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RESUMEN

En este estudio, se recolectaron muestras de queso fresco blanco, blando, con sal, tanto artesanal
como industrial, comercializados en la ciudad de Panama. Las muestras se tomaron durante
cinco semanas entre los meses de febrero y marzo del 2024. Los quesos fueron transportados en
una nevera portatil con hielo, para mantener la cadena de frio para su anélisis microbiano en los
laboratorios de la Universidad de Panama. Una vez en el laboratorio, preparamos las diluciones
seriadas de las muestras y se procedid a sembrar en las tres diferentes placas de Petrifilm (3M),
para el recuento de Escherichia coli/ coliformes, recuento Staph Express para Staphylococcus
aureus y recuento de hongos y levaduras. Luego de la incubacion anotamos los resultados y
comparamos los hallazgos con los valores de referencia vigentes (DGNTI-COPANIT 16, 2003)
y (Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018). Los resultados obtenidos
revelaron una elevada carga microbiana en ambos tipos de quesos, infringiendo los reglamentos
microbioldgicos de inocuidad y limites permisivos para coliformes totales, E. coli, S. aureus,
hongos y levaduras, indicando que ambos quesos carecen de la calidad microbiol6gica y son un
riesgo potencial para la salud pablica. Los andlisis estadisticos mostraron que en todas las
muestras no existieron diferencias en el nimero de colonias en el recuento de cada
microorganismo entre ambos tipos de quesos. Los hallazgos sugieren posible utilizacion de
leche sin pasteurizar y malas practicas de higiene.

Palabras claves: queso fresco, calidad microbioldgica, placas Petrifilm (3M).
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ABSTRACT

In this study, samples were collected from fresh white, soft, salted cheese, both artisanal and
industrial, marketed in Panama City. The samples were taken during five weeks between
February and March 2024. The cheeses were transported in a portable cooler with ice to maintain
the cold chain for microbial analysis in the laboratories of the University of Panama. Once in
the laboratory, we prepared the serial dilutions of the samples and proceeded to sow in the three
different Petrifilm plates (3M), for the Escherichia coli/coliform count, Staph Express count for
Staphylococcus aureus and fungi and yeast count. After incubation we noted the results and
compared the findings with the current reference values (DGNTI-COPANIT 16, 2003) and
(Central American Technical Regulation 67.04.50:17, 2018). The results obtained revealed a
high microbial load in both types of cheese, violating microbiological safety regulations and
permissive limits for total coliforms, E. coli, S. aureus, fungi and yeasts, indicating that both
cheeses lack microbiological quality and are a potential risk to public health. Statistical analysis
showed that in all samples there were no differences in the number of colonies in the count of
each microorganism between the two types of cheese. The findings suggest the possible use of

unpasteurized milk and poor hygienic practices.

Key words: fresh cheese, microbiological quality, Petrifilm plate (3M).
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INTRODUCCION

Los microorganismos establecen interacciones mutuas con las plantas y animales de forma
natural, como consecuencia, los alimentos que los seres humanos consumen pueden contener
microorganismos de manera inherente o0 pueden ser agregados durante la manipulacion y
elaboracion del producto (Frazier & Westhoff, 1994). Se ha podido conocer que las causas de
contaminacion en los alimentos puede ser quimicas, fisicas o bioldgicas, siendo la
contaminacion biologica, provocada por microorganismo, la mas comun y preocupante debido
a las infecciones y brotes de intoxicaciones alimentarias que ocasionan los patdgenos,
representando un riesgo significativo para la salud humana (Arizcun, 1995); (Doyle, & Beuchat,
2007); (Nerin et al., 2016). Las enfermedades transmitidas a través de los alimentos ocasionadas
por bacterias patdgenas no solo representan un serio problema para la salud de los consumidores,
sino que también genera pérdidas econdmicas significativas para las industrias alimentarias
debido a la rapida degradacién que causan (CAC/GL 21., 2013); (Orrellana & Tamara, 2020).

Un claro ejemplo de esta problematica es el consumo del queso fresco, es un derivado lacteo
que se elabora a partir de la leche segregado por las glandulas mamarias de animales mamiferos
como vacas, cabra, ovejas (Espinoza & Martinez, 2002). Es elaborado por la concentracion de
solido de la leche a través de la coagulaciéon y producido principalmente por pequefios

agricultores y en menor escala por grandes industrias (Perez & Vargas, 2019).

