos frescos en el
mercado popular de la ciudad de Riobamba conocido tradicionalmente como San Alfonso con la
finalidad de ayudar a los comerciantes a concientizar sobre la manipulacién de estos alimentos
que son tan consumidos por todo el mundo y a tener las condiciones higiénico sanitarias de

comercializacion, manipulacion y conservacion de los mismos.

Ayudaremos a resolver problemas de salud por lo tanto ha economizar gastos mejorando asi la
economia del pais y orientando a ver donde debera tomar cartas las autoridades permanentes de

control y vigilancia sanitaria.

Logrando una seguridad alimentaria mediante el adecuado control de la calidad de la materia

prima durante su procesamiento hasta obtener un producto manufacturado 6ptimo, pero también



es crucial lograr condiciones adecuadas de almacenamiento, transporte y manipulacién del
producto final en los mercados.

Finalmente estamos contribuyendo a las nuevas politicas de salud, en donde la salud del ser
humano es el eje prioritario, satisfaciendo las necesidades y vigilando constantemente todos los
procesos que atenten contra la integridad de la persona.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1.  Antecedentes de la Investigacion

Ruth L. Cristobal Delgado 1 y Dora J. Maurtua Torres realizaron un estudios acerca de la
calidad microbiolégica de quesos frescos artesanales en siete mercadores populares de Lima-
Per(, recogieron 39 muestras de 100gramos cada una por el lapso de dos se evalud bacterias
aerobias mesofilos, coliformes totales y fecales, Escherichia coli, Staphylococcus aereus |,
Enterococcus faecalis y Lactobacillus spp; de manera general concluyendo que el 97.4% de
muestras estuvo por encima de los valores maximos establecidos por la norma Peruana 202.087
para las diferentes especies de microrganismos analizados. La presencia de Lactobacillus spp no
impidi6 el desarrollo de los otros microorganismos y se pudo determinar con claridad la carga
microbiana que existe y se refleja con estos resultados las malas condiciones higiénicas que se

maneja en estos mercados.

Candida Diaz-Rivero y Bedirva Gonzalez de Garcia encargado del laboratorio de microbiologia
de alimentos realizo un estudio de los quesos como producto de consumo masivo en Venezuela
ciudad de Mérida en diferentes lugares de expendio cuyo objetivo se enfocaba en realizar el
andlisis microbiolégico para determinar la presencia de Staphylococccus aereus,
microorganismos indicadores de calidad sanitaria como son coliformes totales y fecales, mohos
y levaduras. Las muestras fueron tomadas de un total de 72 unidades una muestra representativa
de 10 gramos, cuyo analisis se realizd para S.aereus en agar Baird Parker a una temperatura de
35°C y para coliformes fecales y totales en caldo lauril sulfato y para su confirmacion el caldo
verde bilis brillante a 35°C.Los resultados fueron bastante curiosos por el alto contenido de
microorganismos que existe dado que el 41.67% de muestras indican que existe contaminacion
con S.aereus por encima de los méaximos valores establecidos y Unicamente el 8.34% muestras
datos inferiores lo que evidencia la mala préctica higiénico sanitarias que le dan al producto y
las autoridades permanentes de control deben enfocarse en estas situaciones criticas que traen

riesgos para la salud del ser humano.

Maldonado, Ronald Llanca, Luis, realizaron una investigacion sobre las caracteristicas fisico -
Quimicas y microbiologicas del queso fresco en la ciudad de Girardot de Venezuela, tomaron

32 muestras de cuatro lugares de mayor comercializacion en este pais y los resultados muestran



que los valores determinados estan por encima de los rangos establecidos de la norma
Venezolana COVENIN lo cual muestra que el consumo de este producto que no deja de ser
béasico en las comidas llevara a un riesgo de salud publica.

Anacleto Félix-Fuentes, Olga Nydia Campas-Baypoli y Mercedes Meza-Montenegro, de la
ciudad de Sonora México son investigadores que realizaron el estudio de la calidad sanitaria de
alimentos que se encuentran a la venta libre en mercados como son los quesos frescos en siete
sitios con cinco repeticiones de cada muestra por el lapso de quince dias cuyo analisis estuvo
enfocado en la determinacién de Staphylococcus aereus , Coliformes fecales, Mohos y
levaduras, Listeria monocytogenes y Salmonella. Los resultados encontrados muestran una alta
contaminacion, indicando que el queso fresco mas del 85% de muestras tomadas y analizadas
sobrepasa las especificaciones microbioldgicas lo cual muestra la deficiencia en la manipulacion

y conservacién del producto durante la elaboracion, transporte y venta.

José Gregorio Marguez y Carmen Elena Garcia R, mencionan sobre un estudio realizado sobre
la flora patégena en los quesos frescos elaborados en cuatro estados de Venezuela, la flora
patégena corresponde a Staphylococcus aereus , Escherichia coli, Salmonella spp, cuyo
recuento se realizd en peliculas rehidratbles Petrifilm 3M.Los resultados muestran que son
significativamente mayores a los establecidos en las normas para los microorganismos
analizados lo que indica las malas condiciones sanitarias de produccion, almacenamiento,
transporte y comercializacién para este producto y finalmente concluyendo que tiene una

deficiente calidad sanitaria.

Plaza Ibarra Luis Antonio, Morales Romo —Leroux Ma. Fernanda, realizé una investigacion
acerca del analisis microbiolégico de los quesos frescos comercializados en los mercados de la
ciudad de Guayaquil para determinar la presencia o ausencia de Salmonellay Listeria utilizando
métodos de rapida deteccion y métodos tradicionales normados. Se realiz6 un muestreo
aleatorio por atributos, en donde por cada marca de queso de 250 g se tomd 5 muestras, se
transport6 las muestras en un contenedor con hielo a una temperatura de 6°C hasta su llegada al
laboratorio de andlisis con un tiempo maximo de cinco horas. Los resultados muestran la falta
de inocuidad de los quesos expendidos en estos mercados debido a la presencia de Salmonella y

Listeria que se encontro teniendo en cuenta la prevalencia de Listeria en mayor porcentaje.

Un estudio en Pert muestra resultados como producto de la investigacion que los quesos frescos
comercializados en los mercados de Lima no cumplen con los parametros establecidos en las
normas Yy regulaciones vigentes presentando condiciones higiénico sanitarias deficientes lo cual

se evidencia la falta de control por parte de las autoridades designadas a esta funcion; en el



analisis se evidencio un gran nimero de Coliformes fecales y totales, Escherichia coli, Bacterias

aerobios mesofilos y S.aereus.

1.2. Bases Teoricas

1.2.1. Generalidades

La actividad agricola es sustituida por la actividad ganadera en la provincia de Chimborazo en
donde alrededor de 361 133 litros de leche se comercializan a diario en los cantones de mayor
produccion como son Guano, Colta, Alausi, Riobamba y Chunchi. Cristina Marquez nos indica
que la leche producida en la provincia de Chimborazo es muy cotizada en la industria lactea.
Por ello, 242 344 de los 509 352 habitantes optaron por dedicarse a la ganaderia. A pesar que la
agricultura en la provincia aln es la actividad mas recurrente, la produccion lechera tienta cada

vez mas a los campesinos por ser rentable y menos riesgosa.

El Consejo Provincial de Chimborazo entreg6 tanques de refrigeracion y otros implementos
para equipar un centro de acopio Yy reciben 361 133 litros de leche diarios. EI 73% del producto
se comercializa a las fabricas Toni y Nutrileche. También se envia a las pequefias empresas y la

recoleccion se realiza en la mafiana.

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP), promueve desde el
2012 la Estrategia 'Hombro a Hombro', que consiste en asignar a un técnico pecuario a cada
parroquia de la provincia. Los especialistas revisan a los animales, les entregan medicamentos y
ensefian a las técnicas de inseminacion artificial para el mejoramiento genético. Asimismo,

tienen un centro de acopio de heno para las épocas de sequia.(Marquez Cristina)

El Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca (MAGAP) busca contribuir al
buen vivir de las familias rurales y comunidades costeras a través del impulso de la agricultura,
ganaderia, acuacultura y pesca multifuncional, para asegurar la soberania alimentaria y el

incremento de los ingresos de los productores.

El Ministerio de Industrias y Productividad (MIPRO) impulsa el desarrollo de la industria y la
artesania. Incentivar la inversion y la innovacion para que los bienes y servicios que se
produzcan tengan mayor valor agregado y niveles convenientes de calidad, en armonia con el
medio ambiente, para crear empleo de calidad y lograr que los productos conquisten los

mercados nacionales e internacionales. (Ministerio de coordinacion de la produccién, empleo y

competitividad. Mayo 2011.)



Ecuador es considerado un pais muy importante en la produccién diaria de alrededor de cuatro
millones de litros de leche exportados a todas partes del mundo, en la actualidad se conoce que
en estos Ultimos ocho afios el consumo per capita de queso debido a la gran demanda que existe
ha sido duplicado mostrado en cifras porcentuales que equivale a 0.75 kilos por persona al afio
2006 a 1.57 kilos en el afio pasado. (REVISTA EL AGRO)

Ecuador experimenta un crecimiento entre el 25 y 30% en cada afio de lacteos y sus derivados.
(EL TELEGRAFO)

Respecto al crecimiento del ganado vacuno fue de 2% a nivel nacional, siendo la region Sierra
la que mayoritariamente sufrié este cambio seguida de la region Costa y finalmente la region
Oriente por tal razén la produccion de leche que pertenece a la region Sierra es la que mas
aporta con un valor del 75.9% y en el orden anterior decrece respectivamente el porcentaje de
produccion de leche. De igual manera la produccién de leche en litros por vaca en promedio en
la Sierra es 6.7 siendo alimentados estos animales con la gran variedad de pastos y cultivos que
existen en esta region. Caracterizandose por ser una region con una biodiversidad de flora

incomparable del pais. (INEC)
La produccién de queso industrial en el afio 2003 fue de 126,237 toneladas. Conociendo que la

mayoria de micro o pequefias empresas lo producen de manera artesanal el queso fresco por lo

general. (GONZALES Edgar)

“ Industria

u Leche cruda

u Autoconsumo

Figura 1-1: Destino de la leche en el Ecuador (2009)

Fuente:Escuela Politecnica Nacional

1.2.2. Definicion de Queso fresco



El CODEX ALIMENTARIUS define al queso como un producto blando, semiduro, duro y
extra duro, madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion entre

las proteinas de suero y la caseina no sea superior a la de la leche, obtenido mediante:

a)coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, leche desnatada/descremada, leche
parcialmente desnatada/descremada, nata (crema), nata (crema) de suero o leche de
mantequilla/manteca, o de cualquier combinacion de estos materiales, por accion del cuajo u
otros coagulantes idoneos, y por escurrimiento parcial del suero que se desprende como
consecuencia de dicha coagulacidn, respetando el principio de que la elaboracién del queso
resulta en una concentracion de proteina lactea (especialmente la porcién de caseina) y que por
consiguiente, el contenido de proteina del queso debera ser evidentemente mas alto que el de la

mezcla de los materiales lacteos ya mencionados en base a la cual se elabor6 el queso; y/o

b)técnicas de elaboracién que comportan la coagulacion de la proteina de la leche y/o de
productos obtenidos de la leche que dan un producto final que posee las mismas caracteristicas

fisicas, quimicas y organolépticas que el producto definido en el apartado (a)(CODEX
ALIMENTARIUS)

Queso fresco. Es el queso no madurado, ni escaldado, moldeado, de textura relativamente firme,
levemente granular, preparado con leche entera, semidescremada, coagulada con enzimas y/o

acidos organicos, generalmente sin cultivos lacticos. También se designa como queso blanco.

Segun Ramirez — Lopez menciona una definicion de queso desde el punto fisico quimico como
un sistema tridimensional tipo gel, constituido principalmente por un complejo de caseina,
fosfato y calcio que por medio de la coagulacién compacta particulas de agua, grasa, lactosa,
albuminas, globulinas, albuminas, vitaminas y otras sustancias menores de la leche que

permanecen en una fase retenidas.(RAMIREZ C. Lopez)

1.2.3. Clasificacion de los quesos

Segln la NTE .INEN 1528-2012 de acuerdo a su composicion y caracteristicas fisicas el

producto, se clasifica en:

Segun el contenido de humedad

a) Duro

b) Semiduro



¢) Semiblando
d) Blando
Segun el contenido de grasa lactea

a) Rico en grasa

b) Entero 6 Graso

c) Semidescremado 6 bajo en grasa

d) Descremado 6 Magro (CODEX ALIMENTARIUS)

Tabla 1-1: Clasificacion de los quesos en funcion del contenido de humedad y

grasa.
Tipo o Clase Humedad % max Contenido de grasa
en extracto 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: Norma técnica Nicaragiiense 03 022-99

Segun la norma técnica Nicaragliense 03 022-99 lo ha clasificado al queso de acuerdo a su

composicién y caracteristicas fisicas en los siguientes tipos:

Segun caracteristicas del proceso

a
b
C.
d

€.

Fresco: Para consumir hasta 10 dias después de su fabricacion.

Semiduro: Para consumir después de reposar entre 10 y 30 dias después de su fabricacion.
Madurado: Para consumir después del tiempo asignado segun el tipo de queso.

Madurado por mohos.

Fundido. (NORMA TECNICA NICAGUARENSE, 03 022 — 99)

Segun la corteza

Sin corteza : quesos frescos

Corteza seca: son los que hacen ellos mismos su corteza de forma natural al secarse.
Cuanto mas tiempo, mas secado y mas o menos corteza. Luego hay que lavarlos e incluso
cepillarlos.

Corteza enmohecida: en su proceso se les hace una corteza por moho que se deposita en su

exterior y dicha corteza puede comerse si se quiere.



