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Resumen
Introduccion: La presencia microbioldgica en los quesos artesanales se refiere a

la cantidad y tipo de microorganismos que pueden encontrarse en estos productos,
algunos de ellos benéficos o patégenos. Este aspecto es critico para garantizar la
seguridad alimentaria y la calidad del producto, ya que un manejo inadecuado puede
favorecer la proliferacién de bacterias perjudiciales.

Objetivo: Determinar mediante placas Compact Dry X-SA la presencia de
Staphylococcus aureus en quesos artesanales en cuatro mercados de la ciudad de
Cuenca.

Metodologia: Estudio de tipo descriptivo, donde se obtuvieron 40 muestras de
gueso artesanal fresco vendido en los mercados: 9 de Octubre, 10 de Agosto, 27
de Febrero, 3 de Noviembre (10 muestras por mercado). Para los cultivos se utilizé
placas Compact Dry X-SA y Agar Manitol que permitieron el crecimiento de S.
aureus. Se utilizaron ensayos confirmatorios: catalasa, coagulasa y DNAsa.
Resultados: De las 40 muestras analizadas, el 25% excedi6 el limite de 102
UFC/mL establecido por la INEN 1528:2012. Todas las muestras sembradas de los
mercados 9 de octubre y 10 de agosto dieron positivo al crecimiento de S. aureus
en Agar Manitol Salado, mientras que, 27 de febrero y 3 de noviembre no tuvieron
crecimiento en todas las placas. El 80% de las muestras dieron positivo a catalasa,
el 47,5% a coagulasay 17,5% a DNAsa.

Conclusion: En conclusion, se determin6 que en el mercado 10 de Agosto existe
mayor presencia de S. aureus considerando a aquellas muestras muy numerosas

para contar las cuales superaron las 250 colonias.
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Abstract
Introduction: The microbiological presence in artisanal cheeses refers to the

guantity and type of microorganisms that may be found in these products, some of
which are beneficial or pathogenic. This aspect is essential to ensure food safety
and product quality, as improper handling can promote the proliferation of harmful
bacteria.

Objective: To determine the presence of Staphylococcus aureus in artisanal
cheeses from four markets in the city of Cuenca using Compact Dry X-SA plates.
Methodology: This is a descriptive study in which 40 samples of fresh artisanal
cheese sold in the following markets were collected: “9 de Octubre,” “10 de Agosto,”
“27 de Febrero,” and “3 de Noviembre” (10 samples per market). Compact Dry X-
SA plates and Mannitol Agar were used for the cultures, allowing the growth of S.
aureus. Confirmatory tests were performed: catalase, coagulase, and DNase.
Results: Of the 40 samples analyzed, 25% exceeded the limit of 102 CFU/mL
established by the Ecuadorian Standardization Service (INEN, by its Spanish
acronym) 1528:2012. All samples from the “9 de Octubre” and “10 de Agosto”
markets tested positive for S. aureus growth on Mannitol Salt Agar, whereas no
growth was observed in any plates from the “27 de Febrero” and “3 de Noviembre”
markets. Eighty percent (80%) of the samples tested positive for catalase, 47.5% for
coagulase, and 17.5% for DNase.

Conclusion: In conclusion, it was determined that the “10 de Agosto” market had
the highest presence of S. aureus, considering the samples that were too numerous

to count, which exceeded 250 colonies.
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ABREVIATURAS

BPM: Buenas Practicas de Manufactura.

CDC: Centro para el control y la prevencion de enfermedades.

CEISH: Comités de Etica de Investigacién en Seres Humanos.

ETA: Enfermedades transmitidas por alimentos.

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura.
INEN: Instituto Ecuatoriano de Normalizacion.

NTE: Norma Técnica Ecuatoriana.

MNC: Muy Numerosas por Contar

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

UFC: Unidades Formadoras de Colonias

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 10



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

TABLA DE CONTENIDOS

NI (@] D10 Lo [ ] SR 17
CAPITULO Lttt 20
PLANTEAMIENTO TEORICO. .....ooiviiieiteeeeecee ettt saeaneas 20
l.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION. ....ccooviiieiiciecieceeeee e, 20
1.2.- JUSTIFICACION ... .cviiiieeceeceeete ettt e ettt e et e ete e etesaesaeeeeeeens 22
1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA: .....oiiieiceece et 23
[.3.- OBJIETIVOS . ..t e e e et e e e e eaa e aeees 23
[.3.1.-ODjJetivo GeNEral:........couuuiiiii it 23
[.3.2.-ODbjetivOs ESPECITICOS: ....uvuuiiiiieeiiiiiiie et e e e eeaans 23
1.4.- MARCO TEORICO ...ttt 23
4.0 - ANTECERURNIES: ... e 23
[.4.2.- MArco referenCial: .........ooouiiiiiiiiiee e 30
[.4.2.1.- QUESO ARTESANAL ..ot 30
[.4.2.1.1.- DefiNiCION d€ QUESO.....cciiiieeiiiiiiiiiieie e 30
1.4.2.1.2.- Clasificacion de 10S QUESOS ..........ccovvvvieiiiiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 31
1.4.2.1.3.- QUESO AESANAI .....vvvniiiiiiiie e 32
1.4.2.1.4.- Componentes bromatoldgicos y nutricionales del queso artesanal 33
1.4.2.1.5.- Proceso de elaboracion del queso artesanal ..............cocccvvvveeeeeennn. 33
[.4.2.1.6.- Microbiologia del QUESO ...........ccoeiiiiiiiiiiiiiie 35
[.4.2.1.7.- Contaminacion AlIMENtaria ............cceeeeeeiiiiiiiiiiiieeeee e 36
1.4.2.1.8.- Almacenamiento y transporte de los quesos artesanales.............. 36
1.4.2.1.9.- Enfermedades Transmitidas por alimentos..........cccccccvvvvviiiiiinnnnn. 37

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 11



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

[.4.2.1.10.- Inocuidad alimentaria............cccuvrriiiiieeeiiieee e 38
1.4.2.1.11.- Principales patdgenos en queso fresco artesanal........................ 39
1.4.2.2.- STAPHYLOCOCCUS AUREUS ... 41
[.14.2.2.0.- TAXONOMIG 1cciiiiiiiiiiie ettt e e e e ee e e as 41
[.4.2.2.2.- DEFINICION .cooiiiiiiiiie et 41
[.4.2.2.3.- MOIOIOQIA ..ccceeiiiiieeee s 42
[.4.2.2.4.- SINtOMALOIOGIA .....eeveeieeeeeee et 42
1.4.2.2.5.- EPIAEMIOIOQIA ..oovvvviiiiee e 43
[.14.2.2.6.- VITUIBNCIA ....ooeoiiiiiiiiiieeeee ettt 44
1.4.2.2.7.- Resistencia MIiCrobIana...........ccovvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeee 45
1.4.2.2.8.- El mercado como fuente de transmision de S. aureus................... 45
[.4.2.2.9.- Trazabilidad..............oueiiiiiiii e 46
CAPITULO 11ttt 47
METODOLOGIA ...ttt 47
11.1.- DISENO DE INVESTIGACION ......ooiuiiiiieeeeeeeeee e 47
It O =t o {0 T U PP 47
[1.1.2.- Disefio de INVESHIgacCION ............ouuuiiiiii e, 47
[1.1.3.- Nivel de INVESHGACION ......cooiiiiiiiiiiiiiiieie e 47
[1.1.4.- Tipo de INVESHIGACION ......coeiiiieiiiiiiiiiiieeeee e 47
11.2.- POBLACION Y MUESTRA ... ..ottt ittt 48
[1.2.1.- UNIVerso — PODIACION .........coooiiiiiiiiiiiiiiieee e 48
[1.2.2.- MUESIIEO Y MUESIIA ...eeviieiieeee e e e 48
11.3.- CRITERIOS DE SELECCION .....coooiiiiiiieecee e 49

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 12



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

[1.3.1.- CriterioS de INCIUSION .......eviiiieiiiiiiiiie et 49
[1.3.2.- CriterioS de eXCIUSION .......cciiiiiiiiiiiiiiiiie e 49
I.4.- DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS VARIABLES........cccoevveiennee. 50
[1.4.1.- Variable independiente ..............uuiiiiiie i 50
[1.4.2.- Variable dependiente ...........oooveiiiiiiiii e 50

I.5.- PROCEDIMIENTOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA

OBTENCION DE DATOS. ..ottt ettt eae e eae e 52
[1.5.1.- Medios de cultivo, inStrumentoS Y €qUIPOS.......ceeeeeeeieieeeiiiiiieeeeeeeeeeanns 52
[1.5.2.- REACHIVOS ....eeiiiiiieiiiiiiie ettt e e 52
[1.5.3.- DIJUCIONES ... 53
[1.5.4.- Siembra de StaphylOCOCCUS QUIEUS...........cccvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 53
[1.5.6.- Aislamiento en Agar Manitol Salado ..............cccoeeeeeiiiiiiiiiiiii e, 54
[1.5.5.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa y DNAsa..................... 55

11.6.- PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS Y ANALISIS DE DATOS................ 56

11.7.- ASPECTOS ETICOS ....ceiiiieieiiiieteieneseneeieienesesesie e sesseeesene s 57

CAPITULO ittt 58
RESULTADOS Y DISCUSION .....oviiviiiieiieeeeeece et 58

[11.- RESULTADOS Y DISCUSION .....ooviiiiieiieeceeceeeee et 58

[11.1.- RESULTADOS MERCADO 9 DE OCTUBRE..........ccoiiiiiiiiiiiieeiieees 59
[11.1.1.- Resultados generales ... 59
[11.1.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA............... 60
[11.1.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa Agar ............. 61

[11.2.- RESULTADOS MERCADO 10 DE AGOSTO ....ccuuiiiiiiiiieeeeeeiieeeeeii e 63
[11.2.1.- Resultad0s gENEIAIES ........ccuuuiiiiiiiii e 63

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 13



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

[11.2.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA............... 64
[11.2.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa ..................... 65
[11.3.- RESULTADOS MERCADO 27 DE FEBRERO. .........ccoiiiiiiiiiiiiiies 66
[11.3.1.- Resultados geNerales .........oooeuvuiiiiiiii i e e 66
[11.3.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa ..................... 68
[11.4.- RESULTADOS MERCADO 3 DE NOVIEMBRE.........ccccooiiiiiiiiiiiiiiiiieees 70
[11.4.1.- Resultados generales ... 70
[11.4.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA............... 71
[11.4.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa ..................... 72
[11.5.- RESULTADOS GENERALES Y DISCUSION ....cccoviiiiiiecieceece e 73
[11.5.1.- Agar Manitol Salado...........cccccvviiiiiiiiii 73

[11.5.2.- Mercado con mayor numero de UFC/mL de Staphylococcus aureus en

siembra Compact Dry X-SA ... 74
[11.5.3.- Quesos frescos aceptables o no segun INEN 1528:2012.................. 75
[11.5.4.- Pruebas confirmatorias: catalasa, coagulasa y DNAsa...........c.......... 77

[11.5.5.- Pruebas confirmatorias positivas (catalasa, coagulasa, DNAsa) a

Staphylococcus aureus en los diferentes mercados ...........cccoeeeeeeeeviiiiiinnnnnn. 78
CAPITULO IVttt 80
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ... 80
IV.1.- CONCLUSIONES ... ..ot e e e e e eees 80
IV.2.- RECOMENDACIONES. ... .ot 82
BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt 83

Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529.2.1999 .........cccceiiiiiiiiiiiieiiee e 95

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 14



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

INDICE DE TABLAS

Tabla 1. Requisitos microbiolégicos para quesos frescos no madurados............. 36
Tabla 2. Definicion de Variable dependiente.............cccooveeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeein, 50
Tabla 3. Diluciones para determinar crecimiento o no de colonias de S. aureus.. 58

Tabla 4. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 9 de Octubre..........ccccoeeeeeeies 59

Tabla 5. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 10 de AgOStO.........cccceeeeeeeeeeennns 63

Tabla 6. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 27 de Febrero..............ccceeeeee. 66

Tabla 7. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN

1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 3 de Noviembre ........................ 70
Tabla 8. Resultados de crecimiento de S. aureus en Agar Manitol....................... 73

Tabla 9. Total de UFC/mL para cada mercado, siembra Compact Dry X-SA para

StapPNYIOCOCCUS QUIBUS .....covvviiiiii ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e e anaaaaas 75

Tabla 10. Numero de pruebas confirmatorias positivas por mercado de estudio. 79

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 15



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 9 de Octubre ........... 61

Figura 2. Pruebas confirmatorias positivas 0 negativas a S. aureus: 9 de Octubre

Figura 3. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 9 de Octubre . 62
Figura 4. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 10 de Agosto........... 64

Figura 5. Pruebas confirmatorias positivas 0 negativas a S.aureus: 10 de Agosto

Figura 6. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 10 de Agosto.. 65
Figura 7. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 27 de Febrero ........ 68

Figura 8. Pruebas confirmatorias positivas 0 negativas a S.aureus: 27 de Febrero

Figura 9. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 27 de Febrero 69
Figura 10. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 3 de Noviembre..... 71

Figura 11. Pruebas confirmatorias positivas o negativas a S.aureus: 3 de Noviembre

Figura 13. Porcentaje de quesos frescos aptos o ho para consumo humano ...... 76
Figura 14. Positivo 0 negativo a S. aureus con pruebas confirmatorias................ 78

Figura 15. Porcentaje de pruebas confirmatorias positivas a S. aureus en cada
[paTeT (o= To (oo [N (1 Lo [ SRR 79

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 16



= Universidad
6 Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

INTRODUCCION

El queso es uno de los alimentos mas antiguos producidos por el ser humano, con
una historia que se remonta a miles de afios atras. Aunque los origenes exactos
son inciertos, se cree que la elaboracion de queso comenzd hace aproximadamente

8,000 afios, vinculado con la domesticacion de animales (1).

El queso artesanal es una préactica ancestral que se ha mantenido viva a lo largo del
tiempo gracias a la dedicacion de pequefios productores que siguen meétodos
tradicionales y emplean ingredientes naturales. El proceso de elaboracion del queso
artesanal implica una serie de pasos meticulosos, desde la obtencién de la leche

fresca hasta la maduracion del producto final (2).

La calidad microbiol6gica de estos quesos artesanales es un aspecto crucial que
debe ser considerado, especialmente cuando se comercializan en mercados
locales. Al consumir en estado fresco y sin empaque protector, es importante tomar
en cuenta el inadecuado manejo de las técnicas de produccion, manipulacion,
transporte, almacenamiento a temperaturas inadecuadas y las condiciones de venta
en mercados que pueden comprometer su vida util, aumentando el riesgo de
seguridad sanitaria y deterioro. En tanto, es un producto perecedero que puede
convertirse en un vehiculo de transmision de enfermedades si no se maneja

adecuadamente (2,3).

En este sentido, surge una problematica mundial de morbimortalidad, es decir, la
presencia de enfermedades causadas por el consumo de alimentos. Entre los
principales agentes causales de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) el
S. aureus, es uno de los principales microorganismos de interés en la seguridad
alimentaria a nivel mundial (4). El S. aureus es una bacteria patdégena resistente a
los antibiéticos como la meticilina o relacionados con la penicilina, torndndose muy
peligrosa, por lo que puede causar intoxicaciones alimentarias si encuentra las
condiciones necesarias para sobrevivir y multiplicarse, comportandose como un

verdadero oportunista (5).
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Asimismo, el Staphylococcus aureus es conocido por su capacidad de producir
enterotoxinas estafilococicas, las mismas que son proteinas con bajo peso
molecular, tolerantes al calor y a las enzimas proteoliticas del tracto gastrointestinal
del ser humano (6). Por lo tanto, pueden resistir el proceso de pasteurizacion del
queso artesanal y otros tratamientos térmicos. Si el queso presenta la bacteria y sus
toxinas puede provocar gastroenteritis con sintomas como nauseas, vOmitos,
diarrea, dolor abdominal, cefalea y sudoracion, estimulando el peristaltismo

intestinal y afectando el sistema nervioso central (7,8).

En el afio 2023 en Ecuador se estimé un incremento del 0.11% en productos lacteos
como el queso fresco de produccion artesanal, constituyendo una base fundamental
de alimentacion en la cadena agroproductiva. La mejora en la produccion esta
vinculada a practicas agricolas y ganaderas mas eficientes e iniciativas
gubernamentales y privadas para fortalecer el sector, asi como al cumplimiento de
las normas de calidad establecidas por el Instituto Ecuatoriano de Normalizacién
(INEN) (9,10).

Actualmente, estos alimentos destinados al consumo estan regidos por normas y
requisitos para garantizar la seguridad de los consumidores. Estas leyes aseguran
la inocuidad de los alimentos durante su produccién, conservacion y venta. En el
Ecuador, el control de calidad de quesos frescos esta regulada por la normativa
NTE INEN 1528:2012, en la cual se describen definiciones y guias para
procedimientos microbioldgicos y parametros cuantitativos del nimero de colonias
méaximas permitidas para S. aureus por mililitro en quesos frescos no madurados.
La cuantificacion de estos aspectos mencionados define la calidad de los productos
lacteos (11).

