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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la calidad microbioldgica de los
quesos frescos expendidos en los mercados del canton Guaranda y determinar el
perfil de resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas. Se analizaron 60
muestras provenientes de los mercados Bellavista, 10 de Noviembre y Guanujo. Se
evaluaron parametros fisicoquimicos (pH, humedad, acidez titulable y temperatura
de exhibicidon), microbioldgicos (coliformes totales, coliformes fecales,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus 'y Listeria monocytogenes) y la
susceptibilidad antimicrobiana mediante el método Kirby-Bauer frente a penicilina
G y ampicilina. Los resultados mostraron que, aunque el pH y la acidez se
mantuvieron dentro de los rangos normativos, las temperaturas de exhibicion
superaron los valores recomendados, favoreciendo el crecimiento microbiano. Se
evidenciaron altos recuentos de coliformes y la presencia de patégenos en todas las
muestras, incumpliendo la normativa INEN. Staphylococcus aureus y Escherichia
coli fueron los microorganismos mas frecuentes, mientras que Listeria
monocytogenes se presentd en menor proporcion. En cuanto a la resistencia
antimicrobiana, se observaron altos niveles de resistencia en E. coli y S. aureus
frente a penicilina y ampicilina, mientras que L. monocytogenes mostrd alta
sensibilidad. Se concluye que los quesos frescos comercializados presentan baja
inocuidad microbiolégica y constituyen un riesgo para la salud publica,
evidenciando la necesidad de fortalecer los controles sanitarios y el uso responsable

de antimicrobianos.

Palabras clave: inocuidad alimentaria; queso fresco; resistencia antimicrobiana;

Escherichia coli; Staphylococcus aureus
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the microbiological quality of fresh cheeses
sold in markets of Guaranda canton and to determine the antimicrobial resistance
profile of isolated bacteria. A total of 60 samples were collected from Bellavista,
10 de Noviembre, and Guanujo markets. Physicochemical parameters (pH,
moisture, titratable acidity, and storage temperature), microbiological indicators
(total coliforms, fecal coliforms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, and
Listeria monocytogenes), and antimicrobial susceptibility using the Kirby-Bauer
method against penicillin G and ampicillin were analyzed. Results showed that
although pH and acidity values were within regulatory limits, storage temperatures
exceeded recommended levels, promoting microbial growth. High counts of
coliforms and the presence of pathogenic microorganisms were detected in all
samples, failing to comply with INEN standards. Staphylococcus aureus and
Escherichia coli were the most frequently isolated bacteria, while Listeria
monocytogenes was less prevalent. Regarding antimicrobial resistance, high
resistance levels were observed in E. coli and S. aureus against penicillin and
ampicillin, whereas L. monocytogenes showed high susceptibility. In conclusion,
the fresh cheeses analyzed present low microbiological safety and represent a
potential public health risk, highlighting the need for improved sanitary controls

and responsible antimicrobial use.

Keywords: food safety; fresh cheese; antimicrobial resistance; Escherichia coli;

Staphylococcus aureus
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CAPITULO 1.
1.1. INTRODUCCION

El consumo de queso fresco representa un riesgo significativo a nivel local, nacional
y mundial en lo que se refiere a salud publica, debido a la frecuente contaminacion
con bacterias patdgenas al momento de la comercializacion. Esto se agrava debido
a la emergencia a la resistencia antimicrobiana, que es considerada por la
Organizacién Mundial de la Salud como una de las principales amenazas para la

salud publica mundial (World Health Organization [WHO], 2021)

La elaboracion de quesos frescos artesanales, producidos con leche no pasteurizada,
representa un riesgo de transmision de enfermedades producidas por alimentos.
Estudios recientes demuestran una prevalencia alta de patdégenos como Listeria
monocytogenes, Escherichia coli y Staphylococcus aureus en estos productos
(Keba et al., 2020). Ademas de esto se encontré una alta resistencia a penicilina,
cefoxitina y eritromicina en muestras de queso fresco en una investigacion en la

sierra ecuatoriana (Albuja Landi et al.,2023)

En Ecuador, el consumo de queso fresco es una practica basica en toda la poblacion,
e investigaciones revelan que una proporcion considerable de este producto,
incumple los estandares microbiologicos impuestos por los organismos regulatorios
para su expendio en locales comerciales y mercados; un estudio en la Sierra
ecuatoriana determino que el 38% de muestras de queso fresco excedian los limites
permitidos de coliformes fecales y se detectd en un 22% la presencia de S. aureus

(Vaca Cordova et al., 2021).

La situacion de la resistencia a los antibioticos en el Ecuador es critica, ya que se
reportan tasas elevadas de resistencia en E. coli y S. aureus asiladas en humanos,
que da a conocer un problema emergente en el pais (Farfan Sari et al., 2023). El uso
de antimicrobianos en la produccién animal tradicional, generalmente sin control
veterinario, es un factor a tener en cuenta ya que contribuye de manera significativa
a la resistencia bacteriana que puede llegar de manera indirecta al consumidor a

través de los alimentos (Ortega-Paredes et al., 2019)



1.2. PROBLEMA

La investigacion presenta justificacion sanitaria, cientifica y social debido a que los
quesos frescos constituyen un alimento de consumo masivo por parte de la
poblacion ecuatoriana. La inocuidad de este tipo de productos es un factor que

puede contribuir a la prevencion de enfermedades transmitidas por alimentos.

Desde el punto de vista cientifico, este estudio permitird generar informaciéon
actualizada sobre la presencia de microorganismos indicadores y patdogenos en
quesos frescos y sus perfiles de resistencia antimicrobiana y contribuird al

conocimiento en el drea de microbiologia de alimentos.

Desde una perspectiva practica, los resultados serviran para identificar deficiencias
en las practicas de produccion, manipulacion y comercializacion, y seran evidencia

para la implementacion de medidas correctivas, capacitacion y control sanitario.

La investigacion contribuira a la proteccion de la salud de la poblacion, ya que se
evidenciard que el consumo de productos lacteos contaminados afecta la salud.

Ademas, mejorara la calidad e inocuidad alimentaria de los mercados locales.

A escala local, la informacion es escaSa, lo que nos da a ver la necesidad de este
estudio. La provincia de Bolivar tiene una economia basada en la ganaderia y la
agricultura, donde la produccion y comercializacion de derivados lacteos como el
queso, es una actividad econdmica importante, realizada cominmente de manera

artesanal y sin un control sanitario estricto (Montesdeoca Tamay et al., 2024).



1.3. OBJETIVOS
Objetivo general

Evaluar la calidad microbiolédgica de los quesos frescos expendidos en los mercados
del canton Guaranda y determinar el perfil de resistencia antimicrobiana de las

bacterias aisladas.
Objetivos especificos

- Establecer los parametros fisicoquimicos de los quesos frescos comercializados

en los mercados del canton Guaranda.

- Evaluar los parametros microbiologicos e identificar la presencia de

microorganismos indicadores y patdgenos en los quesos frescos analizados.

- Comparar los resultados obtenidos con la normativa microbioldgica vigente para
productos lacteos y establecer el nivel de inocuidad de los quesos frescos

expendidos.

- Determinar los resultados de resistencia antimicrobiana de las bacterias aisladas

en los quesos.



1.4. HIPOTESIS

Ho: Los quesos frescos que se expenden en los mercados del canton Guaranda,
tienen una carga microbiologica inferior a los pardmetros permitidos y no existe la

presencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos.

Hi: Los quesos frescos que se expenden en los mercados del canton Guaranda,
tienen una carga microbioldgica superior a los pardmetros permitidos y existe la

presencia de bacterias resistentes a los antimicrobianos.



CAPITULO II. MARCO TEORICO
2.1. Generalidades de los productos lacteos
2.1.1. Definicion de productos licteos

Los productos lacteos son alimentos que derivan de la leche de mamiferos. Se
obtiene mediante un tratamiento tecnologico que provoca ciertas alteraciones en la
materia prima. De esta forma permite obtener productos con propiedades distintas
a la leche. De acuerdo con la FAOQ, la leche es definida como un material biologico
altamente nutritivo que contiene proteinas de muy alto valor bioldgico, lipidos,
lactosa, vitaminas y minerales y que es un importante alimento humano. No
obstante, su riqueza nutricional la convierte en un medio favorable para el
crecimiento de diferentes microorganismos, mas si no se emplean buenos procesos

de higiene, conservacion y transformacion (Keba et al., 2020).

