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2.3.2. Requisitos Microbiólogicos . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.3.3. Requisitos Complementarios . . . . . . . . . . . . . . . . . 7

2.4. Bacterias que afectan la calidad de Quesos frescos . . . . . . . . . . 8

2.4.1. Enterobacterias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 8

2.4.2. Escherichia coli . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 10

2.4.3. Salmonella spp. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 12

2.4.4. Staphylococcus aureus . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

VIII



2.4.5. Listeria . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

2.4.6. Sistema 3M Petrifilm . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.5. TRABAJOS RELACIONADOS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 26

3. METODOLOGÍA 29
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RESUMEN

La leche y sus derivados son alimentos completos que poseen proteı́nas, lı́pidos y

glúcidos, además son fuente de calcio y vitaminas. Uno de los derivados de la leche

es el quesillo artesanal que es elaborado a partir de la leche sin pasteurizar, por lo

tanto, puede existir la presencia de microorganismos que ponen en riesgo la salud del

consumidor. El objetivo de esta investigación fue realizar un análisis microbiológico

del quesillo que se expenden en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja para

determinar si cumplen con la norma INEN 1528 del 2012 y son aptos para el consu-

mo directo. Se utilizó una muestra de 4 onzas por cada puesto de expendio, con un

total de 35 muestras. Se empleó Placas Petrifilm 3M para identificar enterobacterias,

Escherichia coli, Listeria monocytogenes y Staphylococus aureus; se hicieron dilu-

ciones (1/10,1/100,1/1000), inoculación, incubación (37◦C por 24 horas) y conteo de

colonias; mientras que para Salmonella spp. se realizó un enriquecimiento previo,

hidratación, inoculación, incubación (37◦C por 24 horas) y conteo de colonias. Se

hizo una repetición a las muestras positivas para confirmar el resultado, obteniendo

lo siguiente: Staphylococus aureus en el 63 % (22/35), enterobacterias en el 54 %

(19/35), Escherichia coli en el 23 % (8/35), Listeria monocytogenes 0 % (0/35), y

Salmonella spp. 0 % (0/35). Del total de los quesillos analizados el 71 % (25/35) no

cumplen con las normas INEN 1528 del 2012, de los cuales provienen de la parro-

quia Jimbilla (40 %) del cantón Loja. Se concluye que la mayorı́a de los quesillos

del mercado Gran Colombia no pueden ser consumidos de forma directa. Además,

que los lugares de expendio no cumplen con las medidas adecuadas para su manteni-

miento y comercialización.

Palabras claves: Quesillo, Enterobacterias, Mercado, Loja.
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ABSTRACT

Milk and its derivatives are complete foods that have proteins, lipids and carbohy-

drates, they are also a source of calcium and vitamins. One of the milk derivatives

is artisanal cheese that is made from unpasteurized milk, therefore, there may be the

presence of microorganisms that can put the health of the consumer at risk.

The objective of this research was to carry out a microbiological analysis of the

cheese that is sold in the Gran Colombia market in the city Loja to determine if

they have with the INEN Standard 1528 of the 2012 and can be used direct con-

sumption. A sample of 4 ounces was used for each stall, with a total of 35 samples.

It was used Petrifilm Plates to identify enterobacteriaceae, Escherichia coli, Staphy-

lococcus aureus,Listeria monocytogenes and Salmonella spp., dilutions were made

(1/10,1/100,1000). Inoculation, incubation 37oC by 24 hours and counts of colonies

.A repetition of the positive Samples was done to confirm the result getting the fo-

llowing Staphylococcus aureus in the 63 % (22/35) enterobacteriaceae in the 54 %

(19/35) , Escherichia coli in the 23 %(8/35) , Listeria monocytogenes in the 0 %(0/35)

and Salmonella spp. in the 0 % (0/35). Of the total cheese analyzed 71 % (25/35) no

complied with the standards INEN 1528 of 2012, of which they come from the Jim-

billa parish (40 %) of the Loja canton. It is concluded that most of the cheeses The

Gran Colombia market cannot be consumed directly. further that the places of sale

do not comply with the appropriate measures for their maintenance and commercia-

lization.

Key words: Cheese, Enterobacteriaceae, Market , Loja.
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1. INTRODUCCIÓN

La leche y sus derivados se encuentran en la dieta básica de la población del

Ecuador y del mundo, por sus beneficios en la nutrición, motivo por el cual, su ela-

boración, ha sido una iniciativa para muchos paı́ses en vı́as de desarrollo generando

ganancias sustentables. La región sierra aporta la mayor producción láctea (64,31 %)

a nivel nacional Salazar et al. (2017). La Provincia de Loja produce 103.152 litros de

leche Salazar et al. (2017) pero solo el (20 %) llega a las plantas de industrialización;

lo demás es destinado a la elaboración de los derivados lácteos (22 %) y para la venta

directa (58 %) (Torres Gutiérrez et al., 2018).

En un esudio realizado recientemente, en el cantón Quilanga de la Provincia de

Loja, se reportó que el 100 % de la población consume productos lácteos, el 40 %

leche sin pasteurizar y el 41 % queso de mesa debido a su excelente sabor y precio

cómodo (Calva Abad, 2017).

Por tal motivo su elaboración se convierte en una de las actividades producti-

vas de mayor importancia en la región. El principal inconveniente que presenta este

producto es su deficiente calidad microbiológica, por cuanto en su gran mayorı́a se

elabora con leche cruda, es decir sin pasteurizar o recibir un tratamiento para eli-

minar los microorganismos patógenos presentes. Entre las bacterias patógenas más

comunes que afectan gravemente la salud de las personas son Salmonella spp , E. co-

li y Listeria monocytogenes, especialmente a los niños menores de 5 años, personas

mayores a 65 años e inmunodeprimidas (Castillo et al., 2008).

El Centro de Transferencia de Tecnologı́a e Investigación Agroindustrial (CET-

TIA) de la Universidad Técnica Particular de Loja realizó un estudio sobre la calidad

sanitaria del “Quesillo lojano” en el cual se reveló la presencia de microorganismos

patógenos como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y

levaduras, lo que corrobora el riesgo de consumo de estos alimentos que se fabrican



bajo condiciones inadecuadas León (2016). Es por ello, que ante las investigaciones

realizadas anteriormente se desea comprobar si efectivamente los quesillos que se

expende en la ciudad de Loja cumplen con las normas estipuladas. Por tanto, en el

presente trabajo se plantearon los siguientes objetivos

• Establecer la presencia de enterobacterias, Escherichia coli, Staphylococus au-

reus, Listeria monocytogenes y Salmonella spp de los quesillos.

• Determinar si los quesillos que expenden en el mercado Gran Colombia cum-

plen con la norma establecida INEN 1528 del 2012.

• Formular una propuesta de control de calidad de quesillos que se distribuye en

el mercado Gran Colombia.
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2. REVISIÓN DE LITERATURA

2.1 Leche

La leche es la secreción normal de la glándula mamaria, obtenida por uno o varios

ordeños diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos. Es un producto que aporta

nutrientes básicos para la alimentación humana como la proteı́na en mayor propor-

ción la caseı́na. Entre las vitaminas que contiene son: la vitamina B12 (riboflavina)

la B1 (tiamina), y las vitamina A, D, E y K liposolubles. La composición de la leche

no es estable a lo largo de la lactancia y puede verse afectada por factores internos

y externos del animal, afectando en gran medida la calidad del producto (Agudelo y

Bedoya, 2005).

2.1.1. Componentes de la Leche

Los porcentajes de la leche pueden variar, principalmente la grasa, por lo que

pueden influir diferentes factores como son: raza, edad, etapa de lactancia, método

de ordeño, estado de salud, alimentación y clima. A continuación en la Tabla 1 se

detallan los componentes de la leche (Gómez y Mejı́a, 2005).

Tabla 1. Componentes de la leche

Componentes Porcentaje ( %)

Proteı́nas 2,8-4,9

Grasa 2,6-4,8

Carbohidratos 3,7-5,4

Sales minerales 0,6-1,0

Agua 85,6-89,5

Fuente: Vargas (2000)



2.1.2. Caracterı́sticas Organolépticas de la Leche

• Olor: la leche fresca es ligeramente perceptible debido a la presencia de com-

puestos orgánicos volátiles de bajo peso molecular como ácidos, aldehı́dos,

cetonas y trazas de sulfato de metilo. (Vargas, 2000).

• Sabor: la leche fresca tiene un sabor medio dulce, neutro debido a la lactosa

que contiene (Vargas, 2000).

2.2 Quesos

Es el producto lácteo que se obtiene por la separación del suero, después de la

coagulación de la leche. El queso contiene en forma concentrada, muchos de los nu-

trientes de la leche: proteı́na, sales, grasa y vitaminas liposolubles (Ramı́rez y Vélez,

2012).