Si bien, el incumplimiento normativo puede provocar la contaminacion del producto
y, potencialmente, enfermedades transmitidas por su consumo. En la provincia del
Azuay, Cuenca, también se elaboran derivados lacteos y se expenden como quesos
frescos manufacturados tradicionalmente. La mayoria de estos productos
condicionan una gran oferta y demanda en la poblacion y son adquiridos con
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facilidad en diversos mercados de la ciudad para consumo diario, sin un control

sanitario adecuado (12).

Por tal razon, la presente investigacion se centra en determinar la presencia de S.
aureus en los quesos artesanales distribuidos en cuatro diferentes mercados de la
ciudad de Cuenca, asi como también, realizar un andlisis de la calidad
microbiolégica. Ademas, comprobar el cumplimiento de estas muestras segun la
normativa vigente NTE INEN 1528:2012: Norma general para quesos frescos no
madurados en el Ecuador; para finalmente, aislar y analizar los S. aureus mediante

pruebas bioquimicas.
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CAPITULO |
PLANTEAMIENTO TEORICO.
[.1.- PLANTEAMIENTO DE LA INVESTIGACION.

e Situacion problematica

Evidentemente, la seguridad alimentaria es una preocupaciéon global que afecta
tanto a paises desarrollados como en via de desarrollo. Asi, la Organizacion
Mundial de la Salud estima que, 600 millones de personas se enferman anualmente
por consumir alimentos contaminados causando 420,000 muertes, siendo los nifios
menores de cinco afios los mas afectados con 125,000 defunciones al afio. En
relacion al consumo de quesos artesanales contaminados, la OMS lo refiere como
un problema de salud, ya que estudios indican que no se toman medidas de higiene
y control necesarios para prevenir la contaminacion microbiolégica (13).

La problematica se centra en la deficiencia en el control de calidad que se genera
durante el proceso de elaboracion y comercializacion del queso a granel en los
mercados; siendo estas, las principales fuentes de contaminacion patégena y
promotores de ETA en los consumidores. Adicional, la mayoria de estos quesos
artesanales carecen de una notificacion sanitaria por su manufactura artesanal y
no cuentan con control microbiolégico, presentando vulnerabilidad a bacterias
nocivas como el Salmonella, Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Campylobacter, Clostridium botulinum, Bacillus cereus, S. aureus. Si bien puede
formar parte de la flora habitual de los seres humanos, también, puede ser un
agente de transgresion alimentaria si se encuentra en un medio apto para su
reproduccion (14).

La Comision Internacional de Especificaciones Microbiolégicas para los Alimentos
(15) sefala que las enfermedades causadas por patdgenos alimentarios, como el
S. aureus en productos lacteos producen brotes de intoxicacion alimentaria dando
lugar a un problema de salud publica global. En 2022, Ecuador registré 127 casos
de intoxicacion alimentaria asociada a bacterias no identificadas, posiblemente por
enterotoxinas de S. aureus, donde Pichincha lidera con 30 casos, seguida por
Azuay con 18 y Guayas con 15 casos. La mayoria de los afectados fueron mujeres
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de entre 20 y 49 afios. Este dato subraya la necesidad urgente de mejorar la
seguridad alimentaria y la identificacion de patégenos en el pais para prevenir
futuros brotes (16).

e Problema de Investigacion

En relacion a lo expuesto, se han realizado previamente algunos estudios en el
Ecuador relacionados con esta problematica, donde encontraron S. aureus en los
quesos artesanales distribuidos en mercados, con valores superiores a los
permisibles en la Norma Técnica Ecuatoriana. De manera general, manifiestan que
esta contaminacion se debe a factores como: la manipulacion del alimento por
individuos infectados, contaminacion cruzada (utensilios), mastitis 0 malas practicas

de ordefio, malas practicas de conservacion y comercio (16,17,18,19).

En este mismo contexto, un estudio realizado en el mercado 12 de abril de la ciudad
de Cuenca donde se obtuvo que el 58% del total de las 64 muestras obtenidas,
respecto al queso fresco expendido en este lugar presenta contaminacion por S.
aureus, donde el nivel de estos microorganismos excede el limite maximo
permisible por las normas INEN 1528:12 del Ecuador que establece un indice
maximo permisible de 102 para la bacteria en quesos frescos no madurados (12).

Frente a esta problematica de caracter local, se plantea el presente estudio sobre
la Determinacion Microbiolégica de Staphylococcus aureus en Quesos Artesanales
en Mercados de la Ciudad de Cuenca, cuyos mercados de estudio son: 9 de
octubre, 10 de agosto, 27 de febrero y 3 de noviembre; para comprobar el
cumplimiento de estas muestras segun la normativa vigente NTE INEN 1528:2012.
El &rea de conocimiento de investigacion corresponde a Salud y Bienestar por ciclos
de vida en lalinea de calidad de agua y alimentos. La investigacion busca cuantificar
la presencia de S. aureus para evaluar el grado de contaminacion y asi identificar
areas criticas que necesitan mejoras. La falta de aplicacién rigurosa de las Buenas
Practicas de Manufactura (BPM) en la produccion de estos quesos contribuye a la
persistencia y proliferacion de esta bacteria. Este analisis puede proporcionar una

base sélida para implementar estrategias mas efectivas de produccién y control
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sanitario, con el objetivo de mejorar la seguridad alimentaria y garantizar la calidad

de los productos lacteos artesanales en la region.

[.2.- JUSTIFICACION

En los dltimos afos, la demanda de quesos artesanales en Cuenca ha aumentado
notablemente, en mercados y eventos de emprendimientos. La investigacion sobre
la determinacién microbioldgica de S. aureus en estos quesos es crucial debido a
las crecientes preocupaciones por la seguridad alimentaria y la salud publica en
mercados locales. Actualmente, la informacién sobre la presencia de estos
patdgenos es limitada en la region. Este estudio no solo contribuye al conocimiento
cientifico sobre la prevalencia de S. aureus en quesos artesanales, sino que también
amplia la comprensién de los factores que afectan su contaminacion e impactos
asociados. Asi, se utilizan técnicas microbiolégicas avanzadas y protocolos
estandarizados, como métodos de cultivo y pruebas bioquimicas, que pueden
replicarse en futuras investigaciones. Los hallazgos resultantes mejoraran las
practicas de produccion y manejo de estos quesos, capacitando a los productores
para implementar medidas de control de calidad y seguridad mas efectivas,

reduciendo el riesgo de ETA.

Este estudio es crucial por varios motivos; entre ellos, proporcionara informacion
valiosa que se podra integrar en programas académicos, ofreciendo casos de
estudio actualizados. Ademas, contribuira a mejorar la seguridad y calidad de los
qguesos, lo que elevara su valor y beneficiara a los productores locales. Al reducir
las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA), también protegera la salud
publica. El estudio fomentara practicas de produccion mas seguras y sostenibles, y
facilitara la formacion practica, futuras investigaciones y aplicaciones en la industria.
Los beneficiarios directos incluirAdn a productores de quesos artesanales,
consumidores y estudiantes, mientras que la comunidad en general, las autoridades
sanitarias y la economia local se beneficiaran indirectamente al mejorar la

reputacion y calidad de los productos artesanales.
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1.2.1.- PREGUNTA CIENTIFICA:

¢ Los gquesos artesanales distribuidos en los diferentes mercados de la ciudad de

Cuenca presentan contaminacion por Staphylococcus aureus ?

[.3.- OBJETIVOS
[.3.1.-Objetivo General:

Determinar mediante placas Compact Dry X-SA la presencia de Staphylococcus

aureus en quesos artesanales de los diferentes mercados de la ciudad de Cuenca.
[.3.2.-Objetivos Especificos:

e Identificar el crecimiento de Staphylococcus aureus  por métodos
microbioldgicos a partir de quesos artesanales vendidos en los diferentes

mercados de Cuenca.

e Describir los resultados positivos y negativos a Staphylococcus aureus
obtenidos de las muestras de quesos frescos mediante las pruebas

bioquimicas.

e Analizar la presencia de Staphylococcus aureus aislados en los quesos
artesanales vendidos en los diferentes mercados de Cuenca de acuerdo con
la norma INEN 1528:2012.

l.4.- MARCO TEORICO
1.4.1.- Antecedentes:

Los quesos artesanales tienen una larga tradicion que se remonta a miles de afos,
con evidencia de su produccién desde la época neolitica. Originarios de diversas
culturas alrededor del mundo, estos quesos se elaboran de manera artesanal
utilizando métodos tradicionales transmitidos de generacion en generacion. En
Europa, regiones como Francia, Italia, Espafia y Suiza son famosas por su amplia
variedad de quesos artesanales, cada uno reflejando las practicas y tradiciones
locales. En América Latina, paises como México, Argentina, Perl y Ecuador
también poseen una rica tradicion quesera, donde los métodos artesanales siguen

siendo fundamentales. La produccion artesanal de queso se valora por su calidad,
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sabor y conexién con las comunidades locales, contrastando con los métodos

industriales modernos (20).

De acuerdo con la revision bibliografica realizada en algunos paises de América, se
centraron en investigar la presencia de microorganismos conocidos por causar
enfermedades al consumir queso fresco durante el periodo 2007-2016. Se calcula
una prevalencia de patdgenos presentes en el queso fresco de aproximadamente
43,71 %, 1851 % y 16,26 % en S. aureus, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes, respectivamente. Aunque se han establecido criterios estrictos
para el control microbiologico del queso fresco en su comercializacion, la alta
prevalencia de microorganismos patdégenos, principalmente S. aureus en este
alimento sigue siendo la causa principal de ETA en América. Esto subraya un
problema significativo de salud publica que genera debate sobre los beneficios y
riesgos asociados (21,22).

En Cuba, una investigaciéon evalué la calidad higiénico-sanitaria de quesos
artesanales en Mayabeque, analizando muestras de leche cruda y queso de 50
productores. Se examinaron microorganismos a 30°C, entre ellos, Staphylococcus
aureus mediante placas Rida Count ®; donde Staphylococcus aureus superé los
4,0 log UFC/ml o g. La mayor contaminacién microbiana en los quesos respecto a
la leche resalta la necesidad de implementar Buenas Practicas Lecheras y de

Manufactura para asegurar la calidad higiénico-sanitaria de los quesos (23).

Para un estudio realizado en México sobre la presencia de microorganismos
alterantes y patégenos como S. aureus en quesos distribuidos en Teotitlan. Se
obtuvieron conteos de 5,76 log UFC/g utilizando el método tradicional y de 5,98 log
UFC/g por siembra en placa Petrifilm. Dichos valores sobrepasan los 3 log UFC/g,
niveles que no cumplen la NOM-243-SSA1-2010, representando un riesgo de
transmision de enfermedades alimentarias y afectando su vida de anaquel, lo que

implica pérdidas econdmicas para los productores (24).

Un estudio realizado en Venezuela sobre la intoxicacion alimentaria estafilocécica,
encontro la presencia de S. aureus y la produccion de enterotoxinas en muestras

de queso artesanal vendidas en mercados de Caracas. Se analizaron 80 muestras
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siguiendo la Norma Venezolana COVENIN 1292:89 y se detectaron que el 40% de
las muestras contenia Staphylococcus aureus con cargas de 103-10* UFC/g,
ademas de enterotoxinas en el 34,2% de las muestras. Estos hallazgos indican
deficientes medidas sanitarias y un potencial riesgo para la salud de los
consumidores (2).

Segun Merchan et al. (25) en Colombia, indica que el queso artesanal se ha
convertido en un vehiculo de transmision de microorganismos causantes de
infecciones alimentarias. Este estudio buscoé identificar la carga microbiana en 31
muestras de queso artesanal de Tunja y evaluar el riesgo para la salud publica
segun la Norma Técnica Colombiana 750. Las muestras mostraron altos niveles de
S. aureus (1,6x10° UFC/g). Todas las muestras excedieron los limites establecidos
por la norma, indicando condiciones higiénicas inadecuadas para el consumo

debido a los procesos artesanales de elaboracion.

Un estudio que se realizo en Pera evalud la calidad bacteriolégica de quesos frescos
artesanales. En el andlisis de 39 muestras de queso fresco de vaca de mercados
en Pueblo Libre y Lima se evalud la carga microbiana de varios patbgenos mediante
técnicas microbioldgicas convencionales. Los resultados mostraron altos niveles de
contaminacion en 97,4% de las muestras, con valores superiores a los permitidos
por la Norma Técnica Peruana, incluyendo S. aureus (87,2%). En este estudio se
hicieron pruebas confirmatorias a S. aureus donde todas las muestras dieron
positivo a catalasa y coagulasa. Esto indica deficiencias higiénicas en la
manipulacion de los quesos frescos artesanales y un riesgo significativo para la

salud del consumidor (26).

Un estudio descriptivo y no experimental realizado en el Laboratorio de Ciencias
Naturales de la Universidad Nacional Intercultural Fabiola Salazar Leguia en Perd,
Bagua, se aislé Staphylococcus aureus de quesos comercializados en el mercado
central de Bagua. Se recolectaron 40 muestras de diferentes tipos de quesos,
sembradas en Agar Manitol Salado y confirmadas con la prueba de coagulasa. Los
resultados mostraron que el 30% de las muestras contenian S. aureus Yy el 35%

Staphylococcus epidermidis, destacando una mala manipulacion y condiciones
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higiénicas deficientes en la elaboracion y venta de los quesos, lo que representa un

riesgo para la salud publica (27).

En este mismo contexto, una investigacion realizada por Rodriguez (28) en Perq,
Piura. Donde se hizo recuentos de coliformes totales para identificar y determinar la
calidad bacterioldgica del queso fresco comercializado en el distrito de Canchaque,
utilizando el medio de confirmacion Brilliant Green Bile Lactose Broth. Durante cinco
semanas se analizaron cinco muestras de queso de 250 g de 10 puestos de venta,
determinando que el 60 % de las muestras eran positivas, y concluyendo que la
calidad bacteriolégica del queso fresco no es apta para el consumo alimentario.

Segun el Instituto Nacional de Estadisticas y Censos (INEC) durante los ultimos
meses del afio 2023 se estim6 un incremento del 0.11% en productos lacteos como
el queso fresco, en el pais. A causa de este aumento en los quesos es fundamental
el andlisis de los aspectos microbioldgicos en este producto lacteo. Sin embargo,
mayoritariamente los productores artesanales incumplen condiciones sanitarias
presentando patdogenos en los quesos ya sea por su mala elaboracion, manipulacion
o almacenado. Los patdégenos que mas se han encontrado en quesos artesanales
en todo el pais son: Staphylococcus aureus, Listeria spp, Salmonella spp,
Escherichia coli (25).

Se ejecutd un estudio en Ecuador donde se analizaron quesos frescos artesanales
del mercado Guasmo Sur en Guayaquil para detectar la presencia de
Staphylococcus aureus . Se tomaron muestras de 10 locales que venden este tipo
de queso en tres horarios diferentes (6:30 am, 12:00 pm y 15:30), totalizando 30
muestras. Se realizaron analisis microbiolégicos utilizando Placas Petrifilm 3M
Listeria Ambiental y Placas Petrifilm 3M Staph Express. Se encontré que las 30
muestras fueron positivas para Staphylococcus aureus en todos los horarios, con
niveles superiores a 100 UFC/g. Estos resultados indican deficiencias sanitarias en
los quesos analizados, lo cual representa un riesgo para la salud de los

consumidores (16).

En una investigacion se analizd 52 muestras de queso fresco artesanal de tres

mercados del canton Duran utilizando placas Compact Dry XSA. Los resultados
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revelaron que 28 (54%) muestras fueron positivas para S. aureus , de las cuales 17
superaron el limite maximo permitido segun la norma INEN 1528:2012, mientras
que 24 (46%) muestras resultaron negativas. Se estudiaron tres mercados: Mercado
Las Manuelas, se encontré que el 100% de estas muestras (1,2,3,4,5,6,7,8,9,10)
superaron el limite maximo permitido por la INEN 1528:2012. Ademas, presenta
mayor crecimiento de UFC de S. aureus entre 1.12 x 102 hasta 3.2x 10* UFC/MI.
En el mercado Recreo 5ta Etapa, el 100% de las muestras tomadas superan los
limites de UFC/mL entre 1.4x102 hasta 5.8x102. En el mercado mayorista, el 100%
de las muestras tomadas presentan UFC superiores al limite establecido en la
misma norma usada para este estudio con valores desde 1.1x102 hasta 5.2x103, sin
encontrar MNC en las muestras. Se concluy6 que estos quesos no son aptos para
su comercializacion en los mercados del cantdn Durén y representan un riesgo para

la salud publica (29).

Por su parte, Mendoza et al. (30) propusieron determinar la presencia de
Staphylococcus aureus en el proceso de produccion del queso fresco artesanal del
mercado municipal del cantdon Junin, en la Provincia de Manabi. Para ello se
seleccionaron aleatoriamente puntos de venta del producto en el mercado de
estudio, de los cuales se escogieron tres, obteniendo un total de 51 muestras de
gueso artesanal, cada una de 20 g. Para analizar la bacteria se utilizé el método de
ensayo NTE INEN 1529-14. En este estudio, todas las muestras resultaron positivas

para crecimiento de S. aureus en pruebas realizadas en agar manitol.