Corteza artificial: son los que se les coloca voluntariamente una corteza exterior para

protegerles: como hojas, carbon vegetal, cera, extractos vegetales. (Anénimo. Disponible en

-http://www.bedri.es/Comer_y_beber/Queso/Tipos_de_quesos.htm)

1.2.4. Proceso de elaboracion de los quesos frescos

Enfriar la leche a 38°C

Para recuperar el calcio perdido en el proceso de calentamiento agregar cloruro de calcio.
Agregar un mililitro de cuajo por cada diez litros de leche o si es sélido el cuajo disolver un
cuarto de la pastilla de cuajo en media taza con agua.

La funcion principal de los fermentos es decir de las bacterias lacticas que se encuentran
en la leche es la transformacion de la lactosa a &cido lactico que facilitan la formacion y
desuerado de la cuajada, evita la proliferacion y crecimiento de microorganismos
perjudiciales para la salud del ser humano debido a que el pH disminuye a 5 dandole un
sabor caracteristico del queso acido. Ademas las bacterias dan lugar a las sustancias que se
encargan del aroma y ayudan a la maduracion del queso mediante la protedlisis (ruptura de

las proteinas) y lipolisis (ruptura de las grasas). (LIC. GONZALEZ VILLAREAL. Septiembre
2002.)
Agitar por el lapso de un minuto con una paleta.

Dejar a la leche en reposo por 45 minutos.

Cortar la cuajada con ayuda de una paleta bien limpia o cuchillo en cuadritos de
aproximadamente un centimetro cuadrado.

Mover la cuajada suavemente con una paleta de acero inoxidable durante cinco minutos.
Calentar la cuajada a 40°C por cinco minutos.

Dejar en reposo la cuajada durante cinco minutos.

Desuerar la cuajada en bandeja de acero inoxidable.

Recolectar el suero puede ser de utilidad para otros procesos requeson.

Agregar sal gruesa de cocina.

Amasar la cuajada en material de acero inoxidable

Moldear la cuajada amasada

Colocar el queso fresco en bandejas de acero inoxidable.

Conservar en refrigeracion a cuatro grados centigrados.

El rendimiento que se obtiene por cada diez litros de leche semidescremada serd de tres

libras de queso fresco en promedio. (FAO)


http://www.bedri.es/Libreta_de_apuntes/P/PA/Parafina.htm#Cera_de_parafina
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Figura 2-1: Diagrama general para la elaboracion de queso fresco

Fuente: C. Ramirez Lopez

1.2.5. Composicion quimica del queso fresco

El queso estd compuesto por varios nutrientes que se estima aproximadamente que por cada 100
gramos de queso el aporte de calorias es 103 kilocalorias. Los nutrientes que contiene son:

« Aguaen un 80%

v Grasas enun 4.51%

% Proteinas en un 12.49%

Carbohidratos en un 2.68%

Fibra no contienen en un 0%

7
0.0

7
0.0

Como aporte en contenido de minerales también es muy rico en sodio, fosforo, potasio, calcio y
en menor cantidad el selenio.
Ademas poseen en su composicion vitaminas de gran aporte para la salud entre las cuales

tenemos:

= Vitamina D

= Vitamina A

= Pequefias cantidades de vitamina B
= Vitamina B12

= Vitamina E(BOTANICALONLINE)
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Figura 3-1: Composicion del queso fresco
Fuente: Botanical online

1.2.6. Aporte nutricional del queso fresco

Como se ha ido conociendo a lo largo del crecimiento de la humanidad que la leche es el
alimento mas completo que existe por esta razén el queso fresco como producto derivado posen
un destacado valor nutricional, teniendo muy en cuenta que depende de la variedad de queso
para el aporte de nutrientes a la dieta es decir existe en el mercado quesos enriquecidos con
vitaminas, calcio, potasio y un sinnimero de sustancias quimicas que pueden ser afiadida para
agregarle un valor nutricional y por lo tanto influye en el costo econémico. Saber que en la
alimentacion no debe faltar el queso por su importancia en el crecimiento y formacion de
huesos, dientes sanos y fuertes, ademas de influir directamente en el aumento de peso en
personas que pretenden reducir medidas por el aporte de muchas calorias por la presencia de
grasas saturadas que contiene este producto por ser un derivado de origen animal.

No solamente podemos hablar de grasas sino al contrario aporta:

o Vitaminas A, D, B12 y B12 ayudando al funcionamiento del sistema nervioso y
cardiovascular, mejorando el proceso de cicatrizacién, protegiendo la piel, proteccion frente
a infecciones.

o Proteinas de buena calidad: posee una similitud con el aporte de proteinas que proporciona
la carne roja con el queso fresco caracterizdndose por reparar y mantener los tejidos del

cuerpo.



Calcio y Fosforo: ayuda en el refuerzo y crecimiento de los quesos, mientras que una porcion de
100g de queso fresco equivale a 1000mg, siendo un gran aporte de este mineral en cantidad
suficiente lo anteriormente mencionado. Una porcion diaria para nifios y adolescentes es de 40g
mientras que en adultos es de 30g, de esta manera se constituye en alimento con un alto valor
nutritivo que contiene todos los nutrientes de la leche pero de manera sélida y concentrada. Al
ser un alimento que carece de vitamina C debe ser complementado en la alimentacion con
alimentos que sustituyan este defecto para mantener una dieta equilibrada diaria y no tener
problemas de déficit de nutrientes. (ANONIMO)

Todo el valor nutritivo que aporte el queso va a depender del manejo zootécnico que se realice a
la vaca por lo tanto se incrementa la produccién en cantidad y calidad de alimento que se va
obtener, del estado de salud del animal va a depender estos parametros de calidad y del tipo de

alimentacion que se le dé. (ZAMORA Roxana, SALVADOR Alejandro, ALVARADO Carlos Y
BETANCOURT Ricardo.)

De esta forma se puede mencionar algunos aportes nutritivos que proporciona del queso para la

salud del ser humano:

e Alto contenido en calcio que varia en funcién del tipo de queso. Una racion de queso puede
aportar un tercio de la cantidad diaria recomendada.

e Mantenimiento de la estructura Gsea especificamente huesos en estado normal por el
contenido de calcio que posee.

e Alto valor bioldgico por su alto contenido de proteinas de buena calidad.

e Fuente de péptidos bioactivos.

e Funcionamiento dptimo del sistema inmunitario por el aporte elevado de vitamina B12 en
su composicion.

e Estado de salud optimo ya que disminuye el cansancio y fatiga en personas por su aporte
mayoritario de magnesio.

e Control de la presidn arterial normal por su alto contenido en potasio.

e Sintesis de los hidratos de carbono de manera adecuada por su composicion de ciertos
quesos con alto contenido de zinc.

e Cuidado de la piel por su alto contenido de vitamina A. (SOCIEDAD ESPANOLA DE MEDICINA
Y COLABORADORES.)

El valor nutricional del queso depende del tipo de leche utilizada en su elaboracién, de su
proceso de fabricacion, y de las condiciones de maduracion, que condicionan las pérdidas de

componentes que experimentan los mismos. A pesar de esto, de manera general, el consumo de



queso reporta en gran numero de beneficios entre los que destaca su gran valor nutricional. Es
una buena fuente de proteinas con alto valor biolégico y con elevado contenido en aminoécidos
esenciales; posee un alto valor energético, dependiendo fundamentalmente de la cantidad de
grasa, y de su aporte en algunos &cidos grasos esenciales. Ademas, contiene cantidades
apreciables de minerales, especialmente de calcio de facil asimilacion, vitaminas esenciales
excepto el &cido ascorbico y puede ser consumido por aquellas personas intolerantes a la lactosa
ya que, la que no desaparece durante el proceso de desuerado, va a ser transformada a acido
lactico. Aunque desde el punto de vista nutritivo, su consumo es recomendable a cualquier edad,
es especialmente importante en etapas de crecimiento y desarrollo, asi como para el

mantenimiento de la masa muscular y désea.

El aporte energético necesario para cubrir las necesidades corporales proviene esencialmente de
la ingesta diaria de alimentos, en particular de aquellos nutrientes Ilamados energéticos, es decir,
los hidratos de carbono, las grasas y las proteinas. La energia potencialmente poseen los
alimentos, y gue se encuentra almacenada en forma quimica, se cuantifica en unidades de calor

llamadas Kilocalorias y expresan el valor energético o calérico que tienen los alimentos.

Para determinar la energia de un alimento se pueden utilizar métodos directos, como la bomba
calorimétrica, que cuantifica el calor de combustién liberado por una cantidad conocida de un
alimento. Sin embargo, debido a las pérdidas digestivas, tan sélo parte de la energia de los

alimentos, la denominacion energia metabdlica, es aprovechada por células. (CASTILLO
Glenda.Espoch.2013.pp 14-17)

1.2.7. Factores que influyen en el crecimiento microbiano en el queso

El control de crecimiento en los quesos frescos corresponde a una variedad de parametros
fisicos como la concentracion de la humedad, la cantidad de sal, a la actividad del agua, el pH,
la presencia de acidos organicos, la temperatura de conservacion, el potencial redox y la adicion
de nitratos. Ademas influyen una serie de parametros bioldgicos como es la disponibilidad de
nutrientes para una serie de reacciones que se da en los microorganismos y la interaccion entre

los microorganismos presentes en el queso.

Los valores de la actividad de agua en los quesos después del salado depende de la cantidad de
sal y la cantidad de suero que salga del producto y suele ser inferior a 0.988.Estos valores suelen
ser significativamente inferiores a los ideales para la mayoria de las bacterias, incluidas las
bacterias lacticas y por lo tanto se contribuye al control de la multiplicacion microbiana. La

actividad de agua minima para las bacterias lacticas oscila entre 0.93 a 0.98 dependiendo de las



cepas. Por lo tanto la sal disminuye la actividad de agua e inhibe el crecimiento microbiano y la

concentracion de sal va ser variable.

El pH adecuado para el crecimiento microbiano esta en torno a la neutralidad y el crecimiento es
escaso a pH &cidos menores a 5. Los microorganismos que intervienen en la elaboracion de

quesos son normalmente mesofilos y termdfilos, con crecimiento optimo a 30 y 42°C.

El potencial redox suele ser negativo, en 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.

1.3. Control de calidad en la elaboracién del queso

1.3.1. Higiene de los alimentos

El desarrollo y elaboracion de un plan de proteccion sanitaria de los consumidores de
alimentos debe ser analizado en primera instancia las situaciones prioritarias que afectan
directamente con la finalidad de obtener un beneficio, garantizando la salud y manteniendo un
acuerdo con las politicas de inocuidad de los alimnetos refiriendonos a las actividades de control
sanitario y el estado de salud de la poblacion.Por lo tanto se debe trabajar en conjunto con las
personas que sean involucradas directa e indirectamente y los propios consumidores en

resguardo de su bienestar.

La responsabilidad del MSP es la proteccion sanitaria de los alimentos como organismo rector
de la salud poblacional a traves de los organismos encargados de funciones especificas en el
control y regulacion de la seguridad alimentaria haciendo un llamado a todas las personas
involucradas dentro de este proceso para lograr elevar la calidad de los productos de expendio

en mercados,centros comerciales,etc.( CABALLERO Angel y CARDONA Marta.pp 224-228)

Se define como higiene de manera general a la ciencia encargada de mantener y cuidar la salud.
Mientras tanto higiene refiriéndonos a los alimentos se centra en cuidar y promover la salud de
las personas asegurando la sanidad e inocuidad de los alimentos. Previo a un estudio minucioso
de conocer cual es la higiene que tienen los alimentos es fundamental contar con un
conocimiento bésico de que es la contaminacion, como se da y como se puede solucionar este
problema y se menciona una definicion de contaminacion a la presencia de materia de

naturaleza extrafia a la del alimento en el cual se encuentra; entonces se concluye con esto que



la higiene de los alimentos se ve enfocada a eliminar o reducir al maximo la contaminacion en

los alimentos.

1.3.2. Actividad de agua y deterioro de los alimentos

A la actividad del agua se define como la cantidad de agua libre que hay en un alimento, es
decir, la cantidad de agua disponible para reaccionar quimicamente con otras sustancias y
provocar el crecimiento microbiano. El resto de agua que permanece en el alimento es el agua
ligada, estd combinada con otros elementos y no esta disponible para los microorganismos, por

tanto no afecta al crecimiento microbiano.

La actividad del agua es probablemente el pardmetro mas importante en el campo de la
conservacion de alimentos ya que es un indicador del crecimiento microbiano de los alimentos y
de la velocidad de deterioro. En el campo de la seguridad alimentaria, conociendo la actividad
del agua de un alimento, puede predecirse qué tipo de microorganismos se van a desarrollar.
También es un indicador de propiedades fisicas, tales como la textura, color, el sabor, la

consistencia y el aroma.

Cuando un producto esta expuesto al aire ambiente, la actividad del agua del producto tiende a
equilibrarse con la humedad relativa del aire que lo rodea. Productos con alta actividad del agua
tienen una textura jugosa, himeda, blanda, cuando baja la actividad del agua se vuelve resecos.

Productos con baja actividad del agua tienen una textura seca, crujiente, cuando sube la

actividad del agua se wvuelven blandos, pasados, remojados. (ANONIMO.
http://www.iberfluid.com/consierge/docs/1458_articles_786_Actividad%20del%20agua.pdf)

- SIS S S
Actividad de agua (aw) .
Bacterias Mohos Levaduras rango de aw

0.95a 0.99 s no no Carne y pescado, fruta
verduras, frutas
enlatadas, vegetales

enlatados, embutidos

Queso fresco, jamén,

leche evaporada

0872089 S no S Leche condensada
azucarada,

curados, carne seca,
0,80 a0.86 no si S tocino

menor a 0,60 no no no Caramelos, miel, cacao,

Figura 4-1: Valores de actividad de agua en los alimentos

Fuente: Disponible en: http://gastronomiasolar.com/actividad-de-agua-alimentos/



1.3.3. Control microbiol6gico

La leche cruda para el procesamiento de cualquier producto lacteo debe cumplir los requisitos

microbioldgicos establecidos en la NTE INEN 09 los mismos que se observa en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1: Requisitos microbiolégicos de la leche cruda.