Desde la perspectiva de la seguridad alimentaria, los productos lacteos son
importantes fuentes de nutrientes para la poblaciéon mundial. Pero, a la vez, pueden
ser un vehiculo de transmision de patdgenos si se fabrican o manipulan en
condiciones inapropiadas. La calidad e inocuidad de los lacteos, segin la FAO,
dependen de la calidad de la leche cruda, las condiciones de manufactura y de

almacenamiento. Controles a lo largo de la cadena en todas sus etapas (FAO, 2021).
2.1.2. Clasificacion de los quesos

El contenido de humedad es uno de los criterios tecnologicos o composicionales
que se utilizan para clasificar los quesos. Asi, por ejemplo, permite categorizar los
quesos frescos, semimaduros y maduros. Esta clasificacién no solo toma en cuenta
la percepcion sensorial y la estructura del producto, sino que también tiene un
impacto directo sobre la estabilidad microbioldgica; en otras palabras, que los
quesos con mayor contenido de agua son mas susceptibles a sufrir alteraciones al

presentar mayor crecimiento microbiano (Fox et al., 2021).

De este modo, puede decirse que se logran diferentes tipos de quesos segin su

estructura que resulta de un procedimiento y mezcla de diferentes sustancias. En el



caso de los quesos frescos, la coagulacion es principalmente acida o mixta y no se
somete a maduracion, lo que afecta a su microbiologia y a la reduccion del tiempo
de conservacion. La diversidad de criterios de clasificacion permite establecer
normas especificas de calidad y evaluar los riesgos involucrados en cada tipo de

producto (McSweeney & Fox, 2020).
2.1.3. Queso fresco: caracteristicas

El queso fresco es un producto lacteo que se obtiene mediante la coagulacion de la
leche y desuerado. Se caracteriza por no ser madurado, lo que resulta en un queso
de sabor suave, textura blanda y con mucha humedad. Este tipo de queso es uno de
los més consumidos en América Latina y otras partes del planeta. Su produccioén
suele ser artesanal, que usan muchas veces leche cruda y procesos tradicionales con

escaso control sanitario (Montesdeoca Tamay et al., 2024).

Desde un enfoque microbiologico, el queso fresco es considerado un alimento de
alto riesgo. Esto se debe tanto a su composicion como a las condiciones de
elaboracion y comercializacion. La falta de maduracion interfiere en la reduccion
natural de microorganismos y las practicas inadecuadas de higiene y
almacenamiento generan un ambiente propicio para el crecimiento de bacterias
patogenas, convirtiéndose asi en un posible vehiculo de enfermedades transmitidas

por alimentos (Reyes et al., 2023).
2.1.4. Alto contenido de humedad

Una de las caracteristicas mas importantes del queso fresco es que tiene un alto
contenido de humedad, que suele ser superior al 50-60% y crea condiciones
propicias para el crecimiento microbiano. El alto contenido de agua afecta
directamente a la actividad de agua (aw), un parametro que mide la disponibilidad
de agua para los microorganismos y que provoca la proliferacion de bacterias,

levaduras y mohos (Fox et al., 2021).

El mayor crecimiento de microorganismos patdégenos de importancia en salud
publica como Escherichia coli y Listeria monocytogenes se registra en los quesos

frescos con un elevado contenido en actividad de agua. Por lo tanto, el control de



la humedad y la creacion de condiciones de refrigeracion adecuadas son factores

que determinan la vida util y la inocuidad (Aleksic et al., 2024).
2.1.5.pH

El pH es uno de los pardmetros fisicoquimicos mas importantes en la calidad de los
quesos frescos. Influye directamente en su estabilidad microbiologica, textura y
propiedades sensoriales. En términos generales, los quesos frescos poseen valores
de pH ligeramente acidos que son el resultado de la fermentacion de la lactosa por
bacterias acido-lacticas y que ayudan a coagular la leche y a formar la textura

(McSweeney & Fox, 2020).

A pesar de lo dicho, valores de pH muy cerca de la neutralidad pueden propiciar el
crecimiento de microorganismos patdégenos, sobre todo si se dan condiciones de
almacenamiento y manipulacion inadecuadas. Multiples estudios han demostrado
que el control del pH limita el crecimiento bacteriano y minimiza el riesgo de
contaminacion, por lo que es un parametro utilizado como indicador de calidad de

los lacteos (Mendonga et al., 2024).
2.1.6. Vida qtil corta

El queso fresco se distingue por tener una corta vida util, consecuencia de su
elevado contenido de humedad, pH propicio y la falta de procesos de maduracién
que fomentan el crecimiento de microorganismos. A diferencia de los quesos
curados, que desarrollan unas condiciones que limitan de forma natural la
proliferacion bacteriana, se trata de un alimento altamente perecedero (Keba et al.,

2020).

La vida util del queso fresco depende en gran medida de las condiciones donde se
conserve, especialmente la temperatura. La ruptura de la cadena de frio en la venta,
muy frecuente en el mercado informal, acelera el deterioro del producto y el riesgo
de contaminacion microbiologica, lo que supone un problema de salud publica

(Reyes et al., 2023).



2.2 Calidad microbioldégica de alimentos
2.2.1. Microorganismos indicadores

Microorganismos que permiten una evaluacion indirecta de la calidad higiénico-
sanitaria de los alimentos a través de su presencia y concentracion. Coliformes
totales, coliformes fecales y Escherichia coli son los mas usados. Se consideran
indicadores de contaminacion fecales y de manipulacion y procesamiento de otros

productos incorrectos (Jay et al., 2021).

La presencia de estos microorganismos en productos lacteos, sobre todo en quesos
frescos, indica fallas en la cadena de producciéon tales como el uso de leche
contaminada, la falta de limpieza de los equipos o mala manipulacién por el
personal. Diversos estudios han evidenciado altos niveles de coliformes en quesos
artesanales, lo que muestra la necesidad de contar con controles en su produccion

y comercializacion (Moreano et al., 2024; Reyes et al., 2023).
2.2.2. Microorganismos patogenos

Microorganismos patdgenos son los seres vivos que pueden causar enfermedades
en el ser humano, en el caso que se encuentren en los alimentos en suficiente
cantidad. En todo el mundo, Esto es Acierto en el caso de los productos lacteos, los
patogenos mas relevantes incluyen Escherichia coli patogena, Staphylococcus
aureus 'y Listeria monocytogenes , los cuales han sido ampliamente asociados a

brotes de enfermedades transmitidas por alimentos (Keba et al 2020).

La presencia de estos patdgenos en quesos frescos puede ser un riesgo importante
dado que este tipo de producto, al no tener un proceso de maduracion ni un posterior
tratamiento térmico, no tiene mecanismos para disminuir su carga microbiana.
Ademas, algunos de estos microorganismos, como Listeria monocytogenes
pueden crecer a temperaturas de refrigeracion, que aumenta su peligrosidad en el

periodo de almacenamiento (Mendonga et al, 2024).



2.2.3. Importancia del control microbiolégico en alimentos

El control microbioldgico es una herramienta clave para el aseguramiento de la
calidad y seguridad alimentaria y la prevencion de enfermedades, control de
presencia de microorganismos que permite evaluar las condiciones higiénicas del
proceso productivo y controlar la normativa sanitaria, contribuyendo a la defensa

de la salud del consumidor, segun la FAO (2021).

A los quesos frescos, en los que el control microbioldgico cobra mayor importancia
debido a su alta susceptibilidad a contaminacion y produccién en sistemas
artesanales. La implementacion de controles, buenas practicas y vigilancia
microbioldgicas reducirdn el riesgo y mejoraran la inocuidad de estos productos

(Aleksic et al., 2024) .
2.2.4. Normativas microbiologicas (INEN, FAO, WHO)

Las normas microbioldgicas establecen los limites permisibles de microorganismos
en los alimentos con el fin de que estos sean seguros para el consumo. En Ecuador,
se cuentan con normativas de calidad como las normas INEN que establecen
pardmetros microbiologicos para los productos lacteos valores maximos
permisibles coliformes Escherichia coli y otros indicadores de contaminacion que

deben cumplir un producto para su comercializacion (INEN, 2020).