En la zona norte de la provincia de Manabi un estudio reveld que 156 muestras
presentaron niveles significativos de contaminacién microbioldgica, superando los
limites establecidos por la normativa ecuatoriana. Utilizando el método Petrifilm, se
detectaron altos valores de microorganismos presentando S. aureus superiores a
102 (2 log10). El 55% de los productos analizados no son aptos para el consumo

debido a su incumplimiento de los requisitos de calidad higiénico-sanitaria (19).

Se llevo a cabo un estudio comparativo microbiologico del queso artesanal de
Latacunga. Se recolectaron muestras en tres periodos aleatorios y se realizaron

recuentos de Staphylococcus aureus utilizando placas Petrifim TM 3M. Los
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resultados indicaron que el queso artesanal no cumplié con los requisitos
microbiolégicos establecidos por la norma NTE INEN 1528, lo que podria
representar un riesgo para la salud publica. Aunque se encontraron recuentos mas
altos de bacterias &cido lacticas en el queso artesanal, estos no satisfacen los
criterios de calidad microbiologica. Se aislaron 32 cepas de bacterias acido lacticas,

se encontraron Staphylococcus aureus (43,75%) (31).

Estudio en Riobamba, Ecuador, sobre la evaluacion de la calidad microbiologica de
quesos frescos artesanales en zonas rurales de esta ciudad, enfocandose en el
recuento y aislamiento de cepas de Staphylococcus aureus para medir su
resistencia a los antibiéticos. Las muestras se cuantifican segun la Norma NTE
INEN 1528:2012. El aislamiento e identificacion de las cepas se realizaron con
técnicas microbioldgicas y pruebas bioquimicas, y la susceptibilidad antimicrobiana
se evalud mediante la prueba de difusion en disco de Kirby-Bauer. Se encontré una
prevalencia de S. aureus del 83,33%, con resistencia a penicilina (100%), cefoxitina
(33,33%) y eritromicina (80%), indicando que los quesos superan los rangos de
referencia nacionales y que la alta resistencia a antibiéticos representa un potencial

problema de salud publica (32).

Ahora bien, en la ciudad de Cuenca, la necesidad de actualizar los estudios sobre
la calidad microbiol6gica y obtener informacion especifica sobre la presencia de S.
aureus en los quesos artesanales expandidos en los mercados de esta ciudad,
impulsé la realizacion de esta investigacion, con el objetivo de obtener datos

recientes y asi beneficiar a la comunidad cuencana.

El estudio identificd la presencia de Staphylococcus aureus en queso fresco a
granel vendido en mercados municipales y centros comerciales de Cuenca,
Ecuador, utilizando métodos fenotipicos. Se realizé un estudio descriptivo y
transversal entre mayo y junio de 2023, se analizaron 60 muestras (40 de mercados
municipales y 20 de centros comerciales). Las muestras se recolectaron y
analizaron siguiendo procedimientos microbioldégicos convencionales. Los
resultados mostraron que el 88.33% de las muestras tenian crecimiento de colonias

caracteristicas de S. aureus, con pruebas bioquimicas indicando 35.84% catalasa

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 28



. Universidad
e Catdlica
. , de Cuenca
Bioquimica y Farmacia

positiva, 15.09% coagulasa positiva y 11.32% DNAsa positiva. Aunque las pruebas
bioquimicas indiquen la presencia de S. aureus no existe una constante en los
resultados en todas las pruebas. La conclusion es que hay una mayor presencia de
S. aureus en quesos de mercados municipales en comparacion con centros

comerciales, donde la calidad del producto es mejor (6).

Se realiz6 un estudio para determinar la presencia de Staphylococcus aureus en
guesos vendidos en el mercado el Arenal de Cuenca, Ecuador. Se recogieron 32
muestras de queso de 8 puestos de venta, y se utilizé la técnica de placas Compact
Dry X-SA para la deteccion. Los resultados indicaron que el 89% de las muestras
no cumplian con los parametros establecidos por la norma NTE INEN 1528:2012.
Las muestras con mayor presencia de UFC/g fueron 10.95x103, 11.20x103 y
11.60x103, revelando altos niveles de contaminacion con Staphylococcus aureus
(33).

En los quesos analizados en la ciudad de Cuenca, Ecuador, en el mercado 9 de
Octubre, el mismo tuvo como objetivo determinar la presencia de Staphylococcus
aureus en queso fresco. Se recolectaron 30 muestras y se utilizaron placas
Compact Dry X-SA segun la normativa INEN 1528:2012 para identificar y cuantificar
Unidades Formadoras de Colonias (UFC). Los resultados mostraron que el 46,67%
de las muestras cumplian con los estandares establecidos, mientras que el 53,33%
no, indicando problemas en los habitos de conservacion, higiene y manipulacién de

los quesos frescos (3).

Otro estudio identific6 Staphylococcus aureus en la producciéon de queso fresco
artesanal vendido en el Mercado 12 de abril, Cuenca. Se utilizaron materiales
procesados bajo estrictos estandares de esterilizacion y asepsia, y se emplearon
placas Compact Dry X-SA para cultivos y ensayos confirmatorios (catalasa y
coagulasa). De las 64 muestras analizadas, el 58% presentaron contaminacién por
S. aureus, superando el limite maximo permisible segun las normas INEN 1528:12
de Ecuador. Ademas, se analizaron 4 mercados en Cuenca, teniendo mas
tendencia a la contaminacion, por el numero total de pruebas confirmatorias

positivas (catalasa, coagulasa, DNAsa), el Mercado 2 (34%) seguido de los
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mercados 3y 4 (32% y 23%, respectivamente). La conclusién es que se identifico
S. aureus en el queso fresco artesanal vendido en los mercados municipales
estudiados. Ademas, de que se demuestra que no todas las pruebas confirmatorias

presentan una constante para cada analisis de muestra (12).
1.4.2.- Marco referencial:

1.4.2.1.- QUESO ARTESANAL

1.4.2.1.1.- Definicion de queso

Durante el procesamiento de la leche, se permite la derivacion de una amplia
variedad de productos lacteos. Entre estos se encuentra la leche liquida que incluye
versiones como la pasteurizada, desnatada y ultra pasteurizada, ademas la leche
fermentada se produce mediante microorganismos especificos. Otros derivados
lacteos son: el queso se elabora a partir de la coagulacion de la caseina; la
mantequilla y el ghee se derivan de la grasa de la leche, obtenidos por batido y
clarificacion; la leche condensada y evaporada se logra eliminando parte del agua,
la primera con azucar y la segunda estabilizada térmicamente; la leche en polvo se
produce al eliminar completamente el agua; la nata es la fraccion grasa de la leche
y puede obtenerse por descremado; y, el suero es el liquido restante tras la
fabricacion del queso (34). No obstante, el queso es el producto lacteo de interés
para este estudio.

El queso es un producto alimenticio derivado de la leche de cabra, vaca o chivo,
siendo este el producto principal para su fabricacion, elaborado mediante la
coagulacion total o parcial de la proteina lactea, conocida como caseina. En el
queso, la proporcion de proteinas de suero y caseina no es superior a la de la leche.
Este proceso implica la eliminacion parcial del agua de la leche mediante técnicas
como calentamiento, agitacién, desuerado y prensado de la cuajada. El resultado
es un alimento con diversas texturas, que van desde blandos y semiduros hasta

duros y extraduros, y puede estar madurado o no (35,36).

El queso es valorado por su capacidad para conservar los nutrientes esenciales de

la leche, incluyendo proteinas, grasas, minerales (como calcio y fésforo) y vitaminas.
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Su composicion tipica incluye caseina, grasa, soélidos insolubles, agua y pequefias
cantidades de azUcares. Aunque es un componente importante de una dieta sana 'y
equilibrada, su consumo debe ser moderado debido a su alta densidad calérica y
contenido en grasas. Algunos quesos pueden presentar una capa exterior que
puede ser natural o afiadida en la maduracion (37).

1.4.2.1.2.- Clasificaciéon de los Quesos

La diversidad de quesos existentes es realmente impresionante, abarcando una
amplia gama de formas y sabores. Para facilitar su estudio, se han realizado varios
intentos de clasificarlos en familias significativas atendiendo a sus caracteristicas
fisico-quimicas, propiedades reolégicas, métodos de fabricacion y origen de la leche
(38). La clasificacion de los quesos se puede hacer segun varios criterios,
incluyendo el contenido de humedad, el tipo de leche utilizada, el proceso de
maduracion, la textura, el contenido de grasa y de acuerdo al nivel de produccion.
A continuacion, se detalla cada grupo de clasificacion (39):

Por su contenido de humedad de la pastosidad:
e Quesos duros: Entre 49 y 56% de humedad.
e Quesos semiduros: Entre 54 y 63% de humedad.
e Quesos blandos: Mas del 67% de humedad.
e Quesos semiblandos: Entre 61 y 69% de humedad.
e Quesos extraduros: Menos del 51% de humedad.
Por el tipo de leche utilizada:
e Quesos de vaca
e Quesos de oveja
e Quesos de cabra
e Quesos de mezcla
Por su proceso de maduracion:

e Quesos frescos: Se fermenta la leche antes de consumirlos.
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Quesos maduros: Se fermenta y se madura la leche antes de consumirlos.

Quesos tiernos: Maduraciéon menos de 21 dias.

Quesos oreados: Maduracion de 21 a 90 dias.

Quesos semicurados: Maduracién de 3 a 6 meses.
e Quesos curados: Maduracion mas de 6 meses.
Por la textura:
e Quesos Blandos: Cremosos, a veces untable.
e Quesos Semiduros: Firmes pero maleables.
e Quesos Duros: Muy firmes y a menudo granulados.
e Quesos Azules: Veteados con moho.
Por su contenido en grasa:
e Quesos magros: 25% de grasa.
e Quesos semigrasos: Entre 25y 45% de grasa.
e Quesos grasos: Entre 45y 60% de grasa.
e Quesos extragrasos: 60% o0 mas de grasa.
Por su nivel de produccion:
e Queso artesanal: Es producido principalmente a mano, en pequefos lotes.
e Queso industrial: Proceso a maquina y automatizado, a gran escala.

Sin embargo, por motivos de investigacion el presente trabajo se enfocara en la

indagacién de conocimientos respecto a los quesos artesanales.

1.4.2.1.3.- Queso Artesanal

El término "artesanal” tiene origen francés y no tiene un equivalente directo en
inglés, derivando de la palabra "artesano”, que describe la creacion de productos a
pequefia escala mediante técnicas manuales por personas con habilidades

especializadas. En este sentido, al hablar de queso artesanal se hace referencia a
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quesos que son elaborados manualmente utilizando métodos tradicionales en
pequefias cantidades, con minima o ninguna intervencion de maquinaria, siguiendo
las practicas y costumbres transmitidas por expertos maestros queseros. A menudo

son elaborados en granjas o queserias independientes (40).

Por lo general, para la elaboracion del queso artesanal se emplean ingredientes de
alta calidad, a menudo de animales alimentados de manera natural y sin hormonas
o antibidticos (40). Entre las cualidades sensoriales esta la microbiota, la misma que
interviene en procesos cruciales como la glucdlisis, protedlisis y lipdlisis durante la
maduracion; contribuyendo a su sabor y textura distintivos. Entonces, gran parte del
proceso es manual, desde la ordefia hasta el envejecimiento, lo que contribuye a la
autenticidad del producto y permite la personalizacién y experimentacién en las

recetas (41).

1.4.2.1.4.- Componentes bromatolégicos y nutricionales del queso

artesanal

Los componentes nutricionales de los quesos varian segun el tipo de leche utilizada,
debido a su complejidad bioquimica y microbiologica. Por lo tanto, el queso
artesanal no madurado presenta las siguientes caracteristicas bromatolégicas: un
pH de 5.1 a 5.9, con un contenido de humedad entre 42.71% y 66.66%, materia
seca de 33.3% a 68.9%, cenizas de 2.65% a 5.24%, grasa de 12% a 32%, proteina
de 16.81% a 26.62% y NaCl de 0.29% a 1.44%. Este tipo de queso puede ser
elaborado con leche cruda y coagulada naturalmente con acidos organicos,
incluyendo el envejecimiento en condiciones especificas, que conglomeran las
grasas y otros componentes (42). Este queso tiene cerca del 25% hasta 40% de
materia grasa, entre 35% y 70% de agua y 3% de sales minerales. Su textura es

blanda y elastica, endurecida con cuajo liquido (43).

1.4.2.1.5.- Proceso de elaboracion del queso artesanal

La elaboracion de quesos artesanales no maduros implica un proceso relativamente
simple que preserva la alta humedad y la textura suave del producto final. Este tipo

de queso se caracteriza por no pasar por un proceso de maduracion, lo que resulta
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en un sabor suave y una textura blanda y elastica. De manera general, el proceso
basico de produccion incluye la coagulacion de la leche, generalmente mediante la

adicidon de cuajo o acidos organicos, el desuerado y la cuajada (29).

Para el proceso de elaboraciéon del queso artesanal, se describen las siguientes
fases (44,45).

Preparacion. En esta fase, se escoge en primer lugar el tipo de leche, sea esta de
vaca, cabra u oveja. Inmediatamente, se enfria la leche a 38 °C. Luego, se afiade
un gramo de cloruro de calcio para recuperar el calcio perdido durante el

calentamiento.

Coagulacion. Se afaden fermentos lacticos o coagulantes vegetales o animales.
Entonces, se disuelve un cuarto de pastilla de cuajo en media taza de agua con una
pizca de sal, o alternativamente, se usa un mililitro de cuajo liquido en 10 litros de
leche. Esta mezcla se agrega a la leche, agitandose por un minuto, y se deja reposar
durante 45 minutos. En esta fase, el queso pasa de un estado liquido a uno sdlido

0 semisolido.

Corte y extraccion del suero. Una vez formada la cuajada y con una textura ideal,
se procede a cortar en pedazos de un centimetro y se mueve suavemente con una
paleta de acero inoxidable o liras durante cinco minutos. A continuacién, se calienta
la cuajada a 40 °C por cinco minutos y se deja reposar nuevamente. Pasado este
tiempo, se drena el suero o la cuajada se desuera usando tela brin en una bandeja,
y se guarda el suero para otros usos. Es crucial considerar la cantidad de humedad

durante el proceso ya que esto afectara varios aspectos del queso.

Prensado y salado. Una vez el producto en los moldes se procede a prensar la
masa y la extraccion total del suero aun restante. Después, para la conservacion
del producto y para formar una corteza protectora contra el crecimiento de
microorganismos, se procede al salado. Esto consiste en afiadir tres cucharadas de

sal gruesa a la cuajada, que luego se muele y se coloca en los mismos moldes.
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1.4.2.1.6.- Microbiologia del queso

Generalmente, el queso constituye un campo amplio con predisposicion a que se
desarrollen diferentes poblaciones de microorganismos, incluyendo aquellas de
caracter patégeno. La microbiota del queso tiene origen en multiples factores, tales
como: la calidad de la leche utilizada en su elaboracion, la adicion intencional o
accidental del cultivo iniciador durante el proceso de ordefio, procedimientos no
controlados, uso de materiales no esterilizados (46). La microbiologia de los quesos
es extremadamente variada, compuesta por microorganismos beneficiosos que
contribuyen a su desarrollo, asi como por microorganismos patdgenos o asociados
al deterioro (38).

Entonces, es importante conocer que la leche de animales sanos contiene menos
de 5x103 UFC por mililitro. Al enfriarse a 15-21 °C, predominan bacterias mesofilas
como Lactococcus, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella entérica,
Listeria monocytogenes, Enterobacter, entre otras. La refrigeracién posterior a 4 °C
inhibe la mayoria de microorganismos, excepto los psicrotrofos como
Pseudomonas, Flavobacterium y Acinetobacter. Por su parte, si la leche cruda no
se pasteuriza, tampoco las bacterias, los microorganismos patégenos permanecen
activos y pueden ser transmitidos directamente a los quesos, como Bacillus,
Clostridium y organismos termorresistentes como Micrococcus y Microbacterium

pueden sobrevivir a altas temperaturas (47).

Si bien las bacterias acido lacticas, presentes en los quesos, se utilizan después de
la pasteurizacion como cultivos iniciadores para la formacién de acido lactico, lo que
ayuda a inhibir otros microorganismos, facilita la coagulacién y mejora los factores
organolépticos. No obstante, en la elaboracion de quesos artesanales no se usan,
ya que se trabaja con cuajos 0 se teme que se alteren los sabores, lo que puede
comprometer la inocuidad y contaminar el alimento final (48). La contaminacién
microbiana es considerada uno de los riesgos mas criticos para la seguridad
alimentaria, siendo crucial para los queseros contar con leche de alta calidad

microbioldgica para garantizar un rendimiento y una calidad optima del queso (49).
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En Ecuador, los quesos comercializados en los diferentes lugares autorizados
deben cumplir con las normas higiénicas y de salud establecidas por las autoridades
competentes. Asi, la norma NTE INEN 1528:12 (11), se encarga de regular los
requisitos técnicos microbiolégicos que deben cumplir los quesos artesanales no

madurados, previo a su distribucion y comercializacion (Tabla 1).

