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1. Titulo

Evaluacion microbioldgica de queso fresco artesanal expendido en mercados de la ciudad de Loja



2. Resumen

El queso fresco es un derivado lacteo, con un consumo per capita de 1.7 kilos al afio en Ecuador y apreciado
por su gran valor nutricional, su elaboracion se dacomunmente en zonas rurales en base amétodos tradicionales
y el uso de materia prima sin procesamiento previo. Por lo que es esencial garantizar que el proceso de
produccion cumpla con los estandares de higiene. En este estudio se realizo la evaluacion microbioldgica de 40
muestras de quesos frescos expendidos en los mercados de la ciudad de Loja, siguiendo la normativa INEN
1528:12. Se pudo observar que las caracteristicas organolépticas como el olor, el color, la textura'y el pH son
normales. En cuanto a calidad microbioldgica se determind la ausencia de Salmonella spp., la presencia de
bacterias como Escherichia coli, Staphylococcus aureus, y un alto recuento de Enterobacterias, superando los
limites establecidos por la normativa. Se obtuvo la presencia de otros microorganismos como: Staphylococcus
coagulasa negativa, Micrococcus spp., Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, donde se pone en evidencia

una falta de control en la cadena de produccion poniendo en riesgo la salud del consumidor.

Palabras clave: Cultivos microbioldgicos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Quesos

frescos, Enterobacterias



2.1 Abstract

Fresh cheese is a dairy product, with a per capita consumption of 1.7 kilos per year in Ecuador and
appreciated for its high nutritional value, and is commonly produced in rural areas using traditional
methods and raw materials without prior processing. It is therefore essential to ensure that the
production process complies with hygiene standards. In this study, a microbiological evaluation of
40 samples of fresh cheeses sold in the markets of the city of Loja was carried out in accordance
with INEN 1528:12 standards. In terms of microbiological quality, the absence of Salmonella spp.
was determined, as well as the presence of bacteria such as Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
and a high count of Enterobacteriaceae, exceeding the limits established by the regulations. The
presence of other microorganisms such as: coagulase-negative Staphylococcus, Micrococcus spp.,
Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris, where a lack of control in the production chain is

evidenced, putting the health of the consumer at risk.

Keywords: Microbiological cultures, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Fresh cheese,
Enterobacteriaceae.



3. Introduccién

El queso es un derivado lacteo formado en base al uso de cuajo o sustancias similares, lo
que descompone la lactosa y separa el suero. Para la fabricacién de este producto se emplea leche
de vaca ya sea entera o descremada, en regiones mediterraneas, se opta por utilizar leche de oveja o
de cabra (Licata, 2020). En 2020, el mercado del queso en Ecuador experimentd un gran

crecimiento, al ser uno de los derivados lacteos preferidos por los ecuatorianos (Pardillos, 2020).

El queso fresco es un producto bastante consumido en Ecuador, el proceso de fabricacion y
distribucion representan un dilema cuando se trata de calidad y seguridad alimentaria especialmente
cuando se trata de pequefios productores (Zambrano, 2014). El consumo per céapita en el pais de
queso fresco se encuentra en 1.7 kilos anuales, la produccion de este tipo de queso es predominante
en el pais y gran parte es de elaborado de manera artesanal siendo las condiciones sanitarias
variables (Solis, 2022).

La produccion de este derivado lacteo es comUnmente realizada en zonas rurales, donde a
menudo existe una falta de conocimiento con respecto a las normas higiénico - sanitarias, debido a
que no existe un control necesario para la obtencion de un producto de calidad comercial, como
consecuencia se convierte en un ambiente favorable para el crecimiento de bacterias causando

problemas al consumidor (Arteaga et al., 2021).

La presencia de bacterias patogenas en el queso fresco artesanal, mediante las malas
practicas de manufactura, aumenta significativamente el riesgo de contraer enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA’s) (Pedro, 2017). El queso presenta una microbiota normal
compuesta de bacterias lacticas que son comunes como Lactobacilus spp., Bacillus spp. y
Lueconostoc spp. cuando existe la presencia de microorganismos como: Escherichia coli,
Salmonella spp, Staphylococcus aureus, entre otras, aunque estan permitidas en menor medida una
vez que sobrepasan los limites establecidos ya son capaces de generar problemas de salud (Merchan
etal., 2019).

En varios estudios realizados en algunas ciudades del Ecuador siendo una de ellas la ciudad
de Latacunga donde evaluaron la calidad microbioldgica en quesos frescos artesanales, en cuanto a
enterobacterias se supera los parametros establecidos (LPM) ufc/g 2x 102 ufc/g obteniendo valores
de entre 10* a 10%, en cuanto a Escherichia coli, Staphylococcus aureus de igual manera se superan
los limites permisibles del nivel de buena calidad se encuentran entre 10* a 10° ufc/g, el 100% de

las muestras estan contaminadas con Salmonella (Moreano, 2021).



En la ciudad de Guayaquil, se realizd un estudio para determinar la presencia de Listeria y
Salmonella en quesos frescos. A traves de pruebas rapidas de deteccion se refleja la falta de
inocuidad de los quesos, determinando la presencia de Listeria y Salmonella, mostrando una mayor
incidencia de Listeria. También se realiz6 por método tradicional donde de 51 muestras analizadas
27 muestras fueron positivas para Listeria y 10 muestras fueron positivas para Salmonella (Plaza,
2013).

Un estudio realizado en quesillo en 2007 y 2008 en Loja por el Centro de Transferencia de
Tecnologia e investigacion Agroindustrial (CETTIA) de la Universidad Técnica Particular de Loja,
de 120 muestras el 65.8% estaban contaminadas con Staphylococcus aureus, el 28.3% levaduras y
el 15.8% de Listeria spp. (Plaza, 2013).

Existen numerosos estudios dentro del pais, sin embargo, la ciudad de Loja no cuenta con
estudios a profundidad de la calidad microbioldgica y fisico quimica del queso fresco. Los estudios
realizados en diferentes partes del Ecuador muestran como los quesos frescos artesanales en su gran
mayoria se encuentran contaminados por bacterias, mostrando el poco conocimiento y manejo de

las normas de calidad higiénico sanitaria por partes de los productores o de quienes lo comercializan.