A nivel internacional, organismos como la FAO y la OMS han desarrollado
orientaciones sobre el control microbioldgico de los alimentos, recomendando la
implantacion de sistemas como el Andlisis de Peligros y Puntos Criticos de Control
(APPCC). La WHO y la FAO han propuesto varias normas y orientaciones para
estandarizar criterios de evaluacion microbioldgica y reforzar sistemas de control

sanitario en la industria alimentaria (WHO, 2021; FAO, 2021).
2.3 Microorganismos asociados a quesos frescos
2.3.1. Escherichia coli

La bacteria Escherichia coli pertenece a la familia enterobacteriaceae son un signo

negativo y se encuentra cosmopolita en los humanos. Su presencia en alimentos es



considerado un contaminante fecal, que confirma la pobreza de las condiciones
higiénicas de su produccion y manipulacion. En el caso de productos lacteos como
el queso fresco, esta bacteria puede ingresar mediante la mezcla de leche cruda
contaminada o mala practica de manipulacion, siendo un riesgo elevado para el

consumidor (Garcia-Diez & Saraiva, 2021)

Ademas de su valor como indicativo sanitario, algunas cepas de E. Las cepas de E.
coli, como las productoras de toxina Shiga (STEC), poseen un alto potencial
patogénico. Segun recientes estudios, se ha mostrado que la presencia de E. La
presencia de E. coli en quesos frescos artesanales ocurre en contextos donde no se
cumplen las buenas practicas de manufactura. Asimismo, su presencia debe ser
monitoreada continuamente como parametro de inocuidad alimentaria (Moraes et

al., 2022).
2.3.2. Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus es una bacteria Gram positiva que estd ampliamente
distribuida en la piel, en la cavidad nasal y en las mucosas de humanos y animales.
Esto bacteriano se considera como uno de las principales fuentes de contaminacion
de los alimentos manipulados. En el caso de los quesos frescos, se relacionan
directamente con la manipulacién por el operario y la falta de higiene de los

utensilios y la superficie en el proceso de elaboracion (Argudin et al., 2020).

Se trata de un microorganismo que resulta importante en la microbiologia de los
alimentos, debido a que es capaz de producir enterotoxinas termoestables
productoras de intoxicaciones, que se puede producir en los alimentos sin que

existan bacterias viables (Kadariya et al., 2021).
2.3.3. Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes es una gran preocupacion para la salud publica, ya que
causa listeriosis, que puede ser mortal. Es un patdgeno intracelular facultativo y
puede causar algunos casos de meningitis. Esta bacteria es resistente a las
condiciones ambientales. Ademas, puede crecer a temperaturas de refrigeracion.

Por esta razon es una bacteria persistente en los alimentos listos para el consumo
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como los quesos frescos (Carpentier & Cerf, 2021).

La Listeria monocytogenes en quesos frescos puede estar presente por haber
utilizado leche cruda contaminada o por contaminacion cruzada en el ambiente de
elaboracion. Segin estudios recientes, esta bacteria puede estar presente en
superficies y equipos de procesamiento durante periodos prolongados, facilitando
su diseminacion en la cadena productiva. La deteccion de las Alerofilas es muy
importante en estudios microbioldgicos, ya que presenta una alta virulencia y tiene
la capacidad de sobrevivir en condiciones que inhiben a otros microorganismos

(Ricci et al., 2023).
2.3.4. Coliformes totales y fecales

Las bacterias coliformes totales y fecales son un grupo de microorganismos que
han sido usados como indicativo de calidad higiénico-sanitaria de alimentos en
especial productos lacteos. La presencia de este microorganismo estd relacionada
con deficiencias en el manejo, produccion o almacenamiento, asi como por
contaminacion ambiental o fecal. En general, estos microorganismos son
extensamente empleados en la valoracién microbiologica y por su capacidad de

deteccion y su valor como tasa de posible presencia de patdogenos (Bintsis, 2021).

En el caso de quesos frescos artesanales se identifican altos niveles de coliformes,
problema mas frecuente en sistemas de produccion informal, que no estan sujetos
a ningln tipo de control sanitario. Las investigaciones revelaron que los altos
recuentos de coliformes son atribuibles al uso de leche cruda que se lleva a cabo en
el proceso de elaboracion, el incumplimiento de medidas higiénicas y que ruptura
de la cadena de frio comercial se convierte en un factor de riesgo para su inocuidad

(Pal et al. 2020).
2.4. Factores que influyen en la contaminacion microbioldgica
2.4.1. Factores intrinsecos

Los factores intrinsecos son aquellos que son especificos del alimento, por lo que

influyen en la proliferacioén y desarrollo de microbioldgicos. Los encontramos el
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pH y la composiciéon nutricional. La composicion de estos productos es muy
apropiada para la proliferacion microbiana, dado el contenido elevado de nutrientes
que poseen y el pH ligeramente acido. Ello permitiria el crecimiento de bacterias

alterantes y también de tipo patégeno (Singh & Prakash, 2022).

Ademés, los quesos frescos suelen tener una actividad de agua elevada, lo que hace
que la cantidad de agua libre disponible para los microorganismos favorezca su
multiplicacion. Los quesos frescos son muy susceptibles a la contaminacion

microbioldgica al no madurar y en condiciones de conservacion no ideales (Bintsis,

2022).
2.4.2. Factores extrinsecos

Los factores extrinsecos tienen que ver con las caracteristicas ambientales y ajenas
al alimento que afectan el crecimiento microbiano. Los factores resaltantes son la
temperatura de almacenamiento, la humedad ambiental, la accidon del aire y el
tiempo de conservacion. En el caso de los quesos frescos, la temperatura es uno de
los factores mas criticos ya que valores superiores a los recomendados favorecen la

proliferacion rapida de microorganismos patdégenos (Kumar et al., 2021).

La exposicion del producto a las condiciones ambientales desfavorables durante
todo el proceso de comercializacion, en especial en mercados abiertos, estd
asociado a un riesgo creciente de contaminacién por contacto con superficies,
utensilios o el ambiente. En etapas de exhibicion prolongadas y sin refrigeracion
con cambios se suman a las condiciones que conducen a un dafio microbiano

(Sichewo et al., 2020).
2.4.3. Manipulacion e higiene

La manipulaciéon de los alimentos es uno de los factores mas asociado a
contaminacion microbioldgica, como por ejemplo el queso fresco que es muy
susceptible a la contaminacion posproceso. Falta de higiene personal de los
manipuladores, utilizacion inadecuada de utensilios y la ausencia de practicas
sanitarias adecuadas favorecen la transferencia de microorganismos patdégenos al

alimento (Addis & Sisay, 2021).
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La contaminacion bacteriana por Staphylococcus aureus esta relacionada con el
contacto humano por manipulacion, segiin diversos estudios. La falta de formacion
en buenas practicas de manufactura contribuye igualmente a los riesgos
microbiologicos en la cadena de produccion y comercializacion de productos

lacteos. (Gizaw, 2019; actualizada en revisiones recientes Addis y Sisay, 2021).
2.4.4. Ruptura de la cadena de frio

La cadena de frio es un factor determinante para la conservacion de la calidad
microbioldgica de los alimentos, ya que permite limitar el crecimiento de
microorganismos, a través del control de la temperatura. Cuando se interrumpe esta
cadena, por el transporte, almacenamiento o comercializacion se favorece la
multiplicacion de bacterias, lo que se traduce en una reduccion de la vida util del
producto y en un problema sanitario (Ledenbach & Marshall, 2020) en el caso de

los quesos frescos.

La refrigeracion inadecuada en los mercados informales es uno de los principales
causantes del deterioro microbiologico del queso fresco. Los estudios demuestran
) o )
que, cuando la temperatura a la que se expone al alimento supera los 10 °C, existe
un incremento de la carga bacteriana, sobre todo de coliformes y patogenos, que

compromete la inocuidad del alimento (Aung & Chang, 2021).
2.4.5. Manipulacion en los mercados

La comercializacion de quesos frescos en mercados tradicionales representa un
factor clave de contaminacion microbioldgica por las condiciones de exposicion del
producto. En estos ambientes los alimentos no estan sometidos a proteccion, y se
encuentran expuestos a la contaminacioén por el medio ambiente, polvo, insectos,
manipulacidn y otros, por lo que se favorecen las contaminaciones cruzadas (Grace,

2021).

El limitado estado de la infraestructura y la falta de control sanitario en estos
mercados impiden que se puedan aplicar buenas practicas de higiene y
conservacion. Las pruebas revelaron que los productos lacteos comprados en

mercados informales tenian mds contaminacion microbioldégica que los
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comercializados en el sistema formal. Esto indicaria la necesidad de fortalecer los

controles en estos entornos. (Mwangi et al. 2022).
2.5 Parametros fisicoquimicos en quesos frescos
2.5.1. Humedad

La calidad de los quesos frescos esta determinada por la humedad. Este factor esta
relacionado con la textura, estabilidad y deterioro microbiolégico del queso. Los
quesos frescos tienen un alto contenido en humedad, que suele superar el 50%, asi
como una textura blanda. Por otro lado, ello aumenta el riesgo de la proliferacion

microbiana por su alta actividad (Guinee et al., 2021).

Los quesos que contienen mas humedad poseen mas carga microbiana, en especial
cuando se guardan inadecuadamente. Por lo tanto, este parametro es importante

para la evaluacion de la inocuidad del producto (Bianchi et al., 2020).
2.5.2. Acidez titulable

La acidez titulable indica la concentracion de acidos presentes en el queso,
principalmente de acido lactico y este a su vez se genera en la fermentacion de la
lactosa. Este parametro estd muy conectado al pH, pero permite medir la cantidad
total de 4cidos y proporciona una idea de cudn fermentado estd el producto, asi

como su calidad (Fox et al., 2021).