2.2.1. Clasificación de los Quesos

Según el contenido de la humedad:

• Duro: Es preparado con leche entera, semidescremada o descremada, cuajada

con cultivos lácticos y enzimas el porcetaje de grasa es menor a 55 %.

• Semiduro: Aquellos en los que el contenido de humedad sin materia grasa es

mayor a 55 % y menor a 65 %.

• Blando: Aquellos en los que el contenido de humedad sin materia grasa es

igual o mayor a 65 %, está listo para su consumo después de su elaboración

(Ramı́rez y Vélez, 2012).
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Según el contenido de grasa láctea:

• Rico en Grasa: 60 % de grasa.

• Graso: Es menor a 60 % y mayor a 45 %.

• Semidescremado: menor a 25 % de grasa.

• Descremado: menor a 10 % de grasa (Ramı́rez y Vélez, 2012).

2.2.2. Quesillo o Queso Fresco

El quesillo es un alimento elaborado a partir de leche de vaca sin pasteurizar, ca-

racterı́stico de gran parte de las zonas rurales y semirurales de paı́ses de Sudamérica

(Castillo et al., 2008).

Actualmente el 50 % del abastecimiento de quesillo en los mercados de la ciudad

proviene de los sectores de: Saraguro, Santiago, San Lucas, Jimbilla, Zalapa, Yanga-

na, Chinguilanchi, Manú, Mazaca, Las Palmas, Cenen, Imbana, Celica; el otro 50 %

lo cubren Cuenca y Zamora Chinchipe (Ordoñez et al., 2014).

2.2.2.1. Elaboración del Quesillo

La elaboración artesanal del quesillo, expendido en los mercados de la ciudad de

Loja es de la siguiente manera:

• Acondicionar la leche a una temperatura de 37◦C, no dejar que hierva la leche.

• Agregar el cuajo a la leche y homogenizar todo el contenido.

• Dejar en reposo entre 30 y 40 minutos, manteniendo la temperatura de 37◦C.

• Revisar la formación del coágulo o cuajo.

5



• Cortar el cuajo con la ayuda de una lira o un cuchillo en cuadrados de 1cm x

1cm y dejar reposar durante cinco 5 minutos.

• Agitar suavemente y proceder a eliminar el suero.

• Desuerar utilizando telas finas y coladores.

• Dejar en los moldes hasta el dı́a siguiente para prensarlo y desmoldarlo (Mena,

2017).

2.3 Requisitos importantes para la calidad de los Quesillos

2.3.1. Requisitos para la Elaboración de Quesillos

• Leche: Para la fabricación del quesillo debe contar con los requisitos de la

norma INEN 10 y su procesamiento se realizará de acuerdo a los principios

del Reglamento de Prácticas de Manufactura del Ministerio de Salud Pública.

Los lı́mites máximos de plaguicidas no deben superar los establecidos en el

Codex Alimentarius CAC/MLR en su última edición. Los lı́mites máximos de

residuos de medicamentos veterinarios no deben supera los establecidos en el

Codex CAC/MLR 2 (INEN, 2012).

• Ingredientes: Para la elaboración de cultivos de fermentos de bacterias inocuas

productoras de ácido láctico y cultivos de otros microorganismos inocuos, clo-

ruro de sodio,vinagre y cuajo u otras enzimas coagulantes todo lo antes men-

cionado deben estar evaluadas por Codex Alimentarius (INEN, 2012).

• Materiales: Todos los materiales que se utilizan para su elaboración y comer-

cialización deben ser esterilizados para garantizar el estado higiénico (INEN,

2012).
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2.3.2. Requisitos Microbiólogicos

Los quesos frescos de acuerdo con las normas ecuatorianas correspondientes de-

ben cumplir con los requisitos microbiológicos establecidos en la Tabla 2.

Tabla 2. Requisitos microbiológicos para quesos frescos no maduros

Requisitos
Número de colonias

Mı́nimo Máximo

Enterobacterias 200 1000

Escherichia coli < 10 10

Staphylococcus aureus 10 100

Listeria monocytogenes ausencia ausencia

Salmonella spp. ausencia ausencia

Fuente: INEN (2012)

2.3.3. Requisitos Complementarios

Los quesos frescos deben mantenerse en cadena de frı́o durante el almacenamien-

to, distribución y comercialización a una temperatura de 4◦C ±2 ◦C y su transpor-

te debe ser realizado en condiciones idóneas que garanticen el mantenimiento del

producto. Las unidades de comercialización de este producto deben cumplir con lo

dispuesto en la Ley 2007-76 del Sistema de Calidad (INEN, 2012).

• Envasado: Los quesos frescos no maduros deben expenderse en envases asépti-

cos y herméticamente cerrados, que aseguren conservación y calidad del pro-

ducto. Los quesos frescos no maduros deben acondicionarse en envases cuyo

material de contacto con el producto sea resistente a su acción y no altere las

caracterı́sticas organolépticas del mismo (INEN, 2012).

• Embalado: El embalaje debe hacerse en condiciones que mantengan las ca-

racterı́sticas del producto y aseguren su inocuidad durante el almacenamiento,
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trasporte y expendido (INEN, 2012).

• Rotulado: El rotulado debe cumplir con los requisitos establecidos (INEN,

2012).

• Designación: El queso se designa por su nombre, seguido de la indicación del

contenido de humedad, contenido de grasas láctea en extracto seco y carac-

terı́sticas del proceso, adicionalmente puede designarse por un nombre regional

reconocido o por un nombre comercial especı́fico (INEN, 2012).

2.4 Bacterias que afectan la calidad de Quesos frescos

Para la elaboración de los quesillos o quesos frescos como se conoce se realiza

con la leche sin pasteurizar y mantenidos a temperatura durante varios dı́as, estos pue-

den contener bacterias de los siguientes géneros: Streptococcus, Leuconostoc, Lac-

tobacillus, Mycobacterium, Propoonibacterium, Micrococcus, Coliformes, Proteus,

Pseudomonas, Bacillus y otros (Gómez, 2017).

Las que son capaces de crecer a bajas temperaturas de almacenamiento se en-

cuentran en un número muy reducido. En el análisis microbiológico de quesillos se

exigen 5 bacterias que se deben tener en cuenta para aceptar o rechazar el producto

según la norma INEN; a continuación se detalla cada una de ellas (Gómez, 2017).

2.4.1. Enterobacterias

2.4.1.1. Generalidades

La familia Enterobacteriaceae constituye un grupo grande y heterogéneo de bac-

terias gramnegativas. Reciben su nombre por la localización habitual como saprofitos

en el tubo digestivo, aunque se trata de gérmenes ubicuos se pueden encontrar de for-

ma universal en el suelo, el agua y la vegetación, ası́ como formando parte de la
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flora intestinal normal de muchos animales además del hombre (Garcı́a y Rodrı́guez,

2010).

2.4.1.2. Caracterı́sticas Microbiológicas

Son microorganismos con forma de bastón, por lo general de 1-3 um largo y 0,5

um de diámetro. Como en otras bacterias gramnegativos, su envoltura celular se ca-

racteriza por una estructura multilaminar. Son anaerobios facultativos, reducen los ni-

tratos a nitritos (con algunas excepciones) y no forman esporas. (Garcı́a y Rodrı́guez,

2010).

2.4.1.3. Clasificación de las Enterobacterias

Dentro de la esta Familia se reconocen más de 30 géneros diferentes y se han

clasificado según como se encuentran localizados en el ser humano como indica la

Tabla 3.

Tabla 3. Clasificación de las Enterobacterias

Localización Enterobacterias

Sistema Nervioso central Escherichia

Tracto respiratorio inferior Klebsiella, Enterobacter, Escherichia

Torrente sanguı́neo Escherichia, Klebsiella, Enterobacter

Tracto digestivo Salmonella, Shigella, Escherichia, Yersinia.

Tracto urinario Escherichia, Proteus, Klebsiella, Morganella

Fuente: Garcı́a y Rodrı́guez (2010)

2.4.1.4. Epidemiologı́a

En los últimos años se ha producido un incremento de las infecciones por entero-

bacterias en hospitales, favorecido por el uso cada vez mayor de técnicas diagnósticas

9



y terapéuticas agresivas, el empleo de potentes inmunosupresores y las estancias hos-

pitalarias prolongadas, entre otros factores (Garcı́a y Rodrı́guez, 2010).

2.4.2. Escherichia coli

2.4.2.1. Generalidades

Es una bacteria que normalmente vive en los intestinos de las personas y los ani-

males. La mayorı́a de E. coli se encuentra de forma natural en los intestinos y desem-

peña un papel importante en ayudar a nuestro cuerpo a digerir los alimentos.Sin em-

bargo, algunos tipos de E. coli pueden provocar diarrea y otras enfermedades cuando

se ingieren (Rodrı́guez, 2002).