Tabla 1 Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados

Requisito N m M ¢ Método de ensayo
Enterobacterias, UFC/g 5 2x102 10° 1 NTEINEN 1529-13
Escherichia coli, UFC/g 5 <10 10 1 AOAC 991.14
Staphylococcus aureus , 5 10 102 1 NTEINEN 1529-14
UFC/g
Listeria monocytogenes/25g 5 Ausencia - 0 ISO 11290-1
Salmonella en 25g 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529-15

Fuente: Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (NTE INEN 1528:2012).

1.4.2.1.7.- Contaminacion Alimentaria

La contaminacién alimentaria en quesos artesanales puede resultar de la presencia
de patégenos como Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Staphylococcus
aureus, que pueden proliferar si no se respetan estrictamente las normas de higiene
y almacenamiento. Estos microorganismos pueden ingresar al queso durante la
produccién, manipulacion o distribucién, especialmente si el proceso de
pasteurizacion es inadecuado o si se mantienen temperaturas inadecuadas.
Estudios destacan la importancia de implementar medidas rigurosas de control de
calidad para prevenir brotes de enfermedades transmitidas por alimentos y asegurar

la seguridad del queso (50).

1.4.2.1.8.- Almacenamiento y transporte de los quesos artesanales

Para asegurar la calidad y seguridad de los quesos artesanales, es crucial controlar

tanto la temperatura como la humedad durante su almacenamiento. Los quesos
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frescos requieren temperaturas alrededor de 4°C y mantener una humedad relativa
entre el 80% y el 95% evita el secado excesivo y el crecimiento indeseado de moho.
Es esencial contar con una buena ventilacién para prevenir la acumulacién de
humedad y la proliferacion bacteriana. Ademas, factores como la densidad de
estiba, la velocidad del aire y la compatibilidad entre productos deben ser tomados
en consideracion Los quesos deben almacenarse por separado de otros alimentos
para evitar la contaminacion cruzada y la absorcion de olores, en un entorno limpio

y desinfectado (51).

Durante el transporte, es fundamental mantener una cadena de frio constante
utilizando vehiculos con sistemas de refrigeracion adecuados, ya que pueden surgir
problemas de contaminacién, olores, maduracién y fragilidad del producto. El
embalaje debe proteger los quesos de golpes y contaminantes, asegurando que los
materiales utilizados sean seguros para el contacto con alimentos. Los vehiculos de
transporte deben limpiarse y desinfectarse regularmente para prevenir la
contaminacion cruzada. Asimismo, es importante minimizar el tiempo de transporte
y mantener registros de temperatura y condiciones para garantizar que se cumplan
los estdndares adecuados. Un almacenamiento adecuado es esencial para
mantener las caracteristicas del producto y evitar contaminacién cruzada o quimica,

ademas de prevenir el crecimiento bacteriano (52).

1.4.2.1.9.- Enfermedades Transmitidas por alimentos

Los alimentos de origen animal, como carne bovina, huevos, carne porcina, aves,
pescados, crustaceos, moluscos y productos lacteos, son los alimentos mas
frecuentemente involucrados en epidemias y casos de enfermedades transmitidas
por alimentos (ETA). Para que ocurra una ETA, el patégeno o sus toxinas deben
estar presentes en el alimento en cantidades suficientes. Ademas, el alimento debe
ser capaz de sustentar el crecimiento de los patégenos y permanecer en la zona de
peligro de temperatura el tiempo suficiente para que los patdgenos se multipliquen
o produzcan toxinas. Finalmente, debe consumirse una porcidén suficiente del
alimento contaminado para que se sobrepase la barrera de susceptibilidad del
individuo (53).
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La enfermedad transmitida por alimentos es el resultado de consumir alimentos
contaminados con microorganismos patdégenos como Salmonella spp, Shigella, el
virus de la hepatitis A, Trichinella spiralis, entre otros. Por otro lado, la intoxicacion
alimentaria se produce cuando toxinas producidas por bacterias 0 mohos estan
presentes en los alimentos consumidos, como el Staphylococcus aureus , o cuando
elementos quimicos en cantidades nocivas afectan la salud. Estas toxinas son
insipidas e inodoras, y pueden causar enfermedades incluso después de que los

microorganismos responsables hayan sido eliminados del alimento (53).

[.4.2.1.10.- Inocuidad alimentaria

La inocuidad alimentaria se refiere a los atributos que hacen aceptables los
alimentos para los consumidores, incluyendo cualidades sensoriales como sabor,
olor, color, textura, forma y apariencia, asi como caracteristicas quimicas e
higiénicas que aseguran su seguridad y trazabilidad. Es la garantia de que un
alimento no causara consecuencias negativas a la salud del consumidor cuando
sea preparado o ingerido de acuerdo con su uso previsto (54). Esta contaminacién
puede ocurrir en cualquier etapa del proceso, desde la produccién hasta el
consumo, provocando las ETA en los consumidores. Por lo tanto, las personas
involucradas en el manejo de la materia prima, la produccion de alimentos, su
distribucién y venta, tienen la responsabilidad de asegurar que los alimentos se

mantengan en buen estado para evitar problemas de contagio (55).

Es crucial evitar la contaminacién cruzada, que ocurre cuando agentes
contaminantes se transfieren de un alimento contaminado o una superficie a un
alimento no contaminado. La responsabilidad de mantener la inocuidad alimentaria
recae en todos los involucrados en el proceso, desde la produccion hasta el
consumo, para prevenir problemas de salud. La atencion a estas practicas es
esencial para garantizar alimentos de calidad y nutritivos, protegiendo asi la salud

publica y promoviendo una sociedad saludable y productiva (56).
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1.4.2.1.11.- Principales patégenos en queso fresco artesanal

Las enfermedades que se adquieren a través de los alimentos son el resultado de
la ingestion de alimentos o bebidas que han sido contaminadas con microbios
dafiinos para la salud del consumidor. Los sintomas comunes de las ETA por
consumo de queso incluyen trastornos intestinales como diarrea y vomitos, aunque
su severidad puede variar significativamente segun la cantidad de bacterias o

toxinas presentes en el queso (57).

Ademas, pueden provocar fiebre alta, alteraciones visuales, problemas hepaticos,
dolores de cabeza, choques sépticos, entre otros. La duracion de estos sintomas
depende de la cantidad de alimento consumido y la condicion fisica del individuo
afectado. Este tipo de enfermedades afecta principalmente a nifios, mujeres
embarazadas y adultos mayores, quienes son mas vulnerables a sus efectos
adversos (25,57).

Segun Merchan et al. (25) son algunos de los microorganismos responsables de las
ETAs debido al consumo de queso contaminado que incluyen una variedad de
bacterias, virus y parasitos. A continuacion, se detallan algunos de los principales
patégenos implicados que cita este autor:

e Staphylococcus aureus , es comun en la membrana nasal y en la ubre de
las vacas. El queso fresco proporciona condiciones idéneas para crecer ya
que requiere de pH &cido, alta actividad de agua y concentracion de cloruro
de sodio (NaCl). Ademas, produce la enterotoxina B estafilococica (SEB),

responsable de provocar intoxicacion alimentaria en los humanos.

e Escherichia coli, un microorganismo presente en la flora intestinal humana

y animal, es un indicador de contaminacion fecal en los alimentos.

e Listeriamonocytogenes, puede contaminar la leche cruday el queso fresco
de dos maneras distintas. La primera es a través de las heces del ganado,
mientras que la segunda se da cuando los animales estan enfermos con

patologias como la listeriosis y la mastitis.
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e Salmonella entérica, es una bacteria que puede causar enfermedades
transmitidas por los alimentos. Se ha observado que la presencia de esta
bacteria en la leche y sus derivados no pasteurizados se debe a diversos
factores, entre ellos la contaminacion de las manos del ordefiador, las
deposiciones de los animales, la falta de higiene en el equipo de ordefio y la

presencia de agua contaminada.

e Clostridium perfringens, es una bacteria que puede causar enfermedades
que afecta el sistema digestivo en humanos y animales. Este patdgeno se
encuentra en lugares como el suelo, el polvo, el agua y algunos alimentos, y

suele habitar en el tracto gastrointestinal.

En este contexto, se calcula que en Latinoamérica los microorganismos mas
comunes en el queso fresco son el Staphylococcus aureus (43,71%) y la
Escherichia coli (18,51%); mientras que los menos comunes son la Listeria
monocytogenes (16,26%), la Salmonella spp. (11,66%) y el Clostridium perfringens
(8,37%) (25).

Sin embargo, para garantizar la inocuidad de los quesos, es esencial implementar
protocolos de produccion y seguir a cabalidad las medidas de buenas précticas,
independientemente del nivel de produccion al que corresponda, artesanal o
industrial. Estas practicas incluyen el uso de protocolos de higiene y desinfeccion
simples pero efectivos. Las Buenas Practicas Agricolas (BPA), buscan la
sostenibilidad ambiental, econémica y social, especialmente para pequefios
productores, y garantizan la produccién de alimentos mas inocuos y saludables.
Ademas, mantener estrictas conductas higiénicas y de sanitizacion, y realizar
controles rutinarios de materias primas, superficies y agua de proceso son

fundamentales para evitar la contaminacion por microorganismos (58).
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1.4.2.2.- STAPHYLOCOCCUS AUREUS

[.4.2.2.1.- Taxonomia

El Staphylococcus aureus pertenece al reino Bacteria, filo Firmicutes, clase Bacilli,
orden Bacillales, familia Staphylococcaceae, género Staphylococcus, especie S.
aureus (59). Comunmente, a esta bacteria se le llama estafilococos, contiene
enzimas coagulasa y catalasa. Actualmente, se han identificado 35 especies
distintas de estafilococos, incluyendo 17 subespecies en el género Staphylococcus,

muchos de ellos responsables del 75% de las infecciones humanas (14).

1.4.2.2.2.- Definicién

Staphylococcus aureus fue descubierto por el cirujano escocés Alexander Ogston
en 1880, quien identifico la bacteria en el pus de una herida quirdrgica mientras
observaba el absceso de uno de sus pacientes al microscopio (Diaz y Garcia, 2001).
Es una bacteria que, aunque facultativamente anaerobia, tipicamente muestra
positividad para las enzimas catalasa y coagulasa. No forma esporas y es resistente
a altas temperaturas, asi se ha demostrado que puede sobrevivir a 121°C
aproximadamente diez minutos, a un pH de 4.2 a 9.3 con un pH O6ptimo para su
crecimiento entre 7.0 y 7.5 y se multiplica mejor en ambiente de 20-40°C. Es decir,

se reproduce con rapidez bajo diversas condiciones ambientales adversas (14).

Staphylococcus aureus se encuentra ampliamente distribuido en el medio ambiente
y posee caracteristicas que incluyen virulencia y resistencia a antibiéticos, lo que
representa un serio problema de salud global debido a su impacto significativo en la
morbilidad y mortalidad. No sélo es capaz de causar infecciones en diversas partes
del cuerpo humano, sino también por ser una de las bacterias principales asociadas
con ETAs. Estas enfermedades resultan de la capacidad del patégeno para producir
toxinas, lo que es especialmente frecuente en ciertos grupos de la poblacién y
regiones geograficas con sistemas de salud y control de infecciones limitados. Las
infecciones ocurren cuando las toxinas estan presentes en el aire, leche, agua
potable, aguas residuales, alimentos o equipos utilizados en la preparacion de los

alimentos (60).
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1.4.2.2.3.- Morfologia

El S. aureus se caracteriza por ser una bacteria esférica (coco), que tiende a
agruparse en parejas y en tétradas formando racimos, parecidos a una uva, O
grupos irregulares. Individualmente, cada célula tiene un didmetro que oscila entre
0,5 a 1,5 micrébmetros, tiene una temperatura maxima de crecimiento de 37 °C,
produce un pigmento amarillo dorado y es halotolerante (61). Las células de
Staphylococcus aureus son Gram positivas, lo que significa que retienen la tincion
de cristal violeta en la pared celular durante la coloracion de Gram. La pared celular
contiene peptidoglicano y &cido teicoico, ademas, carecen de capacidad de

moverse (62).

También, la pared celular de S. aureus tiene varias proteinas de superficie con
propiedades comunes. Estas incluyen una secuencia sefial en el extremo amino-
terminal con aminoacidos que se extienden hasta el citoplasma, una parte
hidrofébica que atraviesa la membrana y una regién de anclaje en el extremo
carboxilico que se une a la pared celular. En el extremo amino-terminal, hay un
dominio de adherencia expuesto en la superficie bacteriana que permite que
algunas de estas proteinas sirvan como adhesinas. La proteina A es un ejemplo de
estas proteinas y tiene propiedades gue evitan la fagocitosis al unirse a la porcién

Fc de las inmunoglobulinas (63).

1.4.2.2.4.- Sintomatologia

Debido a su gran capacidad de adaptacién, estos microorganismos pueden infectar
a casi todas las especies de mamiferos y sobreviven a muchas condiciones
ambientales adversas. Por lo tanto, esta bacteria es altamente virulenta, causante
de diversas enfermedades desde infecciones cutaneas hasta infecciones graves vy,
gracias a su facilidad para propagarse, es comun que se transmitan entre diferentes

especies, incluyendo al ser humano y otros animales (60).

La presencia de este microorganismo es en la piel, la zona nasofaringea, sistema
digestivo, pliegues inguinales y axilares de los seres humanos estan de forma

normal en nuestro cuerpo entre un 20-30%. Sin embargo, este microorganismo
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puede causar intoxicacion alimentaria cuando su habitat se ve alterado y actla
como oportunista, a través de toxinas super antigénicas que resisten a altas
temperaturas, asi como invadir diversos dispositivos de trabajo. Los sintomas de
intoxicacion por S. aureus incluyen vOmitos, nauseas, arcadas, calambres
estomacales y decaimiento, y su aparicion es rapida y severa dependiendo de la

cantidad de toxinas ingeridas y la susceptibilidad individual (64).

1.4.2.2.5.- Epidemiologia

S. aureus es uno de los patégenos mas prevalentes a nivel mundial, relacionado
con una alta mortalidad y como se sabe con una rapida adaptacion a la resistencia
antimicrobiana. Los humanos actian como un reservorio natural para la bacteria,
con un 30-50% de los adultos sanos colonizados y un 10- 20% con colonizacién
persistente. Tanto las cepas sensibles a la meticilina como las resistentes pueden
ser colonizadoras persistentes. Las personas colonizadas tienen un mayor riesgo
de infecciones, especialmente aquellos con diabetes tipo 1, usuarios de drogas
intravenosas, pacientes en hemodidlisis, quirargicos o con SIDA. Ademas, aquellos
con defectos en la funcion leucocitaria estdn en mayor riesgo de infecciones por

estafilococos (14).

Ademas, S. aureus es capaz de fermentar manitol y dar positivo en la prueba de
actividad desoxirribonucleica, asi como, puede producir una amplia gama de
enzimas y toxinas. Es conocida por su implicacion en brotes de intoxicacion
alimentaria, causada por la ingestion de la enterotoxina B termoestable preformada,
producida por cepas toxigénicas de S. aureus que pueden crecer en los alimentos
(14,65).

Ahora bien, para causar una intoxicacion alimentaria, se necesita una cantidad de
Staphylococcus aureus de aproximadamente 10°6 UFC/g de alimento para producir
al menos un microgramo de toxina. La Administracion de Alimentos y Medicamentos
(FDA) establece que una concentracion de 10"5 UFC/g, es decir 100,000 UCF son
suficientes para provocar intoxicaciones, y un gramo de toxina por gramo de

alimento puede causar sintomas. En la mayoria de los brotes, se han detectado
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entre uno y cinco microgramos de toxina ingerida, aunque niveles tan bajo como

0.01 microgramos también pueden causar intoxicacion (66).

Por otro lado, la bacteriemia por S. aureus, una infeccion bastante adquirida en la
comunidad (SA-AC) es una condicién comun en pediatria que representa un serio
problema de salud publica debido a sus altas tasas de morbimortalidad y resistencia
bacteriana. Afecta entre 4,6 y 8,4 nifios por cada 100,000, con un 9-12%
desarrollando bacteriemia a partir de infecciones locales. Es particularmente grave
en nifios, a menudo requiriendo hospitalizacién, tratamientos prolongados, ingreso
en unidades de cuidados intensivos en el 33% de los casos, y tiene una tasa de
mortalidad entre el 2,5% y el 8%, especialmente con cepas resistentes a la meticilina
(67).

1.4.2.2.6.- Virulencia

La virulencia se da por la capacidad del S. aureus para causar enfermedades, esto,
debido a su habilidad para evadir el sistema inmunitario del huésped, colonizar
diferentes tejidos y formar biopeliculas resistentes a los tratamientos
antimicrobianos. La virulencia de Staphylococcus aureus se atribuye a varios

factores clave, que incluyen (61):

e Toxinas: Produce una variedad de toxinas que contribuyen a su virulencia,
como la hemolisina, la toxina Panton-Valentine (PVL), las toxinas exfoliativas
o epidermoliticas, y la toxina 1 del sindrome del choque téxico (TSST-1).
Estas toxinas pueden causar dafio tisular directo, inducir respuestas
inflamatorias severas y comprometer la integridad de las barreras epiteliales.

e Enzimas: Staphylococcus aureus produce varias enzimas que facilitan su
invasion y diseminacion en los tejidos del huésped, como la coagulasa, que
permite la formacion de coagulos sanguineos, y la catalasa, que
descompone el peréxido de hidrogeno y protege la bacteria de los
mecanismos de defensa oxidativos del huésped.

e Adhesinas: Estas proteinas de superficie permiten que S. aureus se adhiera
a diferentes tipos de células y tejidos del huésped, facilitando la colonizacién

y la formacion de biopeliculas.
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e Resistencia a antibiéticos: Una caracteristica notable de S. aureus es su

capacidad para desarrollar resistencia a multiples antibiéticos.