Con este trabajo se pretende obtener informacion con respecto a la salubridad del queso
artesanal que es expendido en los mercados de la ciudad de Loja, mediante el analisis
microbiologico de los microorganismos presentes en los mismos, ademas de determinar la calidad

higiénico sanitaria. Con los siguientes objetivos:

e Evaluar las caracteristicas organolépticas en muestras de queso fresco artesanal de los
mercados de la ciudad Loja.
e Identificar la presencia de microorganismos en queso fresco artesanal comercializado en los

mercados de la ciudad de Loja.



4. Marco Teodrico

4.1. Queso fresco

Hace referencia al queso no maduro, ni escaldado, moldeado, de textura relativamente firme,
leventemente granular, preparado con leche entera, semidescremada, coagulada con enzimas y/o
acidos organicos generalmente sin cultivos lacticos, también conocidos como queso blando (INEN,
2012).

Son conocidos como quesos blandos y se caracterizan por poseer un alto porcentaje de
humedad por lo que su vida en anaquel es corta sin la presencia de refrigeracion (Franklin et al.,
2011).

4.2. Caracteristicas organolépticas queso fresco
Las caracteristicas organolépticas son un atributo sensorial que resultan de la combinacion
de las propiedades fisicas, estas combinaciones son percibidas por los 6rganos de los sentidos
(Castro et al, 2010). Con una textura suave, homogénea y ligeramente himeda, un sabor levemente
acido, lacteo y fresco, un aroma fresco, suave y lacteo, un color blanco o ligeramente amarillento
(Cacuango & Santafé, 2010).

4.3. Calidad fisico-quimica del queso fresco
Los quesos frescos tienen una caracteristica importante que es un alto contenido de agua,
lo que les confiere un sabor leche fresca o ligeramente acidificada, presentan una textura pastosa y

color blanco, su temperatura de conservacion es de 2 a 5 °C (De la Haba, 2016).

Tabla 1. Tipos de queso segun composicion fisico-quimica

Tipo o clase Humedad % max. Contenido de grasa en extracto seco %om/m
Semiduro 55

Duro 40

Semiblando 65

Blando 80

Rico en grasa 5 60

Entero o graso - 45

Semidescremado - 20

Descremado o

magro

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacién. 2012



4.4. Calidad microbiolégica

La calidad microbiologica de los quesos frescos esta dada por Norma Teécnica Ecuatoriana

INEN 1528, donde se establece que la leche utilizada para su fabricacion debe de cumplir con los

requisitos establecidos en la norma NTE INEN 10, en la cual se indica que la leche debe pasar por

un proceso de pasteurizacion, es decir que sea sometida a un proceso térmico el cual garantice la

destruccion total de los microorganismos patdégenos y microorganismos banales (saprofitos) sin que

se llegue a alterar las caracteristicas fisicoquimicas, nutricionales y organolépticas de la misma

(INEN, 2012).

Tabla 2.Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no maduros

Requisito n m M C Meétodo de ensayo
Enterobacterias, UFC/g 5 2x102 103 1  NTE INEN1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 <10 10 1 AOAC991.14
Staphylococcus aureus

10 102 1 NTE INEN 1529-14
UFC/g
Listeria monocytogenes /259 5  Ausencia - ISO 11290-1
Salmonellaen 25 g 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529-15

Nota: Adaptado de Normativa del Instituto Ecuatoriano de Normalizacion 1338 (p.6), por INEN,

2012

Donde:

n= nimero de muestras a examinar

m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad

M= indice maximo permisible para identificar para identificar nivel aceptable de calidad

c= numero de muestras permisibles con resultados entre my M (INEN, 2012).



4.5. Inocuidad alimentaria

La inocuidad alimentaria es aquella que garantiza que los alimentos estén libres de sustancias
que puedan llegar a ser perjudiciales para el ser humano. Lo que implica eliminar la presencia de
peligros bioldgicos, quimicos o fisicos, para que los alimentos sean seguros para el consumo
humano (Garzén, 2009).

Para garantizar la inocuidad es necesario que todos aquellos que participan en toda la cadena
de produccion desde el ordefio hasta los encargados de los puntos de venta, ademas de los
organismos de control involucrados garanticen la inocuidad de los alimentos haciendo respetar los
buenos procesos de manufactura, realizando inspecciones rutinarias y promoviendo préacticas de
manipulacion de alimentos, con la finalidad de que se mantenga la inocuidad de los alimentos

producidos (Organizacion Mundial de la Salud, 2021).

4.5.1. Enfermedades transmitidas por alimentos

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) se provocan a partir de la ingesta de
alimentos o0 agua contaminados por microorganismos patdgenos, sustancias quimicas toxicas o
agentes parasitarios. Los sintomas pueden ser diversos, estd asociada a las malas préacticas en la

cadena de produccién (Ospina et al., 2021).

Los sintomas mas comunes son diarrea, vomitos, dolor abdominal, fiebre, nduseas, sintomas
neuroldgicos, la duracion e intensidad varia dependiendo del tipo y la cantidad de patdégenos o

toxinas ingeridas (Gonzalez & Rojas, 2005).

Para prevenir estas infecciones se debe tener buenas préacticas de higiene y manipulacion en
todas las etapas, tener en cuenta los siguientes factores higiene de los alimentos, manipulacién

adecuada, educacion y capacitacion (Ministerio de educacién, 2018).
4.5.2. Contaminacion directa

Es un tipo de contaminacion en la cual los alimentos entran en contacto y se contaminan
entre si, se puede producir al momento de mezclar diferentes tipos de alimentos, el goteo de sangre

procedente de carne cruda, goteo de liquidos de alimentos en descongelacion (CSA, 2020).