Requisito Limite miximo  Método de ensayo
Recuento de microorganismos aerobios mesofilos 1.5 x 108 NTE INEN 1529 -5
REP, UFC/em?
Recuento de células somaticas/cm’ 7.0x 107 ADQAC - 978.26

Fuente: NTE INEN 09

La leche pasteurizada debe cumplir con los requisitos microbioldgicos establecidos en la NTE
INEN 10, los mismos que se observan en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Requisitos microbiol6gicos de la leche pasteurizada.

Requisito n m M e Método de ensayo
Recusnto de microorganismos mesdfilos, 5 30 000 50 000 1 NTE INEN 1 529-5
UFCiem®
Recuenta de coliformas, UFCkem® 5 =1 10 1 AOAC 991.14
Detsccitn de Listena monocytogenes 125 g 5 0 - o 150 11290-1
Deleccitn de Salmonalla /25 g 5 0 - - NTE INEN 1528-15
Recuanto de Escherichia coli, UFClg 5 =10 - o AOAC 991.14

Fuente: NTE INEN 10

De acuerdo ala NTE INEN 1528: 2012 de queso fresco, en los requisitos microbioldgicos se
establece que “los quesos frescos no madurados deben dar ausencia de microorganismos

patdgenos, de sus metabolitos y toxinas” como se indica en la Tabla 4-1.

Tabla 4-1: Requisitos microbiol6gicos para quesos frescos no madurados

Requisito n m M c Método de ensayo
Enterobacteriaceas. UFC/g 5 Zx10° 10° 1 NTE INEN 1529-13
E=cherichia coli, UFCig 5 <10 10 1 AOAC 991.14
Staphylococcus aureus UFCig 5 10 10° 1 NTE INEN 1529-14
Listeria monocylogenes 125 g 5 ausencia - 150 112901
Salmonella en 259 5 AUSENCIA - o NTE IMEN 1529-15

Fuente: NTE INEN 1528-2012



1.4. Enfermedades transmitidas por los alimentos.

1.4.1. Definicién

Las Enfermedades Transmitidas por Alimentos pueden generarse a partir de un alimento o de
agua contaminada. Son Ilamadas asi porque el alimento actta como vehiculo de transmision de
organismos dafinos y sustancias toxicas. Un brote de ETA se da cuando dos 0 mas personas
sufren una enfermedad similar después de ingerir un mismo alimento y los andlisis
epidemioldgicos sefialan al alimento como el origen de la enfermedad, que luego es confirmado
por el laboratorio. (CASTILLO Glenda.Espoch.2013.pp 33)

En la transmisidén de ETAS participan tres elementos los cuales son agente, huésped y medio
ambiente conocidos en conjunto con el nombre de triada ecoldgica. Estos tres elementos
interactlan juntos caso contrario si uno de ellos no esta presente no se dara la transmision por lo
tanto las medidas de control debe realizarse al eslab6n que resulte mas fécil de actuar,

econdmico y que asegure el blogueo de ese problema. ( CABALLERO Angel y CARDONA Marta.pp
235-240)

Figura 5-1: Triada ecoldgica de enfermedades transmisibles
Fuente: Angel E. Caballero Torres.

El consumir productos alimenticios y/o agua que se encuentren contaminados con agentes
patdgenos en cantidades suficientes que afecten la salud del ser humano ya sea de manera

individual o colectiva se lo conoce como enfermedades transmitidas por los alimentos.

En Ecuador no existe estadisticas sobre casos de ETA debido al consumo de queso fresco sin
embargo, este es uno de los alimentos de mayor consumo, encontrdndose una cantidad
importante del producto comercializado en el mercado, procedente de pequefios productores,
quienes sin preparacion técnica alguna, se aventuran a realizar esta actividad. Entre los errores

que se cometen, destacan el empleo de materia prima inadecuada y sin ningdn tratamiento de



higienizacion, condiciones sanitarias inapropiadas durante el proceso, deficiente refrigeracion
en el producto terminado y ausencia de empaque acorde, lo que conlleva a una potencial

presencia de Listeria monocytogenes y Staphylococcus aureus. (CASTILLO Glenda.Espoch.2013.pp
33-34)

Pais Total de brotes Mo. de Total
afectados fallecidos
Argentina 147 3149 5
EBolivia 5 1248 2
Brasil 432 10701 4
Chile 3 48 0
Colombia 1 19 0
Costa Rica 1 4 0
Ecuador 28 1871 12
El Salvador 13 249 0
Meéxico 461 9889 41
Micaragua 105 1059 0
Fanama 14 101 1
Paraguay 65 10565 0
Perl 83 3849 a1
Rep. Dominicana 62 1681 0
Uruguay a4 2312 1
Venezuela 183 5322 g

Figura 6-1: Brote de ETA en América Latina, periodo 1997-2002
Fuente: Harrison 2004

1.4.2. Clasificacion

Las ETAS se pueden clasificar o manifestar de las siguientes formas:

¢ Infecciones transmitidas por alimentos: Son enfermedades que se contraen al consumir
alimentos contaminados con microorganismos patégenos que colonizan, se multiplican e
invaden el cuerpo. En esta no tenemos elaboracion de toxinas por parte del microorganismo.

e Intoxicaciones alimentarias: Enfermedad que se genera por ingesta de alimentos contaminados
0 que contienen sustancias toxicas-toxinas, de origen bioldgico o no. - 35 - Son sustancias
dificiles de detectar, debido a que no tienen olor ni sabor. Estas sustancias también son capaces
de provocar ETA, aun después de destruir los microorganismos (la toxina no se destruye).

e Toxiinfeccion alimentaria; enfermedad que resulta de la ingesta de alimentos contaminados
con microorganismos patdgenos que, ademas de multiplicarse e invadir el cuerpo, producen
toxinas.

e Lesiones fisicas transmitidas por alimentos; enfermedad o lesion que resulta de la ingesta de

alimentos con objetos fisicos (vidrios, metal, etc.).



o Alergias causadas por alimentos; reaccion adversa que se da con la ingesta de alimentos o

aditivos alimentarios en personas sensibles a estos mismos. (CASTILLO Glenda.Espoch.2013.pp 35)

D AaGRARNMA 1
Esquema general de las intoxicaciones alimentarias mas
frecuentes
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Figura 7-1: Esquema general de las intoxicaciones alimentarias mas frecuentes
Fuente: FAO

INFECCIOMES ALMENTARIAS

AN

TOM- INFECCIONES INFECCIOMNES

Enterotoxina

VWibrio parahemaolyticus, Mucoza in!cstinal_
Vibro choleras, Yersinia 5p. Salrmonslla ip., Shigella ip.,

Bacilus cereus, E. coli Cyclofpora ip., E. coli
anterotoxivenics

SistEmicas
Tubertubodis, Enteraobacter
sakasakii, Listeris sp.

Meurotoxina
Botulisma infantil

Otros tepdos: higado,
milsculo, feto

Hepatitic A Listaria ip.,
taxdplasmadis, trichinodis

Figura 8-1: Esquema general de las infecciones alimentarias

mas frecuentes
Fuente: FAO

1.4.3. Sintomatologia de las ETAS

Los sintomas varian de acuerdo al tipo de contaminacion, asi como también segln la cantidad

del alimento contaminado consumido. Los sintomas mas comunes son vomitos y diarreas,
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también pueden presentarse dolores abdominales, dolor de cabeza, fiebre, sintomas

neuroldgicos, vision doble, ojos hinchados, dificultades renales, etc.

Segun la Food and Drug Administration (FDA) del Gobierno de EE. UU. El 2% o0 3% de ETA
pueden llevar a una enfermedad de largo plazo. Por ejemplo, Escherichia coli O157: H7 puede
provocar fallas en el rifion en nifios e infantes, las Salmonelas pueden provocar artritis reactiva y
serias infecciones y Listeria monocytogens puede generar meningitis o aborto. Sin embargo,
existen malestares provocados por los alimentos que no se consideran ETA, como las alergias,
las que no se pueden asociar con los alimentos que la provocan y que son los que han sufrido un

proceso de fermentacion (vinos, cerveza, quesos, yogur).

Para las personas sanas, la mayoria de las ETA son enfermedades pasajeras, que sélo duran un
par de dias y sin ningun tipo de complicacion. Pero algunas ETA mas graves pueden llegar - 36
- a ser muy severas, dejar secuelas o incluso hasta provocar la muerte en personas susceptibles

como son los nifios, los ancianos, mujeres embarazadas y las personas enfermas. (CASTILLO
Glenda.Espoch.2013.pp 36)

1.4.4. Causasde las ETAS

Sustancias quimicas (pesticidas, etc.)

e Produccion de toxinas (Clostridium botulinum)
e Agentes bioldgicos(bacterias, etc )

e Metales toxicos (plomo)

e Adicion de aditivos(nitritos)

Origen bioldgico: las enfermedades transmitidas por alimentos menos conocidas son causadas
por virus a diferencia de las bacterias que tienen mayor prevalencia y como agentes causales
tenemos Salmonella, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Campylobacter jejuni,

Escherichia coli y Clostridium.

Segun la OPS las ETAS se encuentran entre las cinco primeras causas de muerte en nifios
menores de cinco afios de edad, se muestra un aumento en la morbimortalidad en nuestra region

lo que implica un gasto econdémico para el pais.
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Figura 9-1: Agentes bioldgicos que constituyen riesgo alimentario
Fuente: Angel Caballero Torres

La contaminacién de los alimentos es uno de los problemas méas extendidos en el mundo. El
centro para el control y prevencion de las enfermedades (CDC) da una estimacion de que cada
afio 76 millones de personas se enferman, mas de 300000 son hospitalizados y 5000 mueren

como resultado de enfermedades alimentarias.

Principales factores que intervienen en la aparicion de ETAS:

Temperatura inferior a la necesaria en la coccion el 56%
Ingerir alimentos sin refrigerar después de varias horas el 31%
Mala manipulacién el 25%

Mal recalentamiento el 20%

Mala preparacion el 16%

AN N N N NN

Contaminacion cruzada el 9%

Frente a la prevalencia de enfermedades diarreicas agudas que constituye en 70% de la
poblacion la OMS Y FAO han destinado un plan de accién para control de estas enfermedades
llamado Sistema de vigilancia de enfermedades transmitidas por los alimentos(VETA), cuyo
proposito es garantizar la inocuidad de los alimentos y evitando dafios a la salud de la
comunidad. La prevencion de la contaminacion, multiplicacién o supervivencia de los
contaminantes es posible con el cumplimiento de las medidas bésicas de saneamiento en el
hogar y en la poblacion. Internacionalmente se las conoce como BPM a estas medidas que

ayudaran a prevenir estos graves problema epidemioldgicos de salud.
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1.4.5. Principales enfermedades transmitidas por los alimentos

» Salmonelosis: enfermedad caracterizada por dolor abdominal, diarreas, dolor de cabeza,
vOmitos y en caso extremo como complicaciones puede afectar articulaciones, corazon, etc.
La Salmonella enteritis es la que se ha reportado con mayor frecuencia en estos Ultimos
afios. La transmision se da a través de alimentos contaminados con Salmonella cuyos
reservorios son animales domésticos, cerdos, pollos y gatos. Este agente bioldgico se
multiplica a cantidades millonarias cuando los productos alimenticios son expuestos a malas
condiciones de conservacion a temperatura ambiente y por tiempo prolongado entre la

elaboracién y consumo.

» Fiebre tifoidea: enfermedad caracterizada por aumento de tamafio de higado y bazo, cefalea,
malestar en general, suele presentar complicaciones como perforaciones intestinales con
sangramientos lo que puede ocasionar el 10% de muertes en pacientes. Se transmite a través
de alimentos y agua contaminados con heces u orina de un paciente o portador

generalmente en la leche y productos lacteos, frutas y mariscos.

» Intoxicacion estafilocdcica: es una enfermedad caracterizada por vomitos, célicos y
cefaleas. Intoxicacién producida por entero toxinas que se forman en los alimentos por la
proliferacion de microrganismos denominados Staphyloccocus aereus en cantidades de 10°
UFC/g en los alimentos que se mantienen a temperatura ambiente y con resistencia a
temperaturas elevadas de coccion. El principal reservorio es el hombre localizandose en la
cavidad oro faringeo, manos, brazos y cara y en los animales como la leche y productos
lacteos. Los Staphyloccocus en los alimentos se multiplican y forman entero toxinas cuya
causa principal de los brotes de estas enfermedades alimentarias son por la manipulacion de
alimentos con deficientes practicas higiénicas y temperatura ambiente para su

multiplicacion.

» Campilobacteriosis: enfermedad caracterizada por malestar general, dolor abdominal,
diarreas y vomitos cuyas complicaciones son artritis y miocarditis. El reservorio son
animales domeésticos y se da la transmision por la ingestion de alimentos contaminados.
Existen informaciones epidemioldgicas acerca de la participacion de la leche como vehiculo

de esta infeccion.

» Shigelosis: enfermedad caracterizada por heces frecuentes que contienen sangre, moco y

pus causada por el microorganismo denominado Shigella dysenteriae y es transmitido por



via fecal - oral a través de las manos o mediante alimentos 0 agua contaminada; las moscas

también pueden contaminar alimentos que se encuentren al ambiente descubiertos.

