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RESUMEN EJECUTIVO

Los patogenos alimentarios Salmonella spp. y Escherichia coli han sido vinculados a
enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA). Los focos de contaminacion son
principalmente los manipuladores de alimentos en las distintas etapas, en el proceso
de produccidn, transporte del alimento, almacenamiento en el punto de venta, fallas en

la cadena de frio y la mala higiene.

Para esta investigacion se analizd 24 quesos frescos sin marca en los 8 mercados de la
zona urbana del canton Ambato. En tres puntos de tiempo, dia 0, dia 7 y dia 15. Los
quesos fueron almacenados en refrigeracion durante 7 y 15 dias. Para el analisis de la
Salmonella spp., se utilizo la metodologia NTE INEN 1529-15, este método consiste
en la aplicacion de las siguientes etapas: Pre-enriquecimiento, Enriquecimiento
selectivo, la Siembra en placas e Identificacién bioquimica. Por otra parte, para la
identificacion de Escherichia coli se emple6 la metodologia AOAC 991.14 gue cosiste

en la siembra por diluciones en placas petrifilm EC.

Concluyendo que el 25 por ciento de los mercados cumplen con condiciones 6ptimas
de almacenamiento. Por otra parte, ninguna de las muestras analizadas cumplio6 con el
limite maximo permisible de Escherichia coli. Sin embargo, aquellas muestras que
disponian de un correcto almacenamiento no presentaron E. coli el dia 0. Al dia 15, el
50 por ciento de los mercados tuvieron Escherichia coli. Por otra parte, el anélisis de
Salmonella fue negativo en las 24 muestras, cumpliendo con lo establecido por la
normativa NTE INEN 1528:2012.

Palabras clave: queso, inocuidad alimentaria, Escherichia coli, Salmonella spp,

patogenos alimentarios, productos lacteos.
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ABSTRACT

The food pathogens Salmonella spp. and Escherichia coli have been linked to
foodborne diseases (FBD). The sources of contamination are mainly food handlers at
different stages in the production process, food transportation, storage at the point of

sale, cold chain failures and poor hygiene.

For this research, 24 unbranded fresh cheeses were analyzed in the 8 markets of the
urban area of Ambato. At three points in time, day 0, day 7 and day 15. The cheeses
were stored refrigerated for 7 and 15 days. For the analysis of Salmonella spp., the
methodology NTE INEN 1529-15 was used, this method consists of the application of
the following stages: Pre-enrichment, selective enrichment, plate seeding and
biochemical identification. On the other hand, for the identification of Escherichia
coli, the AOAC 991.14 methodology was used, which consists of sowing by dilutions
in petrifilm EC plates.

The conclusion was that 25 percent of the markets met optimal storage conditions. On
the other hand, none of the samples analyzed complied with the maximum permissible
limit for Escherichia coli. However, those samples that had proper storage had no E.
coli on day 0. On day 15, 50 percent of the markets had Escherichia coli. On the other
hand, the Salmonella spp. analysis was negative in all 24 samples, complying with
NTE INEN 1528:2012.

Key words: cheese, food safety, Escherichia coli, Salmonella spp, food pathogens,

dairy products.
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CAPITULO |

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes investigativos

1.1.1. Inocuidad Alimentaria

La inocuidad es definida como, la garantia de que los alimentos no causaran ningun
dafo al consumidor cuando se consuman y/o se preparen de acuerdo con el uso que se
destinen (Diaz et al., 2015). Los peligros fisicos, quimicos y biologicos son las tres
categorias principales de peligros para la inocuidad de los alimentos (Tapia & Arispe,
2007). Los peligros fisicos se refieren a objetos extrafios como vidrio, astillas, metal u
otros materiales que pueden adherirse a los alimentos durante el proceso de
produccién, envasado o manipulacion; los peligros quimicos hacen referencia a
toxinas naturales o contaminantes quimicos que pueden estar presentes en los
alimentos; por otra parte, los peligros biol6gicos incluyen microorganismos tales como
mohos, virus, levaduras y parasitos que pueden desarrollarse sobre los alimentos y

causar enfermedades cuando se consumen (Jeannine, 2013).

1.1.2. Enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS)

Las enfermedades transmitidas por los alimentos (ETAS) son un sindrome originado
por la ingestion de alimentos y/o agua contaminados por bacterias, virus o sustancias
quimicas que causan enfermedades gastrointestinales y sintomas como vomito,
nauseas, diarrea, fiebre y dolor abdominal y en casos extremos, pueden causar la
muerte (Fernandez et al., 2021; Varela et al., 2016). Segun la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS), las ETAS se originan por la contaminacion ambiental, incluida la
contaminacion del agua, el suelo o el aire en los diferentes puntos de la cadena de

produccién, transporte y consumo de alimentos (World Health Organization, n.d.).



1.1.3. Patogenos alimentarios

Los patdgenos alimentarios son agentes bioldgicos principalmente bacterias, virus o
parasitos que se encuentran presentes en los alimentos y son considerados la principal
causa de las intoxicaciones alimentarias (Safavieh et al., 2015). Varias bacterias
patdgenas tienen la capacidad de formar esporas, que son estructuras que permiten que
las bacterias resistan a condiciones extremas, por ejemplo (Clostridium botulinum, C.
perfringens, Bacillus subtilus, Bacillus cereus). Los virus entéricos como el norovirus,
hepatitis A, rotavirus entre otros; pueden causar infecciones gastrointestinales que se
transmiten a traves de la ruta fecal-oral, es decir pueden transferirse de las heces a los

alimentos o agua (Warriner, 2005).

Los animales como vacas, cerdos y peces comunmente pueden infectarse con parasitos
como la giardia duodenalis, cryptosporidium, trichinella, helmintos, entre otros; que
luego pueden transmitirse a los seres humanos a través del consumo de los alimentos
contaminados (Marcogliese, 2002). Gran parte de los patdgenos alimentarios son
mesofilos, pero ciertos patdgenos son capaces de sobrevivir en condiciones de
refrigeracion como la Listeria monocytogenes y Yersinia enterocolitica (Bintsis,
2017).

1.1.4. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo anaerobio facultativo gramnegativo perteneciente a la
familia Enterobacteriaceae (Estrada-Garcia & Tarr, 2023a). Las células de
Escherichia coli suelen tener de 1.1 a 1.5 um de ancho, de 2 a 6 um de largo y se
presentan como varillas rectas simples (Desmarchelier & Fegan, 2002; Safavieh et
al., 2015). Estas pueden ser méviles o inmdviles y son parte del intestino inferior de
los animales de sangre caliente (Estrada-Garcia & Tarr, 2023b). La Escherichia coli
se serotipa en tres tipos de antigenos flagelares (H) somaticos (O) y capsulares (K)
identificandose mas de 700 serotipos basandose en las combinaciones O y H. Las cepas
de Escherichia coli se dividen en varios grupos filogenéticos: A, B1, B2 y D (Jang et
al., 2017b).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/enterobacteriaceae

Tabla 1. Condiciones de crecimiento de Escherichia coli.

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 7-8 36 — 40 46
pH 4,4 6,5-7,5 10
Actividad de agua (aw) 0,955 0,995 -

Fuente: Adaptado de (Jang et al., 2017b; Presser et al., 1998; Wanigasekera,
2017).

1.1.4.1. Serotipos

La Escherichia coli se divide diferentes serotipos diarreogénicos, cada uno con
distintos factores de patogenicidad y virulencias (Vidal et al., 2007). Los seis serotipos

mas comunes se describen en la Tabla 2.

Tabla 2. Serotipos de Escherichia coli

) ) Sitio de Enfermedad L
Microorganismo _ » ] Ruta de transmision
infeccion asociada
Escherichia coli Intestino ) ) ) Agua, formula
] Diarrea infantil ] ]
enteropatdgena delgado infantil
(ECEP)
o ) Diarrea del viajero, )
Escherichia coli ) ) ) ) Alimentos (productos
o Intestino diarrea infantil
enterotoxigénica . ] crudos, vendedores
delgado  cronica (en paises en
(ECET) ambulantes) y agua
desarrollo)
_ Colitis hemorrdgica  Alimentos (productos
o ] Intestino i
Escherichia coli (HC), sindrome de carne de res), de
grueso




enterohemorréagica urémico hemolitico persona a persona,
(ECEH) (SUH) agua, animales

Escherichia coli ) )
Diarrea con sangre 0 Alimentos (productos

enteroagregativa Intestino

acuosa crudos)
(EAEC)
Escherichia coli _ Agua (poco
) ) Intestino ] i
enteroinvasiva Disenteria frecuente), de persona
grueso
(ECEI) a persona
o ) Diarrea acuosa con 0
Escherichia coli _ )
_ _ sin sangre en las Comida, agua, de
de adherencia Intestino
) heces, aguda y persona a persona
difusa (DAEC) o
cronica

Fuente: Tomado de (Ekici & Diimen, 2019).

Cada uno de los serotipos descritos pueden causar varios tipos de infecciones o
diarreas en animales y seres humanos. Es relevante tener presente que no todos los
tipos de Escherichia coli son patdgenos, algunos habitan en el tracto intestinal y son

necesarios para mantener estable el sistema digestivo (Vidal et al., 2007).