2.4.2.2. Caracterı́sticas Microbiológicas

Es un bacilo gram negativo, no forma esporas, anaerobio facultativo de la familia

Enterobacterias y miden 0,5 um de ancho por 3 um de largo. Las colonias de E. coli

en agar eosina y azul de metileno tienen 2 a 4 mm de diámetro, un centro grande de

color oscuro e incluso negro, y tienen brillo verde metálico cuando se observan con

luz refleja. En agar MacConkey las colonias son rojas con halo turbio (Rodrı́guez,

2002).

2.4.2.3. Clasificación de Escherichia coli que afectan al hombre

Las cepas de E.coli que afectan al ser humano se han agrupado en cinco tipos

patógenos, cada uno definido por sus propiedades de virulencia, a coninuación des-

cribimos en la Tabla 4 cada una de ellos:
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Tabla 4. Clasificación de E.coli

Grupos Patógenos Lugar de Acción Sı́tomas

Enteropatógeno
Intestino
Delgado

Diarrea infantial en especial
en los sitios de poca higiene.

Enteroinvasiva
Intestino
Grueso

Disenterı́a tipo shigelosis ocacionado
diarrea mucoide sanguinolenta.

Enterohemorrágica
Intestino
Grueso

Diarrea hemorrágica intensa
y sindrome uréico hemorrágico.

Enteroagresiva
Intestino
Delgado

Diarrea infantil con moco
y sangre(dura mas de 14 dı́as)

Enterotoxigénica
Intestino
Delgado

Conocida como diarrea de viajero se presenta
con vómito,diarreaacuosa, espasmos abdominales

náuseas y febrı́cula (dura de 4 a 5 dı́as).
Fuente: Bravo et al. (2007)

2.4.2.4. Epidemiologı́a

Esta enfermedad ha sido la responsable de brotes de diarrea en diferentes partes

del mundo en especial en paı́ses en desarrollo afectando a niños y turistas. Diferentes

estudios realizados en México, Brasil, y África del Sur refieren que el 30 y 40 % de

los casos de personas que llegan a los hospitales es por E.coli (Bravo et al., 2007).

2.4.2.5. Diagnóstico

Se aı́sla en muestras de heces en medios selectivos y diferenciales, como el agar

de MacConkey o el agar de eosina y azul de metileno. Para determinar el grupo

patógeno se debe utilizar las siguientes metodologı́as: Serotipificación, ensayo de

adherencia con células HEp-2, prueba de FAS (tinción fluorescente para actina) y

técnicas de biologı́a molecular que amplifican genes que codifican a proteı́nas de

virulencia (Garcı́a, 2011).
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2.4.2.6. Prevención

Para prevenir la infección hay que aplicar medidas de control en todas las eta-

pas de la cadena alimentaria, desde la producción agropecuaria en la granja hasta

la elaboración, fabricación y preparación de los alimentos en las cocinas tanto de

establecimientos comerciales como de los hogares (Rodrı́guez, 2002).

2.4.3. Salmonella spp.

2.4.3.1. Generalidades

El género bacteriano Salmonella spp. perteneciente a la familia de las Enterobac-

terias, un microorganismo ubicuo y es causante de la mayoritaria de los brotes de

toxiinfecciones alimentarias y de alteraciones gastroentéricas en el mundo (Uribe y

Suárez, 2006).

2.4.3.2. Caracterı́sticas Microbiológicas

Los miembros del género Salmonella spp. comprenden bacilos Gram-negativos

pequeños (0,7-1,5 um de ancho x 2-5 um de largo) rectos, la mayorı́a móviles con

flagelos petricos. Reducen los nitratos a nitritos, en general fermentan la glucosa

con producción de gas, producen sulfuro de hidrógeno y son capaces de desarrollar

en medios de cultivo que sólo disponen de citrato como única fuente de carbono.

Además no hidrolizan el indol ni la urea, no fermenta la lactosa, sacarosa, salicina e

inositol y descarboxilan la lisina y ornitina (Uribe y Suárez, 2006).

2.4.3.3. Clasificación de la Salmonella spp.

El género abarca 2 especies diferentes Salmonella entérica y Salmonella bongori,

a continuación explicaremos cada una de ellas:
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Salmonella entérica: Dividida en seis subespecies aisladas:

• Subespecie I: S.entérica.

• Subespecie II: S.salamae.

• Subespecie IIIa: S.arizonae.

• Subespecie IIIb: S.diarizonae.

• Subespecie IV: S.houtenae.

• Subespecie VI: S.indica.

Se estima que el 99 % de los casos de salmonelosis humana están causados por

cepas de la subespecie I por lo que se da más en humanos y animales de sangre

caliente (Barreto et al., 2016).

Salmonella bongori: Contiene la Subespecie V, no constituye un patógeno para

los humanos pero han sido implicadas en algunas patologı́as en animales por lo que

las subespecies se aı́slan fundamentalmente de reptiles y se asocian con muy baja

frecuencia a infecciones (Barreto et al., 2016).

2.4.3.4. Epidemiologı́a

La Salmonella spp. afecta a todas las personas sin importar edad o sexo a nivel

mundial, en especial en los paı́ses menos desarrollados la magnitud real es desco-

nocida pero sigue siendo un problema importante para la salud, como es el caso de

diversos paı́ses de la antigua URSS, del Sureste de Asia, de África y de Sudamérica

(Uribe y Suárez, 2006).
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2.4.3.5. Diagnóstico de Salmonella spp.

La detección de Salmonella spp. se realiza generalmente mediante el cultivo mi-

crobiológico pero ahora en la actualidad se han desarrollado diversos métodos rápi-

dos que se basan en las caracterı́sticas inmunológicas y en la secuencia de bases de

los nucleótidos en los ácidos nucleicos (Uribe y Suárez, 2006).

2.4.3.6. Prevención

Tener control en todas las etapas de la cadena alimentaria, desde la producción

agrı́cola hasta la elaboración, fabricación y preparación de alimentos, tanto en esta-

blecimientos comerciales como en los hogares (Sinisterra Castro et al., 2018).

En los hogares la prevención comienza con un buen almacenamiento de los ali-

mentos y continúa con aspectos como lavarse las manos antes de cocinar y usar guan-

tes al manipular los excrementos de los animales domésticos (Sinisterra Castro et al.,

2018).

2.4.4. Staphylococcus aureus

2.4.4.1. Generalidades

Los Staaphylococcus aureus pertenece al género Staaphylococcus contiene pode-

rosas enzimas como la coagulasa y catalasa que protegen y ayudan a combatir contra

el sistema inmune. Además contiene toxinas como la Enterotoxina que es termoes-

table por lo cual es muy difı́cil destruirás por cocción. Finalmente la intoxicación

alimentaria se presenta con mayor frecuencia debido a la toxina A (Cervantes, 2014).
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2.4.4.2. Caracterı́sticas Microbiológicas

Está formado por cocos Gram positivos, con un diámetro de 0,5 a 1,5 um, agru-

pados como células únicas, en pares, tétradas, cadenas cortas o formando racimos de

uvas. Son bacterias no móviles, no esporulados, no poseen cápsula, aunque existen

algunas cepas que desarrollan una cápsula de limo, son anaerobias facultativas. La

mayorı́a de los estafilococos producen catalasa (enzima capaz de desdoblar el peróxi-

do de hidrógeno en agua y oxı́geno libre) (Rodrı́guez, 2002).

2.4.4.3. Epidemiologı́a

El incremento de infecciones por S. aureus en los últimos 20 años (1o y 2o lugar

causantes de bacteremias en hospitales de tercer nivel).Ası́ también se encuentra el

16 y 22 % por intoxicaciones alimentarias (Rodrı́guez, 2002).

2.4.4.4. Diagnóstico

Deberá hacerse la prueba de coagulasa lenta en tubo y la de producción de DNAsa

o termonucleasa, lo que demora otras 24 horas. Actualmente hay disponibles test de

aglutinación de partı́culas de látex cubiertas de IgG, que diagnostican con mucha

especificidad S. aureus en base a la propiedad de la proteı́na A de esta bacteria de

aglutinarla IgG (Betancourt et al., 2005).

2.4.4.5. Prevención

Evitar la propagación de estas bacterias lavándose siempre minuciosamente las

manos con agua y jabón o con gel antibacteriano desinfectante para manos. Las per-

sonas con una infección cutánea por estafilococos no deben manipular alimentos

(Cervantes, 2014).
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2.4.5. Listeria

2.4.5.1. Generalidades

Listeria es una bacteria que puede causar infecciones invasivas muy graves en el

hombre y los animales y sobrevivir sin dificultad en medios inanimados, adaptándo-

se rápida y eficazmente a cambios extremos en las condiciones ambientales, lo que

explica su gran capacidad para la transmisión. (Boland, 2001).