Intoxicacion alimentaria por Clostridium perfringens: es una enfermedad caracterizada por
la aparicion repentina de célicos, seguidos por diarreas, nauseas, vomitos y fiebre cuyas
esporas de este microorganismo resisten a altas temperaturas de coccion, germinan y se
desarrollan en los alimentos durante el enfriamiento lento, almacenamiento a temperatura
ambiente, recalentamiento inadecuado. El reservorio son las vias gastrointestinales del

hombre, los animales y el suelo.

Diarreas causadas por Escherichia coli: existen diversas cepas como son E.coli entero
toxigenica, entero invasiva, entero hemorragico, entero patdgeno, entero adherente y entero
agregativo. La mas comun es causada por ECET con frecuencia produce diarrea en los
nifios de los paises en desarrollo, estan presentes en suministros de agua sin purificacion. La

contaminacion se da por la deficiente conservacién de productos elaborados.

Colitis hemorragica: enfermedad caracterizada por diarreas sanguinolentas cuyas
complicaciones son renales hasta manifestaciones de mayor gravedad, siendo su agente
causal la E.coli entero hemorragica por ser una bacteria resistente a temperaturas elevadas
de coccidn. La transmision se da por carnes mal cocidas, leche como producto de malos

habitos de manipulacién de alimentos.

Colera: es una de las enfermedades mas nombradas y temibles por los humanos transmitidas
por los alimentos y el agua que se caracteriza por presentar diarreas acuosas o en algunos de
los casos vomitos. Estadisticas muestran que las 7 pandemias de célera se produjeron por el
Vibrio cholerae O1 y que en la actualidad ya se conoce otro subtipo llamado Tor. La
transmision se da por alimentos y agua contaminados con heces fecales, a través de las
aguas servidas, moscas y otros vectores recordando que este agente puede vivir en el agua
durante largo tiempo. La mayor parte se da por el uso de las aguas servidas en los cultivos
donde es restringido el agua para los cultivos, zonas rurales insalubres y ciertos lugares en

los que no hay agua y no les queda de otra que utilizar aguas residuales para sobrevivir.

Listeriosis: causada por Listeria monocito genes cuyo reservorio es los animales, sus
alimentos y el agua siendo el portador asintomatico el hombre. Los brotes de transmision
que se han dado ha sido por la ingestion de leche y quesos no pasteurizados, también por
vegetales contaminados por las coles afectadas por los residuales de una explotacion

ganadera.



» Botulismo: enfermedad caracterizada por presentar vision borrosa, midriasis, paralisis
respiratoria, vdmitos y diarreas producida por el consumo de la toxina que se produce en el
alimento en medios de Ph superiores a 4.5 en anaerobiosis y siendo termolabil perteneciente

al Clostridium botulinum a diferencia de las esporas que son termo resistentes.

» Giardiasis: es una enfermedad parasitaria causado por Giardia lamblia que presenta una
cuadro clinico de diarreas crdnicas, colicos abdominales, fatiga y pérdida de peso. La

transferencia se da por los quistes de un apersona a otra a traves de via ano-mano-boca.

» Amebiasis: es una enfermedad cuya sintomatologia es escalofrios, diarreas sanguinolentas
con moco. Se transmite por alimentos contaminados principalmente hortalizas rastreras,

falta de lavado de manos ademas de un proceso de contaminacién ano-mano-boca. (
CABALLERO Angel y CARDONA Marta.pp 245-258)

1.4.6. Contaminacion de los alimentos

Se puede mencionar cuatro tipos de contaminacion que pueden sufrir los alimentos entre las

cuales estan:

Contaminacion fisica
Se refiere a la presencia de materias 0 cuerpos extrafios, a continuacion se muestran unos

ejemplos:

Tabla 5-1: Agentes de contaminacion fisica

Magquinaria-Ambiente Pernos, tuercas, tornillos, trozos de
vidrio, virutas de madera y papel

Personal Joyas, botones, ufias, pelos, etc.
Envases Grampas, carton, etc.
Infestaciones Insectos, gusanos, cucarachas, etc.

Fuente: Tucuman 2010.Guia de elaboracién de quesos artesanales

Contaminacion quimica

Se refiere a la presencia de sustancias que pueden provocar la muerte o algin tipo de alteracion
en el organismo al ser ingeridas a través de los alimentos. Cabe recalcar que estas sustancias
nocivas llegan al alimento a través de dos formas:

Natural: toxinas que son secretadas por diferentes tipos d animales y vegetales.



No natural: sustancias toxicas que se incorporan a los alimentas en la produccidn, transporte y
comercializacion de los productos.

A continuacién tenemos algunos ejemplos:

Tabla 6-1: Agentes de contaminacion quimica

Fuente Agentes tipicos

Alimentos alterados por Toxinas
bacterias y hongos

Determinadas pantas, Toxinas
hongos, peces y mariscos
Operaciones de coccion Nitratos, nitritos, etc.
Operacion de limpieza Detergentes, desinfectantes
Control de plagas Venenos para ratas,
cucarachas, insecticidas
Cacerolas, tuberias Plomo, cobre, aluminio

Fuente: Tucuman 2010.Guia de elaboracién de quesos artesanales

Contaminacion microbioldgica
Es producida por agentes bioldgicos o seres vivos que se encuentran en los alimentos dentro de
los cuales tenemos bacterias, virus, hongos y parasitos que provocan cambios en el producto y

alteraciones de salud en el ser humano.

Contaminacion cruzada

Esta contaminacion es provocada por la migracion de cualquier tipo de agente bioldgico de una
determinada zona que esté contaminada o sucia a una zona limpia ya sea a través de la mano
del hombre o con ayuda de utensilios como tablas de picar los alimentos, toallas de cocina,

cuchillos, etc.

Prevencion de la contaminacion

Existen técnicas basicas y que no esta por demas el conocimiento de aspectos generales que se
debe tomar en cuenta para evitar la introduccién de cualquier tipo de contaminantes al interior
de los alimentos ocasionando cambios fisicos y quimico en su naturaleza y afectando la salud
del ser humano. La falta de cuidado por parte de los involucrados en la comercializacion
especificamente de queso fresco puede ocasionar una contaminacion alimentaria cuya solucion
estaria en una préctica y sencilla capacitacion al personal que labora, el cumplimiento de
normas y pardmetros establecidos como son normas internacionales de prohibicion de
utilizacion de joyas y materiales que pudieran ocasionar contaminacion, uso de vestimenta

idonea para las diferentes areas de trabajo.

Los contaminantes quimicos se pueden evitar a través de una correcta y adecuada nominacion y

uso de sustancias quimicas que se encuentren dentro del proceso de elaboracién de los alimentos
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para evitar equivocaciones al momento de requerir cualquiera de ellas, los manuales de
instrucciones y procedimientos en los diferentes procesos debe ser esencial la existencia ya que
en ellos tendran el apoyo para la correcta utilizacion de sustancias quimicas de uso delicado y
asi se podra evitar dafios irremediables. Existen materiales de cobre, aluminio que al momento
de ser utilizados en condiciones desfavorables pueden eliminar sustancias toxicas, las mismas
que se adhieren a los alimentos y provocan una inestabilidad de los productos de consumo
humano. Cuya solucién para este problema es el uso de material de acero inoxidable muy
conocido en la actualidad.

Los contaminantes bioldgicos requieren de condiciones Optimas de crecimiento para su
proliferacion caso contrario su crecimiento nulo u muy lento. La prevencion de las bacterias

supone controlar las siguientes condiciones:

Tiempo necesario para crecer

e Temperatura a que se le almacena o mantiene el alimento
e Acidez o Ph del alimento

e Actividad de agua

e Oxigeno en la atmosfera que rodea al alimento

e Compuestos quimicos: conservantes

e Destruccion (TUCUMAN 2010.)

Prevencion de contaminacion alimentaria

Se puede realizar métodos de trabajo para la prevencion de la contaminacion alimentaria como

son:

e Inspecciones sanitarias y re inspecciones: es decir realizar un control y dar seguimiento
continuo para comprobar el cumplimento de parametros de calidad sanitaria que el MSP
establezca.

e Muestreo: es para controlar la higiene de los alimentos que se realiza en loa laboratorios de
andlisis de los alimentos y de mucha importancia para los estudios de brotes de ETAS.

e Decomisos: es la accion de aislar o retirar la totalidad o una parte del producto alimenticio
que por su mala calidad sanitaria debido a contaminaciones o alteraciones que tengan los
mismos pueden ocasionar dafio a la salud del hombre.

e Educacion sanitaria: una de las actividades que no trae consecuencias, se lo pude realizar de
manera individual o mejor colectiva ya que se pueden intercambiar diferentes puntos de
vista y evidenciar de mejor manera la proteccion sanitaria de los productos brindando una

educacion de calidad a todos los miembros involucrados. Evitando tener conflictos con las



otras actividades de control que realizan las autoridades pertinentes. ( CABALLERO Angel y
CARDONA Marta.pp 265)

1.5. Métodos de identificacion de carga microbiana en quesos frescos

1.5.1. Placas Petrifilm

Las placas Petrifilm son medios de cultivo deshidratados sobre peliculas plasticas que contiene
compuestos selectivos, compuestos que gelifican en frio y colorantes para tefiir las colonias
facilitando su recuento e identificacion., usadas en laboratorios microbioldgicos e industrias
alimenticias, las mismas que estan compuestas por adhesivos, peliculas y nutrientes, para llevar
a cabo pruebas microbiolégicas rapidas, reproducibles, de alta eficiencia y facilidad para leer,
reduciendo errores como en los métodos tradicionales de agar. Las placas Petrifilm estandarizan
y facilitan procesos de ensayos al minimizar las horas en las pruebas microbiolégicas. (3M, 2016)

Existe una placa para cualquier prueba microbioldgica:
e Recuento de Aerobios

e Recuento de E.coli/Coliformes totales

Las Placas Petrifilm para el Recuento de E. coli y Coliformes Totales contienen nutrientes de
Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante soluble en agua fria, un indicador de actividad
Glucoronidasa y wun tinte indicador que facilita la enumeracion de las colonias.
Aproximadamente el 97% de las colonias de E. coli producen beta glucoronidasa la que a su vez
forma un precipitado azul asociado a la colonia. La pelicula superior atrapa el gas producido por
la fermentacién de la lactosa por parte de los Coliformes y E. coli. Cerca del 95% de las E. coli
producen gas, representado por colonias entre azules y rojo azuladas asociadas con el gas

atrapado en la Placa Petrifilm EC (dentro del didametro aproximado de una colonia).

La AOAC internacional y el Manual de Bacteriologia Analitica (BAM) de la US FDA definen
Coliformes como bacilos Gram negativos que producen &cido y gas de la fermentacion
metabolica de la lactosa. Las colonias de Coliformes en las Placas Petrifilm EC durante su
crecimiento van generando &cido, por lo que el indicador de pH va oscureciendo o
profundizando el color del gel. El gas queda atrapado alrededor de la colonia confirmando la

presencia de un coliforme.



El tiempo de incubacidn v la temperatura
varian segun el matodo. Los matodos
comunmeante aprobados son:

- AO0AC méetodo oficial 991.14

Para Coliformes:

Incubar 24 hrs. (+/= 2 hrs) a 35°C (+/f 1°C)
Para E. coli:

Incubar 48 hrs. (+/~ 2 hrs) a 35°C (+/ 1°C)
- AO0AC método oficial 998.08

Para E. cofi (carmes aves y mariscos)
Incubar 24 hrs. (+/~ 2 hrs) a 35°C (+/ 1°C)
- MNMK método 147.1993

FPara Coliformes:

Incubar 24 hrs. (+/~ 2 hrs) a 37°C (+/ 1°C)
Para E. coli:

Incubar 48 hrs. (+/- 2 hrs) a 35°C (+/- 1°C)

Figura 10-1: Temperaturas de incubacion para
Escherichia coli y coliformes

totales.
Fuente: 3M 2016

e Staph Express (para recuento de Staphylococus aureus)

El sistema de recuento 3M™ Petrifilm Staph Express consiste en una placa de recuento
Petrifilm Staph Express y un disco Petrifilm Staph Express. La placa de recuento Petrifilm
Staph Express contiene un sistema de medio de cultivo preparado. EI medio cromogénico de
Baird-Parker modificado de la placa es selectivo y diferencial para Staphylococcus aureus.
Staphylococcus aureus aparece como colonias rojo-violeta en la placa. Otras colonias que no

sean de color rojo-violeta también pueden aparecer en la placa (figura 5).

El disco Petrifilm Staph Express ha sido disefiado para la deteccion de las reacciones de
desoxiribonucleasa (DNasa) especificas de Staphylococcus aureus aislado en la placa de
recuento Petrifilm Staph Express; contiene azul-O toluidina que facilita la visualizacion de las
reacciones de DNasa. El disco Petrifilm Staph Express debe de usarse siempre gque aparezcan en

la placa otras colonias que no sean de color rojo-violeta.

e Recuento de Mohos y Levaduras

Las Placas Petrifilm son aprobadas por organismos internacionales, tales como:

e AOAC (ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTYS)

e AFNOR (ASOCIACION FRANCESA DE NORMALIZACION)

e NCIMS (U.S. GRADE A PASTEURIZED MILK ORDINANCE)

e CANADA-HEALTH PROTECTION BRANCH HPB (COMPENDIUM OF
ANALYTICAL METHODS)

e AUSTRALIA, NEW SOUTH WALES DAIRY TEST MANUAL. (3™, 2016)

1.5.2. Medios de cultivo convencionales



Un medio de cultivo es un conjunto de nutrientes, factores de crecimiento y otros componentes
que crean las condiciones necesarias para el desarrollo de los microorganismos. La diversidad
metabdlica de estos es tan grande que la variedad de medios de cultivo es enorme, no existiendo
un medio de cultivo universal adecuado para todos ellos, ni siquiera refiriéndonos a las bacterias

con exclusividad.

e Tipos de medios de cultivos

MEDIOS GENERALES. Son aquellos que permiten el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos.