1.1.4.2. Factores de riesgo

Existen varios factores de riesgo por Escherichia coli entre ellos:

e Edad: Los nifios y adultos son los mas propensos a padecer enfermedades
como el sindrome urémico hemolitico (HUS) por Escherichia coli debido a los
patotipos EHEC/STEC.

e Sistema inmunoldgico debilitado: Las personas con un sistema inmunologico

debilitado son mas vulnerables a padecer infecciones por Escherichia coli.



e Consumo de alimentos o agua contaminados: ElI consumo de carne poco
cocida, leche o jugo no pasteurizada y los quesos blandos elaborados con leche
cruda puede aumentar el riesgo de contraer Escherichia coli.

e Disminucion de los niveles de &cido estomacal: Personas con enfermedades
como céncer, sida o con un sistema inmunitario debilitado son mas propensas
a infecciones por digestion de Escherichia coli.

(Estrada-Garcia & Tarr, 2023b; Servin, 2014).

1.1.4.3. Escherichia coli en la industria alimentaria

Las infecciones por Escherichia coli en la industria alimentaria se puede asociar a
malas practicas de saneamiento e higiene por lo que, durante la cadena alimentaria la
trazabilidad es muy importante para garantizar la seguridad del consumidor y a su vez
proteger a los alimentos de contaminaciones fisicas, quimicas y bioldgicas (Ekici &
Dumen, 2019).

La mayoria de las cepas de Escherichia coli son inofensivas, pero algunas pueden
causar una intoxicacion alimentaria grave. La Escherichia coli productora de toxina
Shiga (STEC) es una bacteria que puede causar enfermedades graves transmitidas por
los alimentos. Las principales fuentes de brotes de STEC son los productos carnicos
picados crudos o poco cocidos, la leche cruday la contaminacion fecal de las verduras
(Escherichia Coli (E.Coli) | FDA, n.d.). La Escherichia coli se puede propagar en los
alimentos, incluso en pequefias cantidades, lo que puede causar infecciones,
intoxicaciones alimentarias e incluso la muerte. Por lo tanto, es muy importante que
las industrias productoras de alimentos cumplan con los principios de métodos de
seguridad como HACCP y BPM en términos de salud publica para la prevencion de
enfermedades y brotes (Ekici & Dumen, 2019).



1.1.4.4. Medidas de prevencion y control

Para minimizar el riesgo de contaminacion por Escherichia coli, se debe realizar
muchos esfuerzos, incluida la mejora de los metodos de diagnostico, especialmente en

los establecimientos de alimentos (Hariri, 2022).

Las medidas de prevencion incluyen la proteccion de los alimentos de la
contaminacion directa o indirecta, la aplicacién de buenas practicas de higiene
personal, la conservacion de los alimentos procesados a temperaturas apropiadas, el
control del empaque y el almacenamiento adecuado, la coccion a temperaturas 6ptimas

y el enfriamiento adecuado (Ekici & Dimen, 2019).

En general, las estrategias para la prevencion y el control de la propagacion
de Escherichia coli deben incluir acceso agua potable, buenas practicas de
manipulacion para reducir el riesgo de contaminacion de los alimentos, medidas
sanitarias, educacion publica y vacunacién. El acceso al agua potable es clave para la
prevencion de las infecciones por Escherichia coli. La tecnologia de irradiacion de
alimentos se puede utilizar para reducir significativamente la carga bacteriana en
productos de alto riesgo. Sin embargo, la irradiacion de alimentos no sustituye las
practicas de higiene y salud o las buenas practicas de fabricacion de alimentos o
agricolas (Allocati et al., 2013).

1.1.5. Salmonella spp.

Las especies de Salmonella spp. son bacilos anaerobios facultativos, flagelados,
gramnegativos clasificados como miembros de la
familia Enterobacteriaceae (Giannella, 1996). Tienen forma de bastoncillo y
generalmente miden de 2 a5 um de largo por 0,5a 1,5 um de ancho y son mdviles por
flagelos peritricos. Las salmonelas forman un grupo complejo de bacterias que consta
de dos especies y seis subespecies e incluyen mas de 2600 serovares (Andino &
Hanning, 2015). Generalmente son capaces de reducir el nitrato a nitrito, ademas

pueden crecer en citrato como Unica fuente de carbono, producen &acido y gas a partir



de glucosa, son capaces de producir sulfuro de hidrégeno en azlcar triple de hierro 'y
descarboxilar lisina y ornitina (Ethelberg et al., 2014).

Tabla 3. Condiciones de crecimiento de la Salmonella spp.

Minimo Optimo Maximo
Temperatura (°C) 5,2 35-43 46,2
pH 3,8 7-75 9,5
Actividad de agua (aw) 0,93 0,99 >0,99

Fuente: Adaptado de (Wanigasekera, 2017).

1.1.5.1. Serotipos

Las especies de Salmonella spp. se clasifican en serovariedades (serotipos) en base a
lipopolisacaridos (O), proteinas flagelares (H) y en ocasiones antigenos capsulares
(V1); dentro de una serovariedad, puede haber distintas cepas que difieren en el grado

de virulencia (Sarrionandia et al., 2005).

Tabla 4. Serotipos principales de la Salmonella spp.

) Sitio de Enfermedad L
Serotipo ] » ] Ruta de transmision
infeccion asociada
Alimentos (carne, aves, huevos
Gastroenteritis y productos agricolas) agua

Typhimurium  Intestinal ) )
(Salmonelosis) contaminada con heces de

humanos o animales.

o Alimentos y agua contaminada
o ] Gastroenteritis
Enteritidis Intestinal ) con heces de humanos o
(Salmonelosis) )
animales.



https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hydrogen-sulfide
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/ornithine

) ) . Fiebre Alimentos y agua contaminada
Paratyphi Sistematica o
Paratifoidea con heces de humanos.

) ) . ) o Alimentos y agua contaminada
Typhi Sistematica  Fiebre Tifoidea
con heces de humanos.

Fuente: Adaptado de (Murgia et al., 2020; Smith et al., 2020).

1.1.5.2. Factores de riesgo

Existen varios factores de riesgo por Salmonella entre ellos:

e [Edad: Los nifios de 5 afios 0 menos y adultos mayores de 65 afios tienen una
alta tasa de morbilidad y mortalidad por Salmonella no tifoidea causando
alrededor de 95,1 millones de casos.

e Clima: Las infecciones por Salmonella son mas comunes en climas célidos
durante los meses (junio, julio y agosto).

e Medicamentos: Algunos medicamentos para disminuir el acido estomacal
pueden aumentar el riesgo de infeccion.

e Sistema inmunoldgico debilitado: Pacientes con enfermedades ya
diagnosticadas pueden llegar a desarrollar diarrea prolongada, deshidratacion
y otras complicaciones.

e Contactos con animales: El contacto con animales de granja y mascotas

especialmente aves de corral.

(Ajmera & Shabbir, 2022; Bavishi & DuPont, 2023; Crum, 2008; Woh et al.,
2021).

1.1.5.3. Salmonella spp. en la industria alimentaria

En la industria alimentaria la presencia de la Salmonella spp. puede representar un
grave peligro para la salud publica ya que puede estar presente en varios tipos de



alimentos, como pollo, cerdo, carnes rojas y huevos entre otros. Se estima que de 2 a
4 millones de casos de salmonelosis humana ocurren anualmente en los Estados
Unidos, y la incidencia de la enfermedad parece estar aumentando en otras naciones
industrializadas (Jones, 2011a). Provocando enfermedades gastrointestinales y

potencialmente mortales para los consumidores (Ehuwa et al., 2021).

Entre los afios 2007 y 2016 este patogeno fue responsable de 13 brotes que dieron
como resultado 636 enfermedades que requirieron hospitalizacion en la UE, nueve de
estos brotes se debieron al consumo de alimentos contaminados. Las salmonelas
patdgenas ingeridas en los alimentos sobreviven al paso a través de la barrera de &cido
gastrico e invaden la mucosa del intestino delgado y grueso produciendo toxinas
(Giannella, 1996).

1.1.5.4. Medidas de prevencién y control

Las medidas de prevencion y control de Salmonella spp. incluyen varias practicas
basicas de higiene alimentaria, los cuales deben aplicarse en todas las etapas de la
cadena alimentaria: desde la produccién primaria, el procesamiento, la distribucion,

las ventas y el consumo (World Health Organization, 2018).

En las plantas industriales de elaboracion de productos alimenticios se deben
desarrollar codigos de Buenas Précticas de Fabricacion, que eliminen o minimicen la
contaminacion del producto final y el crecimiento posterior del patdégeno. Los
controles de las materias primas son importantes para minimizar las cargas
microbianas. Considerar formulaciones adecuadas que ajusten el pH y la aw (actividad
del agua) a través de tratamientos o de adicion de ingredientes para que no se favorezca

el crecimiento de la bacteria (Jones, 2011b).

En Ecuador el Ministerio de Salud Publica (MPS) y la secretaria nacional de
Vigilancia, Prevencion y Control de la Salud Publica, son los encargados de la gestion
interna de la Direccion Nacional de Vigilancia Epidemioldgica y la Direccion
Nacional de Vigilancia y Control Sanitario, estos organismos gubernamentales junto
con el sector privado trabajan para mejorar el sistema de atencion sanitario del Ecuador
(Delgado Bernal et al., 2021).