1.4.2.2.7.- Resistencia microbiana

S. aureus es un tipo de microorganismo que tiene propiedades Unicas de virulencia
y defensa contra los antibioticos. La resistencia antimicrobiana de las distintas cepas
de S. aureus es muy preocupante desde el punto de vista de la salud publica, debido
a gque esta bacteria ha desarrollado resistencia a todos los antibioticos utilizados en
el ambito clinico, principalmente, la penicilina. La resistencia es una respuesta a la
presion constante de los medicamentos antimicrobianos, se debe a la transferencia
de genes de resistencia existentes que son transportados por elementos genéticos
moviles como plasmidos, transposones y secuencias de insercion. En otras
palabras, aunque la resistencia es una consecuencia de la exposicion constante a
los antibiodticos, la verdadera causa radica en la transferencia de genes de
resistencia entre cepas de S. aureus por mecanismos genéticos moviles (68).

Asimismo, diversos estudios en Latinoamérica han demostrado la resistencia de
Staphylococcus aureus a la meticilina o MRSA debido a la presencia del gen mec-
A. Este microorganismo ha sido detectado en alimentos como quesos, carnes y
sushi, lo que genera problemas de salud publica, debido a que la meticilina es un
farmaco clave en la profilaxis clinica. Los lacteos son especialmente propensos a la
contaminacion por S. aureus, incrementando la probabilidad de encontrar cepas con

el gen mec-A en estos productos (5).

1.4.2.2.8.- El mercado como fuente de transmisidn de S. aureus

Staphylococcus aureus, se encuentra en el medio ambiente, incluyendo agua, aire,
tierra y areas de manipulacion de alimentos. También, esta presente en alimentos
ricos en proteinas, como la leche y sus derivados, y se puede encontrar en humanos
y animales. En el mercado, la manipulacion y venta de quesos artesanales se realiza
con un enfoque en mantener la calidad y seguridad del producto. Los quesos se
exhiben en puestos que suelen estar disefiados para mantener condiciones optimas

de temperatura y humedad, fundamentales para preservar su frescura y evitar la
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proliferacion de patdgenos. En el punto de venta, los quesos artesanales se
destacan por su origen y proceso de elaboraciéon. Los vendedores informan a los
consumidores sobre las caracteristicas del queso, su sabor, y el mejor uso culinario,
a menudo ofreciendo muestras para que los clientes puedan probar antes de
comprar. Sin embargo, los mercados pueden ser una fuente significativa de
transmision de S. aureus debido a varios factores que facilitan la proliferacion y

dispersion de este patégeno (69).

En estos entornos, la manipulacion de alimentos por mdultiples personas, la
exposicidn a diversas superficies y utensilios, y las condiciones variables de higiene
contribuyen a la contaminacién cruzada. La alta concentracion de personas y
productos alimenticios, especialmente aquellos de origen animal como carnes y
guesos, aumenta la probabilidad de contacto con S. aureus. Este microorganismo
puede sobrevivir en una amplia gama de temperaturas y condiciones ambientales,
lo que le permite persistir en los mercados si no se aplican medidas de higiene
adecuadas. La falta de refrigeracion constante y la manipulacién inadecuada de
alimentos agravan el riesgo de proliferacion bacteriana. Por lo tanto, es esencial
implementar estrictas normas de higiene, capacitaciéon para los vendedores y
monitoreo regular en los mercados para reducir la transmision de Staphylococcus

aureus Yy garantizar la seguridad alimentaria (29).

1.4.2.2.9.- Trazabilidad

La trazabilidad en el ambito alimentario es el seguimiento o rastreabilidad de los
alimentos, con el objetivo de seguir el recorrido de los alimentos desde la recepcion
de la materia prima hasta su distribucion final en el mercado. Este sistema beneficia
a las empresas al permitir un control efectivo de los procesos y la calidad del
producto, a los consumidores aumentando su confianza y transparencia en los
productos que adquieren, y a las autoridades sanitarias facilitando el control y la
gestion eficiente de incidencias. Al detectar problemas, el sistema de trazabilidad
permite localizar y retirar rapidamente productos del mercado, mejorando asi la

seguridad alimentaria y racionalizando los recursos (70).
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CAPITULO Il
METODOLOGIA

I1.1.- DISENO DE INVESTIGACION

I1.1.1.- Enfoque

El estudio corresponde a un enfoque cuantitativo, debido a que se recolectaron los
datos a través de métodos y técnicas experimentales que permitieron la obtencion
de informacion sobre las variables de investigacion relacionadas con la presencia
de Staphylococcus aureus en quesos artesanales expendidos en los mercados de

Cuenca. Ademas, se emple0 la estadistica descriptiva para el analisis de datos (72).

[I.1.2.- Disefio de Investigacion

Es un disefio no experimental, porque no se manipularon variables, se evalué6 el

fendmeno en su ambiente natural (72).

I1.1.3.- Nivel de investigacion

El disefio de la investigacion fue descriptivo, consistid en analizar las muestras
adquiridas en los mercados de Cuenca, en concreto de los quesos frescos vendidos.
Asi como, se describi6 el analisis de la presencia de Staphylococcus aureus en las
muestras de quesos artesanales obtenidas en los puestos de venta en los
mercados. Se obtuvo la percepcién de los objetos de estudio sin influir sobre ella de
ninguna manera, Unicamente se recogio informaciéon de manera independiente y no

se indicé relacién alguna (72).

[1.1.4.- Tipo de Investigacion

Esta investigacion fue de tipo exploratorio, ya que permiti6 una primera
aproximacion al problema estudiado, identificando la situacion de la contaminacion
en quesos artesanales. Ademas, fue una investigacion de campo, obteniendo datos
y muestras directamente de los mercados de Cuenca, donde se comercializan estos
productos. Se utilizé una metodologia observacional con andlisis de laboratorio,

empleando pruebas especificas para detectar la presencia de Staphylococcus
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aureus y determinar silos quesos cumplen con la norma INEN 1528:2012. El estudio
fue de corte transversal, pues se realizé en un Unico momento, proporcionando una
evaluacion puntual de la contaminacion microbiologica en los quesos analizados.
(72).

1.2.- POBLACION Y MUESTRA

[1.2.1.- Universo — Poblacién

Para efecto de la investigacion se conté con una poblacion de 40 muestras de
guesos frescos artesanales (N=40) que se expidan en locales de venta situados
dentro de los mercados de Cuenca, los mismos que corresponden al total de fichas
registradas (Anexo 20) en este estudio durante el mes de mayo del afio 2024. La
poblacién de estudio pertenece especificamente a cuatro mercados de la ciudad de
Cuenca: el mercado 9 de octubre, el mercado 10 de agosto, el mercado 27 de
febrero y el mercado 3 de noviembre (Anexo 1, 2, 3, 4, respectivamente). Se
tomaron 10 muestras de 100 gramos cada una en cada mercado y se ocup6 10

gramos para el estudio.

[1.2.2.- Muestreo y muestra

Se procedi6 a la seleccidén de la muestra, el mismo dia pero en diferentes puestos
de venta, correspondiendo a un muestreo probabilistico aleatorio simple, ya que
cada elemento de la poblacion tuvo la misma probabilidad de ser seleccionado para
formar parte de la muestra. Este método ayuda a garantizar la representatividad de
la muestra y minimiza el sesgo en los resultados. El tamafio muestral correspondio
a 40 muestras de quesos tomadas en los diferentes mercados de Cuenca, que
después sirvieron para su posterior analisis en el laboratorio, sin ninguna pérdida

de datos.
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I.3.- CRITERIOS DE SELECCION

Para la formalizacién de la poblacion se tuvo en cuenta los siguientes criterios de

seleccioén:

[1.3.1.- Criterios de inclusién

e Quesos frescos clasificados como artesanales segun la INEN
1528:2012.

e Quesos vendidos en los cuatro mercados dentro de la ciudad de Cuenca
(mercado 9 de octubre, el mercado 10 de agosto, el mercado 27 de febrero
y el mercado 3 de noviembre).

e Quesos producidos hace una semana antes de la toma de muestra, previo a
la explicacion verbal del vendedor.

e Puestos de venta que se encuentren dentro del mercado.

[1.3.2.- Criterios de exclusién

e Quesos frescos que no sean considerados artesanales (por ejemplo, quesos
industriales o semi-industriales).

e Quesos vendidos fuera de los cuatro mercados de Cuenca seleccionados
para este estudio.

e Quesos que no hayan sido producidos hace mas de una semana antes de la
toma de la muestra, previo a la explicacion del vendedor.

e Puestos de venta que han sido cerrados por razones de higiene o se

encuentren fuera de los mercados.
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I.4.- DEFINICION Y CLASIFICACION DE LAS VARIABLES

[1.4.1.- Variable independiente

Mercados de Cuenca de expendio de quesos: cualitativa nominal

e Definicidn: Los diferentes mercados de Cuenca donde se venden los quesos

frescos artesanales.

e Escala: Mercados de venta de expendio de quesos del 1 al 4 (mercado 9 de

octubre, el mercado 10 de agosto, el mercado 27 de febrero y el mercado 3

de noviembre).

[1.4.2.- Variable dependiente

Presencia de Staphylococcus aureus en quesos frescos comercializados en los

mercados de Cuenca: cualitativa nominal.

e Definicion: presencia de cocos GRAM positivos en pruebas bioquimicas y

microbioldgicas.

e Escala de medicién: Positivo — Negativo a Staphylococcus aureus .

Tabla 2 Definicion de Variable dependiente

Pruebas Definicion Clasificacion | Indicador Escala
Agar Manitol | Es un medio de cultivo | Cualitativa | Técnica Positiva
Salado selectivo, especifico nominal bacteriologic | Negativ

para S. aureus, a a
capaces de fermentar el
manitol
Catalasa Prueba _bioqufmi_c'a, Cualitativa Técnic_a . . Positi\_/a
para la diferenciacion - bacteriologic | Negativ
nominal
entre COCOS a a
grampositivos y
gramnegativos, se
aflade peroxido de
hidrogeno y si la
catalasa esta
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presente, se
descompone el
peréxido de hidrégeno
en agua y oxigeno
generando burbujas de
gas.

Coagulasa

Prueba

bioguimica, para
la diferenciacion
entre S. aureus vy
Staphylococcus
coagulasa negativos,
si la coagulasa esta
presente se forma
grumos y coagulos
debido a que es una
enzima que coagula el
plasma sanguineo.

Cualitativa
nominal

Técnica
bacteriol6gic
a

Positiva
Negativ
a

Prueba
microscopic
a

Son pruebas para
examinar muestras de
material biolégico o de
otro tipo a nivel
microscopico (Analisis
de tejidos, células 'y
microorganismos)

Cualitativa
nominal

Técnica
Microscépic
a

Positiva
Negativ
a

DNAsa

Enzima  extracelular
que degrada el ADN
en nucleétidos
menores, tiene gran
utilidad como prueba
de diferenciacién entre
Staphylococcus
aureus y otras
especies de
Staphylococcus
coagulasa negativos.

Cualitativa
nominal

Técnica
Microscopic
a

Positiva
Negativ
a

Fuente: Elaboracion propia.
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1.5.- PROCEDIMIENTOS, TECNICAS E INSTRUMENTOS PARA LA OBTENCION
DE DATOS.

[1.5.1.- Medios de cultivo, instrumentos y equipos

Para esta investigacion fue necesario usar medios de cultivo, que son una mezcla
de nutrientes y otras sustancias necesarias para el crecimiento y la reproduccion de
microorganismos (Staphylococcus aureus ) en el laboratorio. Estos medios pueden
ser liquidos (caldos) o solidos (agar) y se componen de diversas sustancias que
proporcionan las condiciones Optimas para el desarrollo microbiano. Asimismo, los
instrumentos y equipos utilizados fueron fundamentales para llevar a cabo los
estudios microbiologicos, diagndsticos y pruebas bioquimicas, garantizando el
desarrollo y andlisis adecuado de microorganismos en condiciones controladas. A
continuacion, se detalla los medios de cultivo, instrumentos y equipos usados para
este estudio (11,71):

e Los medios de cultivos utilizados: Compact Dry S.A, Placas DNAsa, Manitol

salado.

e Los instrumentos usados para esta investigacion fueron: algodoén, tubos
eppendorf, portaobjetos, cooler, palillos de dientes, toallas absorbentes,
papel kraft, fésforo, asas, tubos con rosca estériles, esterilizador, pipetas,
mecheros, vaso de precipitacion de 250ml, stomachers, erlenmeyer de

600ml, cajas petri.

e Los equipos gque se usaron en este estudio fueron: incubadora, autoclave,
balanza, gradillas, contador de colonias, refrigerador, estufa, indicadores de
ph, licuadora, microscopio.

[1.5.2.- Reactivos

Los reactivos corresponden a sustancias quimicas utilizadas en el laboratorio para
provocar reacciones quimicas necesarias para detectar, medir o analizar la

presencia de una sustancia especifica.
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Para este estudio se usaron: Plasma citratado, Perdxido de hidrégeno, Agua
destilada, Agua peptona, Alcohol al 70%, Alcohol industrial al 96%.

[1.5.3.- Diluciones

Segun la norma INEN 1529.2.1999 (11,71) establece estandares y procedimientos
para diversas practicas, incluidas las diluciones de muestras en analisis
microbioldgicos, quimicos y otros. A continuacion, se describen las tres diluciones
utilizadas para obtener aquellas que son precisas y reproducibles para la obtencion

de resultados confiables (Anexo 5).

Para preparar una dilucién inicial, se tomaron 10 g de la muestra y se mezclaron
con 90 mL de agua peptonada. Este proceso se realizé mediante pulverizacion y
homogeneizacion mecanica utilizando una licuadora, operando a intervalos de 5
segundos durante un tiempo total de no mas de 2 minutos. Esté preparado resultd

en una concentracion de 1:10 (71).

Para la segunda dilucién, con una concentracion de 1:100, se tomé 1 mL de la
solucion inicial y se afiadido a un tubo de ensayo que contenian 9 mL de agua

peptonada, asegurando una homogeneizacién completa de la mezcla (71).

La tercera dilucion, con una concentracion de 1:1000, se prepar6 siguiendo el
mismo procedimiento que la dilucién anterior. Es decir, se tom6 1 mL de la solucion

inicial y se afladio a un tubo de ensayo que contenian 9 mL de agua peptonada (71).

Durante todo el proceso, se mantuvieron estrictas condiciones de esterilidad para
evitar cualquier tipo de contaminacién. Las herramientas y materiales utilizados,
como pipetas, tubos de ensayo y el agua peptonada, fueron esterilizados
adecuadamente antes de su uso. La licuadora fue desinfectada antes de la

pulverizacion y homogeneizacion para garantizar la pureza de la muestra.

[1.5.4.- Siembra de Staphylococcus aureus

El método de siembra de Staphylococcus aureus en placas Compact Dry X-SA se

empled para el crecimiento microbiologico. Este método es altamente eficaz y
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especifico para la multiplicacion e identificacion de Staphylococcus aureus debido
a las propiedades del medio de cultivo en estas placas. Tiene un rango de conteo
1- 250 UFC (73).

Para este proceso se realizo la siembra microbiol6gica de las 10 muestras tomadas
en cada uno de los cuatro mercados, se tomé 1 mL de cada dilucion preparada
utilizando una pipeta estéril y un asa colocandolo directamente en la placa Compact
Dry X-SA, permitiendo que el liquido se distribuya uniformemente por capilaridad
sin necesidad de extenderlo manualmente (Anexo 6). Se coloco las placas en una
incubadora a 37 °C y se dejo incubar durante 48 horas, asegurdndose de que las
tapas estén hacia arriba para evitar la condensacion en la muestra. Después de la
incubacion, se observd las placas para identificar y contar las colonias de
Staphylococcus aureus , que se distinguieron notablemente por su color azul debido
a la composicion del medio de cultivo. Finalmente, se registré el nimero de colonias

en cada placa (Anexo 7).

11.5.6.- Aislamiento en Agar Manitol Salado

El agar manitol salado (MSA) es un medio de cultivo diferencial y selectivo utilizado
comunmente para el aislamiento y la identificacion de Staphylococcus aureus . Este
medio contiene altas concentraciones de sal, manitol y un indicador de pH que
permite diferenciar entre bacterias que fermentan el manitol y las bacterias que no

fermentan (74).

Para este procedimiento se aislaron Unicamente las muestras que presentaron
crecimiento de S. aureus en las placas Compact Dry X-SA. Se utiliz6 una asa
redonda para tomar una colonia y realizar el aislamiento el MSA. Se colocé la
muestra en el centro de la placa de agar manitol usando un asa de siembra estéril,
se dispers6 la muestra en la superficie de la placa siguiendo el método estriado para
obtener colonias aisladas. Este método consiste en arrastrar la muestra en zigzag

sobre la superficie del agar (Anexo 8).