MEDIOS DE ENRIQUECIMIENTO. Son aquellos que favorecen el crecimiento de u
determinado tipo de microorganismo sin llegar a inhibir totalmente el crecimiento de los demas.
MEDIOS SELECTIVOS. Son aquellos que permiten el crecimiento de un tipo de
microorganismos determinado, inhibiendo el desarrollo de los demas.

MEDIOS DIFERENCIALES. Son aquellos en los que se pone de manifiesto propiedades que

un determinado tipo de microorganismos posee. (UNIVERSIDAD DE GRANADA.2016.pp 4).

Agar Manitol Salado
Es un medio selectivo utilizado para aislar Staphylococcus, fundamentado en la tolerancia que
presentan a una concentracién elevada de cloruro de sodio. Ademas sirve como medio

diferencial de cepas fermentadoras de manitol como lo es Staphylococcus, aureus. (ALVAREZ,
Victoria, BOQUET, Ernesto, FEZ, Isabel. 1995, p.32)

Agar eosina - azul de metileno
Es un medio diferencial que se utiliza para las Enterobacteriaceae. La incorporacion de lactosa
en el medio permite diferenciar a los microorganismos que fermentan el azlcar de los que no lo

fermentan. La flora Gram positiva (excepto Streptococcus fecalis) es inhibida por los

colorantes. (ALVAREZ, Victoria, BOQUET, Emesto, FEZ, Isabel. 1995, p.32)

Agar verde bilis brillante (NMP)

La determinacion de microorganismos coliformes totales por el método del NUmero més
Probable (NMP), se fundamenta en la capacidad de este grupo microbiano de fermentar la
lactosa con produccion de acido y gas al incubarlos a 35°C + 1°C durante 48 h., utilizando un
medio de cultivo que contenga sales biliares. Esta determinacién consta de dos fases, la fase
presuntiva y la fase confirmativa. En la fase presuntiva el medio de cultivo que se utiliza es el
caldo lauril sulfato de sodio el cual permite la recuperacion de los microorganismos dafiados

gue se encuentren presentes en la muestra y que sean capaces de utilizar a la lactosa como



fuente de carbono. Durante la fase confirmativa se emplea como medio de cultivo caldo
lactosado bilis verde brillante el cual es selectivo y solo permite el desarrollo de aquellos
microorganismos capaces de tolerar tanto las sales biliares como el verde brillante.

La determinacion del nimero mas probable de microorganismos coliformes fecales se realiza a
partir de los tubos positivos de la prueba presuntiva y se fundamenta en la capacidad de las
bacterias para fermentar la lactosa y producir gas cuando son incubados a una temperatura de
44.5 + 0.1°C por un periodo de 24 a 48 h. Finalmente, la busqueda de Escherichia coli se realiza
a partir de los tubos positivos de caldo EC, los cuales se siembran por agotamiento en medios
selectivos y diferenciales (Agar Mac Conkey, Agar eosina azul de metileno) y posteriormente

realizando las pruebas bioquimicas bésicas (IMViC) a las colonias tipicas.(pp 4-9).

» Preparacion de medios de cultivo

En la actualidad, la mayoria de los medios de cultivo se encuentran comercializados;
normalmente bajo la forma de liofilizados a los que es preciso rehidratar. En estos casos la
preparacion del medio de cultivo se reduce sencillamente a pesar la cantidad deseada del mismo
y disolverla en agua destilada siguiendo las instrucciones del fabricante. Las sustancias
termolabiles, se esterilizan por filtracion y se afiaden al resto de los componentes después de que
estos hayan sido previamente esterilizados en el autoclave y enfriados a temperatura ambiente 6
a 40-50°C si se trata de medios con agar. Antes de su esterilizacién los medios liquidos se

reparten en los recipientes adecuados (tubos, matraces, etc.).

Si es un medio solido y se ha de distribuir en tubos o en matraces serd necesario fundir el agar
en bafio Maria u horno microondas, una vez fundido y homogenizado, se distribuye en caliente
a los tubos 6 matraces (no en placas Petri) se tapa y se esteriliza en la autoclave. Una vez
finalizada la esterilizacién los medios se dejaran enfriar a temperatura ambiente y en el caso de
medios sélidos contenidos en tubos deberan, en su caso, inclinarse para que al solidificarse

adopten la forma de agar inclinado o pico de flauta(slant) si tal es su finalidad.

Las placas de Petri se preparan vertiendo el medio fundido y estéril dentro de ellas y en un
ambiente aséptico (por ejemplo en la proximidad de la Illama de un mechero Bunsen) es
conveniente homogenizar el medio en el transcurso de la operacion para evitar que el agar
sedimente en el fondo del recipiente y no se distribuya por igual en todas las placas. También es
posible conservar el medio destinado a preparar placas Petri solidificado y estéril en tubos que
se fundiran al bafio Maria en el momento de la preparacion de las mismas. Los caldos y medios

solidos pueden conservarse, una vez esterilizados, a temperatura ambiente pero para reducir su



deshidratacion y el consiguiente cambio en las concentraciones de sus componentes es

preferible conservarlos a 4°C. (UNIVERSIDAD DE GRANADA.2016.pp 5).

1.5.3. Tincion Diferencial de Gram

Esta tincion diferencial utiliza de inicio un colorante primario (Cristal Violeta), el que va a tefiir
a todas las células, se realiza un lavado y se coloca en el segundo reactivo que es una solucion
de lugol, se lava nuevamente con agua, se decolora con alcohol etilico/acetona algunas células,
se escurre y se lava con agua y finalmente se coloca el cuarto y Gltimo colorante, la safranina
que es el colorante de contraste que tefiira las células recién decoloradas. Las bacterias Gram
positivas y Gram negativas se tefiirdn segin la constitucion de la estructura de las paredes

celulares. (NUNEZ Vanes. 2015, pp. 20-25).

La tincion propuesta por el médico danés Christian Gram en 1884, es una de las tinciones
diferenciales mas utilizadas en bacteriologia, que clasifica los cultivos bacterianos de menos de
24 horas en Gram positivas y Gram negativas. La reaccion de la tincion de Gram se basa en la
cantidad de peptidoglucano que se encuentra en las paredes celulares de estas bacterias. Las
bacterias Gram positivas tienen muchas capas de peptidoglucano, las cuales a su vez, sostienen
moléculas de acido teicoico. El acido teicoico reacciona con el cristal violeta y el yodo utilizado
en este proceso de tincion. Un complejo de las moléculas cristal violeta-yodo-acido teicoico es

muy dificil de remover.

Como la pared celular de las células Gram positivas retiene estos compuestos, es mas dificil
decolorar una célula Gram positiva que una Gram negativa. Una mezcla de alcohol remueve el
cristal violeta de la célula Gram negativa, pero no de la Gram positiva. Esta mezcla de alcohol
también disuelve mucho de la capa exterior de lipopolosacérido de la pared celular de la pared
Gram negativa, lo cual acelera la remocién del colorante primario cristal violeta de estas células.
Cuando otro colorante, usualmente safranina, se afiade, las células Gram positivas siguen de
color azul-violeta mientras que las Gram negativas absorben el color rojizo de la safranina. Al
final del procedimiento de tincion, las células Gram positivas serén del color del cristal violeta,
o colorante primario, y las células Gram negativas seran del color de la safranina que es el

colorante de contraste. (Disponible en:
http://biologiacelularmvz.wikispaces.com/file/view/Pr%C3%Alctica+3+Tinci%C3%B3n+de+Gram.pdf)

1.6. Mercado “SAN ALFONSO “

1.6.1. Ubicacion



Mercado San Alfonso, RIOBAMBA, CHIMBORAZO se encuentra ubicado en la parroquia

RIOBAMBA del canton RIOBAMBA perteneciente a la provincia CHIMBORAZO, Ecuador
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Figura 11-1: Mapa de ubicacién del mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba
Fuente: Disponible en: http://www.ecuador-local.com/riobamba/mercado/mercado-san-alfonso

Con una atencién de domingo a domingo desde las 7:00 hasta las 18:00, los comerciantes que
laboran dan lo mejor de si para sus clientes ofreciendo productos frescos.

1.6.2. Descripcion

El mercado de San Alfonso, donde lo sabados acuden los habitantes de la region a intercambiar

sus productos, en un trasiego de gentes y mercancias, lleno de colores, olores, ruidos de
comerciantes en el Mercado.
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Figura 12-1: Mercado San Alfonso de la

ciudad de Riobamba
Fuente: MENDOZA Cesar .UFAP Comunicacién Social
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CAPITULO II

2. MARCO METODOLOGICO

2.1. Poblacion de Estudio y Localizacion del Muestreo

La zona de estudio esta ubicada en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba,
provincia de Chimborazo, es aqui donde se efecttio los muestreos.
En la seccion de productos lacteos del mercado se recolecto siete muestras, considerando cada

uno de los puestos de comercializacién aproximadamente a las nueve de la mafiana.

Para la ejecucion del analisis microbioldgico se realizo en:

e LUGAR: Laboratorio de Analisis Bioquimicos y Bacteriolégico - Facultad de Ciencias -
Escuela Superior Politécnica de Chimborazo.

e CANTON: Riobamba

e PROVINCIA: Chimborazo.

2.2. Materiales, Equipos y Reactivos

Tabla 1-2: Materiales, Equipos y Reactivos de laboratorio

Materiales Mandil
Cofia
Guantes desechables
Mascarilla
Celular con camara
Marcador
Algoddn
Toallas adsorbentes
Alcohol industrial
Envases de vidrio estériles de 100MlI
Cooler con bloques de hielo
Baja lenguas
Pipetas fijas de 1000uL
Cinta testigo
Puntas azules
Placas 3MM Petrifilm Aerobios mesofilos
Placas 3M ™ Petrifilm E. Coli-Coliformes totales
Hisopos de algodon
Placas 3M™ Petrifilm Staph Express
Discos STX
Asa de platino
Papel aluminio
Matraces de 100,500 mL
Maski
Hojas de papel bond



Lampara de alcohol

Reverbero

Agar Eosina Azul de Metileno

Agar PCA

Agar Manitol Salado

Erlenmeyer de 500 mL

Filtros

Probeta de 50, 100 ,500 mL

Cajas Petri

Placas portaobjetos

Parafilm

Equipos Céamara de flujo laminar

Estufa bacteriol6gica

Microscopio

Autoclave

Reactivos Agua destilada

Kit de Tincién Gram:
- cristal violeta

- lugol

- alcohol-acetona
- safranina

Elaborado por: Jessica Haro

2.3. Métodos y Técnicas

Preparacion de

Preparacion las Diluciones

de las 1/10,
Muestreo | 3 - L & soluciones 1/100,1/1000

madres respectivamente

de cada muestra.

Aerobios
mesofilos,E.c
oliy Siembra en Siembra por
coliformes placas el metodo
totales y Petrifilm NMP
Staphilococu
S aereus.

Incubacion
por 24 0 48
horas
dependiendo
el caso a
37°C

. Codificacion
de las placas

Siembra en
medios
convencionales
para la
confirmacion
manitol,PCA y
EAM.

Reporte de
resultados.

Reportar
resultados

Grafico 1-2: Esquema del proceso de analisis microbiol6gico
Elaborado por: Jessica Haro

El método utilizado para el conteo de microorganismos es en Placas Petrifilm por siembra

directa.
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2.3.1. Muestreo

Para el plan de muestreo se tomo referencia la norma técnica Ecuatoriana de Leche y productos
lacteos, muestreo NTE INEN 0004:1984; y realizando en condiciones asépticas la toma de
muestras en los puestos de comercializacion de quesos. Recoger las muestras de quesos frescos
en fundas Ziploc y codificar.

. —————— N
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ETAPAS DEL MUESTREO
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- Mowstras ubsrreseritr an para ol eraevo Qubrrico

Figura 1-2:Etapas del muestreo
Fuente: ECOTECH

Para productos envasados o empacados en recipientes o unidades pequefias, cada muestra
debera formarse extrayendo al azar el nimero de unidades o recipientes indicados en la Tabla 2-

2: cada unidad o envase constituira una unidad de muestreo.

Tabla 2-2: Muestreo para unidades pequefias

Tamario del lote Unidades para muestreo
menos de 100 1
101 - 1000 2
1001 - 10 000 3
mas de 10 000 *

* 4, mas 1 por cada 2 500 unidades adicionales o fraccién de tal cantidad

Fuente: NTE INEN 0004(1984)

Condiciones pequefias al muestreo:
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o Debera fijarse a cada muestra una tarjeta que incluya un nimero de identificacién y la fecha
de muestreo.

e Los envases 0 empaques que contengan las unidades de muestreo deberan sellarse y
marcarse con las rubricas de las partes interesadas, y debera suscribirse una acta de
muestreo que incluya la siguiente informacién:

a) numero de la norma INEN de referencia: INEN 4.

b) nimero de identificacion de la muestra,

c) fecha de muestreo,

d) nombre del producto y marca comercial,

e) identificacion del lote o de partida;

f) masa o volumen total del lote o de la partida;

g) numero de unidades de muestreo obtenidas;

h) lugar de procedencia del producto,

i) lugar de toma de las muestras,

j) observaciones que se consideren necesarias, y

k) nombres, firmas y direcciones de las partes interesadas.

e Las tres muestras deberan destinarse, respectivamente, al fabricante o distribuidor, a un
laboratorio de analisis y a la entidad que deba actuar en caso de discrepancia.

o La muestra destinada al laboratorio debera enviarse tan pronto como sea obtenida, tomando
precauciones durante el transporte para que no haya exposicion directa del producto a la luz
y para que la temperatura no sea menor de 0°C ni mayor de 10°C. Cuando las muestras sean
destinadas a examen microbioldgico, debera usarse un recipiente aislado que permita
mantener una temperatura comprendida entre 0°C y 5°C, excepto en el caso de productos
lacteos en conserva envasados en sus recipientes originales, o en el caso de distancias cortas
de transporte. Las muestras de queso deberdn mantenerse en condiciones que eviten la
separacion de grasa o humedad, y el queso fresco debera mantenerse siempre a una

temperatura comprendida entre 0°C y 5°C.(NTE INEN 004-1984)

2.3.2. Analisis microbiolégico

2.3.2.1. Siembra en placas Petrifilm (por triplicado)

El analisis microbioldgico inicia con la desinfeccion de la camara de flujo, con ayuda del UV,

por unos 30 minutos aproximadamente.