La acidez titulable en los quesos frescos suele presentar valores que no son
peligrosos debido a la ausencia de afiejamiento. No obstante, alteraciones en este
parametro pueden sefalar inconvenientes en el proceso de elaboraciéon o en el
almacenamiento. La acidez puede ser un buen indicador para el deterioro
microbiano. Ciertos valores bajos pueden asociarse con una baja fermentacion,
mientras que ciertos valores elevados podrian asociarse con deterioro microbiano

(Ong et al., 2021).
2.5.3. Temperatura de exhibicion

La temperatura en que se exhiben los quesos frescos es un parametro importante
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para su calidad fisicoquimica y microbioldgica. Este tipo de producto debe ser
refrigerado para que no se altere ya que el calor favorece el desarrollo de

microorganismos y acelera la putrefaccion (Montel et al. 2022).

En contextos de comercializacion informal, no son infrecuentes las exposiciones de
quesos frescos a temperaturas ambiente superiores a las recomendadas. Esto
incrementa las cargas microbianas y disminuye su vida util. Las temperaturas, que
por encima de 10 °C durante la exhibicion favorecen el crecimiento de las bacterias
patogenas, evidencian la importancia del control de la temperatura como

componente basico de la seguridad alimentaria (Dominguez et al., 2021).
2.5.4. Relacion de los parametros fisicoquimicos con el crecimiento microbiano

Los parametros fisicoquimicos de los quesos frescos actian en conjunto para
determinar su susceptibilidad al desarrollo microbiano. El pH, la humedad y la
temperatura son factores que forman un medio favorable o desfavorable para el
desarrollo de microorganismos, segun los valores que tomen y sus interacciones. A
raiz de su elevado contenido de humedad, su pH cercano a la neutralidad y, sobre
todo, unas temperaturas inapropiadas favorecen que los quesos frescos se
desarrollen en condiciones favorables para que aparezcan y proliferan bacterias

patogenas (Delgado et al., 2020).

Diversos estudios han demostrado que la interaccidbn de estos factores es
determinante en la calidad microbioldgica del producto. Esto se debe a que
pequetias variaciones pueden influir en la carga bacteriana. Por esta razon, el
control de los parametros fisicoquimicos es fundamental en la producciéon y
comercializacion de quesos frescos, permitiendo reducir riesgos sanitarios y

garantizar la inocuidad del alimento (Silva et al., 2022).
2.6 Resistencia a farmacos
2.6.1. Mecanismos de resistencia

Los microorganismos pueden adquirir resistencia antimicrobiana por diferentes

mecanismos, entre ellos destacan la produccion de una o mas enzimas que inactivan
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esta, la modificacion de los sitios diana, la baja permeabilidad celular y expulsion
activa del antimicrobiano (bombas de eflujo). Los mecanismos mencionados
pueden obtenerse por mutaciones a nivel genético o por transferencia horizontal

(gene transfer) entre bacterias (Blair et al., 2021).

La transferencia horizontal de genes de resistencia (por medio de plasmidos,
transposones € integrones) es un proceso que resulta crucial para la diseminacion
de la resistencia entre especies bacterianas. Este proceso resulta especialmente
relevante en entornos en los que coexisten multiples microorganismos, como en los
alimentos de origen animal, donde las bacterias pueden intercambiar material

genético y adquirir nuevas capacidades de resistencia (Partridge et al., 2021)
2.6.2. Uso de antibidticos en produccion animal

El uso de antibidticos en la produccion animal es uno de los principales
responsables del desarrollo y diseminacién de resistencia antimicrobiana. Los
farmacos mencionados son empleados no s6lo con fines terapéuticos sino también
como promotores de crecimiento y para la prevencion de enfermedades, en muchos
casos sin control, lo que favorece la seleccion de bacterias resistentes (Van Boeckel

et al., 2020).

En estos sistemas intensivos, el uso frecuente de antibidticos crea una presion de
seleccion sobre las poblaciones bacterianas. De esta manera, las cepas resistentes
tienen mejores condiciones para sobrevivir. Estas pueden transmitirse al hombre a
través de la cadena alimentaria. En el caso de los lacteos, lo anterior resulta muy
pertinente cuando se utilizan antibidticos en vacas lecheras sin respetar los periodos
de retiro, cuya consecuencia es la llegada con la leche y sus derivados de bacterias

resistentes (Tang et al., 2020).
2.6.3. Impacto en salud publica

La resistencia antimicrobiana se revela como una de las principales amenazas a la
salud publica en todo el mundo. La OMS indic6 que la RAM afecta la capacidad
de tratar infecciones comunes y aumenta el riesgo de propagacion, complicaciones

graves y muerte (WHO, 2021).
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En el campo de la inocuidad alimentaria, la presencia de bacterias resistentes en
alimentos como los quesos frescos representan un riesgo ya que pueden ser
reservorios de los genes de resistencia. Puede provocar infecciones y transferencia
de genes de resistencia a la microbiota humana puede ser un problema de salud

publica (Founou et al., 2021).
2.7 Resistencia antimicrobiana
2.7.1. Resistencia antimicrobiana en bacterias transmitidas por alimentos

La resistencia antimicrobiana en bacterias de origen alimentario, se ha convertido
en un problema global, ya que estos microorganismos son capaces de ser
reservorios y vectores de estos genes de resistencia. Los alimentos, en particular los
de origen animal como los productos lacteos, pueden encontrarse con que contienen
bacterias resistentes que se originan en el ambiente de produccién primaria,
procesamiento o manipulacion y se transmiten al consumidor. (Marshall & Levy,

2020).

Este fenomeno es preocupante en sistemas de produccién por la frecuente
administracion de los antimicrobianos que estas bacterias desarrollan mecanismos
de resistencia y se pueden mantener a lo largo de la cadena alimentaria. La ingesta
de esos microorganismos puede ayudar a la colonizacidn del tracto gastrointestinal
humano, creando un reservorio interno de resistencia que obstaculiza el tratamiento

de infecciones posteriores. (Economou & Gousia, 2021)
2.7.2. Resistencia en Escherichia coli

Escherichia coli es uno de los principales microorganismos empleado a manera de
un indicador de resistencia antimicrobiana en alimento, debido a su capacidad para
facilmente incorporar y transferir genes de resistencia. En productos lacteos,
diversos estudios han detectado cepas resistentes a diferentes antibioticos de uso
comun como: penicilinas, cefalosporinas, entre otros, riesgo de salud publica

(Rizzo et al, 2021)

La oposicion en E. La produccidn de enzimas tipo B-lactamasas, que inactivan a los
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antibioticos B-lactamicos; asi como la presencia de genes de resistencia localizados
en plasmidos transferibles. Estudios recientes han revelado que cepas aisladas de
alimentos muestran perfiles de multirresistencia. Lo que complica el tratamiento de
infecciones y demuestra la importancia de seguir con el monitoreo de este

microorganismo en estudios de inocuidad de alimentos (Nguyen et al., 2022).
2.7.3. Resistencia en Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus tiene un gran impacto en la resistencia antimicrobiana en
alimentos. A su vez, este microorganismo puede desarrollar resistencia a
antibioticos como penicilina y meticilina. Este agente patégeno se aisla en mas
ocasiones en productos lacteos, cuya contaminacién se atribuye tanto a la

produccion como a la manipulacion del alimento (Tong et al., 2020).

La firmeza en S. La resistencia de S. aureus es debida principalmente a la
produccion de enzimas como las penicilinasas y a la adquisicion de genes como
mecA. Los cientificos han autorizado el uso de estreptomicina en frutas y hortalizas
para el control de hongos. Pero se teme que pueda dar lugar a la seleccion de cepas

resistentes que posteriormente podrian ser transferidas a los consumidores.
2.7.4. Importancia en la inocuidad alimentaria

La presencia de bacterias resistentes en alimentos de consumo humano, como los
quesos frescos, puede no solo causar infeccion. También la transferencia de los
genes de resistencia al microbiota del consumidor. Los alimentos se han convertido
en el eslabon de transmision de la resistencia antimicrobiana mas importante, ya
que permiten la expansion del problema mas alld del &mbito clinico (Ferrari et al.,

2022)

En este orden de ideas, la vigilancia de la resistencia antimicrobiana en bacterias de
origen alimentario es necesarias para hacer un disefio de control y prevencion. La
aplicacion de programas de vigilancia y el uso responsable de antimicrobianos para
la produccion animal son claves para evitar resistencias y asegurar el
establecimiento de la seguridad alimentaria de los productos para el consumo

humano (Aslam et al., 2021).
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2.8 Métodos microbioldgicos aplicados a alimentos
2.8.1. Técnicas de cultivo microbiologico

Las actividades de cultivo permiten detectar, cuantificar e identificar
microorganismos de origen alimentario, evaluando asi la calidad e inocuidad
alimentaria. Estas técnicas se basan en la siembra de muestras en un medio de
cultivo idoneo que favorezca el desarrollo de un microorganismo determinado bajo
condiciones controladas de temperatura, tiempo y ambiente. En la analitica de
lacteos, el uso de diluciones seriadas y siembra en placa es esencial para el recuento
microbiano que se expresa en unidades formadoras de colonias por gramo, UFC/g

(Downes & Ito, 2020).