Posteriormente, se colocaron las placas sembradas en una incubadora a 37 °C

durante 24 horas. Después de la incubacién, se observé la presencia de colonias
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de Staphylococcus aureus que fermentaron el manitol produjeron un cambio de
color en el medio, transformandolo de rojo a amarillo debido a la produccién de
acido, que baja el pH del medio (Anexo 9). Mientras que, las colonias de S. aureus
gue no fermentan el manitol mantuvieron el color rojo del medio (Anexo 10). Por lo
tanto, se confirmd el crecimiento de S. aureus por la fragmentacion o cambio de

color del cultivo a amarillo (Anexo 9).

De igual manera, durante todo el proceso, se mantuvieron estrictas condiciones de
esterilidad para evitar cualquier tipo de contaminacion y alteracién patégena en los
cultivos y pruebas utilizadas en este estudio. De todas las colonias que crecieron en

esta siembra en agar pasan a las pruebas confirmatorias.

[1.5.5.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa y DNAsa

Las pruebas de catalasa, coagulasa y DNAsa son herramientas esenciales en la
microbiologia clinica para confirmar la identidad de Staphylococcus aureus. La
prueba de catalasa ayuda a distinguir los estafilococos de los estreptococos, la
prueba de coagulasa confirma especificamente a Staphylococcus aureus y la
prueba de DNAsa proporciona una confirmacion adicional al detectar la produccion
de la enzima DNAsa. Estas pruebas combinadas permiten una identificacioén precisa
y confiable de S. aureus en muestras clinicas y de laboratorio.

Para la prueba de catalasa se utilizd para diferenciar los estafilococos (catalasa
positivos) de los estreptococos (catalasa negativos) (33). Asi, para el ensayo de
catalasa se utilizaron Unicamente las muestras que resultaron positivas en Agar
manitol salado, se colocé una pequefia cantidad de una colonia de Staphylococcus
aureus con una asa de siembra en un portaobjetos por cada muestra recolectada.
Se coloc6 una gota de peroxido de hidrégeno al 3% sobre la muestra (Anexo 11).
Se observé inmediatamente la formacién rapida de burbujas de oxigeno o
desprendimiento de CO2, indicando la presencia de la enzima catalasa,
caracteristico de Staphylococcus aureus , lo que significa una muestra positiva a
catalasa. Y, por el contrario, en la muestra negativa a catalasa se observo ausencia

de formacion de burbujas en el cultivo (Anexo 12).
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Por su parte, la prueba de coagulasa es especifica para S. aureus, ya que esta
bacteria produce la enzima coagulasa (33). Para ello, se utilizaron Unicamente las
muestras que resultaron positivas en Agar manitol salado, se inoculé una pequefia
cantidad de colonia en un tubo de ensayo que contenga 0.5 mL de plasma citratado
(Anexo 13). Se logr6é que éste preparado sea homogéneo y se llevé a incubacién
por un periodo de dos horas a una temperatura de 37 °C. La muestra positiva mostro
la formacion de coagulos en el plasma, indicando la presencia de la enzima
coagulasa producida por Staphylococcus aureus (Anexo 14). Mientras que, en la
muestra negativa no hubo formacién de coagulos, indicando la ausencia de la

enzima.

Por otro lado, la prueba de DNAsa se utilizo para detectar la produccion de la enzima
desoxirribonucleasa (DNAsa) por S. aureus (33). Para este procedimiento, se
utilizaron Unicamente las muestras que dieron positivas en las dos pruebas
confirmatorias catalasa y coagulasa, se inocul6 una linea recta del cultivo bacteriano
sobre la superficie del agar DNAsa con un asa de siembra (Anexo 15). De inmediato,
se incubo la placa a 37 °C durante 24 horas (Anexo 15). Se observé la aparicion de
una zona clara alrededor del crecimiento bacteriano de color morado, indicando la
degradacion del ADN por la enzima DNAsa producida por S. aureus (Anexo 16).
Mientras que, la ausencia de actividad DNAsa, no hubo una zona clara alrededor
del crecimiento bacteriano manteniéndose con el mismo color de la colonia (Anexo
17).

Todos estos procesos se llevaron a cabo bajo ambientes y condiciones estériles.
11.6.- PROCEDIMIENTOS ESTADISTICOS Y ANALISIS DE DATOS

Para la toma de muestras se contd con la aprobacién de los puestos de venta para
lo cual, no fue necesario hacer oficios dirigidos desde la Universidad Catélica de
Cuenca, sino basto con el permiso informal realizado personalmente entre las partes
reunidas el mismo dia de la toma de muestras (13 de mayo de 2024). Una vez dada
la autorizacion, se procedi6 a comprar las muestras en diferentes puntos de venta
dentro de los mercados de estudio. Para el procesamiento de informacion se utilizd

estadistica descriptiva, mediante medidas de frecuencia absoluta y porcentual. El
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procesamiento de los datos obtenidos fue realizado en el programa de software
Microsoft — Excel 2019, cuyos resultados se explican a través de la edicion de

gréaficos y tablas en este mismo programa.
1.7.- ASPECTOS ETICOS

Este proyecto no involucra muestras humanas ni datos personales de individuos,
por lo que no se requiere la aprobacién del Comité de Etica en Investigacion en
Seres Humanos (CEISH). El CEISH generalmente supervisa estudios que implican
la participacion directa de seres humanos, asegurando que se respeten los
principios de autonomia, beneficencia, no maleficencia y justicia. Para llevar a cabo
la investigacion en los mercados: 9 de octubre, 10 de agosto, 27 de febrero y 3 de
noviembre, se obtuvo la autorizacién de los comerciantes que venden queso fresco
en los diferentes mercados. Este acercamiento informal, pero cordial, con los
comerciantes permitio la entrada a los investigadores y la recoleccién de muestras
de quesos artesanales dentro del mercado, a través de la compra, y facilité la
colaboracion con los vendedores de quesos, explicandoles el proposito del estudio
y asegurando que comprendan que los resultados se utilizaran Gnicamente con

fines de investigacion.

Por su parte, ninguno de los autores de este documento tuvo conflicto de intereses

durante la elaboracion del estudio.
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CAPITULO IlI
RESULTADOS Y DISCUSION
[1l.- RESULTADOS Y DISCUSION

De manera general, para el conteo de unidades formadoras de colonias en los
cuatro mercados estudiados, se realizaron diluciones en concentraciones de 1:10,
1:100 y 1:1000, con el objetivo de detectar el crecimiento microbiolégico de S.
aureus (71). No obstante, en las diluciones de 1:100 y 1:1000 no se observo
crecimiento de S. aureus. Por lo tanto, se utilizé la dilucién de 1:10 para la siembra

microbiolégica de todas las muestras (tabla 3).

Tabla 3. Diluciones para determinar crecimiento o no de colonias de S. aureus

Mercados de estudio Diluciéon 1:10 Dilucion 1:100 Dilucién
1:1000
9 de Octubre (M1 a M10) Crecimiento Sin crecimiento  Sin crecimiento
10 de Agosto (M1 a M10) Crecimiento Sin crecimiento  Sin crecimiento

27 de Febrero (M1 a M10) Crecimiento Sin crecimiento  Sin crecimiento

3 de Noviembre (M1 a Crecimiento Sin crecimiento  Sin crecimiento
M10)

Nota. *M1= muestra 1 ... *"M10= muestra 10... Fuente: Elaboracién propia.

Se tomaron 10 muestras de queso fresco artesanal para cada mercado de estudio
en el siguiente orden: 9 de Octubre, 10 de Agosto, 27 de Febrero y 3 de Noviembre.
Ademas, se detallan todos los resultados obtenidos en las pruebas microbioldgicas
de crecimiento (Compact Dry X-SA y Agar Manitol Salado) y pruebas confirmatorias
para catalasa, coagulasa y DNAsa. A continuacion, se muestran los resultados

obtenidos por cada mercado de estudio:
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[11.1.- RESULTADOS MERCADO 9 DE OCTUBRE

[11.1.1.- Resultados generales

Los resultados generales expuestos en la tabla 4 indican que una de las diez
muestras tomadas en el mercado 9 de Octubre (10%) sobrepasa los limites
establecidos por la INEN 1528:2012 para S. aureus. Esta muestra fue detectada
con un numero de unidades formadoras de colonias (UFC) superior a 100 UFC/ml,
lo cual excede el umbral permitido para que los quesos sean considerados
aceptables para el consumo humano. En relacion a un estudio realizado en este
mismo mercado indica que el 53% del total de muestras tomadas igualmente no
cumplen con la INEN 1528:2012 y existe presencia de S. aureus en las muestras
de queso (3). En este estudio, todas las muestras dan positivo a una prueba
confirmatoria de catalasa y dos muestras dan positivo a pruebas de coagulasa.
Finalmente, la muestra 4 da positivo a DNAsa y, también, a catalasa y coagulasa,
pero en la siembra Compact Dry no muestra colonias de crecimiento para S.aureus.

Tabla 4 Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 9 de Octubre.

Conteo de S. aureus NUumero Muestras Cumplimiento
Staphylococc 102 total de positivas a INEN:1528
. us aureus UFC/mL pruebas DNasa
N 100 UFC/mL positivas
muestra (INEN:1528) (catalasa,
coagulasa) Cumple No
Cumple
1 215 UFC/mL*  2.15x10 2 1 - X
CATALASA
2 30 UFC/mL 3x101 1 - X
CATALASA
3 46 UFC/mL 4.6x101 1 - X
CATALASA
4 1 UFC/mL 1x10° 2 + X
CATALASA
COAGULA
SA
5 20 UFC/mL 2x10* 1 - X
CATALASA
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61 UFC/mL 6.1x 10! 1 - X
CATALASA

19 UFC/mL 1.9x 10t 2 - X
CATALASA
COAGULA

SA

13 UFC/mL 1.3x 10t 1 - X
CATALASA

1 UFC/mL 1x10° 1 - X
CATALASA

99 UFC/mL 9.9x 1! 1 - X
CATALASA

Nota: *Muestras con UFC/mL >100 UFC/mL. *(-):negativo. *(+):positivo. *(x):
cumple o no cumple. Fuente: Elaboracion propia.

[11.1.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA

En la figura 1 se observa a través de la siembra de S. aureus en placas Compact
Dry X-SA, a una dilucién de 1:10 en 1 mL, que el 10% de las muestras tomadas en
el mercado 9 de Octubre no cumple con la Norma INEN 1528:2012. Lo que significa,
que el crecimiento microbioldgico es positivo a S. aureus, puesto que esta por
encima de los 102 UFC/mL estipulado en la norma, correspondiente a la muestra: 1
que esta en 2.15x102 UFC/mL. Ahora bien, las muestras 2,3,4,5,6,7,8,9,10 que
corresponden al 90% aparentemente son quesos aptos para el consumo humano,
segun esta prueba microbiol6gica. En comparacion con una investigacion realizada
en el mercado las Manuelas en Duran, las muestras de queso son analizadas en la
misma siembra que es este estudio, se encontré que el 100% de estas muestras
(1,2,3,4,5,6,7,8,9,10) superaron el limite maximo permitido por la INEN 1528:2012.
Ademas, presenta mayor crecimiento de UFC de S. aureus entre 1.12x102? hasta
3.2x10% UFC/mL gque las muestras tomadas en el mercado 9 de Octubre. Lo que

significa que estos quesos no son aptos para el consumo humano (29).

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 60



= Universidad
6 Catdlica
de Cuenca

Biogquimica y Farmacia

Figura 1 Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 9 de Octubre

Siembra con COMPACT DRY X-SA (9 de octubre)

B Cumple B No Cumple

Fuente: Elaboracion propia.

[11.1.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa Agar

Segun lo graficado en la figura 2, del total de las muestras de queso fresco artesanal
tomadas en el mercado 9 de Octubre, todas dieron positivo a S. aureus en las
pruebas de catalasa (100%). Mientras que, a la prueba confirmatoria de coagulasa
(20%) las muestras dan positivo y solo la muestra 4 da positivo a DNAsa (10%). Asi
mismo, la muestra 4 da positivo a S. aureus en las tres pruebas confirmatorias
aplicadas en este estudio como se ve en la figura 3. Estos hallazgos corroboran lo
expuesto en un estudio donde indica que no existe una constante entre las pruebas

confirmatorias para cada muestra (12).
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Figura 2. Pruebas confirmatorias positivas 0 negativas a S. aureus: 9 de Octubre

Pruebas confirmatorias S. aureus

Numero de muestras
ORLNWRARUIOINOOWOLO

Catalasa Coagulasa DNasa

H POSITIVAS i NEGATIVAS

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 3. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 9 de Octubre

Pruebas Confirmatorias Positivas

1 2 3 4 5 6 7 B 5 10

mCatalasa mCoagulasa m DNAsa

Fuente: Elaboracion propia.
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[11.2.- RESULTADOS MERCADO 10 DE AGOSTO

[11.2.1.- Resultados generales

Lo expuesto en la tabla 5 indica que tres de diez muestras tomadas en el mercado
10 de Agosto, el 30%, sobrepasan los limites establecidos por la INEN 1528:2012
para S. aureus. Fueron detectadas por el nimero de UFC que corresponden a 100
UFC/ml, bajo estos parametros los quesos son aceptables para el consumo. De
igual manera, un estudio realizado en un mercado de Venezuela corrobora un
potencial riesgo para la salud de los consumidores del queso en condiciones que
superan el limite establecido por la norma COVENIN 1292:89, igualmente 1032
UFC/mL. Entonces, se encontrd que en el 74,2% de las muestras crecié S. aureus
con cargas de 103x10% (2). Ademas, respecto al S. aureus todas las muestras dan
positivo a una prueba confirmatoria de catalasa, siete muestras dan positivo a

coagulasa. Finalmente, tres muestras dan positivo a DNAsa.

Tabla 5. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 10 de Agosto.

Conteo de S. aureus Numero total Muestras Cumplimiento
N° Staphylococcu 102 de pruebas positiva a INEN:1528
muestra s aureus 100 UFC/mL positivas DNAsa
UFC/mL (catalasa, Cumple No
(INEN:1528) coagulasa) Cumple
1 21 UFC/mL 2.1x 10! 2 CATALASA - X
COAGULASA
2 4 UFC/mL 4x100 2 CATALASA + X
COAGULASA
3 3 UFC/mL 3x10° 2 CATALASA - X
COAGULASA
4 248 UFC/mL* 2.48x10?2 1 CATALASA - X
5 MNC* MNC* 1 CATALASA - X
6 26 UFC/mL 2.6x 10t 2 CATALASA + X
COAGULASA
7 32 UFC/mL 3.2x 10t 2 CATALASA + X
COAGULASA
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22 UFC/mL 2.2x 10t 2 CATALASA - X
COAGULASA
14 UFC/mL 1.4x 10t 2 CATALASA - X
COAGULASA
MNC* MNC* 1 CATALASA - X

Nota: *Muestras con UFC/mL >100. *MNC: Muy numerosas de contar. *(-):negativo.

*(+):positivo. *(xX): No cumple. Fuente: Elaboracion propia.

[1l.2.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA

En la figura 4 se observa a través de la siembra de S. aureus en placas Compact
Dry X-SA, a una dilucién de 1:10 en 1 mL, que el 30% de las muestras tomadas en
el mercado 10 de Agosto no cumplen con la Norma INEN 1528:2012. Lo que
significa, que el crecimiento microbioldgico es positivo a S. aureus , puesto que esta
por encima de los 10?2 UFC/ml estipulado en la norma, correspondientes a las
muestras: 4,5,10 que van desde 2.48x102 UFC/mL y MNC. Ahora bien, la muestra
1,2,3,6,7,8,9 que corresponden al (70%) aparentan ser quesos aptos para el
consumo humano, segun esta prueba microbiologica. En este sentido, pasa igual
en el mercado Recreo 5ta Etapa de Duran, donde el 100% de las muestras tomadas
superan los limites de UFC/mL entre 1.4x10? hasta 5.8x102, presentando menor
crecimiento de colonias de S. aureus en las muestras de quesos tomadas
(1,2,3,4,5,6) en relacion al mercado 10 de Agosto (29).

Figura 4. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 10 de Agosto

Siembra con COMPACT DRY X-SA (10 de agosto)

Fuente: Elaboracion propia.

B Cumple ® No Cumple
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[11.2.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa

Como se observa en la figura 5 del total de las muestras de queso fresco artesanal
tomadas en el mercado 10 de Agosto, todas dieron positivo a S. aureus en las
pruebas de catalasa (100%), mientras que la coagulasa dieron siete muestras
positivas 1,2,3,6,7,8,9 (70%) y tres muestras 2,6,7 dan positivo a DNAsa (30%). Asi
mismo, las muestras 2,6,7 (figura 6) dan positivo a S. aureus en las tres pruebas
confirmatorias aplicadas en este estudio. Estos hallazgos corroboran lo expuesto en
un estudio donde indica que no existe una constante entre las pruebas
confirmatorias para cada muestra (12).

Figura 5. Pruebas confirmatorias positivas o negativas a S.aureus: 10 de Agosto

Pruebas confirmatorias S. aureus

Catalasa Coagulasa DNasa

N°® muestras
OFRNWAUIOINIWO

H POSITIVAS m NEGATIVAS

Fuente: Elaboracion propia.