1.1.6. Queso Fresco

Es el queso no madurado, ni escaldado, moldeado, de textura relativamente firme,
levemente granular, preparado con leche entera, semidescremada, coagulada con
enzimas y/o &cidos orgéanicos, generalmente sin cultivos lacticos. También se designa
como queso blanco (NTE INEN 1528:2012, 2012a).
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1.1.7. Proceso de elaboracion del queso freso

Cloruro de calcio
20-30ce

Cuajo liquido
7-1lce

Sal 400 - 500 gr

Leche

v

Recepcion

100 litros

v

Analisis

v

Pasteurizacion

65°C por 30 minutos

v

Enfriamiento

38-29°C

v

Adicién del cuajo

Remover por 1
minuto

v

Coagulacion

20-30 minutos

v

Corte v Batido

10 minutos

v

Desuerado

70-80 % del suero

v

Lavado de 1a cuajada

I~ Apgupa potable a 35 °C

v

Salado

v

Moldeo v Volteo

Voltear 3 veces cada
20 minutos

v

Empaque

v

Almacenatniento

3 °C por 5 dias
MAXIMO

Figura 1. Diagrama de flujo del proceso de elaboracion del queso fresco.
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Fuente: Tomado de (IICA, n.d.)



10.
11.

12.

13.

Recepcion: La leche debe filtrarse a través de una tela fina, para eliminar
cuerpos extrafos.
Analisis: Deben hacerse pruebas de acidez, antibidticos, porcentaje de grasay
analisis organoléptico (sabor, olor, color). La acidez de la leche debe estar entre
16y 18 °D.
Pasteurizacion: Consiste en calentar la leche a una temperatura de 65 °C por
30 minutos, para eliminar los microorganismos patogenos. En esta etapa se
debe agregarse el cloruro de calcio en una proporcion del 0,02 — 0,03% en
relacion con la leche que entr6 a proceso.
Enfriamiento: La leche pasteurizada se enfria a una temperatura de 37-39 °C.
Adicion del cuajo: Se agrega entre 7 y 10 cc de cuajo liquido por cada 100
litros de leche o bien 2 pastillas a una temperatura de 38 - 39 °C.
Corte: La masa cuajada se corta, con una lira o con cuchillos, en cuadros
pequefios para dejar salir la mayor cantidad de suero posible en
aproximadamente a los 10 minutos.
Desuerado: Consiste en separar el suero dejandolo escurrir a través de un
colador, posteriormente se debe separar entre el 70% y el 80% del suero.
Lavado de la cuajada: La cuajada se lava para eliminar residuos de suero y
bloguear el desarrollo de microorganismos dafiinos al queso a una temperatura
de 35 °C.
Salado: Se adicionan de 400 a 500 g de sal fina por cada 100 litros de leche y
se mezcla.
Moldeo: El queso se debe voltear por tres veces a intervalos de 15 minutos.
Pesado: Se hace para llevar registros de rendimientos, es decir los kilogramos
obtenidos por litro de leche.
Empaque: El empaque se hace con material que no permita el paso de
humedad.
Almacenado: Se debe almacenar en refrigeracion no mas de 5 -7 dias.

(I1CA, n.d.)
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1.1.8. Indicadores de calidad del queso fresco

La calidad del quesose basa principalmente en la apariencia, sabor, textura,
funcionalidad, vida atil y la calidad microbioldgica (Baruk¢i¢ et al., 2020; Guinee,
2022). El nivel del pH es un factor crucial en la determinacion de la textura de los

quesos frescos de coagulacién acida.
Los quesos frescos no madurados de acuerdo con la normativa ecuatoriana deben

cumplir con ciertos requisitos microbioldgicos detallados en la Tabla 5, para ser

considerados inocuos.

Tabla 5. Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados.

Requisito n m M c Meétodo de ensayo
Enterobacteriaceas,
5 2x107? 103 1 NTE INEN 1529-13
UFC/g
Escherichia coli,
5 <10 10 1 AOAC 991.14
UFC/g
Staphylococcus
5 10 102 1 NTE INEN 1529-14
aureus, UFC/g
Listeria
monocytogenes /25 5 Ausencia - - ISO 11290-1
g
Salmonellaen 25 g 5 Ausencia - 0 NTE INEN 1529-15
Donde:

n= NUmero de muestras a examinar.
m= indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad.
M= indice méaximo permisible para identificar nivel aceptable de calidad.

c= Numero de muestras permisibles con resultados entre my M.

Fuente: Tomado de (NTE INEN 1528:2012, 2012b).
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1.1.9. Pruebas bioquimicas

La Salmonella spp. puede identificarse mediante la combinacion de pruebas
bioquimicas. Algunas de estas pruebas incluyen Simmons Citrato Agar, LIA Agar,
TSI Agar, Urea Agar, SIM Caldo y MR-VP Caldo, las cuales se describen en la Tabla
6.

Tabla 6. Descripcién de las pruebas bioquimicas para identificacion de Salmonella

SPp.

Pruebas bioquimicas Descripcion general

) ) Diferenciacion de enterobacterias, utiliza citrato como
Simmons Citrato Agar )
unica fuente de carbono y energia

Diferenciacion de microorganismos, especialmente
LIA Agar Salmonella spp., decarboxilacion y desaminacion de la

lisina y produccion de H2S.

Diferenciacion de enterobacterias, en base a la
TSI Agar fermentacion de hidratos de carbono, glucosa, lactosa,

sacarosa y produccion de H2S.

Diferenciacion de microorganismos en base a la
Urea Agar actividad ureésica, bacterias que hidrolizan urea como

Proteus spp., otras enterobacterias y estafilococos.

Diferenciacion de enterobacterias, en base a su
SIM Caldo movilidad, actividad de ornitina decarboxilasa y
produccion de indol y de sulfuro de hidrogeno.

Identificacidn de enterobacterias, mediante el ensayo de
Rojo de Metilo.

MR-VP Caldo

Fuente: Tomado de (Nova Laboratorios, n.d.).
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1.2. Objetivos

1.2.1. Objetivos General

Analizar la contaminacion microbiologica por patogenos alimentarios en quesos

frescos sin marca en los mercados de las zonas urbanas del canton Ambato.

1.2.2. Objetivos Especificos

e Establecer el area de muestreo en los mercados de la zona urbana del canton
Ambato con base a la normativa NTE INEN-ISO 707 para leche y productos
lacteos.

e Identificar los patdgenos alimentarios Escherichia coli y Salmonella spp. de
las muestras recolectadas con base en el método oficial AOAC 991.14 y NTE
INEN 1529-15, respectivamente.

e Evaluar los cambios en la carga microbiana de Escherichia coli y Salmonella

spp. posterior a la recoleccion de las muestras.

15



CAPITULO Il

MATERIALES Y METODOS

La recoleccidn de los quesos se realizo en los 8 mercados de la zona urbana del cantén
Ambato, posteriormente la parte experimental del presente proyecto se lo realiz6 en
los laboratorios académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y

Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato.

2.1. Materiales

2.1.1. Materia prima

e Queso fresco sin marca

2.1.2. Material de laboratorio

e Espatula estéril

e Cuchillo estéril

e Probeta 100 ml

e Vasos de precipitacion

e Tubos de ensayo con tapas

e Cajas Petri esteriles de plastico

e Asade cultivo Drigalsky

e Frasco de Laboratorio Autoclavable 100 ml

e Frasco de Laboratorio Autoclavable 250 ml

16



2.1.3. Equipos

e Incubadora

e Balanza de precision

e Autoclave

e Refrigeradora

e Contador de colonias

e Mechero de alcohol

e Céamara de siembra de flujo laminar
e Micropipeta 100-1000 ul

2.1.4. Reactivos

e Agua pentonada bufferada

e Agar XLD

e Caldo Rappaport

e Placas petrifilm para Escherichia coli

e Pruebas bioguimicas

2.2. Métodos

2.2.1. Establecimiento del area de muestreo

Para la toma de muestras de queso fresco sin marca se utilizé la guia de observacion
que se detalla en el Anexo 1, donde se consider6 datos de condiciones de
almacenamiento, presentacion, lugar de procedencia y las condiciones organolépticas
visibles. Se empled la normativa NTE INEN-1SO 707 para leche y productos lacteos.
La toma de muestras del queso fresco se realizo en un local comercial por mercado,
mediante tecnicas asépticas. Posteriormente, se colocd en recipientes cerrados y se
trasportd en un recipiente hermético con bolsas de enfriamiento de gel para mantener
la temperatura entre 1 a5 °C (NTE INEN-I1SO 707, 2008). Por mercado se recolectd
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tres muestras de quesos frescos, de los cuales una muestra fue analizada el mismo dia
y el resto almacenados en refrigeracion para el posterior andlisis a los 7 y 15 dias, con
el objetivo de evidenciar la variacion de la carga microbiana del queso fresco sin

marca.

Tabla 7. Codificacién de las muestras seleccionadas.

N° Nombre del Mercado o Plaza Codificacion
1 Mercado Modelo MM

2 Mercado Central MC

3 Mercado Urbina MU

4 Mercado Cristdbal Colon MCC

5 Mercado Mayorista de Ambato MMA

6 Mercado Sur MS

7 Mercado América MA

8 Mercado Simon Bolivar MSB

Elaborado por: Maria Belen Paucar, 2023.