El cultivo microbiolégico permite no solo cuantificar microorganismos
indicadores, sino también el aislamiento de bacterias patogenas en los alimentos.
Esta técnica se emplea ampliamente en estudios de inocuidad alimentaria y debido
a su precision y confiabilidad, se ha convertido en un estandar de método en
laboratorio de microbiologia de alimentos. Su uso en quesos frescos es relevante

porque estos son muy susceptibles a la contaminacién microbiana (Feng et al.,

2020).
2.8.2. Medios selectivos y diferenciales

Los medios de cultivo selectivos y diferenciales son una herramienta clave en la
microbiologia de alimentos, que permiten el crecimiento de microorganismos
deseados mientras se inhiben otros, facilitando la identificacion de los mismos. En
el andlisis de quesos frescos se utilizan medios como el agar MacConkey para la
deteccion de bacterias Gram negativas y coliformes, y medios selectivos como el
agar PAICAM para verificar la presencia de Listeria monocytogenes (Hitchins et

al, 2020).

El medio PAICAM se utiliza para el aislamiento de Listeria monocytogenes , el
clostridium botulinum y Listeria spp, mediante cambios en el color del medio y la
morfologia de las colonias. Este medio contiene agentes que inhiben la flora

acompanante, asi como compuestos diferenciales que permiten determinar la
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actividad bioquimica de Listeria. Se considera un medio clave en los estudios de

calidad microbiologica de los alimentos (Jadhav et al., 2021).
2.8.3. Identificacion bioquimica de microorganismos

La identificacion bioquimica de microorganismos es una etapa del estudio
microbiologico, ya que ayuda a confirmar la existencia de especies bacterianas a
partir de las caracteristicas metabolicas. Entre las pruebas mas recurrentes estan la
catalasa, coagulasa, oxidasa y fermentacion de azucares, con las que se consigue
diferenciar bacterias patdgenas a otros microorganismos de los alimentos. (Quinn

etal, 2021)

El resultado de nuestras pruebas estd disponible para la consulta del cliente y es
elaborado por uno de nuestros especialistas en el area, debidamente firmado. La
técnica de cultivo mas prueba bioquimicas, que brinda resultados fiables y
reproducibles, se emplea con frecuencia en estudios de inocuidad alimentaria

(Markey et al., 2022).
2.8.4. Técnica de difusion en disco (Kirby-Bauer)

El método de difusion en disco o método de Kirby-Bauer, es una de las técnicas
mas empleadas para la evaluacion de la susceptibilidad antimicrobiana de bacterias
aisladas de alimentos. Este método se realiza colocando discos impregnados de
antibidtico sobre un medio de cultivo previamente inoculado, observandose la

inhibicién del crecimiento en el medio alrededor de los discos (CLSI, 2020).

Los resultados de esta técnica se interpretan a partir de la medi-dura de los halos de
inhibicion, donde los microorganismos seran clasificados como sensibles,
intermedios o resistentes, segun el caso. Su aplicacion en estudios de microbiologia
de alimentos sirve para identificar la resistencia a antimicrobianos en bacterias que

se encuentran en los quesos frescos, lo que puede ayudar en el riesgo sanitario

(Balouiri et al., 2020).
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2.9. Antimicrobianos utilizados en la evaluacion de susceptibilidad bacteriana
2.9.1. Penicilina

Penicilina estd incluida dentro del grupo de los antibidticos P-lactamicos que
inhiben la sintesis de la pared celular de la bacteria mediante su unidn a las proteinas
fijadoras de penicilina (PBP), provocando su lisis. Este antibiotico se utiliza
ampliamente en medicina humana y veterinaria, considerado uno de los antibidticos
mas antiguos del mercado para tratar infecciones bacterianas. No obstante, su uso
prolongado ha favorecido la aparicion de mecanismos de resistencia y en particular
del tipo de produccion de B-lactamasas inactivadoras de antibioticos (Bush &

Bradford, 2020).

En la microbiologia de alimentos, la penicilina se utiliza como marcador en las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, dado que la resistencia se ha observado
en frecuencias elevadas en bacterias aisladas de alimentos de origen animal. Seglin
diversos estudios, se han reportado niveles elevados de resistencia a este antibiotico
en bacterias que se encuentran en los alimentos, como Staphylococcus aureus y
Escherichia coli, 1o que lo convierte en un importante indicador del uso no

adecuado de antimicrobianos en la produccion pecuaria (Ventola, 2021).
2.9.2. Ampicilina

La ampicilina es un antibidtico que pudo ampliarse. Es un antibidtico semisintético
del grupo de las penicilinas de amplio espectro, que actlia también inhibiendo la
sintesis de la pared celular bacteriana. A diferencia de la penicilina, es mas eficaz
frente a las bacterias Gram negativas, y es un medicamento cada vez mas utilizado
en el tratamiento de infecciones bacterianas en humanos y animales (Kaur et al,

2020).

Sin embargo, el uso masivo de ampicilina ha resultado en la resistencia de muchas
especies de bacterias, principalmente a través de la produccion de B-lactamasas y
la modificacion de proteinas diana. Se ha observado en estudios de microbiologia
de los alimentos, que aislados de productos lacteos pueden tener un alto nivel de

resistencia a este antibiotico. Esto es un riesgo para la salud publica, el cual
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demuestra la importancia de su monitorizacion en pruebas de susceptibilidad

(Elbediwi et al., 2021).
2.9.3. Importancia de los antibioticos B-lactamicos en estudios de resistencia.

Los antimicrobianos B-lactdmicos como la penicilina y la ampicilina son
recomendados para pruebas de susceptibilidad, ya que son de interés clinico y
presentan resistencia comun en bacterias de origen alimentario. Estos
medicamentos se consideran de primera linea para el tratamiento de una multitud
de infecciones bacterianas, la deteccion de resistencia en los microorganismos
aislados de los alimentos tiene repercusiones en la salud publica (Pérez-Rodriguez

& Mercanoglu Taban, 2020).

La evaluacion de la resistencia a estos antibidticos con técnicas tales como el
método Kirby-Bauer, permiten el reconocimiento de patrones de susceptibilidad y
la deteccion de cepas resistentes o multiresistentes. Esta informacion es clave para
entender la dinamica de la resistencia antimicrobiana en la cadena alimentaria y
para establecer medidas de control que contribuyan a la detencion de la
diseminacion, de los alimentos a la poblacidn, de las bacterias resistentes (O’Neill,

2021).
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CAPITULO IV MARCO METODOLOGICO
3.1. Materiales
3.1.1. Localizacion de la investigacion

El experimento se realizé en la ciudad de Guaranda, provincia de Bolivar, y la

recoleccion de muestras se ejecuto en los principales mercados de la ciudad

Tabla 1.

Situacion geogrdfica y edafoclimatica

Categoria Descripcion
Region Geogrifica Sierra ecuatoriana
Altitud Promedio 2.668 ms.n. m.
Superficie Total 786 km?
Temperatura maxima 25°C
Temperatura media 15°C
Temperatura minima Entre 10°C y 25°C
Precipitacion promedio anual 500 a 1.000 mm

Fuente: (Estacion Meteorologica de la Universidad Estatal de Bolivar 2019).
3.1.2. Zona de vida

Segun Leslie Holdridge, el canton Guaranda estd ubicado en la zona de Vida de
Bosque Montano Bajo humedo, que se caracteriza por tener temperaturas
moderadas. Asi mismo, su temperatura es moderada, en este caso por regiones

andinas.
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3.2. Metodologia

3.2.1. Material experimental

- 60 muestras de quesos frescos

3.2.2. Factores en estudio

Variable independiente: Mercado de procedencia
Variables dependientes:

- Recuentos microbiologicos (UFC/g)

- Identificacion bacteriana

- Perfil de resistencia antimicrobiana

- Caracteristicas fisicoquimicas del producto
3.2.3. Tratamientos

No se aplicaron tratamientos experimentales, Unicamente se analizaron los

aislamientos bacterianos de cada muestra.
3.2.4. Tipo de analisis

Los datos obtenidos durante los analisis fisicoquimicos, microbioldgicos y
determinacion de resistencia antimicrobiana fueron organizados y digitalizados en
hoja de célculo de Microsoft Excel. A partir de los datos asi digitalizados, se realizd
una depuracion inicial de los datos. Luego el procesamiento estadistico se realizo
usando el software Statgraphics. Se aplico estadistica descriptiva para el calculo de

medias, desviaciones estandar y frecuencias relativas de las variables.
3.2.5. Métodos de evaluacion y datos a tomarse
1. Recuentos microbioldgicos (UFC/g o NMP/g):

- Coliformes totales
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- E. coli

- Staphylococcus aureus

- Listeria monocytogenes

2. Identificacion bacteriana:

- Género y especie mediante pruebas bioquimicas:
a) Tincion de Gram.