2.4.5.2. Caracteristicas Microbiológicas

Bacilo Corto (Cocobacilo), Gram positivo, Aerobio y Anaerobio facultativo. No

posee cápsula, ni forma esporas, pero presenta movilidad (a 22oC) y es Catalasa

positiva. Se disponen en cadenas cortas o en empalizada. (Remacha et al., 2002).

2.4.5.3. Epidemiologı́a

Es un microorganismo de distribución universal, relativamente resistente a la re-

frigeración, la sequedad y el calor extremo, también tolera el pH de 3,6 a 9,5 y altas

concentraciones de cloruro sódico.

Los principales reservorios son el suelo, el forraje, el agua, los silos y el tracto

gastrointestinal de aves, peces y mamı́feros incluyendo el hombre. La infección se

adquiere generalmente mediante la ingesta de alimentos contaminados, aunque no

siempre puede identificarse la fuente. La mayorı́a de los casos se asocian a la in-

gestión de carne, pescado y vegetales crudos y lácteos no pasteurizados; también se

han descrito brotes con distintas preparaciones de quesos, embutidos, patés, helados

y, en general, productos refrigerados, sin requerimientos de cocción o calentamiento

previo al consumo. Los recién nacidos habitualmente adquieren la infección por vı́a

vertical, a través de la placenta o del canal del parto infectado. Puede haber brotes
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nosocomiales en unidades neonatales o relacionados con alimentos (Remacha et al.,

2002).

2.4.5.4. Diagnóstico

El diagnóstico definitivo requiere el aislamiento de L. monocytogenes en la san-

gre, el lı́quido cefalorraquı́deo, lı́quido articular, la placenta u otros lı́quidos o tejidos

habitualmente estériles. Los medios de cultivo habituales para aislar en teropatógenos

no permiten el crecimiento de Listeria. Para realizar estudios de portadores, deben

inocularse las heces en un medio de enriquecimiento selectivo también hoy en dı́a se

encuentran disponibles test rápidos para la determinación de esta bacteria. (Boland,

2001).

2.4.5.5. Prevención

Buenas prácticas de fabricación, procedimientos eficaces de limpieza y desinfec-

ción y la aplicación de programas de control de peligros, que minimicen la conta-

minación ambiental y prevengan la contaminación cruzada en plantas de procesado,

despiece y venta. Un programa intensivo de muestreo para detectar la contaminación

ambiental en plantas de procesado de los alimentos de mayor riesgo y de evitar su

propagación a los alimentos preparados. Controles eficaces de tiempo y temperaturas

de distribución y almacenamiento para los alimentos preparados, incluyendo la de-

terminación de un tiempo razonable de vida útil de aquellos alimentos que permiten

el desarrollo de números elevados de Listeria. Utilizar tratamientos tras el envasa-

do de los alimentos que permitan la inactivación de células viables de esta bacteria

(Boland, 2001).
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2.4.6. Sistema 3M Petrifilm

En la actualidad para los análisis microbiológicos se han empleado nuevas prue-

bas que se efectúan de forma más rápida y confiable entre ellas tenemos las innova-

doras Placas de Petrifilm 3M que estas son capaces de dar resultados de forma rápida

y segura.

2.4.6.1. 3MTM Placas PetrifilmTM para enterobacterias, E.coli, Staphylococcus

aureus y Listeria monocytogenes

Para la realización de estas pruebas se debe seguir los siguientes pasos:

a. Almacenamiento

• Almacene los paquetes cerrados a una temperatura ≤ 8◦ C. Las placas

deben usarse antes de su fecha de caducidad. En áreas de alta humedad,

donde la condensación puede ser un inconveniente, es recomendable que

los paquetes se atemperen al ambiente del lugar de trabajo antes de abrir-

los. Las Placas Petrifilm tienen un tiempo de vida útil de 18 meses desde

su fecha de elaboración. Observe la fecha de caducidad en la parte supe-

rior de la placa.

• Para cerrar un paquete abierto, doble el extremo y séllelo con cinta adhe-

siva para evitar el ingreso de humedad como observamos en la Figura 1.

• Mantenga los paquetes cerrados según se indica en el punto 2 a tempera-

tura ≤ 25◦C y una humedad relativa leq 50 %.

Figura 1. Pasos para almacenamiento y conservación de las Placas Petrifilm
Fuente: (3M, 2006)
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b. Preparación de la muestras

• Preparar al menos una dilución de 1:10 de la muestra de alimento. Pese o

pipetee la muestra en un recipiente adecuado, como una bolsa Stomacher,

una botella de dilución o cualquier otro contenedor estéril apropiado. Vea

las indicaciones para productos lácteos y jugos como se observa en la

Figura 2.

• Adicione la cantidad apropiada de uno de los siguientes diluyentes estéri-

les: Buffer de fosfatos de Butterfield (IDF Buffer fostato, KH2PO4 0.0425

g/L, pH 7.2), Diluyente de Peptona al 0,1 %, Diluyente de Sal Petona

(Método ISO6887-1), Agua Peptonada Bufferada (ISO 6887-1), Solución

Salina, Caldo Letheen Libre de bisulfito o agua destilada.

• Mezcle u homogeneice la muestra mediante los métodos usuales.

Figura 2. Pasos para preparar y mezclar la muestra
Fuente: (3M, 2006)

c. Inoculación

• Coloque la Placa Petrifilm en una superficie plana y nivelada. Levante la

pelı́cula superior.

• En forma perpendicular a la Placa Petrifilm, coloque 1 ml de la dilución

de la muestra en el centro de la pelı́cula cuadriculada inferior, con la Pi-

peta Electrónica 3MTM (o cualquier otro dispositivo similar).

• Baje con cuidado la pelı́cula superior para evitar que atrape burbujas de

aire. No la deje caer.

• Con el lado liso hacia abajo, coloque el dispersor en la pelı́cula superior

sobre el inóculo.
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• Presione suavemente el dispersor para distribuir el inóculo sobre el área

circular, antes de que solidifique el gel. No gire ni deslice el difusor como

se observa en la Figura 3.

• Levante el dispersor y espere por lo menos un minuto, a que solidifique

el gel.

Figura 3. Pasos para inocular
Fuente: (3M, 2006)

d. Incubación

• Incube las placas cara arriba en grupos de no más de 20 piezas. Puede

ser necesario humectar el ambiente de la incubadora con un pequeño re-

cipiente de agua estéril, para minimizar la pérdida de humedad Figura 4.

Figura 4. Pasos para incubar e interpretar
Fuente: (3M, 2006)
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e. Recuento de colonias paras Enterobacterias

• Para distinguir a las enterobacterias se debe observar lo siguiente: Co-

lonias rojas asociadas a burbujas de gas y sin zonas ácidas, como en el

cı́rculo 1. Colonias rojas con zonas ácidas y sin burbujas de gas, como en

el cı́rculo 2. Colonias que producen como se demuestra en la Figura 5.

Figura 5. Placa Petrifilm positivas para enterobacterias
Fuente: (3M, 2006)

f. Recuento de colonias para E. coli

• El color azul indica la presencia de E.coli como se demuestra en la Fi-

gura 6. En ocasiones primero se tiñe de color rojo y después se colorea

azul.

Figura 6. Placa Petrifilm positivas para E.coli
Fuente: (3M, 2006)

g. Recuento de colonias para Staphylococcus aureus

• Se considera todas las colonias rojo-violetas como Staphylococcus aureus

como se aprecia en la Figura 7.
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Figura 7. Placa Petrifilm positivas para Staphylococcus aureus
Fuente: (3M, 2006)

h. Recuento de colonias para Listeria monocytogenes

• Se considera todas las colonias rojo-violeta intenso como Listeria mo-

nocytogenes como podemos ver en la Figura 8.

Figura 8. Placa Petrifilm positivas para Listeria monocytogenes
Fuente: (3M, 2006)

2.4.6.2. 3MTM Placas PetrifilmTM para Salmonella

• Pese asépticamente la cantidad apropiada del 3M TM Suplemento Enri-

quecimiento de Salmonella Figura 9.

.

Figura 9. Peso del suplemento
Fuente: (3M, 2006)
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b. Procedimiento de Enriquecimiento

• Agregue de manera aséptica el 3M TM Suplemento para Enriquecimiento

de Salmonella a la cantidad apropiada de 3M Enriquecimiento Base para

Salmonella , preparado y esterilizado en el autoclave.

• Prepare la dilución del producto alimenticio. Pese o agregue con una pi-

peta el producto alimenticio dentro de un contenedor estéril, tal como una

bolsa para homogenizar u otro contenedor.