2.2.2. ldentificacion de los patogenos alimentarios Escherichia coli (AOAC
991.14) y Salmonella spp. (NTE INEN 1529-15)

2.2.2.1. Escherichia coli.

Para la identificacion de Escherichia coli se emple6 el método cuantitativo y el método
oficial AOAC 991.14, ya que es el metodo de ensayo mencionado en la norma NTE

INEN 1528:2012 para quesos frescos no madurados.

Se peso 10 g de la muestra proveniente del queso fresco y se diluy6 en 90 ml de agua
de peptona tamponada y se procedio a homogenizar, esto se consideré como la primera
dilucion (1071). A partir de esta dilucion se realizé la segunda dilucion 1072y

consecutivamente hasta la dilucion 10~5 , posteriormente se colocd las placas petrifilm
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en una superficie plana e inocua y se procedio a levantar el film. Con una micropipeta
se afladio 1 ml de la quinta dilucion en el centro de la pelicula inferior, evitando la
formacion de burbujas tras bajar la pelicula. Posteriormente se procedio a incubar las
placas petrifilm cara arriba en posicion horizontal durante 48h + 2h a 35°C + 1 °C.
Finalmente se realizo el conteo de colonias a aquellas que presentaron coloracion azul
(3M, 2006). La siembra de las muestras se la realizé por triplicado. Para detallar los
resultados obtenidos sobre el conteo Escherichia coli se utilizé la matriz descrita en el
Anexo 2. Los resultados microbiologicos de Escherichia coli fueron expresados en
UFC/g (unidades formadoras de colonias por gramo de muestra). Para la

determinacion del nimero de colonias formadoras por placa se uso la Ecuacion (1).

#Colonias observadas * Inverso de la dilucién
\%

UFC =

Ecuacion. 1
Donde:

V = Volumen inoculado

2.2.2.2. Salmonella spp.

Para la deteccion de Salmonella spp. se empled el método cualitativo y lo detallado en
la NTE INEN 1529-15:2009. Este método permitid identificar la presencia o ausencia
de Salmonella spp. en los quesos frescos. El Pre-enriquecimiento no selectivo se
realizd pesando 25 g de la muestra de queso fresco y 225 ml de agua de peptona
tamponada, se homogenizd y se incubo a 37 °C por 16 a 20 horas. Luego se realizo un
enriquecimiento selectivo con rappaport y 1 ml de la muestra pre-enriquecida, se dejo
incubar a 37 = 1 °C por 24 h. La siembra en medios sélidos selectivos y diferenciales
se realizd en placas de agar XLD, se afiadi6 0.1 ml de la primera dilucion y con ayuda

de un asa de Digralsky se procedié a sembrar por el método de extension,
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seguidamente las cajas petri se incubaron a 37 + 1°C por 24 h (NTE INEN 1529-
15:2009, 2009).

Las placas se examinaron entre 20 y 24 horas, si el crecimiento no es abundante y no
existen colonias sugerentes de Salmonella spp. se procedi6 a examinar a las 48 horas
de incubacion. Las colonias con coloracion negro brillante por presencia de Salmonella
spp. fueron sometidas a pruebas bioguimicas de identificacion. La siembra de las
muestras se la realizé por triplicado. Para describir los resultados obtenidos sobre la

presencia o ausencia de Salmonella spp. se empled la matriz del Anexo 3.

2.2.2.3. Identificacion bioquimica

Las colonias sugerentes de Salmonella spp., fueron sometidas a pruebas bioquimicas
béasicas de identificacion de bacilos Gram negativos, para esto se emple6 el manual
proporcionado por NOVA Laboratorios. Las pruebas bioquimicas de confirmacion
fueron: Simmons Citrato, LIA, TSI, Urea, SIM y MR-VP.

La siguiente Tabla 8 detalla los resultados que se deber obtener para confirmar la

presencia de colonias de Salmonella spp.

Tabla 8. Pruebas bioguimicas de Salmonella spp.

Reaccion en especies

Prueba Positivo Negativo de Salmonella spp.
Simmons Crecimiento, Crecimiento, sin
Citrato color azul cambio de color Y
LIA Ennegrecimiento  No ennegrecimiento +
TSI Ennegrecimiento  No ennegrecimiento +
Urea Color rosado Sin cambios de color -
SIM Ennegrecimiento  No ennegrecimiento +
MR-VP  Color rojo difuso  Color amarillo difuso +

v: variable (Salmonelas mdviles positivo, salmonelas inmoviles negativo).
Fuente: Tomado de (Bueno et al., 2016).
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2.2.3. Evaluacion de la carga microbiana de Escherichia coli y Salmonella spp.

de los quesos muestreados

Para la determinacion de la variacion de la carga microbiana se emple6 la metodologia

descrita en el apartado 2.2.2 a los 7 y 15 dias después de la primera siembra.

Esto permitié evaluar si con el paso del tiempo la carga microbiana aumenta o
disminuye, permitiendo inferir puntos criticos en el tiempo de conservacion de los

quesos frescos.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sitios de muestreo en los mercados urbanos del canton Ambato

La delimitacion de la zona de muestreo se realizd6 mediante un estudio de la zona

geogréfica del canton Ambato y con informacion proporcionada por el GAD de la

Municipalidad de Ambato, la cual cuenta con registros de los mercados existentes en

la ciudad de Ambato. Se establecié como objetivo el estudio del area de muestreo de

la zona urbana del canton Ambato. La Tabla 9 proporciona la informacion sobre los

mercados que expenden quesos frescos sin marca y los numeros de puntos de venta de

los cuales se tomo las respectivas muestras.

Tabla 9. Mercados elegidos para la toma de las muestras de queso fresco sin marca.

NO

Nombre del mercado

Direccién

Numero de puntos

de venta
1 Mercado Modelo QESF+PXM, C Eugenio 1
Espejo
) Mercado Central Mercado Ce_ntr_al,_ Marieta De 1
Veintimilla
3 Mercado Urbina Guayaquil 18-01 1
4 Mercado (?nstobal Bolivar 08-18 y Maldonado 1
Coldn
5 Mercado Mayorista de Las Tres Carabelas 830 1
Ambato
Av. Antonio Clavijo
6 Mercado Sur POVS+7CR 1
7 Mercado América P9JQ+RQ4, Av Bolivariana 1
g Mercado Simon Av. Los Chasquis y José 1

Bolivar

Garcia
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Se obtuvo un total de 8 puntos de venta de quesos frescos sin marca, de los cuales se
recolectd 3 muestras por mercado para el respectivo analisis microbioldgico al dia0'y
a los 7 y 15 dias de almacenamiento en refrigeracion, empleando la codificacion de la
Tabla 7.

Las condiciones de almacenamiento de los quesos en los sitios de muestreo fueron
inapropiadas, en su gran mayoria, (ver Anexo 4 y 5), presentando ausencia de
refrigeracion, falta de mantenimiento en el punto de venta y de empaques sellados, lo
que no asegura una inocuidad del producto. Al tener un inadecuado almacenamiento,
los puntos criticos control (PCC) incrementan, exponiendo en riesgo al consumidor y

aumentando las posibilidades de contraer (ETA).

Refrigeracion y Empaque de plastico sellado
25%

Refrigeracion y Empaque
de plagstico sellado P

El 25% de los mercados del
canton Ambato cuentan con
refrigeracion y Empaque de
plastico sellado.

No cumple

El 75% de los mercados del

canton Ambato no cumplen
No cumple

, con las condiciones de
75%

almacenamiento.

Figura 2. Porcentaje de cumplimiento de las condiciones de almacenamiento en los 8

mercados de la zona urbana del canton Ambato.

Tras el analisis de la matriz de recoleccion de datos (ver Anexo 1) de las condiciones
de almacenamiento como: refrigeracion y empaque de pléastico sellado en los mercados
del canton Ambato, se obtuvo que un 25% de las muestras recolectadas contaban con
refrigeracion y con empaque de plastico sellado y el 75% no presentaba las
condiciones optimas de almacenamiento, los valores se detallan en la Figura 2. Esto
indica que ninguna de las muestras recolectadas cumple con las normativas béasicas de

higiene ni con las condiciones de almacenamiento ya mencionadas.
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Los resultados obtenidos afirman lo mencionado por Zago et al., (2022), estudio que
hace referencia a que, las malas condiciones de almacenamiento pueden tener efectos
negativos tanto fisicos como quimicos en el queso, ademas pueden provocar el
crecimiento de bacterias patogenas, lo que puede inducir al deterioro y potencialmente
causar ETA. De igual manera, la investigacion realizada por Vasquez Otalvoraet al.,
(2012) a las parroquias de Catedral y Juan de Villegas en Venezuela, concluy6 que los
centros de distribucion de queso blanco fresco no cumplen con la infraestructura
adecuada, ademas no cuentan con el control de las condiciones de almacenamiento

(temperatura y humedad).

Las condiciones de almacenamiento de los alimentos es un punto critico en la cadena
de comercializacion de los alimentos, si un alimento ha sido elaborado bajo 6ptimas
condiciones no significa que esta exento de riesgos, ya que, al no tener un correcto
almacenamiento, la contaminacion microbiana ocurre post produccion, impidiendo

que la empresa tenga control sobre su calidad e inocuidad.