4.5.3. Contaminacién cruzada

Hace referencia al proceso en el que bacterias, virus, alergenos o sustancias quimicas pasan
de un alimento, utensilio o superficie, por lo que se puede llegar a poner en peligro la seguridad
alimentaria de los consumidores. Es considerada una de las principales causas de enfermedades

relacionadas con los alimentos (OMS, 2023).
4.5.4. Factores extrinsecos e intrinsecos de contaminacion del queso

Factores intrinsecos son factores propios del queso, como pH, la actividad del agua,
presencia de nutrientes la presencia de conservantes naturales, entre otros. Los factores extrinsecos
son condiciones externas en las cuales se favorezca la presencia de microorganismos, como pueden
ser la temperatura, humedad, presencia de microrganismos ajenos al microbiota normal del queso,

la manipulacién inadecuada, entre otros (Rosas, 2007).
4.6. Calidad higiénico sanitario

Calidad higiénico sanitaria es el conjunto de condiciones y medidas necesarias en todas las
etapas de la produccion de alimento para garantizar su salubridad e inocuidad, lo que da la

confiabilidad para ver si el producto es apto (OMS, 2018).

La Organizacidon de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) alerta
que la elaboracion de alimentos en &reas rurales, las condiciones higiénico sanitarias carecen del

seguimiento y control requeridos para asegurar la obtencion de productos de calidad (FAO, 2017).

Ademas, se sefiala que la comprobacion de la calidad e inocuidad de los alimentos es de
cumplimiento obligatorio por los productores y son controlados por los gobiernos (Komada et al.,
2020). Puesto que los riesgos asociados al ingerir un alimento contaminado, tiene incidencia directa
a brotes de enfermedades, provocados por diferentes bacterias patdgenas y parasitos, conocidas

como enfermedades de transmision alimentaria, ETA’s (Zufiiga & Lozano, 2017).

Como parte del sistema de control de calidad, los productores de alimentos deben verificar
materias primas, limpiar y desinfectar de manera constante todo aquello que entra en contacto con
el producto (Moretro & Langsrud, 2017), para reducir la carga bacteriana equivalente a la
acumulacion diaria de bacterias y para eliminar los patdégenos que se introducen en el entorno de

produccion, ya que estas bacterias pueden transferirse directamente, desde cuchillos rebanadoras o



cintas transportadoras o indirectamente desde pisos o paneles de control a los alimentos durante el

dia de produccion (Garcia, 2018).

4.7. Caracteristicas de los Organismos Indicadores y su patogenicidad

4.7.1. Staphylococcus aureus

Tabla 3. Clasificacion taxonémica de Staphylococcus aureus

Reino Bacteria

Filo  Firmicutes
Clase Bacilli
Orden Bacillales
Familia Staphylococcaceae
Género Staphylococcus

Especie Staphylococcus aureus

Es una bacteria anaerobia facultativa, Gram positiva, productora de catalasa, coagulasa,
inmovil y no esporulada, se encuentra distribuida por todo el mundo por lo que se estima que cada
una de tres personas la posee, aunque no resultan afectadas por ella. (Castillo, 2013). Forma parte
de la microbiota normal de mucosas y piel, en especial nasal, encontrandose en 20%. EIl problema

radica cuando su habitat se ve alterado, cuando se convierte en oportunista (Torres et al, 2021).

Microorganismo patégeno tanto para el hombre como para los animales, al cual que
atribuyen gran cantidad de infecciones, posee un alto rango de gravedad, se puede manifestar desde
lesiones en piel localizadas, intoxicaciones alimentarias, hasta infecciones invasivas, estas

afecciones pueden llegar a ser potencialmente mortales (Parra, 2022).

Esta bacteria es asociada con gran frecuencia en productos frescos, carnes, aves, pescados,
mariscos, leche refrigerada, produccion de pasteleria y productos con alto contenido de sal (carne
cruda), (Lépez et al., 2019).
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Tabla 4. Toxinas patdgenas de Staphylococcus aureus

Toxinas Patologias

Toxinas TSST-1 Sindrome del shock toxico
Cuadros de enterocolitis, enfermedad
Enterotoxinas A-O diarreica aguada, vomitos e intoxicaciones
alimentarias
Intoxicaciones alimentarias, produccion
sintomas como vémitos, diarrea acuosa,
Enterotoxina A-E, G-I, K-M
dolor abdominal nauseas, sudoracion cefalea
sin fiebre

Toxinas exfoliativas A/B Enfermedad de Ritter

Nota: Adaptado de Patologia clinica: Caracteristicas generales de Staphyloccocus aureus; 61 (1): 28-40, por E.
Cervantes et al., 2014, Rev. Latinoam Patol Clin Me. (Cervates et al., 2014)

4.7.2. Enterobacterias

Es un grupo de bacterias Gram negativas pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae;
son la familia mas grande y heterogénea de bacilos gran negativos con un tamafio de (0,3 a 1,0 x
1,0 a 6,0 um) pueden ser moviles o inmoviles con flagelos peritricos y no forman esporas (Murray
etal., 2002). En este grupo se encuentra Escherichia, Salmonella, Klebsiella, Enterobacter, Proteus,
Serratia, Shigella. Estos géneros son asociados con infecciones cuya severidad esta influenciada
principalmente por la capacidad patogénica o el nivel de virulencia de la especie implicada. Las
infecciones transmitidas por alimentos llegan a generar problemas intestinales (Murray et al., 2002).

Se desarrolla en agar MacConkey, las enterobacterias pueden crecer en ambientes aerobios
como en anaerobicos, ademas utilizan la fermentacion en lugar de oxidacion para metabolizar la
glucosa, generalmente produciendo gas; son catalasa positiva, oxidasa negativa y su temperatura

ideal de crecimiento varia entre 22 y 37 °C (Carroll et al 2017).
Se asocian en verduras frescas, carnes, aves, pescado, huevos, productos lacteos, carnes

procesadas y pan debido a las bajas temperaturas, pH bajo, y por limpiadores o desinfectantes

durante el saneamiento y después si el enjuague es insuficiente (Lopez et al.,2019).
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4.7.3. Escherichia coli

Tabla 5. Clasificacion taxonémica de Escherichia coli

Reino Bacteria

Filo  Proteobacterias
Clase = Gammaproteobacterias
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacterias
Género Escherichia

Especie E. coli

Es una bacteria gran negativa, es encontrada en el intestino tanto de humanos y animales,
son parte del microbiota normal, en ganado vacuno también se encuentra en el intestino, aunque
puede colonizar la ubre y causar una infeccion, llega a la leche por medio del entorno, la ubre, el

equipo de ordefio y durante o después del ordefio (Metz et al., 2020).