La tincion de Gram fue utilizada como prueba inicial para la clasificacion basica de
microorganismos aislados. Las muestras observadas al microscopio mostraron la

existencia de bacterias Gram Negativas o Gram Positivas.
b) Prueba de catalasa.

La prueba de catalasa se us6 para la diferenciacion de géneros de cocos Gram
positivos, se observd la prueba positiva al introducir una colonia en una gota de
peroxido en formacién de burbujas; de igual manera, se observé la negativa, al no

formar burbujas.
¢) Prueba de Oxidasa

La prueba de la oxidasa identificé la presencia de la enzima citocromo oxidasa. Se
realizo un proceso de colocar discos de oxidasa en una colonia de cada cultivo de
bacterias. Se coloca una gota de agua destilada en el portaobjetos, y si es positiva

se observa un color azul o violeta. En el caso de las negativas toma color amarillo.
3. Perfil de resistencia antimicrobiana:

Utilizando discos que contienen antibioticos, se determind el halo de inhibicion en
milimetros utilizando la técnica de Kirby-Bauer en agar Mueller-Hinton, los

farmacos utilizados fueron:

- Penicilina
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- Ampicilina

4. Caracteristicas fisicoquimicas del producto:
-pH

- Humedad

- Acidez titulante

- Temperatura de exhibicion

3.2.6. Manejo del experimento

La fase de campo del estudio consistié en la recoleccion de muestras de queso
fresco, que se realizd de manera directa en los principales mercados del cantén
Guaranda. Estos mercados son: Bellavista, 10 de Noviembre y Guanujo. El
muestreo se realiz0 de manera no probabilistica por conveniencia eligiendo
diferentes puestos de venta a fin de que se tuviesen condiciones de manipulacion,

almacenamiento y exposicion del producto diferentes.

En cada uno de los puntos de muestreo, las muestras fueron adquiridas como un
consumidor cotidiano, lo que evitdé modificar las condiciones normales de
comercializacion. Se recogi6 entre 200 y 300 g de queso fresco por muestra, las
cuales fueron colocadas en bolsas estériles debidamente rotuladas y se registré la
fecha, el mercado y las condiciones de exhibicion, es decir, la temperatura

ambiente, tipo de exhibicion y grado de higiene visible.

Seguidamente, las muestras fueron prestadas a una hielera con refrigerantes
manteniendo aproximadamente 4 °C para su desplazamiento al laboratorio,
buscando preservar sus caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas. El
intervalo entre la recoleccion y el andlisis no fue superior a 5 horas, lo cual asegura

la veracidad de los resultados.

Una vez en laboratorio las muestras fueron destinadas para realizar analisis
fisicoquimicos y el andlisis microbiologico correspondiente, que consistio en el

recuento de coliformes totales, fecales y E. coli, la identificacion de S. aureus y la

26



busqueda de L.monocytogenes por cultivo en PAICAM. También se realizaron

pruebas de susceptibilidad a partir de los aislamientos bacterianos.

Durante la etapa de campo también se observd directamente la situacion higiénico-
sanitario de los puestos de venta, analizando la manipulacidén, exposicion al
ambiente y presencia de contaminantes, que permitié complementar e interpretar

los resultados de los analisis realizados.
Analisis de datos

Los datos obtenidos durante los andlisis fisicoquimicos, microbiologicos y
determinacion de resistencia antimicrobiana fueron organizados y digitalizados en
hoja de célculo de Microsoft Excel. A partir de los datos asi digitalizados, se realizé
una depuracion inicial de los datos. Luego el procesamiento estadistico se realizd
usando el software Statgraphics. Se aplico estadistica descriptiva para el clculo de

medias, desviaciones estandar y frecuencias relativas de las variables.

27



CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION.

Parametros fisicoquimicos de los quesos frescos comercializados en los

mercados del canton Guaranda.

Tabla 2.

Parametros fisicoquimicos del queso fresco

Parametro Bellavista 10 de noviembre Guanujo (n=15) Media Norma
(n=25) (n=20) L general INEN

pH 658+018 6.51+020 649+ 022 6.53 62-68

Humedad (%) 60.1+43 57.4+46 56.8+ 4.9 583%  <60%

@Z‘)‘iez titulable , 47\ 909 0.41+0.10 0384 0.12 042%  0.28-0.50

Temperatura de o <10°C

exhibicion (°C) | 191#23 175%25 162+22 178°C 0 =g

Los parametros fisicoquimicos evaluados en los quesos frescos comercializados en
los mercados del canton Guaranda evidenciaron variaciones entre los puntos de

expendio, particularmente en la temperatura de exhibicion, humedad y pH.

El pH promedio de las muestras (6.53) se encontr6 dentro del rango establecido por
la normativa INEN (6.2-6.8), lo que indica condiciones adecuadas desde el punto
de vista de acidez. Sin embargo, estos valores cercanos a la neutralidad pueden
favorecer el crecimiento de microorganismos patdgenos, especialmente en

condiciones de almacenamiento inadecuadas.

En relacion con la humedad, se registré un valor promedio de 58.30%, con el
mercado Bellavista alcanzando valores cercanos al limite maximo permitido (60%),

lo que sugiere una mayor disponibilidad de agua para el desarrollo microbiano.

La acidez titulable present6 valores dentro del rango permitido (0.28—0.50%), lo
que indica que, desde el punto de vista quimico, el producto no presenta alteraciones

significativas asociadas a procesos de fermentacion anormal.

Por otro lado, la temperatura de exhibicidon mostrd valores considerablemente
superiores al recomendado (<10°C), con un promedio general de 17.8°C, siendo
Bellavista el mercado con mayor temperatura (19.1°C). Esta condicion representa

un factor critico que favorece la proliferacion bacteriana
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Figura 1. Temperatura de quesos frescos en exposicion.

Temperatura de exhibicion (°C)

Norma INEN 10

Guanujo (n=15) 16,2

10 de noviembre (n=20) 17,5

0 5 10 15 20 25

En conjunto, aunque algunos parametros se encuentran dentro de los limites
normativos, la combinacion de alta humedad y temperaturas inadecuadas crea
condiciones favorables para el crecimiento microbiano, lo cual se ve reflejado en

los resultados microbiologicos obtenidos.

Parametros microbioldgicos e identificacion de microorganismos en los quesos

frescos analizados.

Tabla 3.

Recuentos microbiologicos

10 de noviembre

Microorganismo Bellavista (UFC/: Guanujo fe
g ( 2) (UFClg) (UFClg) Limite INEN
Coliformes totales 1.8 x 10° 1.4 x 10° 1.3 x 10° <10?
Coliformes fecales 5.2 x 10* 4.1 x 10* 4.4 x 10* Ausencia
E. coli 3.8 x10* 2.9 x 10* 3.1 x10* Ausencia

Los recuentos microbiologicos obtenidos evidenciaron una elevada carga de
microorganismos indicadores en las muestras de queso fresco comercializadas en
los tres mercados del canton Guaranda. Los coliformes totales registraron valores

entre 1.3 x 10°y 1.8 x 10° UFC/g, superando ampliamente el limite permitido por
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la normativa INEN. De igual manera, los coliformes fecales estuvieron presentes
en todos los mercados analizados, pese a que normativamente deberia existir
ausencia, lo que revela deficiencias higiénico-sanitarias durante la produccion,

manipulacion o expendio del producto.

La deteccion de Escherichia coli en concentraciones entre 2.9 x 10* y 3.8 x 10*
UFC/g confirma contaminacién de origen fecal y constituye un hallazgo relevante
desde el punto de vista sanitario, ya que su presencia indica fallas en la calidad de
la materia prima, contaminacion cruzada o inadecuadas practicas de higiene a lo

largo de la cadena de comercializacion.

Tabla 4.