3.2. Contaminacion microbiol6gica por patdgenos alimentarios

3.2.1. Presencia de Escherichia coli en los mercados de la zona urbana del cantén
Ambato

En la tabla 10 se muestran los resultados del recuento de Escherichia coli para los 8

mercados muestreados, obtenidos mediante el método oficial AOAC 991.14

Tabla 10. Resultados del recuento de Escherichia coli en los mercados de la zona

urbana del canton Ambato. MNPC: muy numeroso para contar.

N° Nombre del Cadigo de la Escherichiacoli  Normativa
Mercado muestra ufc/g (NTE INEN

1528)
1 Mercado Central MCO MNPC No cumple
MC7 2x10° No cumple
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MM15 1x10° No cumple

2 Mercado Modelo MMO 9x 10° No cumple
MM7 3x10° No cumple
5
MM15 <1x10 No cumple
3 Mercado Simon MSBO 13x10° No cumple
Bolivar MSB7 1x10° No cumple
5
MSB15 <1x10 No cumple
4 Mercado Urbina MUO 4x10° No cumple
5
MU7 <1x10 No cumple
5
MU15 <1x10 No cumple
5  Mercado América MAO 14 x 10° No cumple
MA7 20x10° No cumple
MAL15 MNPC No cumple
5
6 Mercado Sur MSO <1x10 No cumple
MS7 29x10° No cumple
MS15 13 x10° No cumple
7 Mercado Mayorista MMAO MNPC No cumple
de Ambato MMA7 7 x 105 No cumple
MMA15 5x10° No cumple
8  Mercado Cristobal MCCO 2x10° No cumple
Colon MCC7 1x10° No cumple
5
MCC15 <1x10 No cumple

De las 24 muestras de queso fresco sin marca recolectadas en los mercados urbanos
del cantdn Ambato, todas superan el limite permisible de <10 ufc/g segun lo
establecido en la normativa ecuatoriana para quesos frescos no madurados NTE INEN
1528. La presencia de Escherichia coli en los quesos es un indicador de inocuidad,
principalmente de contaminacion fecal durante la produccion de queso y lo confirma
la investigacion realizada por Temelli et al., (2006) en el cual menciona que la

contaminacion del queso, puede ocurrir durante la produccidn, mientras que Brito et
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al., (2008) asegura que ocurre durante el almacenamiento. EI comportamiento y
crecimiento de la Escherichia coli en varios quesos puede variar segun factores como

el tipo de queso y la temperatura de almacenamiento (Kim et al., 2014).

Los resultados obtenidos contrastan con el estudio realizado por Lépez Estrada,
(2017) en 100 muestras de queso fresco obtenidos del mercado 10 de noviembre de la
ciudad de Guaranda, en donde el 44% de las muestras superan el limite establecido
para Escherichia coli de <10 ufc/g. De igual manera, Alerte et al., (2012) en su
investigacion a 30 muestras de queso fresco en la cuidad de Cajamarca obtuvo una
incidencia del 33,3% de Escherichia coli.

Segun los resultados de (Jang et al., 2017a) la Escherichia coli puede crecer
rapidamente en condiciones Gptimas, temperatura de 36 °C, pH de 7,0 y una actividad
de agua (aw) de 0,9. Sin embargo, la actividad de agua y el pH son los factores mas
importantes que influyen en el crecimiento de la Escherichia coli en el queso, esto
debido a que dicho alimento contiene una alta actividad de agua de 0,9, de tal manera
que favorece directamente al desarrollo de los microorganismos (Arévalo, 2014). La
fuente de Escherichia coli en los quesos comlnmente suele ser la leche cruda

contaminada por restos fecales (Dos Santos et al., 2022).

La cultura de consumo de quesos a nivel mundial ha impulsado la vigilancia de la
contaminacion por patégenos alimentarios, en paises como Francia, los quesos son
realizados sin pasteurizacion de la leche, no obstante, los sabores Unicos de estos
quesos son resultado de la fermentacion realizada por las propias bacterias acido
lacticas de la leche. La atencién debe darse en los alimentos que se estan volviendo en

reservorios de estos patdégenos alimentarios.

Los resultados presentados en la Figura 3, muestran que de los 8 mercados analizados
al dia 0 el 87,5% son positivos a la presencia de Escherichia coli, mientras que el
12,5%, es decir un solo mercado (Mercado Sur), es negativo a la presencia de dicho
microorganismo, esto se puede asociar a que el queso se mantenia en refrigeracion
durante la venta (ver Anexo 7), ralentizando el crecimiento de los microorganismos.
Esto concuerda con lo mencionado por Rios et al., (2020) durante su investigacion,

donde informa que varios factores durante la elaboracion y la maduracién del queso,
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incluida la concentracion de cloruro de sodio y la temperatura de almacenamiento,

pueden causar un efecto sobre el crecimiento de la Escherichia coli.

Negativo (Dia 0)
12.5%

Positivo de Escherichia
coli (Dia 0)

El 87.5% de los mercados del
canton Ambato al (Dia 0) son
positivos para Escherichia coli.

. Negativo de Escherichia
coli (Dia 0)

El 12.5% de los mercados del
canton Ambato al (Dia 0) son
negativos para Escherichia coli.

Positivo (Dia 0)
87.5%

Figura 3. Porcentaje de muestras de queso fresco positivas y negativas de Escherichia

coli en los mercados urbanos del cantén Ambato al Dia O.

Los resultados de la Figura 4, indican que al dia 7 de refrigeracion el 87,5% de los
mercados son positivos a la presencia de Escherichia coli, por el contrario, el 12,5%,
es decir un mercado correspondiente al Mercado Urbina es ausente a la presencia de
dicho microorganismo, aunque en el dia 0 dicho mercado tuvo un conteo microbiano
de 4 x 10° ufc/g (ver Tabla 10), la baja carga microbiana se puede deber a que, en el
punto de venta el queso se comercializaba en condiciones 6ptimas de almacenamiento
(ver Anexo 6). Ademas, estos resultados se relacionan con la curva de crecimiento
microbiano, ya que al dia 0 la carga microbiana se encontraria en su fase logaritmica,
en donde la poblacion microbiana aumenta para posteriormente pasar a la fase de
muerte, en el cual la poblacion de Escherichia coli empieza a disminuir debido a la
falta de nutrientes o por condiciones desfavorables en este caso, los quesos analizados
fueron almacenados en refrigeracién, lo que induciria a la disminucién de la carga
microbiana (ver Anexo 19) (Assis et al., 2011).
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Durante los 7 dias de almacenamiento en refrigeracion, los quesos estuvieron
completamente aislados de cualquier contaminacion externa. El recuento microbiano
que se ve en este punto del tiempo, son bacterias que estuvieron presentes en los
quesos, ya sea por contaminacion en la produccién o en su venta. Este resultado es
importante, ya que genera una relacion directa con las condiciones de venta de un
producto y sobre todo, durante los 7 dias el crecimiento bacteriano no se detiene,

siendo un posible foco de contaminacion para el consumidor.

Negativo (Dia 7)
12.5%

Positivo de Escherichia
coli (Dia 7)

El 87.5% de los mercados del
cantéon Ambato al (Dia 7) son
positivos para Escherichia coli.

. Negativo de
Escherichia coli (Dia 7)

El 12.5% de los mercados del
cantén Ambato al (Dia 7) son
negativos para Escherichia coli.

Positivo (Dia 7)
87.5%

Figura 4. Porcentaje de muestras de queso fresco positivas y negativas de Escherichia

coli en los mercados urbanos del cantén Ambato al Dia 7.

Los resultados de la Figura 5, indican que al dia 15 de refrigeracion, el 50% de los
mercados son positivos a la presencia de Escherichia coli, (MC, MA, MS y MMA);
esto se pude deber a que, durante este tiempo transcurrido, la competencia por
nutrientes a la que se enfrentan los microorganismos presentes en el queso, haya
limitado el acceso a nutrientes a Escherichia coli, permitiendo el crecimiento de las
demés bacterias. Este resultado es similar a lo mencionado por Maifreni et al., (2013)
en su investigacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae en quesos Montasio,
en donde no se detectd Escherichia coli en un periodo de 60 dias de maduracién. Esto
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se debe a la presencia de bacterias &cido lacticas (BAL) responsables de la maduracion
de los quesos, durante este proceso se liberan acidos que controlan el crecimiento de
patogenos, por este motivo la maduracion de los quesos es considerado un método de
conservacion. Sin embargo, los quesos analizados en este trabajo fueron quesos
frescos, una fermentacion posterior implicaria el deterioro de este producto y la
pérdida de sus caracteristicas organolépticas, es decir, a los 15 dias de almacenamiento

este producto no deberia ser consumido.

Negativo (Dia 15)
50%

Positivo (Dia 15)
50%

v 8 Positivo de Escherichia
. ch)ehg?[t;;: ii;)Escherulna e (Din15)
El 50% de los mercados del canton El 50% de los mercados del canton
Ambato al (Dia 15) son negativos Ambato al (Dia 15) son positivos

para Escherichia coli. para Escherichia coli.

Figura 5. Porcentaje de muestras de queso fresco positivas y negativas de Escherichia

coli en los mercados urbanos del canton Ambato al Dia 15.