Se caracteriza por ser anaerobio facultativo no forma esporas, tiene movilidad por medio de
flagelos y produce indol mediante tript6fano, no utiliza citrato como fuente de carbono y no produce
acetoina, también fermenta glucosa y lactosa con la produccion de gas. Se desarrolla facilmente a
temperaturas de 6 a 50 °C (Investigacion, 2022).

La forma de contagio se desarrolla por medio del contacto directo con alimentos o
superficies contaminadas, asi mismo por vectores como el contacto de mano a mano por via fecal-
oral (OMS, 2018).

Tabla 6. Lugar de accién y patogenia de los diferentes tipos de E.coli

Toxinas Patologias

) Mala absorcion de las microvellosidades que
Enteropatogenas (ECEP) _
da lugar a diarrea
Enterotoxigena (ECET) Hipersecrecidn gastrica
Enteroinvasiva (ECEI) Péerdida de celulas que recubren el colon
Reduccion de las microvellosidades,
Enteroagregativas (ECEA) infiltracion mononuclear y hemorragia,

depresion de la absorcion de liquidos

Nota: Adatado de Murray et al., (2006)
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4.7.4. Salmonella spp

Tabla 7. Clasificacion taxondémica de Salmonella spp.

Reino Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacteriales
Familia Enterobacteriaceae
Género Salmonella

Bacteria gram negativa, anaerobio facultativo, no forman esporas, maéviles por flagelos
peritricos, su tamafio varia de 0,7 a 1,5 um (ancho) x 0,2 a 5 um (largo), pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, al momento de colonizar al ser humano provoca salmonelosis, esto se produce

cuando se consume alimentos contaminados con esta bacteria (Stanchi, 2007).

El 99% de las salmonelosis son relacionadas con Salmonella entérica, esta se encuentra
presenten en especies de sangre caliente, el resto de las subespecies estan presentes en reptiles y en
el medio ambiente con menor potencialidad (Villaruel, 2021). Requiere algunas condiciones para

su crecimiento.

Tabla 8. Factores que afectan el crecimiento de Salmonella spp.

Minimo Optimo Maximo
Temperatura 7°C 35°C 46,2 °C
pH 3,8 7 9,5

Fuente: Renapra, (2018).

Fermentan glucosa, maltosa y manitol, pero no fermentan lactosa ni sacarosa, silicina ni
sacarosa, forma acido y gas, no produce indol tampoco hidroliza la urea, es rojo-metilo positivo,

Voges-Proskauer negativo y citrato positivo, produce H,S (Merchant & Packer, 1980).

13



5.1. Area de estudio

El estudio se realizo en la ciudad de Loja, ubicada en el sur de Ecuador, tiene altitud de

2100 m.s.n.m, temperatura 12-C-18°C, precipitacion 700 mm/afio, humedad relativa media de

aproximada

La investigacion se realizd tomando muestras de queso en los diferentes mercados

municipales de la ciudad de Loja.

Figura 1. Ubicacion geograficas de los Mercados municipales de la ciudad de Loja

5. Material y Métodos
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e

5.2. Procedimiento

5.2.1. Enfoque metodoldgico

El enfoque metodoldgico fue de caracter cuantitativo.

5.2.2. Disefio de la investigacion

La investigacion fue observacional de corte transversal.




5.2.3. Tamafio de la muestra y tipo de muestreo

Se tomaron 40 muestras de queso, una por cada puesto de expendio del producto. Este
naimero es en base a una observacion previa del lugar y considerando todos los puestos que se

dedican a la distribucion de este producto dentro de los mercados.

Tabla 9. NUmero de muestras de los distintos mercados municipales de Loja

Mercados NUmero de puestos
Mercado 1 2
Mercado 2 1
Mercado 3 15
Mercado 4 17
Mercado 5 3
Mercado 6 2
Total 40

5.2.4. Técnicas

5.2.4.1.Fase de observacion

Se establecid los puntos de expendio fijos en cada uno de los mercados y se determind el

namero de muestras a recolectar (Tabla 10).
5.2.4.2.Toma de muestras

Para realizar la toma de muestras se basé en los protocolos de la norma de INEN 1529-2,
para el andlisis microbioldgico, el traslado al laboratorio de Microbiologia del centro de
“Biotecnologia de la UNL” se dio bajo la normativa NTE INEN 1529-15, para su respectivo

analisis.
5.2.4.3.Fase de laboratorio

Se realiz6 el anélisis de:

- Fisico quimico
Se evaluaron las variables en base a la escala:

e Color: blanco puro - amarillo cremoso
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e Olor: lacteo, nata y yogurt, mantequilla fresca
e Textura: blanda, granulosa, elastica, cremosa, firme o dura
e  pH: neutro, acido o bésico.
Se usaron los érganos de los sentidos y el uso del Peachimetro para el analisis del pH

- Analisis microbiologico

Para el andlisis microbioldgico se basé en la Norma General para quesos frescos no maduros
NTE INEN 1528:12

e Cultivo de enterobacterias

Se realizo la dilucion madre y se prepard diluciones seriadas hasta la 1073 para la inoculacion por

método vertido en placa (Anexo 3).
e Recuento de enterobacterias

El recuento de unidades formadoras de colonias se basé en la normativa INEN 1529-13,
aplicar un control negativo para evidenciar la esterilidad de los medios de cultivo, se debe aplicar la

siguiente formula:

N = Zc
- V(n1 +0, 1n2)d

En donde:

2.c: suma de todas las colonias contadas en todas las placas seleccionadas:
V: volumen inoculado en cada caja Petri

n,: Numero de placas de la primera dilucion seleccionada

n,: Numero de placas de la segunda dilucién seleccionada

d: Factor de dilucion de la primera dilucion seleccionada (d = 1 cuando se ha inoculado muestra
liquida sin diluir).

e Cultivo de Escherichia coli

Para el cultivo de Escherichia coli, la toma de muestras se basé en la norma NTE INEN
1529-8, se realizé la dilucién madre a partir de 10 g de muestra en 90 ml de agua peptonada, se

realizo diluciones seriadas hasta 1072 y se inoculo en medios diferenciales Mc Conkey y EMB
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por medio de la técnica de sembrado en estria, se incubd por 24 horas a 37 grados centigrados. Por

ultimo, se realizé pruebas confirmatorias de SIM, TSI y citrato. (Anexo 4)

e Cultivo de Staphylococcus aureus

Para el cultivo de Staphylococcus aureus se baso en la normativa NTE INEN 1529-14-1R,
se realizd dilucion madre de 10 g de muestra en 90 ml agua peptonada, se realiz6 diluciones seriadas
hasta 1072, se hizo la inoculacion en medios diferenciales Sal manitol y Baird Parker por método
de estria, se incubo durante 24 horas a 37 grados centigrados. Se realizo pruebas confirmatorias de

coagulasa, catalasa y oxidasa. (Anexo 1).

e Cultivo de Salmonella spp.