Figura 6. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 10 de Agosto

Pruebas Confirmatorias Positivas

1 2 3 - 5 & 7 B 5 10

mCatalasa mCoagulasa DMAza

Fuente: Elaboracion propia.
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[11.3.- RESULTADOS MERCADO 27 DE FEBRERO

[11.3.1.- Resultados generales

Lo expuesto en la tabla 6 indica que tres de las diez muestras tomadas en el
mercado 27 de febrero sobrepasan los limites establecidos por la INEN 1528:2012
para S. aureus (100 UFC/ml). No obstante, las otras dos se encuentran dentro del
limite establecido 1.6x10%-2.4x10'y las cinco muestras no muestran colonias por
contar, lo que significa que estas muestras son aptas para consumo. Por el
contrario, todas las muestras de queso artesanal del mercado Tunja no cumplen
con los parametros establecidos por la Norma Técnica Colombiana 750, mostraron
niveles superiores de S. aureus 1,6x10° UFC/g. Es importante mencionar que cada
pais establece los UFC/mL o g respecto a sus consideraciones (25). Ademas,
respecto a la presencia de S. aureus cinco muestras dan positivo a una prueba
confirmatoria de catalasa, tres muestras dan positivo a las pruebas de coagulasa.
Finalmente, dos muestras dan positivo a DNAsa

Tabla 6. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 27 de Febrero

Conteo de S. aureus NUumero Muestras Cumplimiento INEN:1528
Staphylococc 102 total de positivas
N° us aureus 100 UFC/mL pruebas a DNAsa
muestra UFC/mL positivas
(INEN:1528) (catalasa,
coagulasa) Cumple No Cumple
1 Ausencia Ausencia - - X
2 Ausencia Ausencia - - X
3 Ausencia Ausencia - - X
4 MCN* MCN* 1 - X
CATALASA
5 Ausencia Ausencia - - X
6 MNC* MCN* 2 - X
CATALASA
COAGULAS
A
7 16 UFC/mL 1.6x 10? 2 + X
CATALASA
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COAGULAS
A

8 MCN* MCN* 2 + X
CATALASA
COAGULAS

A

9 Ausencia Ausencia - - X

10 24 UFC/mL 2.4x10? 1 - X
CATALASA

Nota: *Muestras con UFC/mL >100. *MNC: Muy numerosas de contar. *(-

):negativo. *(+):positivo. *(x): No cumple. Fuente: Elaboracién propia.

[11.3.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA

En la figura 7 se observa a través de la siembra de S. aureus en placas Compact
Dry X-SA, a una dilucién de 1:10 en 1 mL, que el 30% de las muestras tomadas en
el mercado 27 de Febrero no cumplen con la Norma INEN 1528:2012, de las cuales
son MNC. Lo que significa, que el crecimiento microbiologico es positivo a S. aureus
, puesto que estd por encima de los 102 UFC/ml estipulado en la norma,
corresponden a las muestras: 4,6,8 las cuales son MNC. Ahora bien, las muestras
1,2,3,5,9 presentan ausencia de colonias y las muestras correspondientes ala 7, 10
que van desde 1.6x10'-2.4x10' entonces se determina que el 70% de los quesos
evaluados se consideran aptos para el consumo humano, segun esta prueba y la
norma. Por otro lado, en un mercado de Manabi se determiné que el 55% de los
productos analizados no son aptos para el consumo debido a su incumplimiento de
los requisitos de calidad higiénico-sanitaria INEN:1528. Sin embargo, cabe
mencionar que en la siembra de S. aureus en la investigacion mencionada se

utilizaron las placas Compact Dry X-SA (19).
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Figura 7. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 27 de Febrero

Siembra con COMPACT DRY X-SA (27 de febrero)

B Cumple B No Cumple

Fuente: Elaboracion propia.

[11.3.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa

Como se observa en la figura 8, del total de las muestras de queso fresco artesanal
tomadas en el mercado 27 de Febrero, cinco muestras 4,6,7,8,10 dieron positivo a
S. aureus en las pruebas de catalasa (50%). Por su parte, a coagulasa dieron tres
muestras positivas 6,7,8 (30%) y dos muestras negativas 4 y 10 (20%). Las
muestras 7,8 dan positivo a DNAsa (20%). Asi mismo, las muestras 7,8 dan positivo
a S. aureus en las tres pruebas confirmatorias aplicadas en este estudio, como se
ve en la figura 9. Estos hallazgos asienten lo expuesto en un estudio donde las
pruebas confirmatorias no representan una constante para cada muestra, pues

puede ser positiva a una prueba y negativa a otra (12).
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Figura 8. Pruebas confirmatorias positivas o negativas a S.aureus: 27 de Febrero

Pruebas confirmatorias S. aureus

Catalasa Coagulasa DNasa

N° Muestras

H POSITIVAS m NEGATIVAS mN

Nota: *N: Ninguna colonia por contar. Fuente: Elaboracién propia.

Figura 9. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 27 de Febrero

Pruebas Confirmatorias Positivas

2 3 4 5 & 7 B

m Catalasa mCoagulasa DMAsa

Fuente: Elaboracion propia.
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[11.4.- RESULTADOS MERCADO 3 DE NOVIEMBRE

[11.4.1.- Resultados generales

Los resultados generales expuestos en la tabla indican que tres de las diez muestras
tomadas en el mercado 3 de Noviembre (30%) sobrepasan los limites establecidos
por la INEN 1528:2012 para S. aureus (100 UFC/mI). No obstante, otras dos
muestras presentan ausencia de colonias y otras cinco se encuentran dentro
1.4x10%- 4.1x10' de los limites establecidos en la norma. Con los mismos
parametros para S. aureus en la Norma Venezolana COVENIN 1292:89 (102), un
estudio en el mercado de este pais detectaron que el 60% de las muestras cumple
con la normativa, siendo un gran porcentaje de los quesos analizados aptos para
consumo (2). También, respecto a la presencia de S. aureus una muestra da
positivo a las tres pruebas confirmatorias, dos muestras no muestran resultados,
siete muestras dan positivo a las pruebas de catalasa y coagulasa. Finalmente, una
muestra da positivo a DNAsa.

Tabla 7. Conteo de S. aureus y Cumplimiento de los Limites de la Norma INEN
1528:2012 en Muestras de quesos del Mercado 3 de Noviembre

N° Conteo de S. S. aureus 107 N° total de Muestras Cumplimiento
muestra aureus 100 UFC/MI pruebas positivas INEN:1528
UFC/mL positivas a DNasa
(INEN:1528) (catalasa, Cumple | No cumple

coagulasa)

1 MCN* MCN* 1 CATALASA - X

2 MCN* MCN* 1 - X
COAGULASA

3 14 UFC/mL 1.4x 101 2 CATALASA - X
COAGULASA

4 9 UFC/mL 9 x10° 2 CATALASA + X
COAGULASA

5 Ausencia Ausencia - - X

6 145 UFC/mL* 1.45 x 10? 2 CATALASA - X
COAGULASA

7 1 UFC/mL 1 x 10° 2 CATALASA - X
COAGULASA
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8 23 UFC/mL 2.3 x 101! 2 CATALASA - X
COAGULASA

9 41 UFC/mL 4.1 x10?! 2 CATALASA - X
COAGULASA

10 Ausencia Ausencia - - X

Nota: *MNC: Muy numerosas de contar. *(-):negativo. *(+):positivo. *(x): No cumple.

Fuente: Elaboracion propia.

[11.4.2.- Siembra de Staphylococcus aureus en Compact Dry X-SA

En la figura 10 se observa a través de la siembra de S. aureus en placas Compact
Dry X-SA, a una dilucion de 1:10 en 1 mL, que el 30% de las muestras tomadas en
el mercado 3 de Noviembre no cumplen con la Norma INEN 1528:2012, de las
cuales el 20% son MNC. Lo que significa, que el crecimiento microbiolégico es
positivo a S. aureus, puesto que esta por encima de los 102 UFC/mL estipulado en
la norma, los cuales corresponden a las muestras: 1,2,6. En comparacion con un
estudio realizado en el mercado mayorista de Duran, donde el 100% de las
muestras tomadas presentan UFC superiores al limite establecido en la misma
norma usada para este estudio con valores desde 1.1x10? hasta 5.2x103, sin
encontrar MNC en las muestras (29). Ahora bien, las muestras 3,4,5,7,8,9,10 que
corresponde al 70% de quesos aptos para el consumo humano porque cumplen el
rango estipulado. En este contexto, las muestras 5 y 10 no presentan colonias por
contar (N), sin embargo, refieren quesos aptos para el consumo humano, segun

esta prueba y la norma.

Figura 10. Crecimiento de S. aureus en Compact Dry X-SA: 3 de Noviembre

Siembra con COMPACT DRY X-SA (27 de febrero)

Fuente: Elaboracion propia.

B Cumple M No Cumple
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[11.4.3.- Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa

Como se observa en lafigura 11, del total de las muestras de queso fresco artesanal
tomadas en el mercado 3 de Noviembre, siete muestras 1,3,4,6,7,8,9 dieron positivo
y la muestra 2 dio negativo a S. aureus, en las pruebas de catalasa. Por su parte, a
coagulasa dieron siete muestras positivas 2,3,4,6,7,8,9 (70%) y una muestra
negativa 1. La muestra 4 dio positivo a DNAsa (10%). Asimismo, la muestra 4 dio
positivo a S. aureus en las tres pruebas confirmatorias aplicadas en este estudio
(figura 12).

Figura 11. Pruebas confirmatorias positivas o negativas a S.aureus: 3 de Noviembre

Pruebas confirmatorias S. aureus

N° Muestras
ORPNWPAPRUIOON OO WLO

Catalasa Coagulasa DNasa

M POSITIVAS NEGATIVAS ®N

Nota: *N: Ninguna colonia por contar. Fuente: Elaboracion propia.
Figura 12. Pruebas confirmatorias a catalasa, coagulasa, DNAsa: 3 de Noviembre

Pruebas Confirmatorias Positivas

1 2 3 4 5 & 7 B 9 10

mCatalasa m Coagulasa DMAsa

Fuente: Elaboracion propia.
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l11.5.- RESULTADOS GENERALES Y DISCUSION

[11.5.1.- Agar Manitol Salado

Como se observa en la tabla 8, de todas las 10 muestras recolectadas de queso
fresco en cada uno de los mercados de Cuenca analizados (9 de Octubre, 10 de
Agosto), todas las bacterias crecieron dando positivo a S. aureus mientras que, los
mercados (27 de Febrero y 3 de Noviembre) no tuvieron resultados positivos en su
totalidad. Al igual que, las muestras tomadas en el mercado Junin de Manabi donde
la mayoria de las muestras resultaron positivas para crecimiento de S. aureus en
pruebas realizadas en Agar Manitol Salado (30). Lo que corrobora que es una
herramienta valiosa en microbiologia, debido a su gran capacidad para diferenciar,

principalmente, S. aureus mediante un procedimiento sencillo y claro (74).

Tabla 8. Resultados de crecimiento de S. aureus en Agar Manitol

Mercado 9 de Mercado 10 Mercado 27 Mercado 3
0 Octubre o de Agosto " de Febrero 0 de
i g e i .
= = = = Noviembre
[15] [15] @ [15]
= = = =
S g £ S s & £ & : g &
< & § ° 3 § " 8 5 " 3 %
o z o z o 2 o 2
1 + 11 + 21 - 31 +
2 + 12 + 22 - 32 +
3 + 13 + 23 - 33 +
4 + 14 + 24 + 34 +
5 + 15 + 25 - 35 -
B + 16 + 26 + 36 +
7 + 17 + 27 + 37 +
8 + 18 + 28 + 38 +
9 + 19 + 29 - 39 +
10 + 20 + 30 + 40 -

Fuente: Elaboracion propia.
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[11.5.2.- Mercado con mayor numero de UFC/mL de Staphylococcus
aureus en siembra Compact Dry X-SA
En la tabla 9, se observa el numero de UFC contables en dilucién 1:10 en siembra
Compact Dry X-SA, donde hubo crecimiento de Staphylococcus aureus. Se obtuvo
que el mercado con mayor numero contable de UFC corresponde al mercado 9 de
Octubre con 5.05x10? UFC/mL; indicando mayor presencia de S. aureus en los
guesos expandidos en este mercado. Por su parte, el mercado con menor numero
de UFC contables en siembra Compact Dry X-SA, respecto a la presencia de S.
aureus , corresponde al mercado 27 de Febrero con 4x10! UFC/mL.
No obstante, para este estudio se considerd también a las muestras denominadas
MNC (o muestras muy numerosas por contar), las mismas que al tener un nimero
de colonias mayor a 250 en siembra Compact Dry X-SA son denominadas con
MNC. Pero, para cuantificar estas muestras y dar mejores resultados se designé
con el nimero de UFC/mL minimo correspondiente a 2.5x102 o 250 UFC/mL para
cada muestra denominada MNC. Este nimero 2.5x102 UFC/mL por cada MNC fue
sumada al numero de UFC contables. Validando el método Compact Dry X-SA
demostré ser altamente eficaz y especifico para la multiplicacion e identificacién de
S. aureus debido a las propiedades del medio de cultivo utilizado en estas placas.
Con un rango de conteo de 1-250 UFC, este método permite una identificacion
precisa y rapida de la contaminacién por S. aureus (73).
Con este calculo se determiné que el mercado 10 de Agosto es el que presenta
mayor nimero de UFC/mL (8.7x10%) de S. aureus en los quesos que aqui se
venden. Entonces, el mercado 9 de octubre es el que presenta menor nimero de
UFC/mL (5.05x10?) para S. aureus.
Los resultados obtenidos en este estudio son consistentes con investigaciones
previas. Asi, un estudio realizado en mercados de Venezuela encontro la presencia
de S. aureus en muestras de queso artesanal vendidas. Se detectaron que el total
de las muestras del mercado con mayor carga de S. aureus estaba entre 103-10*
UFCl/g, cargas similares de longitud a las de la presente investigacion. Ahora bien,

los quesos vendidos en el Arenal de Cuenca mostraron una alta carga de S. aureus
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con valores de hasta 11.60x10% UFC/g, sin embargo, son cargas menores a los
encontrados en este estudio. En esta misma linea de investigacion, en México, se
registraron altos niveles de S. aureus de 9.16, 9.23 y 9.18 log10? UFC/g en muestras
de queso. lgualmente, se aprecia cargas menores de UFC que el presente estudio
(33). Estos hallazgos indican altos niveles de contaminacion y deficiencias en la
higiene durante el proceso de elaboracion y venta del queso (2).

Tabla 9. Total de UFC/mL para cada mercado, siembra Compact Dry X-SA para
Staphylococcus aureus

Mercados Numero de MNC* Total UFC/mL (# N*
UFC/mL UFC/mL
contables contables + MNC)
(100 UFC/MI)

9 de Octubre 505 UFC/mL®™) 505 UFC/mL®

10 de Agosto 370 UFC/mL 2 MNC =500 870 UFC/mL®™)
UFC/mL

27 de Febrero 40 UFC/mLO 3 MNC = 750 790 UFC/mL 5=0
UFC/mL

3 de 233 UFC/mL 2 MNC =500 733 UFC/mL 2=0

Noviembre UFC/mL

Nota: *MNC: Muy numerosas de contar = 0 >250 UFC/mL. Para este estudio se
consideran 250 UFC/mL por cada MNC. *N: No hay colonias por contar <a 1 = 0.
*+= mercado con mayor numero de UFC. *- = mercado con menor niumero de UFC.

Para este estudio se considera un valor nulo o cero. Fuente: Elaboracion propia.

[11.5.3.- Quesos frescos aceptables o no segun INEN 1528:2012
Como se observa en la figura 13, el 25% del total de las muestras de quesos
tomadas en los diferentes mercados presentan contaminacién por Staphylococcus
aureus , puesto que la concentracion de estos microorganismos excedié el limite
maximo permisible por las normas INEN 1528:12 del Ecuador. Es decir, excedio el
10x? UFC/mL permitido, segln la prueba microbiolégica Compact Dry X-SA. Por
otro lado, el 75% del total de muestras de quesos analizadas se consideran aptas
para el consumo humano ya que no excedan el limite de UFC/mL referido en la
norma. Corroborando estos hallazgos, un estudio realizado en Cuenca respecto a

los quesos frescos vendidos en el mercado 12 abril, igual, mediante la prueba
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microbiologica Compact Dry X-SA también se encontr6 que la mayoria de las
muestras analizadas (58%) presentan contaminacion por S. aureus puesto que
exceden el limite de UFC/mL establecido por la norma INEN 1528:2012 (1X10?);
consideradas como inaceptables. Mientras que, el 42% de las muestras analizadas
son consideradas como aceptables para el consumo (12).

Asimismo, en el mercado de Tunja de Colombia indica que el queso artesanal
vendido se ha convertido en un vehiculo de contaminacion de microorganismos.
Donde se encontré que el 100% de las muestras revelaron altos niveles de S.
aureus sobrepasando los limites de la Norma Técnica Colombiana 750 (1,6x10°
UFC/g) (25). Confirmando la presencia S. aureus en quesos frescos expandidos en
tres mercados del cantdon Duran con Compact Dry XSA, se obtuvo que el 54%
muestras fueron positivas para S. aureus, superando el limite maximo permitido
segun la norma INEN 1528:2012 (29). Los limites de UFC para estos tres estudios,

establecidos en las respectivas normas de cada pais, es de 102 UFC/mL.