Preparacion de la muestra



Desinfectar el area de trabajo con alcohol o tego.

Codificar los envases de vidrio en donde se colocara la muestra.

Retirar la muestra del queso fresco de la funda ziploc y de la funda de envase.

Pesar 10 g de queso fresco en el envase de vidrio de cada una de las muestras a analizar.
Anadir 90 mL de agua de peptona a los gramos de queso, “Solucion madre”.
Homogenizar.

Esperar 15 minutos aproximadamente hasta que se sedimente.

Del sobrenadante tomar 1000 pL + 9 mL de agua de peptona. (1/10)
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Homogenizar
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. De la solucién anterior tomar 1000 pL + 9 mL de agua de peptona. (1/100)
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. De la solucion anterior tomar 1000 pL + 9 mL de agua de peptona. (1/1000)
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. De esta Gltima dilucién tomar 1000 pyL y sembrar en los respectivos medios para el

crecimiento de unidades formadoras de colonias.

Inoculacién de placas

1. Se coloca la Placa 3M Petrifilm en una superficie lisa y plana.

2. Se levanta la lamina superior y con una pipeta se agrega perpendicularmente 1 ml de la
muestra en el centro de la lamina inferior.

3. Sesuelta la ldmina superior sobre la muestra, para evitar la formacion de burbujas de aire.

4. Se coloca el 3M Petrifilm Difusor, de la parte lisa contar el centro de la Placa 3M Petrifilm.
Se presiona suavemente el centro del 3M Petrifilm Difusor, para distribuir homogéneamente
la muestra.

5. Se retira el 3M Petrifilm Difusor y se deja reposar la Placa 3M Petrifilm por lo menos 1
minuto para permitir que se forme el gel. (3M, 2016)



, [ Siembra ]

\ -~

1 Dispaner Ia placa Petrifim en una superficie 2 Pipetear 1 mi de muestra al centro aproxima- qQ Softar el film superior y dejario caer. No desli-

plana. Levantar el film superior. damente del film inferior. Mantener & pipeta 2zar el film hacia abajo.
en posicion vertical. No tocar el film inferior
mientras se pipetea.
-
Colocar el aplicador en el film superior bien 5 Aplicar presion de manera suave sobre el apli- B Levantar el aplicador. Esperar 1 minuto para
centrado sobre el indculo. Usar el aplicador cador para distribuir e indculo por toda la zona que se solidifique el gel
con la cara rebajada hacia abajo (cara lisa circular. No mover ni girar ef aplicador.
hacia arriba).
rYa —
[ Incubacion ] [ Interpretacion ]
Q. =3

S0y

7 Incubar las placas Petrifilm cara amiba y apila- 8 Leer las placas. Usar un lector de placas 3M™
das en grupos de no mds de 20 placas. Incubar Petrifilm™ contador de colonias estandar Que-

a 30 +/-1°C durante 72 +/-2 horas para cual- bec u otros. No usar luz de fondo para fa lectu-
quier tipo de alimento. Consultar otras condi- ra de esta placa, usar luz directa. Consultar la
ciones particulares de incubacién. Guia de Interpretacion para leer los resultados.

Figura 2-2:Instrucciones de uso de placas Petrifilm

Fuente:3M Petrifilm 2016

Incubacion

Se Incuba las Placas 3M Petrifilm en posicion horizontal con la zona transparente hacia arriba
en pilas de no mas de 20 placas. Se pueden utilizar varios tiempos y temperaturas de incubacion

segun los métodos de referencia locales actuales. (3M, 2016)

Interpretacion

Las Placas 3M Petrifilm se pueden contar usando una lupa. Se debe realizar el recuento de todas
las colonias de color independientemente del tamafio o la intensidad. (3M, 2016)

Terminado el periodo de incubacion , se cuantifica las unidades formadoras de colonias; para la
deteccion de coliformes totales(colonias rojas y azules con gas) se incuba a 24 horas (+ 2 horas)
a 35° (= 1 °C); y para Escherichia coli(colonias azules con gas) se incuba a 48 horas (+ 2 horas)
a35°(x1°C).
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Cuantificar las colonias y calcular el recuento de UFC; mediante el calculo del recuento de
Escherichia coli y coliformes totales utilizando el factor de correlacion que es el numero de
colonias por el factor de dilucion.

Una vez transcurrido el periodo de incubacion en la estufa, se cuantifica las unidades
formadoras de colonias color rojo-violeta si en placa se aprecia este tipo de colonias la prueba se
completa; teniendo en cuenta que para la deteccion de Staphylococcus aureus se incuba a 35 °C
+1°C 0637 °C 1 por 24 horas (+ 2 horas) a 35°. De existir la presencia de colonias diferentes
de rojo-violeta como negras o azul-verdosas, se procede a utilizar el disco de confirmacion
Staph Express Petrifilm; se incuba la placa con el disco de confirmacion de 1 a 3 horas a 35°C
+1°Coa37°Cz=l°C.

Cuantificar las colonias y calcular el recuento de UFC; mediante el calculo del recuento de
Staphylococcus aureus utilizando como factor de correlacién que es el nimero de colonias por

el factor de dilucion.

2.3.2.2.. Siembra en agar Manitol

Se suspende 10,8 g de medio deshidratado en 1 litro de agua destilada. Se mezcla
vigorosamente. Se calienta agitando frecuentemente y hervir durante 1 minuto para disolver
completamente los ingredientes. Ajustar pH a 7,4 £ 0,2. Se esteriliza a 121°C durante 15
minutos. Se deja enfriar hasta una temperatura entre 40-45°C y se verte en placas estériles y se
deja solidificar a temperatura ambiente antes de su utilizacion.

Prueba utilizada para la confirmacién de cocos Gram positivos como es Staphylococcus aereus

observando la fermentacion en el medio de cultivo.

2.3.2.3. Siembra en agar Eosina Azul de Metileno

Se suspende 37,5 g en 1 litro de agua destilada, se calienta y se agita hasta ebullicion y hervir
durante 1 minuto. No sobrecalentar. Ajustar a pH 7,2 £ 0,2 y esterilizar a 121°C durante 15
minutos.

Prueba utilizada para la confirmacion de bacilos Gram negativos como es Escherichia coli
observando la presencia de colonias de color verde metélicas caracteristicas de la presencia de

este microorganismo.

2.3.2.4. Siembra en agar PCA



Se mide 1 ml con pipeta estéril de la dilucion a sembrar, se vierte la misma en una placa de
Petri, levantando lo menos posible la tapa. Agregar 10 a 12 ml de medio APC fundido y a una
temperatura no mayor de 45°. Tapar rapidamente e imprimir a la placa movimientos circulares
suaves en un sentido y otro (aproximadamente 5 veces cada sentido). Dejar solidificar, invertir

la placa de manera que la tapa quede en la base, y llevar a estufa de cultivo a 30°C.

El tiempo de incubacion es de 72 +/- 2 hs. Transcurrido dicho periodo, efectuar la lectura. Cada
una de las células aisladas dara lugar, después de la incubacion correspondiente, a una colonia,
de forma que el nimero de éstas nos permitird estimar el nimero de células presentes en la
muestra original sembrada. Para que el sistema de recuento en placa tenga validez estadistica, es

necesario contar entre 30 y 300 colonias con objeto de disminuir el error de la medida.
(UNIVERSIDAD TECNOLOGICA NACIONAL.2009)

Prueba utilizada para la confirmacién de cocos Gram positivos como es Staphylococcus aereus

observando la fermentacion en el medio de cultivo.

2.3.2.5. Siembra por el metodo NMP en agar verde bilis brillante

Preparacion del medio verde bilis brillante los
tubos Durhan invertidos conteniendo 9 mL de
agar y el medio previamente autoclavado.

Se codifica la serie de tubos es decir tres
tubos por cada muestra para las diluciones
1/10,1/100y 1/1000

Siembra y reporte de resultados

Grafico 2-2:Esquema del proceso de siembra
Fuente:Jessica Haro
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Figura 3-2:Metodologia para la determinacion de coliformes(NMP)
Fuente: INEN, 1990.

2.3.3. Tincién Gram

Una vez estabilizado el aislado bacteriano, realizar la tincién Gram con cada una de las
colonias:
1. Tomar una pequefia muestra de la cepa y diluirla en la solucién salina colocada en el porta
objetos.
Con ayuda del mechero fijar la muestra, sin calentar mas de lo que la mano puede soportar.

Colocar cristal violeta esperar 1 minuto y enjuagar.

2

3

4. Colocar lugol esperar 1 minuto y enjuagar.

5. Colocar alcohol cetona esperar 50 segundos y enjuagar.
6. Colocar safranina esperar 1 minuto y enjuagar.

7

Secar la muestra y observar en el microscopio a 100X.
(OCARA Evelyn.2015.ESPOCH).

Si después de realizar tincién Gram las bacterias desarrolladas en la placa, resultan como cocos
Gram Positivos, se confirma que las mismas corresponden a bacterias del genero

Staphylococcus.



3. MARCO DE RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Los resultados presentados en

determinaciones microbioldgicas de cada uno de los muestreos que se realizé en los siete
puestos de comercializacion de quesos, se obtuvieron tres muestras tomadas tres sédbados

consecutivos de cada uno de los puestos de expendio del mercado San Alfonso de la ciudad de

CAPITULO Il

Riobamba perteneciente a la provincia de Chimborazo.

3.1. Analisis de Bacterias Aerobios mesofilos

las tablas corresponden a valores obtenidos en

Tabla 1-3:Recuento de Bacterias Aerobios Mesofilos

05-12-2015 M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
12-12-2015 M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7
19-12-2015 M1
M2
M3
M4
M5
M6
M7

Fuente:Jessica Haro

0

8x10°
1.3x10*
1x10*
1.3x10*
5x10°
5.4x10°
2.6x10°
6x10°
1.3x10°
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8x10°

1.2x10°

5x10*
7.1x10°
1.4x10°
5.7x10°
7.3x10°

6.29x10°

4.96x10°

1.43x10°
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Grafico 1-3:Recuento de bacterias aerobios meséfilos en placas Petrifilm 3M
Fuente:Jessica Haro

En el grafico 1-3 se puede observar claramente la presencia de aerobios mesdéfilos en el queso
fresco comercializado en el mercado de San Alfonso, en la primera fecha de muestreo se
encontrd 6,29 x 10° UFC/ml, valores que difieren significativamente de la presencia de
microorganismos en el segundo y tercer muestreo puesto que en el segundo y tercer muestreo se
registré 4,96 x 10°y 1,43 x 10° UFC/ml, debiéndose sefialar que las dos Gltimas semanas de

evaluacion se determind una alta carga microbiana en los quesos.

Porcentajes de bacterias
aerobios mesofilos de acuerdo a
la marca de %Heso

11%
M7 M2

34% 12%

M3
6%

Mé M5
18% 4%

Grafico 2-3:Porcentajes de bacterias aerobios mesoéfilos

de acuerdo a la marca de queso.
Fuente:Jessica Haro

En el grafico 2-3 se muestra la presencia de aerobios mesofilos en porcentajes en el queso
fresco comercializado en el mercado de San Alfonso en funcién de las marcas analizadas, la
muestra nimero siete indica un 34% siendo el valor mas alto de contaje de bacterias , la

muestra nimero seis presenta el 18%, en la muestra nimero cuatro se encontré un 15%, la
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muestra numero dos muestra el 12%,la muestra nimero uno indica un 11%,la muestra nimero
tres sefiala un 6% y por Gltimo la muestra cinco indica un 4% de presencia de aerobios
mesofilos, indicando que en este caso la muestra siete tiene un alto porcentaje de bacterias
aerobios mesofilos esto quiza se deba a un proceso de mala practica higiénica en el proceso de

elaboracién o de comercializacion.

Nubia Vasquez, Luis Duran y colaboradores en el 2012 en Venezuela, realiz6 un estudio sobre
las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del queso blanco encontrdndose un valor de
bacterias aerobios mesofilos de (302 x 10° - 28 x 10° UFC/mL) valores que son superiores a los
establecidos en las normas venezolanas COVENIN 938-(83), de esta manera concluyeron que
los pardmetros microbioldgicos de los quesos expendidos en este estado son deficientes
pudiendo ser un riesgo para la salud de la poblacién. Comparando con los resultados obtenidos
(6.29 x 10°, 4.96 x 10°,1.43 x 10° UFC/mL) de esta investigacion son similares lo que muestra
gue estos productos estdn altamente contaminados y atentan a la salud del consumidor

caracterizandose por ser productos muy susceptibles de contaminacion.

Avyala Luis, Ramirez Fanny, Mayo 2013 Abril 2014 Vol.1 No.1 99-102, realiz6 un estudio del
analisis microbioldgico de queso fresco tipo ranchero producido artesanalmente en el municipio
de Petatlan, Guerrero encontrando como resultado de su investigacion (8.21 x 10° UFC/mL) de
bacterias aerobios meséfilos lo que se podria indicar que hubo un mal manejo en la materia
prima y en el procesamineto no se observo las condiciones higiénicas aptas e indica este estudio
que en la Sierra se elabora productos lacteos con leche sin pasteurizar . Una carga microbiana
alta afecta a la calidad del producto por lo tanto a estabilidad y vida util del mismo lo cual
habria un deterioro rapido de queso fresco.Los resultados obtenidos en esta investigacion
muestran expotenciales de 10° UFC/mL hasta 10° UFC/mL observando claramente que la
contaminacion es inferior a la presentada en el foro de alimentos de estudios realizados por
Guerrero . Sin embargo estos datos muestran que hay contaminacion alta y estan fuera de los

rangos establecidos por las normas de control.