Identificacion bacteriana por técnicas de cultivo y bioquimicas

Microorganismo Bellavista 10 de noviembre Guanujo Total Medio de

identificado (n=25) (n=20) (n=15) cultivo
Escherichia coli 15 10 4 29 Agar
MacConkey
Staphylococcus 16 11 6 33 Agar Manitol
aureus Salado
Listeria 4 2 1 7 Agar
monocytogenes PALCAM

Los resultados de la identificacion microbioldgica evidencian la presencia de
microorganismos indicadores y patdgenos en los quesos frescos comercializados en
los mercados del canton Guaranda. Staphylococcus aureus fue el microorganismo
mas frecuente, con un total de 33 aislamientos, seguido de Escherichia coli con 29
casos, mientras que Listeria monocytogenes se detectd en menor proporcion, con 7
aislamientos. Estos resultados reflejan una alta carga microbioldgica en los
productos evaluados, lo cual constituye un indicador de deficiencias en las
condiciones higiénico-sanitarias durante la produccion, manipulacion y

comercializacion.
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Figura 2. Prueba de catalasa (+)

Al analizar la distribucion por mercados, se observa que Bellavista presentd el
mayor numero de aislamientos para los tres microorganismos evaluados, con 15
casos de E. coli, 16 de S. aureus y 4 de L. monocytogenes. Por su parte, el mercado
10 de noviembre registrd valores intermedios, mientras que Guanujo presentd los
menores recuentos. Esta tendencia sugiere una posible relacion entre las
condiciones de expendio y la carga microbioldgica del producto, siendo Bellavista

el mercado con mayor compromiso sanitario.

El estudio de Reyes et al. (2023) reporta una alta prevalencia de E. coli (97%) y
Staphylococcus aureus (57%) en quesos frescos no pasteurizados, valores muy
superiores a los limites de referencia. Estos hallazgos son comparables con los
resultados de nuestra investigacion, donde también se encontraron concentraciones
elevadas de coliformes y microorganismos patdgenos atribuibles a deficiencias

higiénicas en la produccion y manipulacion.

Los resultados de Castellanos-Rozo et al. (2021) muestran niveles elevados de
coliformes fecales, Staphylococcus spp. y Listeria monocytogenes en quesos
semimaduros elaborados artesanalmente, superando los limites sanitarios
establecidos y evidenciando diferencias marcadas entre microempresas formales e

informales. Esta tendencia coincide con nuestra investigacion, donde también se
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detectaron altos recuentos de coliformes y presencia de patogenos indicadores de
malas practicas higiénicas. La coincidencia en la deteccion de E. coli y la resistencia
antimicrobiana en parte de los aislados refuerza la importancia de evaluar tanto la
carga microbiana como la sensibilidad a antibioticos, dado que los productos
lacteos artesanales pueden servir como vehiculos de transmision de cepas

resistentes y comprometer la salud publica

Figura 3. Medio de cultivo PALCAM

Los resultados obtenidos evidencian una alta prevalencia de microorganismos
indicadores y patdégenos en los quesos frescos analizados, lo cual coincide con lo
reportado en estudios recientes sobre productos lacteos artesanales, donde se ha
demostrado que este tipo de alimentos presenta una elevada susceptibilidad a la
contaminacion microbiologica debido al uso de leche cruda, deficiencias en las
practicas de higiene y condiciones inadecuadas de almacenamiento. La elevada
frecuencia de Escherichia coli encontrada en el presente estudio constituye un claro
indicador de contaminacion fecal, lo que sugiere fallas en la calidad de la materia

prima o contaminacion cruzada durante la manipulacion del producto.
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Figura 4. Prueba de oxidasa (+)

La alta presencia de Staphylococcus aureus refuerza la hipdtesis de que la
manipulacién humana desempefia un papel determinante en la contaminacion de
los quesos frescos, ya que este microorganismo se encuentra comunmente en la piel
y mucosas de los manipuladores. Su deteccion en mas de la mitad de las muestras
analizadas representa un riesgo importante para la salud publica, debido a su
capacidad de producir enterotoxinas termoestables asociadas a intoxicaciones
alimentarias. Por otro lado, la identificacion de Listeria monocytogenes, aunque en
menor proporcion, reviste especial importancia, ya que este patdogeno es capaz de
crecer a temperaturas de refrigeracion y provocar enfermedades graves como la
listeriosis, especialmente en poblaciones vulnerables. Como ocurre en nuestra
investigacion, el trabajo de Espinosa-Mata et al. (2021) muestra que los quesos
artesanales ecuatorianos presentan una prevalencia considerable de Listeria
monocytogenes (14,23%). Este hallazgo complementa nuestros resultados al
evidenciar que la problematica no solo se limita a coliformes, sino también a
patogenos con alta relevancia clinica y capacidad para sobrevivir en condiciones de

refrigeracion.

Asimismo, la mayor frecuencia de aislamientos en el mercado Bellavista podria

estar relacionada con condiciones de exhibicidon mas deficientes, como mayores
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temperaturas ambientales y précticas inadecuadas de higiene, lo cual coincide con
los resultados fisicoquimicos obtenidos en este estudio. En conjunto, estos
hallazgos demuestran que los quesos frescos comercializados en los mercados
evaluados no cumplen con condiciones adecuadas de inocuidad microbiologica,
constituyendo un riesgo potencial para el consumidor y evidenciando la necesidad
de fortalecer los controles sanitarios en la cadena de produccion y comercializacion

de productos lacteos en la region.

Comparacion de los resultados obtenidos con la normativa microbiologica

vigente y nivel de inocuidad de los quesos frescos expendidos.

Tabla 5.

Nivel de inocuidad en quesos frescos expendidos.

Microorganismo Resultado promedio Norma Cumplimiento
(UFC/g) INEN
Coliformes totales 1.5 x 10° <1 x 10? No cumple
Coliformes fecales 4.6 x 10* Ausencia No cumple
Escherichia coli 3.3 x 10 Ausencia No cumple
Staphylococcus aureus Presente (55%) < 10? No cumple
Z;izeoréj;togenes Presente (11.6%) Ausencia No cumple

Los resultados microbiologicos obtenidos fueron comparados con los limites
establecidos por la normativa INEN para productos lacteos, evidencidndose que
ninguno de los pardmetros evaluados cumple con los criterios de inocuidad. Los
coliformes totales presentaron valores promedio de 1.5 x 10° UFC/g, superando
ampliamente el limite permitido (< 10> UFC/g), mientras que los coliformes fecales
y Escherichia coli estuvieron presentes en todas las muestras, pese a que la

normativa establece su ausencia.

Asimismo, la presencia de Staphylococcus aureus en el 55% de las muestras y de
Listeria monocytogenes en el 11.6% confirma la existencia de contaminacion por
microorganismos patogenos, lo cual representa un incumplimiento critico de los
estandares microbiologicos. En particular, la deteccion de Listeria monocytogenes
constituye un riesgo sanitario elevado debido a su capacidad de causar

enfermedades graves y su resistencia a condiciones de refrigeracion.
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En funcién de los resultados obtenidos, se determind que los quesos frescos
comercializados en los mercados del canton Guaranda presentan un nivel de
inocuidad bajo, ya que exceden significativamente los limites microbiologicos
establecidos y evidencian la presencia de patégenos de importancia en salud
publica. La magnitud de los recuentos, especialmente en coliformes y E. coli, indica
contaminacion fecal directa, mientras que la presencia de Staphylococcus aureus y
Listeria monocytogenes refleja deficiencias en la manipulacion y condiciones de

almacenamiento.

En conjunto, estos hallazgos permiten clasificar a los productos evaluados como no
aptos para el consumo desde el punto de vista microbioldgico, constituyendo un
riesgo potencial para la salud del consumidor y evidenciando la necesidad de
implementar controles sanitarios mas estrictos en la cadena de producciéon y

comercializacion.

Determinacion de los resultados de resistencia antimicrobiana de las bacterias

aisladas en los quesos contra Penicilina (10 UI) y ampicilina (10 pg)

Tabla 6.

Actividad antimicrobiana de Penicilina G.

Bacteria Sensible (%) Intermedio (%) Resistente (%)
E. coli 5 3 92
S. aureus 8 5 87
L. monocytogenes 91 3 6

Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana frente a penicilina G evidencian
diferencias marcadas entre las bacterias evaluadas. Escherichia coli presentd un
alto nivel de resistencia (92%), con valores minimos de sensibilidad (5%) e
intermedio (3%), lo que indica una baja eficacia de este antibidtico frente a bacterias
de origen fecal. De manera similar, Staphylococcus aureus mostrd un
comportamiento altamente resistente (87%), con bajos porcentajes de sensibilidad
(8%) e intermedio (5%), lo que sugiere la presencia de mecanismos de resistencia

ampliamente distribuidos en este microorganismo asociado a la manipulacion.

En contraste, Listeria monocytogenes presentd un perfil opuesto, con una alta

35



sensibilidad a la penicilina G (91%) y una baja proporcion de resistencia (6%), lo
que indica que este antibidtico ain mantiene eficacia frente a este patogeno. En
conjunto, estos resultados evidencian que la penicilina G es poco efectiva frente a
bacterias indicadoras de contaminacién y manipulacion, pero conserva actividad

frente a Listeria monocytogenes.