• Agregue una cantidad apropiada de la combinación de 3M Enriqueci-

miento Base para Salmonella más el 3M Suplemento para Enriqueci-

miento de Salmonella a la bolsa o el contenedor de la muestra como se

demuestra en Figura 10.

Figura 10. Pasos para el procedimiento de Enriquecimiento
Fuente: (3M, 2006)

c. Procedimiento de Enriquecimiento cont.

• Mezcle u homogenice la muestra según el procedimiento actual como

indica Figura 11.

• Incube las muestras enriquecidas a 41, 5◦C ± 1◦C durante de 18 a 24

horas.

• Después de la incubación del enriquecimiento, transfiera 0,1 ml a 10 ml

de R-V R10.

• Incube el caldo R-V R10 a 41, 5◦C ±1◦C de 8 a 24 horas.
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Figura 11. Procedimiento de enriquecimiento
Fuente: (3M, 2006)

d. Procedimiento de Hidratación

• Coloque la Placa 3M Petrifilm SALX sobre una superficie nivelada y

plana. Con la pipeta perpendicular a la placa, coloque 2,0 ml de diluyente

estéril sobre el centro de la pelı́cula inferior.

• Deje caer suavemente la pelı́cula superior sobre el diluyente para evitar

atrapar burbujas de aire.

• Coloque el Difusor Plano 3M Petrifilm en el centro de la placa. Presione

ligeramente el centro del difusor para distribuir el diluyente de manera

uniforme que llegue a toda el área antes que se forme el gel. No debe

deslizar el difusor a través de la pelı́cula.

• Coloque la Placa 3M Petrifilm en una superficie plana durante 1 hora a

temperatura ambiente protegida de la luz para que se forme el gel como

indica Figura 12.

Figura 12. Procedimiento de Hidratación
Fuente: (3M, 2006)

e. Inoculación de la placa

• Use una asa estéril de 10 ul y retire un volumen completo de muestra a

fin de sembrar por estriado en la placa.
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• Realice una sola siembra por estriado, desde la parte superior hasta la

parte inferior de la placa, para obtener colonias aisladas como indica en

Figura 13.

Figura 13: Inoculación de la placa
Fuente: (3M, 2006)

f. Inoculación, Incubación e Interpretación de la placa

• Baje la pelı́cula superior para cerrar la Placa Petrifim asegúrese de usar

guantes.

• Incube las placas a 41, 5◦C ±1◦C durante 24 más o menos 2 horas en

posición horizontal con el lado correcto hacia arriba en pilas de no más

de 20 placas Figura 14.

Figura 14. Inoculación, Incubación e Interpretación de la placa
Fuente: (3M, 2006)
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2.5 TRABAJOS RELACIONADOS

Contaminación microbiológica del quesillo en tres sistemas de distribución

en Tegucigalpa, Honduras.

En el siguiente trabajo realizado por López et al. (2002) consistió en conocer el

grado de contaminación del quesillo comercializado en tres diferentes sistemas de

distribución. Para el estudio se escogieron tres categorı́as de establecimientos: mer-

cados populares, pulperı́as y supermercados tomando muestras de quesillo de cada

establecimiento, cada 15 dı́as por 3 veces. Los análisis microbiológicos se llevaron

a cabo en el Centro de evaluación de alimentos de Zamorano y comprenden tres ti-

pos de pruebas microbiológicas cómputo total de mesófilos aerobios, cómputo de

coliformes totales ,E. coli y S. aureus. Las tres pruebas se llevaron a cabo utilizando

placas Petrifilm. Obteniendo los siguientes resultados todas las muestras sobrepasa-

ron el lı́mite establecido para el cómputo total de mesófilos aerobios. El cómputo de

coliformes de las muestras de la pulperı́a sobrepasó el lı́mite permitido, pero en los

demás establecimientos, el 50 % de las muestras se encontraron dentro de los lı́mites.

El 50 % de las muestras de los tres medios de comercialización fueron positivas a

la presencia de E. coli. Además todas las muestras de quesillo no sólo sobrepasaron

el lı́mite permitido de S. aureus, sino que, se encontraron en cantidades que podı́an

producir suficiente toxina como para causar intoxicaciones gastrointestinales estos

resultados fueron normados con División de Control de Alimentos de la Secretarı́a

de Salud Pública de Honduras y para el análisis estadı́stico se utilizó el programa

Statistical Análisis System 8.0.

Estudio microbiológico del suero de queso fresco pasteurizado de los pro-

ductores lácteos del cantón Mejı́a de la parroquia Aloası́.

En el trabajo realizado por Burbano (2016) se plantı́o el objetivo de analizar mi-

crobiológicamente el suero de queso fresco pasteurizado de los productores lácteos

de la parroquia Aloası́ del cantón Mejı́a. Se aplicó el método de siembra directa y por
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diluciones (10-1a 10-6) ası́ también se utilizó la tinción Gram de los microrganismos

que crecieron en los diferentes medios de cultivo. Como resultado de la investigación

se obtuvo lo siguiente: Escherichia coli (2.90*108UFC/Ml), Streptococcus, Salmone-

lla , L. monocytogenes y levaduras presentan crecimiento promedio de 107UFC/mL;

estos resultados fueron comparados con la Norma INEN 2594 (2011).

Determinación de la calidad microbiológica de productos lácteos elaborados

en una institución de educación superior

Gracias a la investigación de Garcı́a (2016) se analizaron un total de 105 mues-

tras de 5 diferentes productos lácteos, siendo 21 muestras de los siguientes productos:

queso panela, queso tipo Oaxaca, queso ranchero, leche y rompope por 21 dı́as; los

cuales fueron adquiridos del taller de lácteos de una institución de nivel superior.

Para las pruebas de laboratorio se utilizaron medios de cultivo especı́ficos para ca-

da tipo de microorganismo: agar nutritivo, agar papa/dextrosa, agar verde brillante,

agar sal/manitol. Finalmente se obtuvo los siguientes resultados: 73 muestras (76 %)

para Mesófilos, 85 muestras (17,85 %) para Coliformes, 66 muestras (13,86 %) para

Staphylococcus, 10 muestras (2,1 %) para Mohos y Levaduras y finalmente el por-

centaje de muestras no aptas para consumo humano, sumando los 4 microorganismos

evaluados son: queso panela 100 %, queso Oaxaca 100 %, queso ranchero 90 %, leche

95 % y rompope 19 %. Todos estos resultados fueron comparados con NOM-121-

SSA1-1994 Bienes y Servicios Quesos Frescos, Madurados y Procesados. NOM-

142-SSA1-1995. Bienes y Servicios. Bebidas Alcohólicas Especificaciones Sanita-

rias Etiquetado Sanitario y Comercial.NOM-091-SSA1-1994, Bienes y Servicios.

Análisis Microbiológico en Quesos Frescos que se Expenden en Supermerca-

dos dela Ciudad de Guayaquil, Determinando la presencia o ausencia de Listeria

y Salmonella spp.

En el siguiente trabajo realizado por Plaza (2013) se analizó la presencia de Liste-

ria spp y Salmonella en quesos frescos, mozarela y quesos maduros que se expenden

en supermercados del cantón Samborondón de la ciudad de Guayaquil para ello se
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analizó 51 muestras de 6 supermercados. Para el análisis se realizó por dos métodos

rápida detección y convencional. Obteniendo lo siguiente: con la prueba de rápida

detección se encontró muestras positivas para Listeria (24) y para Salmonella (5). Y

por el método convencional para Listeria (27) y Salmonella (10) de 51 muestras ana-

lizadas. Estos resultados fueron tabulados por el programa estadı́stico Minitab 15.0

y finalmente fueron comprados con la norma INEN NTE 1528 para demostrar si son

aptos para el consumo humano.

Evaluación de la calidad higiénico – sanitaria y determinación de las carac-

terı́sticas organolépticas y fı́sico – quı́micas del quesillo que se expende en los

mercados de la ciudad de Loja.

En la presente investigación realizada por Castillo et al. (2008) analizaron mues-

tras de quesillo que se expende en los mercados de Loja (Tebaida, San Sebastián,

Central, Gran Colombia y Nueva Granada) para determinar los microorganismos

patógenos; se analizaron 120 muestras en las instalaciones del Laboratorio CETTIA

de la Universidad Técnica Particular de Loja acreditado bajo la Norma ISO 17025,

empleando métodos normalizados del INEN y de la AOAC obtenido los siguientes

resultados: Staphylococcus Aureus (65,8 %) siendo este el microorganismo predo-

minante en la mayorı́a de muestras, Levaduras (28,3 %) Listeria s.p.p (15.8 %) y se

evidencio la ausencia de Salmonella. Concluyendo que los quesillos que se expenden

en los mercados de la ciudad de Loja tiene un elevado riesgo para la salud humana.
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3. METODOLOGÍA

3.1 MATERIAL Y MÉTODOS

3.1.1. Ubicación

El presente estudio se realizó en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja

y los análisis microbiológicos se efectuaron en el Laboratorio de Diagnóstico Integral

Veterinario de la Universidad Nacional de Loja. Las caracterı́sticas meteorológicas

de la ciudad de Loja son: altitud 2100 m.s.n.m, temperatura 12◦C-18◦C, precipitación

700 mm/año, humedad relativa media de aproximada 70 y cuenta con una topografı́a

ondulada.