Ronald Maldonado y Luis Llanca, realizaron un estudio de la calidad del queso de mano
comercializado en el municipio Girardot, estado Aragua, Venezuela, en donde el conteo de
mes6filos aerobios fue de 4,3x10° UFC/ mL lo que muestra que estos valores estan por encima
de los valores establecidos en las normas Venezolanas Ilamadas COVENIN, esto implica una
variacion significativa y acarrearia problemas de salud publica grandes. Los valores obtenidos
en el presente estudio son de (6.29 x 10°, 4.96 x 10°,1.43 x 10° UFC/ mL) mostrandose
inferiores a comparacion del estudio realizado en Venezuela sin embargo son altos para los

valores de referencia en las normas INEN establecidas en Ecuador esto se podria darse debido a



las malas condiciones de almacenamiento que manejan los comerciantes y a factores

ambientales que afectan la naturaleza del queso fresco.

La presencia de bacterias aerobios mesofilos en quesos frescos en la investigacion fueron (6.29
x 10% 4.96 x 10°,1.43 x 10° UFC/ mL) valores que indican la media de cada uno de los
muestreos que se realizo, lo que refleja una mala higiene y manipulacion del producto. Segun la
norma NTE INEN 1528(2012) en los requisitos microbiol6gicos para quesos frescos no
madurados , indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad es 2 x 10° UFC/
mL de Entero bacteridceas parametro en el cual estan involucradas las bacterias en analisis y el
indice méximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad es de 2 x 10° UFC/ mL lo
gue se demuestra claramente que los resultados estdn por encima de los valores de referencia
establecidos lo que implica que los quesos frescos comercializados en el mercado San Alfonso
de la ciudad de Riobamba no estan aptos para el consumo humano y posiblemente se deba a una
mala précticas de condiciones asépticas en la elaboracién del producto, mal almacenamiento

entre otros.

3.2. Analisis de Bacterias Coliformes totales y Escherichia coli

Tabla 2-3:Recuento de Bacterias Coliformes totales y Escherichia coli

Fecha de

Numero Unidades Unidades Formadoras Media Media

muestreo de Formadoras de de Colonias de E.coli Coliformes
muestra Colonias de Coliformes totales
E.coli(UFC/mL) totales(UFC/mL)
05-12-2015 M1 0 0 1.13x10* 4.19x10*
M2 0 0
M3 0 0
M4 4.9x10* 9x10*
M5 0 3x10°
M6 0 1.49x10°
M7 3x10* 5.1x10*
12-12-2015 M1 1.2x10° 2.5x10° 3x10* 1.19x10°
M2 0 1x10*
M3 0 1.6x10°
M4 9x10* 1.8x10°
M5 0 1x10*
M6 0 1.1x10°
M7 0 1.1x10°
19-12-2015 M1 1x10* 2x10°  1.46x10° 2.29x10°
M2 0 1.1x10*
M3 5x10* 0
M4 7.1x10* 1.3x10°
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M5 0 1.4x10°

M6 5.7x10° 2.2x10*

M7 3.2x10° 4x10*
Fuente:Jessica Haro

Presencia de E.coli en funcion
del periodo de valuacion
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Grafico 3-3:Recuento de bacterias Escherichia coli en
placas Petrifilm 3M

Fuente:Jessica Haro
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Grafico 4-3:Recuento de bacterias coliformes totales en
placas Petrifilm 3M

Fuente:Jessica Haro

En el grafico 3-3 se puede observar claramente la presencia de Escherichia coli en el queso
fresco comercializado en el mercado de San Alfonso, en la primera fecha de muestreo se
encontré 1,13 x 10* UFC/ml, valores que no difieren significativamente de la presencia de
microorganismos en el segundo y tercer muestreo puesto que se registrd 3,00 x10*y 1,46 x10°
UFC/ml. Mientras que en el grafico 3-4 se puede observar claramente la presencia de coliformes
totales en la primera fecha de muestreo se encontrd 4,19 x 10* UFC/ml, valores que no difieren
significativamente de la presencia de microorganismos en el segundo y tercer muestreo puesto

que en el segundo y tercer muestreo se registré 1,19 x10° UFC/ml y 2,29 x 10° UFC/ml.
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Debiéndose sefialar que la primera y segunda semana de evaluacion se determiné una similar
carga microbiana en los quesos, y la tercera semana una alta carga microbiana pero que no
difiere de la primera y segunda , esto quiza se deba a que estos productos fueron procedentes
de fabricas lacteas donde hubo una contaminacion con materia fecal de dudosa procedencia. Por

lo tanto estaria en malas condiciones para el consumidor.

Porcentaje de Escherichia coli de acuerdo a la
marca de queso

=M1
= M2
= M3

M4
m M5
= M6

u M7

Grafico 5-3:Porcentajes de Escherichia coli de acuerdo a la marca de queso.
Fuente:Jessica Haro
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Grafico 6-3:Porcentajes de coliformes totales de acuerdo a la marca

de queso.
Fuente:Jessica Haro

En el grafico 5-3 se muestra la presencia de Escherichia coli en porcentajes en el queso fresco
comercializado en el mercado de San Alfonso en funcién de las marcas analizadas, la muestra
nimero seis indica un 43% siendo el valor mas alto de contaje de bacterias , la muestra
numero siete presenta el 27%, en la muestra nimero cinco y dos no se encontré la presencia de
este tipo de bacterias, indicando que en este caso la muestra seis tiene un alto porcentaje de

E.coli esto quiza se deba a un proceso de contaminacion con materia fecal ya sea de humanos o
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animal que generalmente sucede al momento del ordefio y no elaboran los productos con leche

pasteurizada.

En el grafico 6-3 se muestra la presencia de coliformes totales pardmetro indicador de la
totalidad de bacterias coliformes es decir de la familia Entero bactericeas representado
graficamente en porcentajes en el queso fresco comercializado en el mercado de San Alfonso,
en funcion de las marcas analizadas, la muestra numero cinco indica un 52% siendo el valor
mas alto de contaje de bacterias , la muestra nimero cuatro presenta el 15%, en la muestra
namero seis se encontr6 un 10%, la muestra nimero uno muestra el 9%,la muestra nimero siete
indica un 7%,la muestra nimero tres sefiala un 6% y por Gltimo la muestra dos indica un 1% de
presencia de coliformes totales , indicando que la marca nimero cinco tiene un alto porcentaje
de bacterias coliformes totales, aclarando que no siempre los coliformes totales son indicativos
de contaminacidn fecal ya que incluye a todos los géneros inmersos en este grupo de bacterias
se presume que se deba a contaminacion por otro tipo de bacterias que no fueron analizados
pero nos da una vision de la cantidad de microorganismos presentes y un enfoque a tomar

medidas de control urgente.

Nubia Vasquez, Luis Duran y colaboradores en el 2012 en Venezuela, realizaron un estudio
sobre las caracteristicas fisicoguimicas y microbioldgicas del queso blanco encontrandose un
valor de Escherichia coli de (1,3 x 10* - 40 UFC/mL) valores que son superiores a los
establecidos en las normas venezolanas COVENIN 938-(83), de esta manera concluyeron que
los parametros microbiol6gicos de los quesos expendidos en este estado son deficientes
pudiendo ser un riesgo para la salud de la poblacion. Comparando con los resultados obtenidos
que son (1.13 x 10* 3 x 10*,1.46 x 10° UFC/mL) de esta investigacion son similares lo que
muestra que estos productos que estan altamente contaminados y atentan a la salud del
consumidor. Ademas se muestra un contaje de coliformes totales de (104 - 102 UFC /mL) en el
estudio y comparendo con los datos obtenidos de este estudio (4,19 x 10%, 1,19 x 10°, 1,19 x 10°

UFC /mL) son datos relativamente altos lo que muestra algun tipo de alteracion en el producto.

Ayala Luis, Ramirez Fanny, Mayo 2013 Abril 2014 Vol.1 No.1 99-102, realizaron un estudio
del analisis microbiol6gico de queso fresco tipo ranchero producido artesanalmente en el
municipio de Petatlan, Guerrero encontrando como resultado de su investigacion ( 6.89 x 10°
UFC /mL) de bacterias coliformes totales lo que se podria decir que hubo un mal manejo en la
materia prima y en el procesamineto , no se observo las condiciones higiénicas aptas e indica
este estudio que en la Sierra se elabora productos lacteos con leche sin pasteurizar . Una carga
microbiana alta afecta a la calidad del producto por lo tanto a estabilidad y vida util del mismo

lo cual habria un deterioro rdpido del queso fresco. Los resultados obtenidos en esta



investigacion muestran expotenciales de 10* UFC /mL hasta 10° UFC /mL observando
claramente que la contaminacion es inferiror a la presentada en el foro de alimentos de
Guerrero. Sin embargo estos datos muestran que hay contaminacion alta de diferente origen ya
que este parametro nos indica que necesariamente fue contaminacion fecal y estan fuera de los

rangos establecidos por las normas de control.

La presencia de E.coli y coliformes totales en quesos frescos en la investigacion fueron (1.13 x
10%, 3 x 10*,1.46 x 10° UFC/mL); (4,19 x 10% 1,19 x 10° 1,19 x 10° UFC/mL) valores que
indican la media de cada uno de los muestreos que se realizd, lo que refleja una contaminacion a
lo largo del proceso de elaboracion presumiendo que fue ser fecal o no necesariamente debido a
una mala higiene y manipulacion del producto. Segln la norma NTE INEN 1528(2012) en los
requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados él indice maximo permisible para
identificar nivel de buena calidad es menor a 10 UFC/mL de E.coli y el indice maximo
permisible para identificar nivel aceptable de calidad es de 10 UFC/mL lo que se demuestra
claramente que los resultados estan por encima de los valores de referencia establecidos lo que
implica que los quesos frescos comercializados en el mercado San Alfonso de la ciudad de
Riobamba no estan aptos para el consumo humano y posiblemente se deba a una mala préacticas
de condiciones asépticas en la elaboracién del producto, mal almacenamiento entre otros;
Ademas para confirmar la presencia de E.coli se realiz6 la siembra en agar Eosina Azul de
metileno y para coliformes totales se realiz6 la siembra por el método del nimero més probable
(NMP).

Pruebas confirmatorias

Para una mejor interpretacion de resultados y facil comprension del trabajo Gnicamente se

realizo las pruebas confirmatorias para la muestra M1, M3 y M6.

v Siembra en agar Eosina Azul de metileno

Tabla3-3:Recuento de Echerichia coli en agar EMB

muestra (UFC)

Fecha de muestreo  Numero de Unidades Formadoras de Colonia

05-12-2015 M1 Incontables(colonias verdes metalicas)
12-12-2015 - -
19-12-2015 M3 Incontables(colonias verdes metalicas)

M6 Incontables(colonias verdes metalicas)

Fuente:Jessica Haro
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Con la observacion macroscopica de las colonias verdes metalicas y descrito en la tabla 3-3 de
resultados de recuento de E.coli en agar EMB en las placas Petri se pudo confirmar la presencia
de Escherichia coli caracteristica propia de este tipo de bacterias y confirmando el analisis en
las placas Petrifilm para mayor seguridad del estudio realizado. Segtin Alvarez y Boquet el agar
Eosina azul de metileno es un medio diferencial de Enterobacteriaceée y permite diferenciar los

microorganismos que fermentan el azlcar de los que no fermentan.

v' Siembra por el metodo del numero mas probable(NMP)

Tabla4-3:Resultados de coliformes totales por el metodo NMP

1/10  1/100 1/1000

05-12- M1 1 0 0 4
2015 M3 1 0 0 4
M6 1 0 1 7
12-12- M1 1 1 1 11
2015 M3 1 1 1 11
M6 1 1 1 11
19-12- M1 1 1 0 7
2015 M3 0 1 1 6
M6 1 0 1 7

Fuente:Jessica Haro

La tabla 4-3 muestra los resultados obtenidos de coliformes totales en el queso fresco del
mercado San Alfonso, confirmandose la presencia de estas bacterias perjudiciales para la salud
del ser humano lo que implica que los procesos de elaboracion de productos lacteos no se estan
haciendo como deberian hacerse bajo las BPM para que sea un producto inocuo y de
calidad.Comparando con el estudio realizado por Candida Diaz y Bedirva Gonzales de Garcia
en quesos frescos en Venezuela que ha realizado la confirmacion en caldo verde bilis brillante y

concluye que existe una contaminacion por encima de los valores establecidos.