En la Figura 6 se muestran las placas petrifilm para Escherichia coli, pertenecientes a
las muestras del Mercado Mayorista de Ambato a los 0 dias (Figura 6A), 7 dias (Figura
6B) y 15 dias (Figura 6C). Segun la Guia de interpretacion del fabricante (3M, 2006),
cuando el color del medio se torna de un color mucho méas oscuro, se debe a una
cantidad excesiva de microorganismos. Por otra parte, el analisis en el dia 7 reflejé una
disminucion de las colonias y la aparicion de colonias azules, significando la presencia

29



de Escherichia coli, esta tendencia a la disminucidn de las colonias se pudo reflejar en
el dia 15 de almacenamiento por refrigeracion, en donde se observa una disminucion
de las colonias a 5 x 10° ufc/g. EI Mercado Mayorista presentd malas condiciones de
almacenamiento (ver Anexo 4) provocando que los microorganismos patdgenos

puedan desarrollarse de manera optima.

Estos resultados confirman lo mencionado por Lorenzo et al., (2018) en su estudio a
los principales grupos de microorganismos de importancia para la seguridad de los
alimentos, donde menciona que, los alimentos que se almacenan a temperaturas entre
4,4y 60 °C (zona de peligro) proporcionan un entorno ideal para el crecimiento de
bacterias patdgenas, logrando multiplicar sus colonias rapidamente cada 20 minutos.
Ademas, los alimentos que se almacenan durante demasiado tiempo también pueden
provocar el crecimiento de bacterias, incluso si se almacenan a la temperatura correcta.
Estos resultados confirman que, a pesar de haber almacenado los quesos en
refrigeracion, no se inhibié el crecimiento de Escherichia coli, debido a la alta carga

inicial microbiana.

La vigilancia epidemiol6gica de Escherichia coli en quesos frescos es de vital
importancia debido a los riesgos potenciales que esta bacteria puede representar para
la salud publica. Escherichia coli, especialmente ciertas cepas patogenas como la E.
coli O157:H7, puede causar enfermedades graves, incluyendo infecciones
gastrointestinales, sindrome urémico hemolitico y otras complicaciones que pueden
ser mortales, especialmente en poblaciones vulnerables como nifios pequefios,
personas de edad avanzada y aquellos con sistemas inmunoldgicos debilitados.
Adicionalmente, identificar el origen de estas cepas seria Util para generar estrategias
de control y sobre todo, capacitaciones efectivas a todos los actores de la cadena de

produccién de los quesos.
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Figura 6. Formacion de colonias de Escherichia coli (color azul) en el Mercado
Mayorista de Ambato. (A): muestra a los 0 dias, (B): muestra a los 7 dias, (C): muestra

a los 15 dias.

3.2.2. Presencia de Salmonella spp. en los mercados de la zona urbana del canton
Ambato

La Tabla 11 muestra los resultados obtenidos del analisis microbioldgico de

Salmonella en los quesos frescos de la zona urbana del cantén Ambato.
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Tabla 11. Resultados de la presencia o ausencia de Salmonella spp. en los mercados
de la zona urbana del canton Ambato.

o Salmonella spp. Normativa
Nombre del Codigo de la _ _ _
N° Dia Dia Dia (NTE INEN
Mercado muestra
0 7 15 1528)
1 Mercado Modelo MM Ausencia Cumple
2 Mercado Central MC Ausencia Cumple
Mercado Simon )
3 ) MSB Ausencia Cumple
Bolivar
4 Mercado Urbina MU Ausencia Cumple
5  Mercado América MA Ausencia Cumple
6 Mercado Sur MS Ausencia Cumple
Mercado Mayorista )
7 MMA Ausencia Cumple
de Ambato
Mercado Cristobal )
8 MCC Ausencia Cumple

Colon

Normativa NTE
INEN 1528

El 100% de los mercados del
cantén Ambato cumplen con la
normativa NTE INEN 1528.

Normativa NTE INEN 1528
100%

Figura 7. Porcentaje de muestras de queso fresco que cumplen con la normativa NTE
INEN 1528.
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Se analizaron un total de 24 muestras de queso fresco por triplicado, todos fueron
negativos para Salmonella spp. Para expresar el porcentaje de muestras que cumplen
o no con lanormativa NTE INEN 1528, se utilizo la Figura 7, donde se puede observar
de color celeste que el 100% de las muestras cumplen con lo establecido por la
normativa. Muchos brotes de salmonelosis relacionados con el consumo de quesos se
han reportado en todo el mundo en los dltimos afios, incluido el queso elaborado con
leche cruda, lo que evidencia que Salmonella spp. también es un patégeno de
preocupacion en estas matrices alimentarias. Segun el Reglamento Europeo N°
2073/2005, el criterio actual para Salmonella spp. en quesos es “ausencia” (no
deteccion) del patdégeno en 25 g de producto para productos comercializados durante
su vida atil (Lobacz & Zulewska, 2021).

Lo anterior expuesto se contrasta con la investigacion realizada por Mendes et al.,
(2020), en el cual reporta una ausencia de Salmonella en muestras de quesos de cuajada
estirada, esto se puede relacionar al uso de altas temperaturas de pasteurizacion de 55
°C — 88 °C. De igual manera Gaibor, (2018), en su investigacion a 36 muestras de
queso semiseco Yy quesillo en Tegucigalpa, Honduras, detectd la ausencia de
Salmonella spp. Por otra parte, el estudio realizado por Borbolla et al., (2004),
menciona que de las 2503 muestras tomadas en Tabasco solo una muestra de queso de
hebra fue positiva para Salmonella, mientras que Colorado, (2014), en su
investigacion reporta que de 120 muestras de queso expendidos en Conurbada
Veracruz el 14,2% de las muestras indican la presencia de Salmonella spp. A su vez
Durango et al., (2004), identificé que de las 76 muestras de queso el 7,9% fueron
positivas para dicho microorganismo. Lo antes mencionado indica que Salmonella
spp. en gran parte de las investigaciones esta ausente, estos resultados se consideran
como un indicador de la aplicacion de buenas practicas sanitarias en los puntos de
venta de quesos y es un importante estandar de seguridad y calidad que garantiza que
el queso es seguro para el consumo (Lobacz & Zulewska, 2021).

Salmonella spp. puede crecer con la presencia 0 ausencia de oxigeno a una temperatura
optima de 35 — 43 °C, un pH de 7,5 y una aw de 0,99 (American Meat Science
Association, 2015). La usencia de Salmonella spp. en los quesos se debe a varios
factores como la pasteurizacion de la leche, acidez, pH, humedad, tamafio del in6culo

iniciador, contenido de sal y sorbato de potasio (Choi et al., 2016). Segun el estudio
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realizado por Shrestha et al., (2011), demostré que los quesos con un contenido de
sal bajo, medio o alto y con un almacenamiento a temperaturas de refrigeracion de 4,
10 y 21 °C son menos susceptibles a la presencia de Salmonella spp. hasta un tiempo
de 90 dias. Estos resultados concuerdan con los datos obtenidos durante esta

investigacion.

Figura 8. Ausencia de colonias de salmonella sembrada en medios XLD a partir de
muestras de queso fresco sin marca recolectadas en el Mercado Mayorista de Ambato.
(A): muestra a los 0 dias. (B): muestra a los 7 dias, (C) muestra a los 15 dias.
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Figura 9. Colonias de Salmonella cholerasuis sembrada en medios XLD a partir del
hisopado de higado y brazo de un ratén disectado luego de morir de infeccidn por una
cepa de S. Enteritis.

Fuente: Tomado de (Flores, 2003).

La Figura 8 muestra la ausencia de colonias de Salmonella spp. sembradas en el medio
Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (Agar XLD), la coloracién amarillenta de las placas
se debe al cambio de pH y a la degradacién de xilosa, sacarosa y lactosa a &cido, lo
que produce que el indicador rojo fenol se vuelva de color amarillo (Murray et al.,
2017). Por el contrario, en el caso de tener la presencia de Salmonella spp. el medio se
tornaria de color rojo con colonias de color negro (ver Figura 9), esto debido a la
fermentacion de los &cidos y a la produccidn de sulfuro de hidrégeno (H2S) (Guaméan
et al., 2019).

La investigacion de Wang et al., (2013), menciona que Salmonella spp. y Escherichia
coli son microorganismos que pueden crecer juntos bajo ciertas condiciones en
alimentos como la carne molida. Sin embargo, el crecimiento de estos
microorganismos puede verse afectado por la competencia del crecimiento
microbiano, disponibilidad de nutrientes y el nivel de la acidez, sugiriendo que las
cepas de Escherichia coli pueden inhibir el crecimiento de Salmonella spp. Ademas,
Costacetal., 2013; Soares et al., (2018) afirman que la no identificacion de Salmonella
spp. también se puede deber a la competitividad de las bacterias acido lacticas (BAL)

35



a lo largo del proceso de maduracion dando como resultado la ausencia o reduccion de

algunos microorganismos patdgenos.

En cuanto a la coexistencia de estas dos bacterias, es importante tener en cuenta que
tanto Escherichia coli como Salmonella spp. son bacterias patdégenas que pueden
causar ETA en los seres humanos. Sin embargo, cada una tiene sus propias
caracteristicas y requisitos de crecimiento. Existen varios factores que pueden influir
en la capacidad de estas bacterias para crecer y sobrevivir juntas en un entorno

determinado.