3.1.2. Descripción del Experimento

3.1.2.1. Fase de Campo

Para la fase de campo de esta investigación consistió en la recolección de mues-

tras de quesillo en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja.

3.1.2.2. Fase de Laboratorio

En esta segunda fase se procedió a realizar el análisis de las muestras de quesillo

utilizando las Placas Petrifilm 3M para la identificación de enterobacterias, Escheri-

chia coli, Staphylococus aureus, Listeria monocytogenesy y Salmonella spp.



3.1.3. Tamaño de la Muestra

En el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja cuenta con 35 puestos de

venta de quesillo en la cual se tomarón una muestra de cada uno abarcado el 100 %

de la población.

3.1.4. Toma de las Muestras

Toma de muestras se realizó cada semana, obteniedo 5 muestras de 0,23 kg to-

dos los dı́as lunes a las 7 de la mañana; luego fueron llevadas a los laboratorios de

Diagnóstico Integral Veterinario de la Universidad Nacional de Loja. Este procedi-

miento se realizó por 7 semanas.

Para determinar la presencia de enterobacterias, E.coli , Staphylococcus aureus y

Listeria monocytogenesen las muestras de quesillo se realizarón los siguientes pasos:

a. Preparación de las Muestras

Se peso 1g de quesillo de cada muestra. Se hace una dosolución con 9ml de

solución salina y 1g de quesillo en un tubo de ensayo estéril obtenido las dilu-

ciones (1:10/1:100/1:1000)

b. Inoculación

De la última dilución (1/1000) descrita en la preparación de la muestra , se

toma 1 ml con una jeringuilla estéril y colocamos en el centro de la pelı́cu-

la cuadriculada inferior de la Placa Petrifilm. Se retira con mucho cuidado la

pelı́cula superior para evitar que atrape burbujas de aire. Con el lado liso hacia

abajo se colocó el dispersor en la pelı́cula superior sobre el inóculo. Se pre-

sionó suavemente el dispersor para distribuir el inóculo sobre el área circular,

antes de que solidifique el gel. Finalmente se dejó reposar la placa de uno a dos

minutos.
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c. Incubación

Las Placas Petrifilm se incubarón a una temperatura (37◦C) ahı́ permanecieron

por 24h.

d. Interpretación

Luego de la incubación se procedió a realizar el conteo de las colonias con la

ayuda de una lupa y con la guı́a de Placas Petrifilm 3M las que se encontraban

coloreadas, se registrarón como positivas y en el caso de no presentar ninguna

coloración negativa. En el caso de las placas positivas se volvı́a a realizar todo

el procedimiento para confirmar los resultados.

Para determinar la presencia de Salmonella spp. en las muestras de quesillo se

realizarón los siguientes pasos:

a. Procedimiento de Enriquecimiento

Se peso asépticamente 16,65 gr de 3M Caldo Base Salmonella y se suspendió

en 450 de agua destilada. Se homogenizó el medio y se esterilizó a 121◦C

durante 15 minutos. Se peso 0,0225mg de Suplemento para enriquecimiento de

Salmonella y se homogenizó con el 3M Caldo Base preparado anteriormente a

una temperatura de 41, 5◦C ±1◦C durante de 18 a 24 horas. Luego se procedió

a presar 10g de quesillo y se colocó en una bolsa estéril ziploc y se agregó

102 ml de la combinación del Caldo Base y del Suplemento y se mezcló por 5

minutos. Se incubaron a 41, 5◦C ±1◦C durante de 18 a 24 horas. Después de

la incubación del enriquecimiento, se transfirió 0,1 ml a 10 ml de R-V R10. Se

Incubó el caldo R-V R10 a 41, 5◦C ±1◦C de 8 a 24 horas.

b. Procedimiento de Hidratación de Placas 3M

Se instaló la Placa 3M Petrifilm sobre una superficie nivelada y plana. Con una

jeringuilla estéril se colocó 2,0 ml de diluyente estéril sobre el centro de la
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pelı́cula inferior. Se dejó caer suavemente la pelı́cula superior sobre el diluyen-

te para evitar atrapar burbujas de aire. Se ubicó el Difusor Plano 3M Petrifilm

en el centro de la placa y se presionó ligeramente el centro del difusor para

distribuir el diluyente de manera uniforme que llegue a toda el área antes que

se forme el gel. Finalmente a la Placa 3M Petrifilm se situó en una superficie

plana durante 1 hora a temperatura ambiente protegiendo de la luz para que se

forme el gel.

c. Inoculación de la Placa

Se empleó una asa estéril de 10 ul y se retiró el volumen completo de muestra a

fin de sembrar por estriado en la placa. Se realizó una sola siembra por estriado,

desde la parte superior hasta la parte inferior de la placa, para obtener colonias

aisladas.

d. Incubación

Se bajó la pelı́cula superior para cerrar la Placa Petrifilm y se incubó las placas

a 41, 5◦C ±1◦C durante 24 más o menos 2 horas en posición horizontal con el

lado correcto hacia arriba.

e. Interpretación

Para la interpretación se la realizo basándose en el Manual de Placas Petrifilm

y con la ayuda de una lupa.

3.1.5. Variables de Estudio

• Presencia de Enterobacterias.

• Presencia de Escherichia coli

• Presencia de Staphylococcus aureus
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• Presencia de Salmonella spp.

• Presencia de Listeria monocytogenes

• Procedencia

3.1.6. Análisis Estadı́stico

Por medio de estadı́stica descriptiva se estimaron proporciones de muestras que

cumplen con las normas INEN y las negativas que no cumplen con estas normas.

Luego los datos se resumirán por medio de cuadros y gráficas. Para esto se utilizó el

programa informático RStudio versión 3.6.2 de libre acceso.
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4. RESULTADOS

4.1 ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO

Se analizarón 35 muestras de quesillo para detectar enterobacterias, Escherichia

coli, Staphylococcus aureus, Listeria monocytogenes y Salmonella spp. obteniendo

los siguientes resultados explicados en la Tabla 5.

Tabla 5. Análisis microbiológico de los quesillos que se expenden en el Mercado
Gran Colombia de la ciudad de Loja

Bacteria Casos Número %

Enterobacterias
Positivo 19 54

Negativo 16 46

Escherichia coli
Positivo 8 23

Negativo 27 77

Staphylococcus aureus
Positivo 22 63

Negativo 13 37

Listeria monocytogenes
Positivo 0 0

Negativo 35 100

Salmonella spp.
Positivo 0 0

Negativo 35 100

4.1.1. Presencia de Enterobacterias en quesillos expendidos en el

mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja

Realizando el análisis microbiológico el 54 % (19/35) son positivos para entero-

bacterias demostrado en la Figura 15.



Figura 15: Porcentaje de muestras positivas y negativas para enterobacterias ; n=35

4.1.2. Presencia de E.coli en quesillos expendidos en el mercado

Gran Colombia de la ciudad de Loja

El 23 % (8/35) son positivos para E.coli como se indica en la Figura 16.

Figura 16: Porcentaje de muestras positivas y negativas para E.coli ; n=35

4.1.3. Presencia de Staphylococcus aureus en quesillos expendi-

dos en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja

Casos positivos para Staphylococcus aureus es 63 % (22/53) como se muestra en

Figura 17.
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Figura 17: Porcentaje de muestras positivas y negativas para Staphylococcus aureus
; n=35

4.1.4. Presencia de Listeria monocytogenes en quesillos expendi-

dos en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja

En las 35 muestras analizadas no se encontro Listeria monocytogenes.

4.1.5. Presencia de Salmonella spp. en quesillos expendidos en el

mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja

No se encontró Salmonella en las muestras analizadas.

4.2 QUESILLO QUE SE EXPENDEN EN EL MERCADO GRAN

COLOMBIA SEGÚN LA NORMA INEN 1528.

Para este resultado se comparó las 35 muestras analizadas con la Norma INEN

1528 del 2012; obteniendo los siguientes resultados explicados en Tabla 6
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Tabla 6. Resultado del aislamiento y conteo de las bacterias presentes en el quesillo
ofertado en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja y su cumpli-
miento con la Norma INEN 1528 del 2012.