Para realizar el cultivo de Salmonella spp. se basé en la normativa NTE INEN-ISO 6579, se
realiz6 la dilucion madre con 10 g de muestra en 90 ml de agua peptonada, se hizo el
enriquecimiento con rappaport y se procedié a la siembra en agar Salmonella Shigella (SS) y agar
XLD por método de sembrado en estria, se incubo por 24 horas a 37 grados centigrados, se realizé

pruebas confirmatorias de SIM, TSI y citrato (Anexo 3).

5.2.5. Variables de estudio

Tabla 10. Variables de estudio

Categoria Unidad Instrumento

Variable
. Presencia . . i
Enterobacterias ) UFC/g  Cultivo microbioldgico
Ausencia
. i Presencia Cultivo microbioldgico
Escherichia coli ) UFClg NN g
Ausencia Pruebas bioquimicas
Presencia Cultivo microbioldgico
Staphylococcus aureus . UFClg L g
Ausencia Pruebas biogquimicas
Presencia Cultivo microbioldgico
Salmonella spp. .~ UFClg 1CTobI0l0g
Ausencia Pruebas bioquimicas
Caracteristicas Acepta Mediante evaluacion
organolépticas No acepta sensorial

5.2.6. Procesamiento y andlisis de la informacion

Se presentaran las variables de forma descriptiva se usardan para evaluar calidad
microbioldgica medidas de tendencia central (media).
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5.2.7. Consideraciones éticas

No se requieren de consideraciones éticas debido es un estudio observacional, de corte

transversal y no se trabaja con animales.
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6. Resultados

De las 40 muestras recolectadas en los mercados de la ciudad de Loja se obtuvieron los

siguientes resultados:

6.1. Caracteristicas organolépticas

Se realizo el andlisis sensorial de textura, olor y color, en las 40 muestras de queso fresco,

donde se obtuvo una textura blanda, un olor lacteo y un color cremoso.

De igual manera se analizé el pH de cada una de las 40 muestras donde se obtuvo valores que
van desde 5,54 a 6,35. (Tabla 12).

Tabla 11. Caracteristicas organolépticas y pH

Mercados Textura Olor Color Ph

1 Blanda Olor lacteo Blanco 5.95
Cremoso

2 Blanda Olor lacteo Blanco 5.97
Cremoso

3 Blanda Olor lacteo Blanco 5.8
Cremoso

4 Blanda Olor lacteo Blanco 5.73
Cremoso

5 Blanda Olor lacteo Blanco 6.35
Cremoso

6 Blanda Olor lacteo Blanco 5.54
Cremoso

6.2. Calidad microbioldgica

6.2.1. Escherichia coli

Se realizo la seleccion de las placas sospechosas, obteniendo 30% (12 muestras) de Klebsiella

pneumoniae, 25% (10 muestras) de Escherichia coli, 17,5% (7 muestras) de Proteus vulgaris, 27,5

% (11 muestras) con ausencia de crecimiento. (Tabla 13)
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Tabla 12. Presencia de bacterias sospechosas de Escherichia coli

Placas sospechosas

Escherichia coli 10 25%
Klebsiella pneumoniae 12 30%
Proteus vulgaris 7 17.5%
Sin presencia 11 2715%
Total 40 100 %

6.2.2. Staphylococcus aureus

De 24 placas sospechosas se obtuvo: 22,5% (9 muestras) de Staphylococcus coagulasa
negativa, 20% (8 muestras) de Staphylococcus aureus, 17,5 % (7 muestras) de Micrococcus sp.,

40% (16 muestras) con ausencia de crecimiento. (Tabla 14)

Tabla 13. Presencia de Staphylococcus aureus

Placas sospechosas

Staphylococcus coagulasa 9 29 50
negativa

Micrococcus sp. 7 17.5%
Staphylococcus aureus 8 20%

Sin presencia 16 40%

Total 40 100

6.2.3. Salmonella spp.
No se obtuvo crecimiento de Salmonella spp. en las 40 muestras
6.2.4. Enterobacterias

De acuerdo a la normativa INEN 1528-12, donde el indice maximo permisible para

identificar nivel de buena calidad es 2x102 UFC/mg y el indice maximo permisible para identificar
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nivel aceptable de calidad es 2x103 UFC/mg, el 100% de las muestras (40) no cumplen con los

requisitos maximos impuestos en la normativa. (Tabla 15)

Tabla 14. Recuento de enterobacterias

Microorganismos Muestras %
Recuento Enterobacterias

Cumple 0 0%
No cumple 40 100%
Total 40 100%

6.2.5. pH asociado a la presencia de bacterias

El mayor porcentaje de crecimiento de Escherichia coli 15% y Staphylococcus

aureus 10% se da en un pH de 5,95, también se observa un 5% de crecimiento en un pH de

6,35. (Tabla 16)

Tabla 15. pH asociado a la presencia de bacterias

Escherichia Staphylococcus

Mercados pH . Enterobacterias
coli aureus
1 5.95 15% 10% No cumple
2 5.97 10% 2,50% No cumple
3 5.8 0% 2,50% No cumple
4 5.73 0% 0% No cumple
5 6.35 0% 5% No cumple
6 5.54 0% 0% No cumple
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7. Discusién

Se realizo el andlisis de 40 puntos de expendio dentro de los mercados de la ciudad de Loja
en los cuales se obtuvo en la evaluacion sensorial de los quesos una textura blanda, igual que lo
mencionado por Saca (2011), en su estudio realizado en quesos de diferentes cantones de la
provincia de Loja, este tipo de textura se debe al alto contenido de humedad que ronda entre el 60%
y 80%, la falta de maduracion ayuda conservar la cantidad de agua en el queso otorgandole la

suavidad caracteristica (Ramirez & Vélez, 2012).