Ambas bacterias pueden tener diferentes rangos de temperatura, pH y requerimientos
nutricionales para crecer. Estas diferencias pueden influir en su capacidad para
coexistir en un mismo entorno. Por ejemplo, una temperatura o pH especifico puede
ser Optimo para el crecimiento de una bacteria, pero inhibir el crecimiento de la otra.
Escherichia coli y Salmonella spp. pueden competir por los recursos disponibles en un
alimento. Si una de las bacterias tiene una ventaja competitiva en términos de
adaptacion al ambiente o capacidad de utilizar los nutrientes presentes, puede suprimir
el crecimiento de la otra bacteria. Las bacterias pueden tener interacciones tanto
beneficiosas como perjudiciales entre si. Algunas cepas de bacterias pueden producir
sustancias que inhiben el crecimiento de otras bacterias, lo que podria afectar la

capacidad de Escherichia coli y Salmonella spp. para coexistir.

Las dos bacterias actuan de forma diferente en el intestino de los seres humanos,
Escherichia coli, en particular ciertas cepas patdgenas como E. coli enterohemorragica
(EHEC), pueden producir toxinas como la toxina Shiga (también conocida como
toxina Shiga-like o verotoxina) (Byrne et al., 2020), que es responsable de la mayoria
de los sintomas asociados con las infecciones por EHEC. La toxina Shiga puede dafiar
las células del revestimiento del intestino y causar sintomas como diarrea
sanguinolenta, célicos abdominales y en casos méas graves, sindrome urémico
hemolitico (SUH) (Obrig, 2010). Por otro lado, la principal preocupacion sobre
Salmonella spp. radica en la capacidad de esta bacteria para invadir los tejidos del
intestino y provocar una infeccion sistémica. Salmonella produce una variedad de
factores de virulencia que le permiten adherirse a las células intestinales, invadir los

tejidos y replicarse dentro de las celulas hospedadoras (Giannella, 1996).
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En algunos estudios se ha observado que la presencia de ciertas cepas de Escherichia
coli puede influir en la capacidad de Salmonella spp. para colonizar el intestino o
puede afectar su capacidad de invasion y supervivencia (Conway & Cohen, 2015).
Estas interacciones pueden ser complejas y dependen de multiples factores, incluyendo
las caracteristicas especificas de las cepas involucradas y el entorno en el que

interactdan.

Es importante destacar que la presencia o ausencia de una de estas bacterias en un
alimento no garantiza necesariamente la ausencia o presencia de la otra. Cada bacteria
tiene diferentes vias de contaminacion y puede estar presente en un alimento debido a
diferentes razones, como précticas de higiene inadecuadas, contaminacion ambiental,
manipulacion incorrecta, entre otros factores. Por lo tanto, es fundamental
implementar buenas practicas de manipulacién de alimentos y medidas de control
adecuadas para prevenir la presencia de cualquier bacteria patdégena en los alimentos.
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CAPITULO IV
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

De los 8 mercados muestreados el 25% cuentan con refrigeracion y con
empaque de pléstico sellado, mientras que el 75% no cuenta con las
condiciones Optimas de almacenamiento, lo que aumentan las probabilidades

de contraer enfermedades transmitidas por los alimentos.

Todas las muestras de queso fresco almacenadas en refrigeracion a los 0, 7 y
15 dias sobrepasaron el limite permisible de <10 ufc/g para Escherichia coli
establecidos por la normativa ecuatoriana para quesos frescos no madurados
NTE INEN 1528:2012. Al dia 0, se obtuvo la ausencia de dicho
microorganismo en el Mercado Urbina, mientras que en el dia 7 la ausencia de
Escherichia coli fue en el Mercado Sur, por otra parte, al dia 15 el 50% de las

muestras resultaron negativas a la presencia de Escherichia coli.

Se determino que existe una ausencia total de Salmonella en los dias 0, 7 y 15
cumpliendo con lo establecido por la normativa ecuatoriana para quesos
frescos no madurados NTE INEN 1528:2012.

El analisis de la contaminacién microbiana por patégenos alimentarios permite
comprender el comportamiento de los patdgenos en matrices alimentarias. Los
quesos frescos presentan caracteristicas favorables para el crecimiento de
microorganismos, y con base en estos resultados, consumir quesos frescos

luego de 7 y 15 dias de refrigeracion no garantiza su inocuidad.
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4.2. Recomendaciones

e Se recomienda realizar un incremento de las muestras a analizar para lograr
una vision amplia de la inocuidad de los quesos que se expenden en los

mercados de la zona urbana del canton Ambato.

e Realizar un seguimiento a la inocuidad alimentaria de los mercados de la zona
urbana de Ambato, con énfasis en sus condiciones de almacenamiento y venta

de productos alimenticios.

e Ampliar la identificacion de microorganismos patdgenos en los procesos de
produccidn, transporte, almacenamiento y punto de venta, con el objetivo de

determinar cuél es el origen de la contaminacidén microbioldgica.

e Realizar una serotipificacion de las cepas encontradas de Escherichia coli para
identificar los patotipos que se encuentran dentro de los mercados de la zona

urbana del canton Ambato y asociarlos a brotes alimentarios reportados.
e Se sugiere realizar capacitaciones a los comerciantes que laboran en los

mercados de la zona urbana del canton Ambato, con el fin de dar a conocer

cudles son los métodos de conservacion y manipulacion de alimentos.
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ANEXOS
geme UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO gw‘”"‘""“'%‘
5"7 > % FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA g L\ %E
| \ ;‘. -EI 3 L!i\ 3 £
"o\y/ r; CARRERA DE ALIMENTOS i SE
TEMA: | Andlisis de la contaminacion microbiana de patdgenos alimentarios en quesos frescos de sin marca de los mercados de
las zonas urbanas del cantén Ambato.
Recoleccion de datos de muestras de queso fresco sin marca
Peso de - Empaque
N° Caracteristicas . ., de
e, la . . Refrigeracion , . Fecha de Fecha de
muestra | Codificacion Procedencia | organolépticas pléastico -, .
muestra elaboracion | caducidad
@ sellado
9 Color Olor Si No | Si| No
1 MC1 467,7 Mercado | Blanco | Agradable X X N/D N/D
2 MC2 450,5 Central Blanco | Agradable X X N/D N/D
3 MC3 446,9 Blanco | Agradable X X N/D N/D
4 MM1 591,4 Mercado Blanco | Agradable X X N/D N/D
5 MM?2 562,3 Modelo Blanco | Agradable X X N/D N/D
6 MM3 583,6 Blanco | Agradable X X N/D N/D
7 MSB1 576,8 Mercado Blanco | Agradable X X N/D N/D
8 MSB2 573,9 Simén Blanco | Agradable X X N/D N/D
9 MSB3 590 Bolivar Blanco | Agradable X X N/D N/D
10 MU1 430,9 Blanco | Agradable X X N/D N/D
50




11 MU2 476 Mercado | Blanco | Agradable N/D N/D
12 MU3 457 Urbina | g 1anco | Agradable N/D N/D
13 MA1 582,5 Mercado Blanco | Agradable X X N/D N/D
14 MA2 562,5 (- Blanco | Agradable X X N/D N/D
América
15 MA3 576,2 Blanco | Agradable X X N/D N/D
16 MS1 547.,8 Mercado Sur Blanco | Agradable X X N/D N/D
17 MS2 567,8 . Blanco | Agradable X X N/D N/D
18 MS3 550,6 Blanco | Agradable | X X N/D N/D
19 MMAL1 1026,7 Mercado | Blanco | Agradable X X N/D N/D
20 MMA?2 985,6 Mayorista | Blanco | Agradable X X N/D N/D
A
21 MMA3 673,2 de Ambato Blanco | Agradable X X N/D N/D
22 MCC1 549,5 Mercado | Blanco | Agradable X X N/D N/D
23 MCC2 508,3 Cristobal | Blanco | Agradable X X N/D N/D
Col
24 MCC3 | 566,3 OO 1 Blanco | Agradable X X N/D N/D

Anexo 1. Matriz de recoleccién de datos para muestras de queso fresco sin marca.
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g swrs UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO S
K i DN _ §o' e,
g fﬁ) 6‘;| FACULTAD DE CIENCIA E INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA x L §
N .
= CARRERA DE ALIMENTOS
TEMA Analisis de la contaminacién microbiana de patdgenos alimentarios en quesos frescos de sin marca de los mercados de
' las zonas urbanas del cantdn Ambato.
Recoleccion de resultados de la cuantificacion de Escherichia coli de muestras de queso fresco sin marca
Escherichia coli
N° muestra Fecha de L ) y
. Codificacion | Procedencia | # Observacion
analisis Dilucion . # ufc/g
ufc/petrifilm
1 11-04-23 MCO0.1 107° >250 Incontable
2 11-04-23 MCO0.2 107° >250 Incontable
3 11-04-23 MCO0.3 1075 >250 Incontable
4 18-04-23 MC7.4 Mercado 107° 2 2x10°
5 18-04-23 MC7.5 Central 1075 2 2x105
6 18-04-23 MC7.6 1075 2 2x10°
7 25-04-23 MC15.7 1075 1 1x10°
8 25-04-23 MC15.8 1075 1 1x10°
9 25-04-23 MC15.9 1075 1 1x10°
10 18-04-23 MMO.1 1075 8 8x10°
52