Muestras Enterobacterias
(1000 colonias)

E.coli
(10 colonias)

S.aureu
(100 colonias)

Listeria y
Salmonella
(ausencia)

Cumplimiento
Norma INEN

1 Incontable - 100 - X
2 Incontable - 100 - X
3 Incontable - 1600 - X
4 1700 18 Incontable - X
5 Incontable 56 Incontable - X
6 Incontable Incontable 500 - X
7 Incontable Incontable 500 - X
8 Incontable 30 5400 - X
9 Incontable 7 Incontable - X

10 - - 2600 - X
11 - - Incontable - X
12 Incontable - - - X
13 - - -

√

14 - - - -
√

15 - - - -
√

16 - - 60 -
√

17 - - - -
√

18 - - 2300 - X
19 - - - -

√

20 Incontable - 5000 - X
21 Incontable Incontable 2500 - X
22 - - Incontable - X
23 - - 100 -

√

24 2000 - 100 - X
25 - - - -

√

26 Incontable - 3600 - X
27 Incontable - Incontable - X
28 - - 100 -

√

29 Incontable 18 Incontable - X
30 Incontable 6 5100 - X
31 Incontable - 5700 - X
32 - - - -

√

33 Incontable - 2200 - X
34 Incontable - Incontable - X
35 Incontable 3 700 - X

(-) Ausencia de bacterias
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Tabla 7. Porcentaje total de las muestras que cumplen y las que no con la Norma
INEN.

Norma INEN Número %
Cumple 10 29

No cumple 25 71

El 29 % (10/35) de las muestras cumple con la norma y puede ser consumidos de

forma directa como se puede observar en la Tabla 7.

4.2.1. Muestras de quesillo que no cumplen con la noma INEN

2012, según la procedencia.

Para la obtención de este resultado se tomó en cuenta las muestras de quesillo que

no cumplen y se verifico el lugar de su procedencia.

Figura 18: Porcentaje de las muestras que no cumplen con la Noma INEN 2012
según su procedencia ; n=10

Como podemos observar en la Figura 18 el porcentaje más alto según su pro-

cedencia le corresponde a la parroquia Jimbilla (cantón Loja) con un 40 % (4/10),

seguido del cantón Saraguro 30 % (3/10), parroquia Santiago 20 % (2/10) y en un

menor porcentaje parroquia San Lucas 10 % (1/10), estas dos últimas pertenecientes

también al cantón Loja.
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4.3 PROPUESTA PARA MEJORAR EL ESTADO HIGIÉNI-

CO SANITARIO DEL QUESILLOS QUE SE EXPENDEN

EN EL MERCADO GRAN COLOMBIA DE LA CIUDAD

DE LOJA

4.3.1. Antecedentes

Desde la antigüedad el quesillo ha sido un producto muy consumido por la po-

blación lojana por su exquisito sabor y textura, ganando mercado. En la actualidad se

sigue consumiendo este producto en diferentes formas cocido o en forma directa. Pe-

ro con los estudios realizados anteriormente se ha demostrado que el quesillo que se

expende en los mercados de la ciudad de Loja presenta debilidades en su gestión; de-

bido, al desconocimiento sobre los procesos técnicos de la calidad del quesillo y los

aspectos relacionados con la inocuidad. El sistema de causas de variación es grande,

algunas de las más importantes son: la calidad y manejo de la leche, el proceso en la

producción, almacenamiento y la resistencia al cambio por parte de los productores

y vendedores.

4.3.2. Justificación

Los productores artesanales de quesillo lo hacen como una forma rentable para

sobrevivir en un medio cada vez más competitivo; sin embargo, la acción más impor-

tante consiste en alinear los esfuerzos dispersos para construir una visión compartida

por todos los interesados. Para ello se formuló una propuesta para mejorar la higiene

sanitaria de los quesillos, incrementar la competitividad y lograr que nuestros quesi-

llos pueden ser expendidos nacional e internacionalmente.

Para la obtención de estos resultados es importante tener en cuenta algunos aspec-

tos; como es la higiene durante el proceso es decir desde la obtención de la materia
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prima (leche) utilizada; hasta el producto final elaborado. Otro factor importante es

el control de salud y la aparición de posibles enfermedades contagiosas por parte de

los trabajadores con la manipulación; por eso es fundamental el lavado de manos de

manera frecuente y minuciosa, con un agente de limpieza autorizado, con agua po-

table y con cepillo. Debe realizarse antes y después de realizar el trabajo. Con todos

estos aspectos se logrará obtener un quesillo saludable y libre de bacterias.

4.3.3. Objetivos

Objetivo General

• Informar a los productores y vendedores del quesillo sobre las medidas de bio-

seguridad y normas INEN, mediante la presentación de trı́pticos y charlas. Para

disminuir el ı́ndice de contaminación de bacterias patógenas.

4.3.4. Metodologı́a

4.3.4.1. Organización del equipo

Para la organización del equipo se debe contar con las autoridades responsables

(Municipio de Loja y Jefatura de salud) de la inspección de alimentos e informar lo

siguiente:

• En la investigación realizada por la carrera de Medicina Veterinaria y Zootecnia

de la Universidad Nacional de Loja se encontró 71 % muestras que no cumplen

con la norma INEN 1528 del 2012 debido a contener un elevado porcentaje de

bacterias en las muestras de quesillo es por ello que se debe realizar mejoras

en la higiene y almacenamiento de estos productos
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4.3.4.2. Preparación de las charlas para los productores y vendedores

Luego de haber sido analizado el problema se procederá a realizar charlas por

parte de las autoridades incluyendo los siguientes temas:

• Control de la materia prima (leche).

• Almacenamiento y transporte de las materias primas.

• Adecuado alojamiento e instalaciones.

• Preparación higiénica del quesillo.

• Manipulación y transporte

• Almacenamiento para la venta

• Enseñanza de la higiene personal de los trabajadores y vendedores

• Fortalecimiento de las organizaciones de los productores.

• Dar a conocer las normas vigentes y los parámetros que se evalúan.

• Finalmente incentivar a las personas a trabajar mancomunadamente para que

sus productos ser comercalizados en nuevos mercados con mejores precios.

4.3.4.3. Para los trı́pticos deberá contener lo siguiente

• Imágenes emotivas demostrado el correcto ordeño, elaboración , almacena-

miento y comercialización del quesillo e informar sobre los problemas que

pueden causar al consumir alimentos contaminados por bacterias patógenas

ver (AnexoIII).

• Los trı́pticos serán entregados a cada propietario de puesto de expendio de

quesillo del mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja.
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4.3.5. Resultados esperados

• El conocimiento de las personas acerca de las normas INEN.

• Tener un enfoque más claro sobre la preparación, almacenamiento y trasporte

del producto,

• Se espera obtener quesillo de mejor calidad.

• Vendedores y productores capacitados.

4.3.6. Presupuesto

Tabla 8. Presupuesto para la elaboración de una propuesta alternativa para mejorar el
estado microbiológico de los quesillos que se expeden en el mercado Gran
Colombia

Actividades Cantidad Costo Unitario(USD) Costo Total(USD)

Difusión 100 3 300

Conferencista 5 20 100

Folletos 200 3 600

Refrigerio 200 0,5 100

Materiales varios 500 500

Total 1600
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5. DISCUSIÓN

5.1 ANÁLISIS MICROBIOLÓGICO

El quesillo es un producto fabricado artesanalmente por lo cual contiene micror-

ganismos patógenos y pueden causar problemas al ser consumidos de forma directa.

Es por ello que se ha realizado varios estudios acerca de la inocuidad de los derivados

lácteos a nivel nacional e internacional. En 2016 en un trabajo sobre quesillo artesa-

nal expendido en el mercado de Chillán (Chile), se encontró E. coli valores máximos

para enterobacterias y presencia L. monocytogenes con un 8.8 %; sin evidenciar Sal-

monella y S. aureus. Costa et al. (2016). En la nvestigación, se obtuvo resultados

similares con la presencia de E. coli; pero el mercado de Chillán encontró todas las

muestras fueron positivas mientras que en la ciudad de Loja se halló solamente el

23 % Costa et al. (2016). No se halló en las dos investigaciones Costa et al. (2016) la

presencia de Salmonella en las muestras de quesillo. Una de las razones para no en-

contrar esta bacteria, es porque habita en mayor frecuencia en huevos y el organismo

de las aves (Calva Abad, 2017).

En Tegucigalpa (Honduras) se encontró Staphylococcus aureus en muestras de

quesillos comercializados en los mercados. Además estos productos no solo sobre-

pasan los lı́mites establecidos por las normas de División de Control de Alimentos

de la secretaria de Salud Pública de Honduras ;sino que podı́an producir suficiente

toxinas como para causar intoxicación gastrointestinal al ser consumido López et al.