Figura 13. Porcentaje de quesos frescos aptos 0 no para consumo humano

S. aureus Norma INEN 1528:2012

B Cumple mNo Cumple

Fuente: Elaboracion propia.

Angela Rodriguez y Michelle Tacuri 76



. Universidad
6 Catdlica
de Cuenca

Biogquimica y Farmacia

[11.5.4.- Pruebas confirmatorias: catalasa, coagulasa 'y DNAsa

Como se observa en la figura 14, del total de las muestras de queso fresco tomadas
en los diferentes mercados de estudio, el 80% dio positivo y el 20% dio negativo a
catalasa. Por su parte, el 47,5% del total de las muestras dio positivo a coagulasa,
el 35% negativo y el 17,5% no hubo UFC por contar (menos de 10). Finalmente,
para la prueba DNAsa el 82,5% dio negativo y solamente 17,5% dio positivo. Siendo
la prueba confirmatoria catalasa positiva la que tuvo mayor crecimiento de colonias
caracteristicas de S. aureus. La prueba DNAsa mostré menor crecimiento para
colonias positivas a esta bacteria. No existe una constante entre las pruebas

confirmatorias para cada muestra.

Aludiendo a los resultados de este estudio con otro similar, se identifico la presencia
de S. aureus en queso fresco a granel vendido en mercados municipales y centros
comerciales de Cuenca, utilizando métodos microbiologicos convencionales. Los
resultados mostraron que el 88.33% de las muestras tenian crecimiento de colonias
caracteristicas de S. aureus con pruebas bioquimicas. Se indica que el 35.84%
corresponde a catalasa positiva, 15.09% coagulasa positiva y 11.32% DNAsa
positiva. lgualmente, se comprueba que la catalasa es la que presenta mayor

crecimiento y la DNAsa menor crecimiento de UFC de S. aureus (6).

No obstante, hay otros estudios que tienen diferentes resultados respecto a los
quesos frescos vendidos en mercados en Pueblo Libre y Lima, donde segun las
pruebas confirmatorias a S. aureus todas las muestras dieron positivo a catalasa y
coagulasa, ninguna a DNAsa. Pero, sigue siendo catalasa la prueba confirmatoria

que lidera el mayor numero de UFC al crecimiento de S. aureus (26).

Si se realiza un breve analisis, se puede determinar que la catalasa es la prueba
confirmatoria que genera mayor crecimiento de UFC para S. aureus en los estudios
mencionados. Asi como también, otras investigaciones demuestran que aunque las
diferentes pruebas bioquimicas indiquen la presencia de S. aureus no existe una

constante para cada muestra en los resultados en todas las pruebas (12).
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Figura 14. Positivo 0 negativo a S. aureus con pruebas confirmatorias

Pruebas Confirmatorias (positivo 0 negativo)
100.0%

50.0%

0.0% I L

CATALASA COAGULASA DNasa

Porcentaje por prueba

H POSITIVO NEGATIVO NO HAY COLONIAS

Fuente: Elaboracion propia.

l11.5.5.- Pruebas confirmatorias positivas (catalasa, coagulasa, DNAsa)
a Staphylococcus aureus en los diferentes mercados

Como se observa en la figura 15, el mercado con mayor porcentaje de pruebas
confirmatorias positivas (catalasa, coagulasa, DNAsa) corresponde al mercado 10
de Agosto con el 34% (20 muestras), segundo corresponde al mercado 3 de
Noviembre con el 25% (15 muestras), seguido del mercado 9 de Octubre con el
22% (13 muestras) y el 27 de Febrero con 19% (10 muestras), respectivamente esto
significa que hay una mayor presencia de S. aureus en quesos frescos artesanales
vendidos en el mercado 10 de Agosto, lo que indirectamente implica una menor
calidad del producto (tabla 10). Entonces, el mercado 27 de Febrero refieren menor

presencia de S. aureus en quesos frescos aqui expendidos.

Para dar validez a estos resultados, se analiza un estudio similar donde se
analizaron cuatro mercados en Cuenca, donde se considera el numero total de
pruebas confirmatorias positivas (catalasa, coagulasa, DNAsa) que son
contabilizadas para cada mercado. Se indica que la tendencia a la contaminacion
por S. aureus es el Mercado 2 con 34%, seguido de los mercados 3y 4 con el 32%
y 23%, respectivamente. En definitiva se identificé S. aureus en el queso fresco

artesanal vendido en los cuatro mercados municipales estudiados, lo que significa
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deficiencias higiénicas en la manipulacidén de los quesos frescos artesanales y un

riesgo significativo para la salud del consumidor (12).

Figura 15. Porcentaje de pruebas confirmatorias positivas a S. aureus en cada
mercado de estudio

TOTAL DE PRUEBAS CONFIRMATORIAS POSITIVAS

m 3 DE NOVIEMBRE w9 DE OCTUBRE 27 DE FEBRERO 10 DE AGOSTO

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10. Numero de pruebas confirmatorias positivas por mercado de estudio

POSITIVOS
MERCADOS CATALASA COAGULASA DNAsa
9 DE OCTUBRE 10 2 1
10 DE AGOSTO* 10 7 3
27 DE FEBRERO S 3 2
3 DE 7 7 1
NOVIEMBRE

Fuente: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
IV.1.- CONCLUSIONES

Se identifico el crecimiento de S. aureus en el 25% de las muestras de quesos
artesanales recolectadas de los diferentes mercados de Cuenca, con la formacion
de colonias amarillas sobre la superficie mediante el método microbioldgico de Agar
Manitol Salado. Asimismo, a través del método de conteo microbiolégico Compact
Dry X-SA, se determind el crecimiento de S. aureus con la formacién de colonias
azules sobre su superficie, siendo el mercado 9 de Octubre el que mostré la mayor
cantidad de UFC contables con 5.05x102 UFC/mL. No obstante, al considerar las
muestras MNC, que superaron las 250 colonias en siembra Compact Dry X-SA,
concluy6é que el mercado 10 de Agosto presentd la mayor concentracién de S.
aureus aproximadamente con 8.7x102 UFC/mL en los quesos vendidos en este

mercado.

Los resultados de las pruebas bioquimicas confirmatorias a catalasa, coagulasa y
DNAsa revelaron un numero considerable de muestras positivas para
Staphylococcus aureus. Asi, del total de las muestras analizadas, la prueba de
catalasa positiva fue la que mostré el mayor crecimiento de colonias caracteristicas
de Staphylococcus aureus con el 80%, mientras que la prueba de DNAsa mostré el
menor crecimiento de esta bacteria con el 82,5%. Mientras que, el 47.5% del total
de las muestras dio positivo a coagulasa y solo el 17,5% dio positivo a DNAsa. En
este sentido, mediante el andlisis del total de pruebas bioquimicas confirmatorias
positivas para cada mercado, se determin6 que el mercado 10 de Agosto es el que
presenta mayor presencia de S. aureus con un 34% en quesos frescos artesanales

vendidos en este lugar, seguido del mercado 3 de Noviembre con el 25%..

Con el analisis de las muestras de quesos artesanales tomados en los cuatro
mercados de Cuenca mediante cuantificacion de UFC en Compact Dry X-SA, se
determiné que el 25% de las muestras obtenidas excedieron el limite maximo
permisible por las normas INEN 1528:12 del Ecuador (102 UFC/mL) para
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microorganismos S. aureus . Lo que significa que, un porcentaje significativo de los
guesos artesanales expendidos en estos mercados de Cuenca no cumplen con los

limites establecidos para la presencia de S. aureus .

Asi también, los resultados obtenidos mediante el analisis con pruebas
microbiolégicas como Compact Dry X-SA y Agar Manitol Salado, asi como, pruebas
confirmatorias para catalasa, coagulasa y DNAsa. Se determind la presencia de
Staphylococcus aureus en las muestras recolectadas en los puntos de venta de
guesos artesanales dentro de los mercados 9 de Octubre, 10 de Agosto, 27 de
Febrero y 3 de Noviembre. Lo que indica que, los resultados positivos representan
una preocupacion potencial para la salud publica, dado que Staphylococcus aureus
es conocido por producir toxinas que pueden causar enfermedades en los
consumidores, ya que, estos productos podrian no ser adecuados para el consumo
humano, de acuerdo a la norma INEN 1528:2012 establecida en el Ecuador para

guesos frescos.

Finalmente, la variabilidad en los resultados de las pruebas confirmatorias y las
pruebas microbiolégicas sugiere que no existe una constancia entre ellas para cada
muestra. Estos hallazgos resaltan la importancia de utilizar multiples pruebas
confirmatorias para una identificaciébn mas precisa de S. aureus en quesos frescos

artesanales.
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IV.2.- RECOMENDACIONES

e Implementar y fortalecer BPM a lo largo de toda la cadena de produccion de
quesos artesanales en Cuenca, desde su elaboracion hasta su venta en los
mercados. Esto incluye capacitar a los productores y vendedores sobre la
importancia de mantener un ambiente limpio y controlado para reducir la
contaminacion microbiologica.

e Realizar inspecciones y monitoreos periédicos en los mercados de Cuenca
para detectar y controlar S. aureus y otros patégenos en quesos artesanales.
Implementar programas de control de calidad con pruebas microbiologicas
regulares, en coordinacion con practicantes universitarios y las autoridades
del mercado, para asegurar que los productos cumplan con los estandares
de seguridad alimentaria.

e Revisar y mejorar las condiciones de almacenamiento en los mercados para
reducir el riesgo de contaminacion cruzada. Esto implica, que los quesos
artesanales se almacenen y transporten a temperaturas adecuadas para
prevenir el crecimiento de bacterias.

e Asegurar que los productores y vendedores de quesos artesanales cumplan
con las normativas vigentes, como la norma INEN 1528:2012, para garantizar
la seguridad y calidad de los productos. La implementacion de sanciones
adecuadas para aquellos que no cumplan con las regulaciones establecidas.

e Fomentar la colaboracion entre las autoridades sanitarias, los productores de
quesos, las asociaciones de comerciantes y los consumidores para
establecer estrategias efectivas de control y prevencion de la contaminacién
microbiana. Con la creacién de alianzas con universidades e institutos de

investigacion para promover estudios de mejora de la seguridad alimentaria.
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ANEXOS
Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1528:2012

En el Ecuador, segun la norma NTE INEN 1528:2012 la entidad encargada de
verificar el cumplimiento de las normas ecuatorianas, incluyendo los requerimientos
microbioldgicos establecidos, es el Servicio Ecuatoriano de Normalizacion (INEN):
Norma General para quesos frescos no madurados. Esta normativa incluye
definiciones especificas y caracteristicas que estos productos deben cumplir,
asimismo cubre aspectos como el proceso de coagulacién, las técnicas de
elaboracion y las propiedades fisicas, quimicas y organolépticas del queso. Los
qguesos frescos no madurados estan listos para el consumo poco después de su
fabricacion, sin pasar por un proceso de maduracion prolongado. Esta norma
asegura la calidad y seguridad del queso fresco destinado al consumo directo 0 a

posterior elaboracion (11).

Los requisitos microbiolégicos abordan limites minimos y maximos para varios
factores, como el niUmero total de microorganismos presentes, la presencia de tipos
especificos de bacterias y hongos, y la ausencia de bacterias dafiinas o patégenas,
incluyendo Staphylococcus aureus (tal como se expone en la tabla 1). Estos
requisitos estan diseflados para garantizar que los quesos frescos sean seguros
para el consumo humano y que cumplan con los estandares apropiados de calidad
y frescura (11).

Para los controles complementarios de quesos frescos no madurados, la norma
NTE INEN 1528 ha establecido que: terminado el proceso de elaboracién de los
guesos corresponde llevar un control riguroso en el almacenamiento de manera
obligatoria y darle continuidad a la cadena de frio con una temperatura de 2 — 6°C
para luego ser distribuido, transportado y comercializado, este procedimiento se
debe realizar de una manera apropiada para que el producto no se deteriore o se
produzca una contaminacién cruzada, para garantizar el mantenimiento del
producto. La implementacion de estas normas busca asegurar la calidad y
seguridad de los quesos frescos no madurados, protegiendo tanto a los

consumidores como a la industria alimentaria local (11).



Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529.2.1999

La norma INEN 1529.2.1999 establece requisitos fisicos y quimicos como el
contenido de humedad, grasa, niveles de pH y textura del queso fresco, asegurando
asi la consistencia y calidad del producto final. Ademas, especifica los niveles
permisibles de microorganismos patdogenos y los métodos de prueba
correspondientes. Incluye directrices claras para el etiquetado del producto,
detallando informacion esencial como nombre, ingredientes, peso neto, fecha de
caducidad e informacion del fabricante. Finalmente, detalla los materiales y métodos
de empaque, asi como las condiciones de almacenamiento, vida util y los
procedimientos para pruebas y cumplimiento, asegurando asi que el queso fresco

cumpla con todos los estandares establecidos (71).

En cuanto, al equipo y material para las muestras microbiologicas deben ser de
acero inoxidable o material resistente que no altere las muestras. Deben ser
robustos pero ligeros. Las soldaduras deben resistir hasta 180°C, y las superficies
deben ser lisas y sin hendiduras. Ademas, los frascos para las muestras tienen que
ser resistentes a esterilizaciones, inertes, impermeables y preferiblemente opacos.
Pueden ser de acero inoxidable, vidrio, ciertos plasticos o desechables. Por su
parte, el material debe estar limpio, seco y esterilizado por métodos como autoclave
(121°C, 20 min), aire caliente (170-175°C, 1 h), vapor fluente (100°C, 1 h), agua
hirviendo (20 min), inmersién en etanol al 96% y flameado, o combustion directa. El
equipo y material especifico durante la aplicacién de pruebas bioquimicas incluye
(72):

e Para abrir envases: Tijeras, cuchillos, abridores de latas y botellas, etc.
e Para tomar muestras: Sierras, sondas, cucharas, plantillas de metal, etc.
e Para controlar la temperatura: Termémetro manual de cuadrante.

e Para transportar muestras: Nevera portétil, nevera isotérmica.

e Para etiquetar: Etiquetas y marcadores.

e Esterilizacion: Autoclave, horno, mechero de alcohol, agente desinfectante.



Mantenimiento de muestras: Refrigeradora y congelador.

Descongelacion de muestras: Bafio de agua con control termostatico.
Frascos para muestras: Boca ancha con tapa de rosca, material absorbente.
Homogeneizacion: Homogeneizadores, vortex, trituradores, molinos.
Medicion de pH: pH metro con compensacion de temperatura.

Pesaje de muestras: Balanza de clase Il con exactitud minima de 0,1 g.

Materiales varios: Erlenmeyers, probetas, tubos, pipetas, jeringuillas.

Diluyentes (71):

Agua Peptona al 0,1%: Uso general.

Agua Peptona Tamponada: Para Salmonella.

Agua Peptona Sal al 15%: Para hal6filos extremos.

Agua Peptona Sal al 5%: Para haléfilos moderados y halotolerantes.
Caldo Reforzado para Clostridios: Para anaerobios.

Solucién de Citrato Soédico al 2%, pH 7,5 = 0,1:. Para quesos, leches

fermentadas, leche en polvo.

Solucién de Fosfato Dipotasico al 2%: Para caseina &cida, caseina lactica,

suero acido.

Solucién Salina Peptonada: Uso general.



Anexo 1. Puntos de venta del queso fresco artesanal en el Mercado 9 de Octubre.

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 2. Puntos de venta de queso fresco artesanal en el Mercado 10 de Agosto.

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 3. Puntos de venta de queso fresco artesanal en el Mercado 27 de Febrero

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 4. Puntos de venta de queso fresco artesanal en el Mercado 3 de Noviembre

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 5. Preparacion de Agua peptona para diluciones (10 gramos de queso).

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 6. Siembra microbioldgica en las placas Compact Dry X-SA.

On propia.

.z

Fuente: Elaboraci



Anexo 7. Crecimiento de las colonias de Staphylococcus aureus de color azul, en

las placas Compact Dry X-SA.

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 8. Aislamiento de las colonias en el Agar Manitol Salado.

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 9. Positivo a Agar Manitol Salado: Staphylococcus aureus (color amarillo)




Fuente: Elaboracién propia.

Anexo 10. Negativo a Agar Manitol Salado: Staphylococcus aureus (color rojo)

Fuente: Elaboracién propia.



Anexo 11. Prueba de Catalasa: Staphylococcus aureus con peroxido de hidrogeno

B

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 12. Negativo y positivo a catalasa: Staphylococcus aureus

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 13. Inoculacion de Staphylococcus aureus en un tubo con Pool de plasma

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 14. Positivo a coagulasa: Staphylococcus aureus

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 15. Aislamiento de Staphylococcus aureus en el Agar DNAsa.

Fuente: Elaboracion propia.

Anexo 16. Positivo a DNasa: Staphylococcus aureus (color morado)

Fuente: Elaboracion propia.



Anexo 17. Negativo a DNasa: Staphylococcus aureus (color del medio)

Fuente:
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