Se obtuvo un color blanco cremoso el cual coincide con lo descrito por Licata (2015), y
Allaica, (2016) en su investigacion donde no observo cambios en el color de los quesos analizados.
Paredes (2018), encontro6 coloraciones que oscilan entre blanco y cremoso, lo cual lo atribuyo a la
presencia de carotenoides en la leche. Estos compuestos que son derivados principalmente de la
dieta de las vacas, se ven influenciados por alimentos ricos en carotenoides como lo son el kikuyo,
alfalfa, raigrés y trébol. Ademaés, factores como el contenido de grasa puede variar de acuerdo a la
raza y los métodos de produccion. Nufiez, (2023) destaca que un alto porcentaje de humedad puede
llegar a diluir la concentracion de carotenos dando como resultado el color blanco o ligeramente

amarillento

Referente al olor se obtuvo un aroma lacteo en las muestras, de igual manera Nufiez, (2023),
menciona que en quesos frescos producidos en las ciudades de Carchi e Ibarra tienen una tipicidad
de olor a leche cocida. Sulca, (2019) junto con la ayuda de panelista no encontraron variacion en el

olor del queso.

Pinchao & Viteri, (2024), concluyeron, mediante un analisis por consenso que los quesos
evaluados emitian un aroma lacteo, este olor es tipico de quesos que no han sido curados y refleja
la calidad de la leche utilizada, ademas el proceso de elaboracion juega un papel importante en el
olor (Sanchez, 2014). Una buena calidad de la leche es primordial ya que esta puede absorber el
olor del entorno, por lo que realizar buenas practicas de manejo pueden evitar olor ajenos e
indeseables (Hidrobo, 2008).

El pH es una medida que indica el grado de acidez o alcalinidad en un producto alimenticio,
importante para determinar su calidad, seguridad y conservacion (Carrion, 2019). Se registro valores
de pH que van desde 5.54 a 6.35, siendo similares a los obtenidos por Pachar, (2020) quien

determino un promedio de 5.7 = 0,1, al contrario de Paute, (2022) el cual obtuvo valores que van
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desde 6.47 a 6.88, de igual manera Macias et al., (2019), valores que van desde 5.56 a 7.22. Espinoza

et al., (2020), entre 4.7 a 6.6 manteniéndose en condiciones normales.

La mayoria de los quesos tiene un pH acido que va desde 5.1 hasta 5.9, estos rangos se los
atribuye al proceso de elaboracion como la pasteurizacion y el tipo de cuajo utilizado (Puente, 2022).
Segun la Normativa Peruana para quesos frescos, el rango normal de pH suele estar entre 4.6 y 5.5
(NTP, 2020). EI pH adecuado contribuye a un sabor mas equilibrado y una textura mas deseable,

ademas es esencial para garantizar una excelente calidad (Maquilén, 2015).

Los atributos como olor, sabor y textura influyen en la percepcion y aceptacion de los
alimentos en los consumidores y representan un riesgo microbiolégico debido a que se les atribuye
el crecimiento de bacterias al momento en el que se presentan cambios (Carrasco et al., 2020),
mantener un sabor agradable, una textura optima, y un nivel bajo de microorganismos es de gran
importancia al momento de satisfacer las expectativas del cliente y su bienestar (Etchevers et
al.,2010).

La leche contiene microorganismos los cuales cumplen un papel fundamental en la calidad
y seguridad del alimento, las bacterias consideras benéficas como los Lactobacillus spp. que son
predominantes y tienen la funcion de convertir la lactosa en &cido lactico, aportando mejoras en la
salud digestiva y también protegiendo al producto contra otros patdégenos (Cobos & Pulla, 2019).
Bacillus spp. cuentan con propiedades probioticas y Lueconostoc spp. puede mejorar las

propiedades y el sabor de productos fermentados (Medina & Aragundi, 2007).

La normativa INEN 1528:2012, menciona que los requisitos microbioldgicos para quesos
frescos no maduros, de acuerdo a las normas ecuatorianas correspondientes deben cumplir con un
indice maximo permisible para identificar un nivel aceptable de calidad: Enterobacterias 2x103

UFC/g, Escherichia coli 10 UFC/g, Staphylococcus aureus 102 , Salmonella en 25g ausencia.

Segun Aguilera et al., (2014), los microorganismos patogenos en la leche son Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Salmonella spp. y Listeria monocytogenes, todas con un gran potencial de
provocar graves infecciones gastrointestinales con sintomas como diarrea, dolor abdominal, fiebre,
y vomitos en humanos, por lo que es de gran importancia el control para asegurar un producto

saludable y seguro.

El Ministerio de Salud Publica en el afio 2024, menciona que hasta el cierre de la semana

epidemioldgica 4 se ha notificado 9765 casos de intoxicacion alimentaria en el pais, de los cuales

23



14 son en la provincia de Loja, algunos de los ellos han sido descritos en varios tipos de quesos,
debido a las practicas inadecuadas llevadas a cabo desde el ordefio de las vacas hasta el empaquetado
del producto, por lo que se requiere una especial atencién al momento de la fabricacion (Roldan et
al., 2023).

El 100% de las muestras analizadas para enterobacterias no cumple con lo establecido por la
normativa INEN 1528:2012, de igual manera Molleda (2016), obtuvo valores elevados en el
recuento de enterobacterias, por lo que tampoco llegan cumplir con el limite maximo establecido en
la normativa. Espinoza et al., (2020) report6 valores en un rango de 200 y 1019 UFC g el 100% de

las muestras se encuentran fuera del rango permisible de carga bacteriana.

La presencia de enterobacterias se debe a varios factores relacionados con la produccion,
manipulacion y almacenamiento; en el caso de los quesos frescos uno de los principales causantes
de la contaminacion es el uso de leche sin pasteurizar, ya que este proceso elimina muchos
patogenos (Ledn, 2018). Gonzales, (2022) menciona que si las condiciones sanitarias durante el
ordefio, el almacenamiento y la fabricacion de los quesos son deficientes pueden llegar a ser un
factor crucial al momento que se produzca contaminacion y el crecimiento de microorganismos

patdgenos.