11 18-04-23 MMO.2 10-5 9 9x105
12 18-04-23 MMO.3 10~5 11 11x 105
13 25-04-23 MM?7.4 1075 3 3x10°
14 25-04-23 MM7.5 Mercado 10-5 4 4x105
15 25-04-23 MM?7.6 Modelo 105 3 3x 105
16 02-05-23 MM15.7 1075 <1x10 Incontable
17 02-05-23 MM15.8 10°° <1x10 Incontable
18 02-05-23 MM15.9 10°° <1x10 Incontable
19 09-05-23 MSBO0.1 10°5 13 13x 105
20 09-05-23 MSBO0.2 105 13 13 x10°
21 09-05-23 MSBO0.3 10-5 12 12 x 105
22 16-05-23 MSB7.4 Mercado 1075 1 1x105
23 16-05-23 MSB7.5 Simén 105 2 2x10°
24 16-05-23 MSB7.6 Bolivar 10°5 1 1x10°
25 23-05-23 MSB15.7 1075 <1x10 Incontable
26 23-05-23 MSB15.8 1075 <1x10 Incontable
27 23-05-23 MSB15.9 1075 <1x10 Incontable
28 16-05-23 MUO.1 10-5 5 5x 105

53




29 16-05-23 MUO0.2 10~° 4 4x10°
30 16-05-23 MUO0.3 10~5 3 3x10°
31 23-05-23 MU7.4 10~° <1x10 Incontable
32 23-05-23 MU7.5 Mercado | 10-% | _ ;.10 Incontable
Urbina
33 23-05-23 MU7.6 10~5 <1x10 Incontable
34 06-06-23 MU15.7 10°5 <1x10 Incontable
35 06-06-23 MU15.8 10°° <1x10 Incontable
36 06-06-23 MU15.9 10°° <1x10 Incontable
37 22-05-23 MAO.1 10°° 14 14x10°
38 22-05-23 MAO.2 1075 11 11x 10°
39 22-05-23 MAO.3 1075 14 14x 10°
40 29-05-23 MA7.4 Mercado 107° 21 21x105
41 29-05-23 MA7.5 América 1075 22 22 x10°
42 29-05-23 MA7.6 1075 17 17 x 10°
43 05-06-23 MA15.7 10°° >250 Incontable
44 05-06-23 MA15.8 10°5 >250 Incontable
45 05-06-23 MA15.9 10°° >250 Incontable
46 29-05-23 MSO0.1 Mercado Sur | 10~° <1x10 Incontable
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47 29-05-23 MS0.2 10~5 <1x10 Incontable
48 29-05-23 MS0.3 10~5 <1x10 Incontable
49 12-06-23 MS7.4 1073 36 36x10°
50 12-06-23 MS7.5 10~5 24 24x10°
51 12-06-23 MS7.6 10~° 28 28x 10°
52 19-06-23 MS15.7 1075 13 13x10°
53 19-06-23 MS15.8 10~5 14 14 x 10°
54 19-06-23 MS15.9 10~5 13 13 x 10°
55 05-06-23 MMADO.1 10°5 >250 Incontable
56 05-06-23 MMAOQ.2 10°° >250 Incontable
57 05-06-23 MMADO.3 10°5 >250 Incontable
Mercado
58 12-06-23 MMA7.4 103 5 5x10°
Mayorista
59 12-06-23 MMA7.5 10~5 6 6x10°
de Ambato
60 12-06-23 MMA7.6 1075 9 9x 105
61 19-06-23 MMA15.7 103 5 5x10°
62 19-06-23 MMA15.8 10~5 6 6x10°
63 19-06-23 MMA15.9 10~° 5 5x10°
64 12-06-23 MCCO0.1 10~5 2 2x10°
65 12-06-23 MCCO0.2 10~5 2 2x10°
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66 12-06-23 MMO0.3

67 19-06-23 MCC7.4
68 19-06-23 MCC7.5
69 19-06-23 MCC7.6
70 26-06-23 MCC15.7
71 26-06-23 MCC15.8
72 26-06-23 MCC15.9

Mercado
Cristobal

Colon

10~° 2 2x10°
107> 1 1x10°
107> 1 1x10°
10~° 1 1x10°
10~° <1x 105 Incontable
10~5 <1x 105 Incontable
10~5 <1x 105 Incontable

Anexo 2. Matriz de recoleccion de la cuantificacion de Escherichia coli para muestras de queso fresco sin marca.
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= CARRERA DE ALIMENTOS
TEMA Analisis de la contaminacién microbiana de patdgenos alimentarios en quesos frescos de sin marca de los mercados de
' las zonas urbanas del cantdn Ambato.
Presencia o Ausencia de Salmonella spp. en muestras de queso fresco sin marca
N° muestra o o ) Salmonella spp. _
Fecha de analisis Codificacion Procedencia __ i Observacion
Positivo Negativo
1 11-04-23 MCO0.1 X
2 11-04-23 MCO0.2 X
3 11-04-23 MCO0.3 X
4 18-04-23 MC7.4 X
Mercado Central
5 18-04-23 MC7.5 X
6 18-04-23 MC7.6 X
7 25-04-23 MC15.7 X
8 25-04-23 MC15.8 X
9 25-04-23 MC15.9 X
10 18-04-23 MMO.1 Mercado Modelo X
11 18-04-23 MMO.2 X
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12 18-04-23 MMO.3 X
13 25-04-23 MM7.4 X
14 25-04-23 MM?7.5 X
15 25-04-23 MM?7.6 X
16 MM15.7 X
17 MM15.8 X
18 MM15.9 X
19 09-05-23 MSBO0.1 X
20 09-05-23 MSBO0.2 X
21 09-05-23 MSBO0.3 X
22 16-05-23 MSB7.4 X
>3 60553 VSETE Mercado Simon Bolivar <
24 16-05-23 MSB7.6 X
25 23-05-23 MSB15.7 X
26 23-05-23 MSB15.8 X
27 23-05-23 MSB15.9 X
28 16-05-23 MUO.1 X
29 16-05-23 MUO.2 Mercado Urbina X
30 16-05-23 MUO0.3 X
31 23-05-23 MU7.4 X
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32 23-05-23 MU7.5 ~
33 23-05-23 MU7.6 ~
34 06-06-23 MU15.7 ~
35 06-06-23 MU15.8 ~
36 06-06-23 MU15.9 ~
37 22-05-23 MAO.1 X
38 22-05-23 MAO.2 ™
39 22-05-23 MAO.3 ™
40 29-05-23 MA?7.4 X
41 29-05-23 YN Mercado América y
42 29-05-23 MA7.6 ™
43 05-06-23 MA15.7 ~
44 05-06-23 MA15.8 ™
45 05-06-23 MA15.9 ™
46 29-05-23 MS0.1 ~
47 29-05-23 MS0.2 <
48 29-05-23 MS0.3 Mercado Sur X
49 12-06-23 MS7.4 ™
50 12-06-23 MS7.5 ™
51 12-06-23 MS7.6 ™
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52 19-06-23 MS15.7 X
53 19-06-23 MS15.8 X
54 19-06-23 MS15.9 X
55 05-06-23 MMAO.1 X
56 05-06-23 MMAO.2 X
57 05-06-23 MMAO.3 X
58 12-06-23 MMAT7.4 Mercado Mayorista de X
59 12-06-23 MMAT7.5 Ambato X
60 12-06-23 MMA7.6 X
61 19-06-23 MMA15.7 X
62 19-06-23 MMA15.8 X
63 19-06-23 MMA15.9 X
64 12-06-23 MCCO0.1 X
65 12-06-23 MCCO0.2 X
66 12-06-23 MMO.3 X
67 19-06-23 MCC7.4 Mercado Cristébal Colon X
68 19-06-23 MCC7.5 X
69 19-06-23 MCC7.6 X
70 26-06-23 MCC15.7 X
71 26-06-23 MCC15.8 X
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72

26-06-23

MCC15.9

Anexo 3. Matriz para reportar la presencia o ausencia de Salmonella spp. para muestras de queso fresco sin marca.
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ANEXOS FOTOGRAFIAS

Anexo 4. Recoleccién de las muestras Anexo 5. Recoleccién de muestras MCC.
Mercado MMA.

Anexo 6. Recoleccién de muestras MU. Anexo 7. Recoleccién de muestras MS.
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Anexo 8. Pesaje de la muestra. Anexo 9. Siembra de 1 ml de la muestra en

placas petrifilm de Escherichia coli.

Anexo 10. Incubacion de placas por Anexo 11. Placas petrifilm con coliformes
48h + 2h a 35 °C+1 °C. colonias rojas con gas.
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Anexo 12. Placas petrifilm con Escherichia Anexo 13. Placas petrifilm con altas

coli colonias azules. concentraciones de Escherichia coli.

Anexo 14. Incubacion de la muestra Anexo 15. Enriquecimiento de la

enriquecida a 37 °C por 16 = 24 h (Salmonella). muestra con caldo rappaport.
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Anexo 16. Incubacion de caldo rappaport Anexo 17. Siembra 0.1 ml de la muestra

37+ 1°Cpor24h. enriquecida en placas agar XLD.

Anexo 18. Placas de Agar XLD, con asusencia Anexo 19. Almacenamiento de los quesos.

de Salmonella.
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