3.3. Analisis de Staphylococcus aereus

Tabla 5-3:Recuento de Staphylococcus aereus

Fecha de muestreo  Numero de Unidades Media
muestra Formadoras de

Colonias(UFC/mL

05-12-2015 M1 0 4.29 x 10°

M2 0

M3 0

M4 6x10°

M5 1.5x10*

M6 4x103

ol



5x10°
12-12-2015 7x10* 1.73 x 10°
0
1.3x10°
5.4x10°
3x10°
7x10*
1x10°
19-12-2015 1x10° 6.99 x 10*
0
1.2x10°
5x10*
0
4.3x10°
7x10°
Fuente:Jessica Haro
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Grafico 7-3:Recuento de Staphylococcus aereus en placas Petrifilm 3M
Fuente:Jessica Haro

En el gréfico 7-3 se puede observar claramente la presencia de Staphylococcus aereus en el
queso fresco comercializado en el mercado de San Alfonso, la primera fecha de muestreo se
encontré 4,29 x 10° UFC/ml, valores que difieren significativamente de la presencia de
microorganismos en el segundo y tercer muestreo puesto que en el segundo y tercer muestreo se
registré 1,73 x10° y 6.99 x10" UFC/ml, debiéndose sefialar que las dos Ultimas semanas de
evaluacion se determiné una alta carga microbiana en los quesos, esto quiza se deba a que estos
productos fueron procedentes de fabricas en las cuales no existe la asepsia necesaria para la
produccion de alimentos inocuos de consumo apto .
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Porcentaje de Staphylococcus aereus en dependencia
de la marca

Grafico 8-3:Porcentajes de Staphylococcus aereus de acuerdo a la marca de queso.
Fuente:Jessica Haro

En el grafico 8-3 se muestra la presencia de Staphyloccoccus aereus en porcentajes en el queso
fresco comercializado en el mercado de San Alfonso en funcién de las marcas analizadas, la
muestra nimero cuatro indica un 34% siendo el valor mas alto de contaje de bacterias , la
muestra nimero seis presenta el 29%, en la muestra nimero cinco se encontré un 18%, la
muestra nimero tres muestra el 8%,la muestra niimero siete indica un 7%,la muestra nimero
uno sefiala un 4% y por Gltimo la muestra dos no indica la presencia de Staphylococcus aereus ,
indicando que la muestra cuatro tiene un alto porcentaje de Staphylococcus aereus esto quiza se
deba a un proceso de mala practica higiénica en el proceso de elaboracion o de

comercializacion.

Nubia Vasquez, Luis Duran y colaboradores en el 2012 en Venezuela, realizaron un estudio
sobre las caracteristicas fisicoquimicas y microbiologicas del queso blanco encontrandose un
valor de Staphylococcus areus de (119 x 10% - >10 UFC/mL) valores que son superiores a los
establecidos en las normas venezolanas COVENIN 938-(83), de esta manera concluyeron que
los parametros microbiol6gicos de los quesos expendidos en este estado son deficientes
pudiendo ser un riesgo para la salud de la poblacion. Comparando con los resultados obtenidos
(4.29 x 10% 1.73 x 10°,6.99 x 10* UFC/mL) en esta investigacion son sumamente altos, lo que

muestra que estos productos estan altamente contaminados y atentan a la salud del consumidor.

Ayala Luis, Ramirez Fanny, Mayo 2013 Abril 2014 Vol.1 No.1 99-102, realizo un estudio del
andlisis microbioldgico de queso fresco tipo ranchero producido artesanalmente en el municipio
de Petatlan, Guerrero encontrando como resultado de su investigacion 6.66 x 10® UFC/mL de
Staphyloccoccus aereus lo que se podria indicar que hubo un mal manejo en la materia prima 'y

en el procesamineto, no se observo las condiciones higienicas aptas e indica este estudio que en
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la Sierra se elabora productos lacteos con leche sin pasteurizar . Una carga microbiana alta
afecta a la calidad del producto por lo tanto a estabilidad y vida util del mismo lo cual habria un
deterioro rapido de queso fresco.Los resultados obtenidos en esta investigacion muestran
expotenciales de 10° UFC/mL hasta 10° UFC/mL observando claramente que la contaminacion
es inferior a la presentada en el foro de estudios de alimentos de Guerrero .Lo que muestra que
estos datos estan fuera de los rangos establecidos por las normas de control.

Ronald Maldonado y Luis Llanca, realizaron un estudio de la calidad del queso de mano
comercializado en el municipio Girardot, estado Aragua, Venezuela, en donde el conteo de
Staphylococcus aereus fue de 2.9 x 10° UFC/mL lo que muestra que estos valores estan por
encima de los valores establecidos en las normas Venezolanas llamadas COVENIN, esto
implica una variacién significativa y acarrearia problemas de salud pablica grandes. Los valores
obtenidos en el presente estudio son de (4.29 X 10°, 1.73 x 10° 6.99 x 10°
UFC/mL) mostrandose inferiores a comparacion del estudio realizado en Venezuela sin
embargo son altos para los valores de referencia en las normas INEN establecidas en Ecuador
esto se podria darse debido a las malas condiciones de almacenamiento gue manejan los

comerciantes y a factores ambientales que afectan la naturaleza del queso fresco.

La presencia de Staphylococcus aereus en quesos frescos en la investigacion fueron (4.29 x
10° 1.73 x 10°,6.99 x 10* UFC/mL) valores que indican la media de cada uno de los muestreos
que se realizo, lo que refleja una mala higiene y manipulacién del producto. Segun la norma
NTE INEN 1528(2012) en los requisitos microbiol6gicos para quesos frescos no madurados él
indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad es 10 UFC/mL de
Staphylococcus aereus parametro en el cual estan involucradas las bacterias en analisis y el
indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad es de 10° UFC/mL lo que
se demuestra claramente que los resultados estan por encima de los valores de referencia
establecidos lo que implica que los quesos frescos comercializados en el mercado San Alfonso
de la ciudad de Riobamba no estan aptos para el consumo humano y posiblemente se deba a una
mala précticas de condiciones asépticas en la elaboracién del producto, mal almacenamiento

entre otros.

Pruebas confirmatorias

v' Siembra en agar PCA

Tabla 6-3:Recuento de Staphylococcus aereus en agar PCA



05-12-2015 M1 No hay crecimiento

M3 No hay crecimiento
M6 25 colonias blancas cremosas
12-12-2015 M1 10 colonias blancas cremosas
M3 20 colonias blancas cremosas
M6 30 colonias blancas cremosas

19-12-2015 M1 No hay crecimiento
M3 15 colonias blancas cremosas
M6 25 colonias blancas cremosas

Fuente:Jessica Haro

La tabla 6-3 muestra claramente los resultados de las pruebas confirmatorias de la siembra en
agar PCA observando la presencia de Staphylococcus aereus y macroscopicamente colonias

blancas cremosas caracteristicas de este microorganismo.

v Siembra en agar manitol salado

Tabla 7-3:Recuento de Staphylococcus aereus en agar
manitol salado

05-12-2015 M1 No hay crecimiento
M3 6 colonias fermetan

M6 8 colonias fermetan

12-12-2015 M1 No hay crecimiento
M3 2 colonias fermetan

M6 5 colonias fermetan

19-12-2015 M1 No hay crecimiento
M3 3 colonias fermetan

M6 1 colonias fermetan

Fuente:Jessica Haro

La tabla 7-3 muestra los resultados de la prueba confirmatoria de Staphylococcus aereus
sembrado en agar manitol salado especifico para este tipo de microorganismo y
obsrvandose macroscopicamente la fermentacion por lo tanto el cambio de color del agara

de crema a amarillo fuerte.

v Tincion Gram

Tabla 8-3:Resultados de la Tincion Gram



Morfologias bacterianas Total

Bacilos Cocos
Gram 75 0 75
Negativos
Gram 0 25 25
Positivos

Fuente:Jessica Haro

Resultados expresados
en porcentaje de tincidn
gram

Gram
Positivos
25%

Gram B Gram Negativos

Negativos = Gram Positivos
75%

Grafico 9-3:Resultados expresados en porcentaje de

la Tincion Gram
Fuente:Jessica Haro

En el grafico 9-3 se puede observar que en las muestras de quesos analizados, el 75%
corresponde a bacterias Gram Negativas evidenciando asi una alta carga microbiana que
incluye a la bacteria Escherichia coli dentro de esta familia y confirmando la gran cantidad de
bacterias de este tipo; mientras que el 25% corresponde a bacterias Gram Positivas confirmando
la presencia de Staphyloccoccus aereus Yy asi se pudo determinar toda la carga microbiana
presente en estos productos de consumo masivo.
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CONCLUSIONES

+ La recoleccion de muestras de queso fresco se realiz6 bajo los estandares enmarcados en la
norma NTE INEN 0004 para muestreo de leche y productos lacteos primera edicion del
afio 1984.

+ El recuento total de bacterias aerobios mesodfilos presentes en el queso fresco
comercializado en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba provincia de
Chimborazo fue de (6,29 x 10°, 4.96 x 10°, 1.43 x 10° UFC/mL ) valores correspondientes
a las medias de los tres periodos de evaluacién.

+ El nimero de Staphylococcus aereus registrados en el estudio microbiolégico de los quesos
frescos comercializados en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba fue de (4,29
x 10° 1.73 x 10°, 6.99 x 10* UFC/mL) datos promedios al muestreo por triplicado, valores
gue exceden los requerimientos establecidos en la NTE-INEN 1528.

+ Se determiné que el numero de coliformes totales presentes en las muestras de queso fresco
comercializado en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba provincia de
Chimborazo fue de (4,19 x 10%, 1.19 x 10°, 2.29 x 10° UFC/mL ) valores correspondientes
a las medias de los tres periodos de evaluacion el cual nos indica una mala practica de
condiciones higiénicas.

+  Se reportd que el nimero de Escherichia coli en el estudio microbiol6gico de los quesos
frescos comercializados en el mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba fue de (1,13
x 10%, 3 x 10% 1.46 x 10° UFC/mL) valores promedios al muestreo por triplicado que se
realizd; pardmetro que indica contaminacion fecal y superan los limites establecidos en la
NTE-INEN 1528.



RECOMENDACIONES

» Capacitar periodicamente a los comerciantes acerca de las medidas higiénicas sanitarias que
deben tomar al momento de la venta de los productos lacteos.

» Realizar un control permanente por parte de las autoridades de control que tengan los
puestos de comercializacion los equipos necesarios para conservar el producto en buenas
condiciones.

» Continuar con el analisis microbiologico para aislar y determinar otros tipos de bacterias de
riesgo para la salud del ser humano.

» Realizar un diagnostico médico por lo menos semestral a los comerciantes de quesos frescos
del mercado.

» Sabiendo que en la region sierra existe un alta produccion lechera y por ende es un
porcentaje alto de la misma que es destinado a la elaboracion de quesos frescos se
recomienda a las autoridades implementar procesos de BPM para que el producto final
tenga un valor agregado y sean beneficiados los productores y asi garanticen un producto de

calidad para el consumidor.
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ANEXOS

Anexo A

Mercado San Alfonso de la ciudad de Riobamba(Seccion lacteos)
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Anexo B

Reactivos Utilizados

Anexo C

Transporte de muestras
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Anexo D

Determinacion de Escherichia coli y coliformes totales en placas Petrifilm 3M

Anexo E
Determinacion de Aerobios mesofilos en placas Petrifilm 3M
W
“ !
Anexo F

Determinacion de Staphylococcus aereus en placas Petrifilm 3M
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Anexo G

Determinacion de coliformes totales por el metodo del NMP

Anexo H

Confirmacion de Escherichia coli en agar EAM

Anexo |

Confirmacion de Staphylococcus aereus en agar Mnitol salado
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Anexo J

Resultados de la Tincion Gram

Anexo K

Analisis estadistico

Aerobios mesofilos (UFC/mL)

Periodo de muestreo

MNarcas 1 11 111
M1 o SO00000 o
M2 o SA00000 1200
M3 o 2800000 S0000
M 2000 6000000 710000
M5 13000 130000 1400000
MG L0000 FeOooo00 ST0000
M7 13000 BO00000 F300000
ADEWA
F. War el S. Cuad. C. Medio Fisher P.F.
Total 20 1, 79E+14
Marcas 73 A, 11E+13 6,85E+12 1, 75E+00 0,19
Periodo de m 2 9,11E+13 4, 55E+13 1,16E+01 0,002
Error 12 4, TOE+13 3,92E+12
CW %o 9,27E+01
Media 2, 13E+06
sscherichia coli (UFC/mL)
Periodo de muestreo
Mlarcas 1 L1 LLL
A1 o 120000 LoD
A2 o o o
A3 (o] L] SO000D
14 9000 SOoo0 FLOOOD
A5 (o] (o] [o]
A6 (o] L] STO000
AT 20000 o 320000
ADEW A
war el S. Cuad. C. Medio Fisher P. F.
“otal 20 3, /9E+11
HdAarcas & B8,86E+10 1, 49428E+10 B8, 20E-01 0,58
rariodo de n 2 TA4E+10 3, F2E+10 2, 0FE+D00 0,17
rror 12 2,16E+11 1, 80E+10
W Bs 2, 15E+02
dAedia 6, 29E+01
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Coliformes totales (UFC/mL)

Periodo de muestreo

Marcas 1 11 111
[ o 250000 2000
M2 O OO0 11O
% ] o 160000 O
[ SO000 120000 1L IO
S I000 T OO0 1O
MG 149000 110000 22000
nT S 1000 1 1000 SO0
ADEW A
F. WVar el S. Cuad. C. Medio Fisher P.F.
| Total 20 1,80E+12
Marcas (=1 4,34E+11 F2AE+10 6, 98E-01 0,66
Periodo de n 2 1,244E+11 6, 22E+10 5,99E-0L1 0,586
Error 12 1,24E+12 1, 04E+11
W %% 2 ARE+O2
Media 1,.20E+05
Staphylococus aerus (UFC/mL)

Periodo de muestreo

Marcas 1 11 111
ML o FOOOOD 1000
M2 o O ]
[ o L3000 1200
M3 8000 540000 50000
1S 15000 300000 o
MBE 4000 FOOoO0O AZ0000
MT S000 100000 JO00
ADEWVA
F. War el S. Cuad. C. Medio Fisher P. F.
Total 20 4,64E+11
Marcas 6 1,05E+11 1, 76E+10 8,19E-01 0,58
Periodo de n 2 1,01E+11 5,05E+10 2,36E+00 0,14
Error 12 2,57E+11 2,14E+10
CW %% 1, 78E+02
Media 8,23E+04
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