(2002). En el presente trabajo se detectaron 22, 85 % (n=35) de las muestras de quesi-

llo incontable para Staphylococcus aureus este porcentaje es muy bajo y no existirı́a

la probabilidad de una intoxicación alimentaria. Debido a que pudo haber existido

contaminación en el proceso de las diluciones López et al. (2002).

Ecuador es uno de los paı́ses que consume mayormente derivados lácteos espe-



cialmente el quesillo ya que es realizado sin la pasteurización (Calva Abad, 2017). Es

por ello que en el 2008 se realizaron análisis de los quesillos en todos los mercados de

la ciudad de Loja y se obtuvieron como resultados: Staphylococcus aureus (65,8 %),

Listeria (15,8 %), y ausencia de Salmonella. En esta investigación se obtuvo un por-

centaje de 63 % de Staphylococcus aureus, valores que son aproximados en los dos

estudios. Los altos porcentajes de Staphylococcus aureus en mercados de la ciudad

de Loja, se podrı́an deber a contaminación por la manipulación y almacenamiento

inadecuada (Salazar et al., 2017).

5.2 COMPARACIÓN DE RESULTADOS CON LAS NORMA

INEN 1528 del 2012

La inocuidad de los alimentos es un conjunto de condiciones y medidas necesa-

rias durante la producción, almacenamiento y distribución de alimentos para asegurar

que una vez ingeridos, no representen un riesgo para la salud. Siendo razón válida

para la creación de requisitos a nivel mundial que regulen la elaboración de estos

productos de tal forma que garanticen la calidad. En base a estos reglamentos han

sido comparados con investigaciones como Garcı́a (2016) que analizó quesos adqui-

ridos del taller de lácteos de una institución de nivel superior de Querétaro (México)

estos resultados fueron comparados con NOM-121-SSA1-1994 Bienes y Servicios

Quesos Frescos, Madurados y Procesados. Concluyendo que el mayor porcentaje de

muestras analizadas no son aptas para consumo humano.

En Ecuador se creó el 28 de agosto de 1970 el Instituto Ecuatoriano de Norma-

lización, INEN, para garantizar la inocuidad de los alimentos con la aplicación de

normas y reglamentos establecidos. En vista de esto se tomaron para ser compararlos

con trabajos investigativos como Burbano (2016) que analizó el queso fresco pas-

teurizado de los productores lácteos de la parroquia Aloası́ del cantón Mejı́a (Ecua-

dor).Encontrado que estos productos no cumplen en su totalidad con la Norma INEN

2594 (2011). Este problema puede deberse a dos factores que resalta Vásquez et al.
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(2007) la falta de aseo para la preparación de dichos productos y el otro factor es la

leche que se utilizan para la elaboración de quesos. En el cantón Samborondón de la

ciudad de Guayaquil Plaza (2013) analizó la presencia de Listeria y Salmonella spp

en quesos frescos, mozarela y quesos maduros utilizando la norma INEN NTE 1528.

Concluyendo que los quesillos de este sector no cumplen con dicha norma ya que

existe una elevada carga microbiana. Ası́ también Conlago (2019) determinó la pre-

sencia de Escherichia coli en 35 muestras de quesos frescos sin marca provenientes

de siete mercados ubicados al centro norte de la ciudad de Quito. Tras la realización

de los ensayos correspondientes se obtuvo que el 100 % de las muestras presentan

Escherichia coli y no cumplen con lo establecido por la NTE INEN 1528 norma

general para quesos frescos no madurados.

En esta investigación concuerda con Plaza (2013) y con Conlago (2019) la cual

se utiliza la norma INEN 1528 del 2012 para evaluar la calidad microbiológica del

quesillo. Ası́ también concordamos que los productos que se expenden en los mer-

cados del Ecuador en su gran mayorı́a no cumplen con los reglamentos establecidos.

Una de las causas es la falta de higiene para la preparación y el desconocimiento por

parte del personal de dichas normas.
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6. CONCLUSIONES

En el quesillo que se expende en el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja,

predominan los Staphylococcus aureus (63 %), enterobacterias (54 %) y Escherichia

coli (23 %).

El 71 % de quesillo que se expende en el mercado Gran Colombia de la ciudad de

Loja no cumplen con la norma INEN 1528, principalmente los que provienen de la

parroquia Jimbilla (40 %) del cantón Loja y del cantón Saraguro (30 %). Por lo tanto,

no pueden ser consumidos de forma directa y deben pasar un proceso de cocción a

una temperatura de 100◦ C.

Por lo se debe tomar en cuenta que el quesillo al ser consumido sin tratamiento

térmico se convierte en un vehı́culo de alto riesgo para la salud; debido a que existe

peligro de intoxicación microbiológica.

Se informó de manera efectiva sobre las medidas de manejo sanitario y normas

INEN del quesillo en toda la cadena productiva a los expendedores de todo el merca-

do Gran Colombia mediante la presentación de trı́pticos.



7. RECOMENDACIONES

Realizar otros estudios (microbiológicos, quı́micos, genéticos) sobre la calidad

de quesillo expendido en mercados ubicados en Loja y otras provincias del Ecuador.

Solicitar colaboración al personal administrativo del Municipio de Loja para mo-

tivar a los propietarios a responder las encuetas realizadas por los investigadores

sobre el manejo sanitario de quesos expendidos en mercados en la ciudad de Loja.

Emplear pruebas microbiológicas que permitan establecer la especie de bacteria

a la que pertenece para estudio de cotramición y trazabilidad.
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111–112.

Rodrı́guez. (2002). Principales caracterı́sticas y diagnóstico de los grupos patógenos
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Salazar, D., Cuichán, M., Ballesteros, C., Márquez, J., y Orbe, D. (2017). Encuesta

de superficie y producción agropecuaria continua espac 2017. Instituto Nacional

de Estadı́sticas y Censos del Ecuador : Quito, Ecuador.

Sinisterra Castro, C. E., Perla, A., Botero, M., Aguirre Cuaican, D., y Patiño Hernan-

dez, F. A. (2018). Aplicación del análisis del riesgo a un caso de intoxucación

50



alimentaria, ocasionada por entero toxinas estafilocócicas en canelones de verdu-
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Anexo I: Trabajo de laboratorio

Figura 19: Esterilización de los materiales.

Figura 20: Muestras de quesillo
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Figura 21: Dilución, inoculación e incubación para enterobacterias E.coli, S.aureus
y Listeria monocytogenes

.

Figura 22: Enriquecimiento e Hidratación para Salmonella

Figura 23: Inoculación e incubación para Salmonella

53



Anexo II:Interpretación de resultados

Figura 24: Lectura de resultados de las Placas Petrifilm

Figura 25: Confirmación de resultados
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Anexo III: Plan de mejoramiento a la calidad de

quesillos de la hoya de Loja

Figura 26: Entrega de trı́pticos ilustrativos a las personas que expenden quesillo en
el mercado Gran Colombia de la ciudad de Loja.

Figura 27: Impartición sobre el correcto proceso de elaboración, almacenamiento y
comercialización del quesillo.
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Las malas prácticas de  

higiene y almacenamiento  

Afectar la salud del consumidor. 

Pueden ocasionar la  

proliferación de microrganismos  

patógenos, y  

Todas estas recomendaciones para la ela-

boración y comercialización del quesillo, 

así las personas tendrán la confianza de 

consumirlo y mejorarás tus ventas . 

TEN ENCUENTA 

RECUERDA 

 ALMACENAMIENTO Y 

 COMERCIALIZACIÓN 

Mantener el quesillo en congeladores a una 

temperatura de  4 –5 °C   

Para la comercialización usar guantes  y   

mascarilla . 

LOJA-ECUADOR 

 



PASOS PARA UN 

BUEN ORDEÑO 

Lavarse las manos 

con abundante jabón 

y agua. 

Lavar las ubres de la 

vaca. 

Se debe utilizar guan-

tes para el ordeño y  

la leche debe caer en 

un recipiente limpio. 

Después del ordeño se 

debe sellar los pezones 

para evitar proliferación de 

bacterias. 

 elaboración del 

quesillo 

Los materiales para utilizar deben estar limpios y de-

ben ser lavados con agua a una temperatura de (95-

100°C)  para eliminar la presencia de  bacterias. 
 ENVASADO 

Para desuerar el quesillo se debe usar telas lim-

pias y cada  dos meses deben ser remplazadas. 

Lavarse las manos con abundante agua y jabón 

antes de  preparación del quesillo. 

Se debe emplear guantes, mascarilla y gorro para 

evitar la contaminación. 

Embolsar en fundas o empaques estériles  utili-

zando  siempre guantes  

Transporte 

Trasladar el producto en bandejas plásticas estas 

deben estar limpias libre de residuos. 
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