De las principales enterobacterias identificadas se encuentra Klebsiella pnueomoniae donde
se registro un 30% de presencia siendo mayor a lo obtenido por Merchan et al, (2019), destaca un
17.2 % debido a que esta bacteria no es parte del microbiota normal del queso. La presencia de esta
bacteria se asocia a la contaminacion fecal durante el ordefio o la manipulacion de la leche, otro
factor es la falta de pasteurizacion, un almacenamiento inadecuado a temperatura ambiente lo que

lo hace propicio para el crecimiento de este microorganismo (Escobar et al., 2023).

Se obtuvo un 25% de presencia de Escherichia coli en este estudio siendo inferior a los
resultados obtenidos por Carrasco (2016), en su estudio en la ciudad de Riobamba obtuvo un 43%
de presencia, Chambillo (2019), en Huamanga registré un 85.9% y Vasquez (2018), determino un
33.3% de muestras positivas para Escherichia coli, los tres autores confirman una evidente
contaminacion de origen fecal por la escasa higiene al momento de la elaboracion o manipulacion

del producto.

Rodriguez et al., (2015) mencionan que una alta prevalencia de E.coli implica un gran riesgo

para la salud del consumidor al ser la causantes de las ETA’s. Bintsis & Papademas (2002),
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relacionan la alta presencia de Escherichia coli con malas practicas de ordefio, por lo que sugiere

un control mas estricto desde el comienzo de la produccion hasta el momento de la comercializacion.

En esta investigacion no se obtuvo presencia de Salmonella spp. este se encuentra dentro de
lo establecido por la normativa INEN 1528:12. Vasquez et al., (2018), no obtuvo presencia en las
muestras analizadas y Fuentes (2003), indica que esto se puede deber a factores como el pH acido,
una baja disponibilidad de azucares que afectan su desarrollo ademas de la competencia existente
con otros microorganismos, que poseen una tasa de multiplicacion mayor. Por el contrario de Plaza
& Morales (2013), en su estudio obtuvo un 13.71% de presencia, por lo que establece que la

incidencia de Salmonella es asociada a las condiciones de expendio en los mercados.

Las bacterias gram positivas juegan un papel dual ya que en este grupo se encuentran
microorganismos benéficos como Lactobacillus, pero también se encuentran patdgenos potenciales
con Staphylococcus aureus que es capaz de generar toxinas y sobrevivir a condiciones adversas

convirtiéndolo en un riesgo para la seguridad alimentaria (Ramos, 2017).

El género de las enterobacterias tolera rangos de pH entre 6.5y 7.5 (Vazquez, 2012), aunque
también se ha reportado que toleran rangos de pH mas acidos entre de 4.7 a 5.5 (Rodriguez et al.,
2016), el pH de los quesos obtenido en este trabajo tiene un rango entre 5.54 y 6.35 el cual puede
ser un ambiente propicio para la proliferacion de estas bacterias. Vasquez (2013), en su estudio
realizado en el departamento de Lara, también obtuvo valores de 5.5 a 5.8. En el caso de Salmonella
spp. Fuentes, (2003), indica que su crecimiento se ve limitado en un ambiente relativamente acido.
Salmonella spp., se clasifica como una bacteria neutréfila tiniendo un rango de crecimiento de 6.0
a 7.5, necesario para realizar sus funciones naturales (Cervantes et al., 2014), concordando con lo
obtenido en este estudio donde no se obtuvo crecimiento de esta bacteria relaciondndolo con el

rango de pH relativamente acido obtenido.

En el estudio realizado por Haro (2016) en Riobamba, registro 40% de presencia de
Staphylococcus aureus siendo mas alto que el 20% registrado en este estudio, ademas el autor
argumenta que esto se puede deber a la falta de asepsia en los lugares de produccion de los quesos,
la manipulacion inadecuada durante el proceso de venta representa un factor critico, dado que
implica el contacto directo del personal, riesgo de contaminacion cruzada con otros tipos de

alimentos y lugares que pueden estar potencialmente contaminados (Barron, 2022).
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Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Staphylococcus aureus son considerados como
agentes etioldgicos de mastitis tanto clinica como subclinica en vacas lecheras de todo el mundo, es
un patoégeno de gran importancia debido a su fécil transmision y su dificultad para ser tratado por
antibioticos (Pefia & Uffo, 2013). Se puede asociar la falta de higiene en las zonas de ordefio con la
presencia de estas bacterias en la leche destinada a la produccion de quesos frescos para el consumo

humano.

Se obtuvo la presencia de otros microorganismos como: Staphylococcus coagulasa negativa,
Micrococcus spp., Proteus vulgaris, se encuentran asociados falta de condiciones higiénicas en el
proceso de produccion, contaminacion ambiental, contaminacion cruzada (Orozco, 2018). La
presencia de todos estos microorganismos puede llegar a tener un impacto en la salud publica, por
lo que se debe dar cumplimiento de las buenas practicas de manufactura y aplicar normas de higiene
siguiendo los lineamientos, para asi evitar el crecimiento de microorganismos en el queso,
mejorando su calidad.
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8. Conclusiones

En las caracteristicas organolépticas evaluadas se obtuvo un pH relativamente acido, color
blanco, textura blanda y un olor lacteo caracteristicos de los quesos analizados en los
mercados de la ciudad de Loja.

En base a la norma INEN 1528:12 se determind la presencia de Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y un alto recuento de Enterobacterias en los quesos analizados en los
mercados de la ciudad de Loja.

Se aislé microorganismos patdgenos que son de importancia para la salud publica como:
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus vulgaris,
Micrococcus spp. y Staphylococcus coagulasa negativa

El pH, la forma de fabricacion, el uso de cuajo artesanal, falta de pasteurizacion y falta

higiene influyen en la presencia de microorganismos en quesos frescos.
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9. Recomendaciones

Evaluar la cadena de produccion desde le ordefio hasta la fabricacion del queso para
garantizar la calidad sanitaria de los productos en los puestos de expendio.