El estudio realizado por Mahmoudi et al. (2025) evidencia que las cepas de E. coli
aisladas de leche y productos lacteos presentan una resistencia significativa a
penicilinas y sulfonamidas, especialmente en paises en desarrollo. Este patron
coincide con los hallazgos de nuestra investigacion, donde también se observod
resistencia marcada frente a determinados antibidticos usados comiinmente en el

ambiente pecuario.

Figura 5. Actividad antimicrobiana de Penicilina G
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Estos resultados indican una baja eficacia de la penicilina G frente a las bacterias
aisladas de los quesos frescos, lo que sugiere la presencia de mecanismos de
resistencia ampliamente distribuidos en estos microorganismos. La alta proporcion
de aislados resistentes refuerza la preocupacion sobre el uso de antibidticos B-
lactamicos en el contexto de la produccion animal y su impacto en la inocuidad de

los alimentos.
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Tabla 7.

Actividad antimicrobiana de Ampicilina.

Bacteria Sensible (%) Intermedio (%) Resistente (%)
E. coli 12 10 78
S. aureus 25 14 61
L. monocytogenes 94 0 6

En relacion con la ampicilina, se observo un patrén similar de comportamiento
antimicrobiano entre las bacterias evaluadas. Escherichia coli presentd un alto
porcentaje de resistencia (78%), con una sensibilidad del 12% y un comportamiento
intermedio del 10%, lo que confirma la limitada eficacia de este antibiotico frente
a bacterias de origen fecal. Por su parte, Staphylococcus aureus mostr6 una
resistencia del 61%, con valores de sensibilidad del 25% e intermedio del 14%,
evidenciando también una eficacia reducida de este farmaco frente a bacterias

asociadas a manipulacion.

Figura 6. Actividad antimicrobiana de Ampicilina
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Por otro lado, Listeria monocytogenes presentd una alta sensibilidad a la ampicilina
(94%), sin presencia de valores intermedios y con una baja proporcién de
resistencia (6%), lo que confirma su susceptibilidad frente a este antibiotico. En
conjunto, los resultados muestran que la ampicilina, al igual que la penicilina G,
presenta baja efectividad frente a bacterias contaminantes, pero mantiene una alta

eficacia frente a Listeria monocytogenes.
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COMPROBACION DE HIPOTESIS.

HO: pl =p2=p3=p4

HI:pl #p2#p3 #pd *

Los resultados evidenciaron que los recuentos microbioldgicos superan
ampliamente los limites establecidos por la normativa vigente, registrandose altas
concentraciones de coliformes totales, coliformes fecales y la presencia de
Escherichia coli y Listeria monocytogenes, lo cual indica un incumplimiento de los

criterios de inocuidad microbiologica.

Adicionalmente, los ensayos de susceptibilidad antimicrobiana mostraron altos
niveles de resistencia en bacterias como Escherichia coli'y Staphylococcus aureus
frente a antibidticos B-lactamicos como penicilina G y ampicilina, evidenciando la

presencia de mecanismos de resistencia antimicrobiana en los aislados evaluados.

En funcion de estos resultados, se rechaza la hipotesis nula (HO) y se acepta la
hipoétesis alternativa (H1), concluyendo que “Los quesos frescos que se expenden
en los mercados del canton Guaranda, tienen una carga microbioldgica superior a
los parametros permitidos y existe la presencia de bacterias resistentes a los

antimicrobianos”
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CAPITULO V
3.3. CONCLUSIONES.

- Los parametros fisicoquimicos evaluados en los quesos frescos comercializados
en los mercados del canton Guaranda evidenciaron que, aunque variables como el
pH (6.53) y la acidez titulable (0.42%) se encuentran dentro de los rangos
establecidos por la normativa INEN, estos valores no garantizan la inocuidad del
producto debido a su cercania a condiciones Optimas para el crecimiento
microbiano. La humedad promedio (58.30%) cercana al limite maximo permitido
y, especialmente, las temperaturas de exhibicion elevadas (17.8°C en promedio),

constituyen factores criticos que favorecen la proliferacion bacteriana.

- La comparacion de los resultados microbiologicos con la normativa INEN
evidencio un incumplimiento total de los parametros establecidos para productos
lacteos, ya que ninguno de los indicadores evaluados se ajustd a los limites
permisibles. La presencia generalizada de coliformes, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus y Listeria monocytogenes confirma que los quesos frescos
analizados no cumplen con condiciones minimas de inocuidad, siendo clasificados

como no aptos para el consumo humano.

- Los resultados de susceptibilidad antimicrobiana evidenciaron altos niveles de
resistencia en Escherichia coli y Staphylococcus aureus frente a penicilina G (92%
y 87%, respectivamente) y ampicilina (78% y 61%), lo que demuestra una baja
eficacia de estos antibioticos frente a bacterias contaminantes de origen alimentario.
En contraste, Listeria monocytogenes presentd una alta sensibilidad a ambos
antimicrobianos (>90%), lo que indica que aun existen opciones terapéuticas

eficaces frente a este patdgeno.
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3.4. RECOMENDACIONES.

- Se recomienda implementar sistemas de control de temperatura durante la
comercializacion de quesos frescos, garantizando el mantenimiento de la cadena de
frio (<10°C), asi como establecer programas de monitoreo periddico de pardmetros
fisicoquimicos, especialmente humedad y pH. Ademas, es fundamental capacitar a
los comerciantes sobre la importancia del almacenamiento adecuado, ya que el
control fisicoquimico por si solo no asegura la inocuidad si no se acompafia de

condiciones 6ptimas de conservacion.

- Se recomienda que las autoridades sanitarias locales refuercen los mecanismos de
control y regulacion en los mercados del canton Guaranda, mediante inspecciones
periddicas, certificacion sanitaria obligatoria y sanciones en caso de
incumplimiento. Ademads, es fundamental promover la formalizacion de los
sistemas de produccion artesanal y la adopcion de normativas nacionales para

garantizar la seguridad alimentaria.

- Se recomienda promover el uso racional de antimicrobianos en la produccion
pecuaria, evitando su uso indiscriminado y fortaleciendo los programas de
vigilancia de resistencia antimicrobiana en alimentos. Asimismo, €s necesario
desarrollar politicas de control que regulen la venta y uso de antibioticos en el sector
agropecuario, asi como fomentar investigaciones continuas que permitan

monitorear la evolucion de la resistencia bacteriana en la cadena alimentaria.

- Se recomienda ampliar el estudio hacia toda la cadena productiva, incluyendo la
evaluacion microbioldgica de la leche cruda, superficies de procesamiento,

utensilios y manipuladores, para determinar los puntos criticos de contaminacion.

- Se sugiere incorporar un diseflo experimental comparativo entre sistemas de
produccion artesanal y tecnificado, lo que permitiria establecer con mayor precision
el impacto de las practicas de manejo en la inocuidad alimentaria y generar

estrategias de intervencion mas efectivas.
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ANEXOS

Anexo 1. Lugar de investigacion




Anexo 2. Evidencia fotografica

Tincion de Gram Pruebas Fisicoquimicas del queso freso

Muestras de queso fresco Prueba de actividad antimicrobiana



Anexo 3. Glosario de término
Inocuidad alimentaria

Condicion en la cual un alimento no representa riesgos para la salud del consumidor

cuando es preparado y consumido seglin su uso previsto.
UFC/g (Unidades Formadoras de Colonias por gramo)

Medida utilizada para cuantificar la cantidad de microorganismos viables presentes

en un alimento.
Coliformes totales

Grupo de bacterias utilizadas como indicadores de calidad higiénica en alimentos,

cuya presencia sugiere contaminacién ambiental o deficiencias sanitarias.
Coliformes fecales

Subgrupo de coliformes que indican contaminacion de origen fecal, asociados a

condiciones higiénicas deficientes.
Escherichia coli (E. coli)

Bacteria indicadora de contaminacion fecal, algunas cepas pueden ser patogenas y

causar enfermedades en humanos.
Staphylococcus aureus

Bacteria Gram positiva asociada a la manipulacion de alimentos, capaz de producir

toxinas que causan intoxicacion alimentaria.
Listeria monocytogenes

Bacteria patdogena que puede crecer a temperaturas de refrigeracion y causar

listeriosis, enfermedad grave en humanos.



Resistencia antimicrobiana

Capacidad de los microorganismos para sobrevivir o multiplicarse en presencia de

antibioticos que normalmente los eliminarian.
Método Kirby-Bauer

Técnica de laboratorio utilizada para determinar la sensibilidad o resistencia de

bacterias frente a antibioticos mediante la medicion de halos de inhibicion.
pH

Parametro fisicoquimico que mide la acidez o alcalinidad de un alimento,

influyendo directamente en el crecimiento microbiano.