Realizar una evaluacion de los puestos expendio en base a las normas de limpieza, uso de
utensilios adecuados, superficies de contacto y el equipamiento del personal.

Realizar monitoreos en las granjas de produccion lechera, con la finalidad de verificar si se
cumplen con normas de higiene al momento del ordefio y si se realizan controles rutinarios
para verificar si se respetan tiempos de retiro, uso correcto de antibi6ticos

Evaluar residuos de antibioticos y resistencia antimicrobiana de bacterias aisladas de

derivados lacteos y su identificacidn por técnicas moleculares.
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11. Anexos.

Anexo 1. Flujograma aislamiento de Staphylococcus aureus
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Anexo 4. Flujograma de aislamiento de Escherichia coli
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Anexo 5. Procedimientos realizados para Staphylococcus aureus

Nota: Determinacion de S. aureus A: Crecimiento microbiol6gico en agar Sal manitol y
Bird Parker, B: Prueba de Coagulasa, C: Prueba de Catalasa, D: Prueba de Oxidasa

Anexo 6. Procedimientos realizados para Escherichia coli

Nota: Crecimiento sospechosa de E. coli. A. Crecimiento microbiol6gico en agar EMB y
Mac Conkey B. Pruebas bioquimicas confirmatorias
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Anexo 7. Crecimiento en placa de Enterobacterias

Disolucién 102

Disolucién 103
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Anexo 8. Pruebas Bioquimicas para Staphylococcus aureus

Pruebas Bioquimicas confirmatorias

Staphylococcus aureus
Posibles  Oxidasa Catalasa ~ Coagulasa

positivas  +/- +/- +/-
CC1 - + +
CC2 + + -
CC3 - + -
C.C8 - + +
C.C9 + + -
cCcu - + +
C.C12 - + -
C.C13 + + -
C.C14 - + -
C.C15 - + +
M. 1 - + -
M. 6 - + -
M. 7 + + -
M.8 - + -
M. 9 - + -

M. 11 - + -




M. 12

M. 13

M. 16

SS1

S.S3

T.2

N.G1

N.G 2
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Anexo 9. Pruebas bioquimicas confirmatorias de Escherichia coli

Pruebas Bioquimicas confirmatorias

Muestra
CCl1
CC4

C.C5
CC6ob
CC7
CC8
CC9

C.C10

cC1

M.2

M.3
M.5
M.6

M.7
M.9
M. 11

M. 12

Citrato
_/+

+

+

TSI
Glucosa
+

+

+ + + + +

=+

Lactosa Sacarosa Gas

+

+ + + + + +

+

+

+ + + + + +

+

+

+ + + + + +

=+

SH2

SIM
Mobilidad
+

+

+ + + + +

+

Indol
+

+ + + + + +

+

SH2

Resultado

E.coli
Klebsiella
pneumoniae
E. coli

E. coli

E. coli

E. coli
E.coli
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Proteus
vulgaris
E.coli

E.coli

E.coli
Klebsiella
pneumoniae
E. coli
Proteus
vulgaris
Klebsiella
pneumoniae
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M. 13

M.14

M.15

M. 16

N.G1

N.G2

SS1

SS?2

S.S3

T.1

T.2

P.1

Klebsiella
pneumoniae
Proteus
vulgaris
Klebsiella
pneumoniae
Proteus
vulgaris
Proteus
vulgaris
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Proteus
vulgaris
Proteus
vulgaris
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella
pneumoniae
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Anexo 10. Crecimiento en placa de Enterobacterias en agar MacConkey

Muestra

CCl1

CC2

C.C3

CC4

C.C5

CC6

CC7

CCSs8

CC9

C.C10

cCl

C.C12

CC13

CCl4

C.C15

M. 1
M.2
M. 3
M.4
M. 5
M. 6
M.7
M.8
M. 9
M.10
M.11
M.12

Crecimiento en placa

Resultado

Dilucién 1072
448

Dilucion 1073

Dilucién 1072

4.93E+04
IN
9.68E+04
IN

1.23E+04

Dilucion 1073

IN

IN

5.28E+05

IN

4.18E+04

2.90E+05
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M.13 IN IN IN IN

M.14 IN IN IN IN

M.15 IN IN IN IN

M.16 IN IN IN IN

M.17 IN IN IN IN

N.G 1 IN IN IN IN

N.G 2 IN IN IN IN

SS1 IN IN IN IN

SS2 IN IN IN IN

SS3 IN IN IN IN

T1 IN IN IN IN

T2 IN IN IN IN

P1l IN IN IN IN

Anexo 11. Porcentaje de Escherichia coli presente en quesos frescos

Microorganismo N de muestra (%)

Escherichia coli
Presencia 7 17.5%
Ausencia 33 82.5%

Total 40 100%

Anexo 12. Porcentaje de crecimiento de Staphylococcus aureus en quesos frescos

Microorganismo N de muestra (%)
Staphylococcus aureus
Presencia 9 22.5%
Ausencia 31 77.5%
Total 40 100%
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Anexo 13. Certificado de traduccidén del resumen

CERTIFICACION DE TRADUCCION

Loja, 04 de febrero de 2025

Lic. Viviana Valdivieso Loyola Mg. Sc.
DOCENTE DE INGLES

A peticién verbal de la parte interesada:

CERTIFICA:

Que, desde mi legal saber y entender, como profesional en el drea del idioma inglés, he
procedido a realizar la traduccion del resumen, correspondiente al Trabajo de
Integracidn Curricular titulado Evaluacion microbiolégica de queso fresco artesanal
en mercados de la ciudad de Loja, de la autoria de: Bryan Alexander Ramirez Luna,

portador de la cédula de identidad nimero 1105799108

Para efectos de traduccion se han considerado los lineamientos que corresponden a un

nivel de inglés técnico, como amerita el caso.

Es todo cuanto puedo certificar en honor a la verdad, facultando al portador del
presente documento, hacer uso del mismo, en |lo que a bien tenga.

Atentamente. -

VIANADEL CISNE
DIVIESO
OLA

-
-

Lic. Viviana Valdivieso Loyola Mg. Sc.
1103682991

N* Registro Senescyt 4to nivel 1031-2021-2296049
N°® Registro Senescyt 3er nivel 1008-16-1454771
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