A pesar de que es un alimentos bésicos en la dieta de muchos panamefios y uno lo mas
consumidos por la poblacion en América Latina debido a su sabor y caracteristicas nutritivas,
puede ser vulnerable a la contaminacion microbioldgica si no se trata adecuadamente debido
principalmente a su composicion quimica, ya que funciona como un excelente medio de cultivo
para el crecimiento de microorganismos, incluso aquellos que son propios de la materia prima
en especial, si no ha pasado por un proceso térmico adecuado (Ryser et al., 2001); (Ramirez &
Ruiz, 2012); (Perez & Vargas, 2019). Debido al alto contenido de humedad (55 a 58%), niveles
de pH ligeramente &cido (pH 5,0 a 6,3) y valor nutricional, crean las condiciones favorables
para el crecimiento y supervivencia de microorganismos como enterococos lacticos, bacterias
coliformes, Salmonella spp, Staphylococcus aureus, bacterias termoduricas y hongos (Brito, J

et al., 2008); (Merchan et al., 2018). Aunque la mayoria de las industrias en nuestro pais



elaboran el queso a partir de leche pasteurizada estos pueden volver a contaminarse después de
la pasteurizacion por diversos factores: mediante el proceso de manipulacion relacionados con
malas practicas de manufactura e higiene, malos habitos de limpieza en las superficies de mesas,
utensilios y equipos de trabajo y control insuficiente de la temperatura de almacenamiento
durante el transporte y comercializacion facilitando la proliferacion de microorganismos

patégenos (Moreano et al., 2024).

El autor (Pedroza, 2017) indica que la elaboracién del queso fresco principalmente a partir de
leche sin pasteurizar aumenta la transmision de enfermedades en seres humanos representando
un mayor riesgo de infecciones e intoxicaciones alimentarias. Los autores también indican que
la presencia de microorganismos puede ocasionar el deterioro por acciones proteoliticas y

lipidicas alterando el sabor, olor y cambios en la textura del queso (Merchan et al., 2018).

En Panamé, la elaboracion de queso de forma artesanal suele ser mas rudimentaria y no se tiene
certeza si presenten las notificaciones sanitarias, ni los controles microbiol6gicos requeridos
para el queso fresco de forma reguladas. Esto es importante porque las pocas evaluaciones
microbioldgicas en ambos tipos de quesos, puede comprometer ain mas la seguridad y la calidad
del queso fresco. Los autores (Aralz & Herrera, 2009) muestran que en Panama existe un
desconocimiento por parte de los pequefios queseros de los riesgos por la presencia de
microorganismos patdgenos en los quesos frescos, esta situacion es debida a los pocos controles
microbioldgicos. Los autores (Mejia et al., 2021) han evaluado la manera en la que se
distribuyen los quesos frescos en Panama, mencionan que se venden a mayoristas, en
supermercados o pequefios mercados, pero también se venden directamente a consumidores
finales, a través de servicios de puerta a puerta sin etiquetas de forma ambulatoria y en ocasiones
sin seguir las precauciones minimas de seguridad sanitaria en el transporte, almacenamiento y

distribucion.

Todos estos factores pueden aumentar la carga microbiana en el queso, pero para poder
garantizar la calidad y reducir la presencia de patogenos en el queso dependera del tratamiento
térmico adecuado de la materia prima, si se aplican correctamente las buenas practicas de
manufactura e higiene durante la produccion, incluso durante la venta, condicion de

almacenamiento durante el transporte y controles microbioldgicos de forma reguladas para



garantizar un producto final de alta calidad (Moreno, 1988); Ruth & Maurtua, 2003); (Brooks
etal., 2012).

Los productos lacteos en Panama una vez elaborados deben cumplir con una calidad
microbioldgica Optima para su consumo, la cuales estan normalizadas por el (Reglamento
técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003) y también por el reglamento (Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:17, 2018) que establecen los limites permisibles de microorganismos

indicadores que no deben sobrepasar en los productos lacteos.

Por las razones ya expuestas, el propdésito de nuestro trabajo es evaluar la calidad microbiolédgica
en las muestras de queso blanco, de consistencia blanda, con sal de tipo artesanal e industrial,
comercializados en la ciudad de Panama, con el fin de verificar el cumplimiento con los
reglamentos de inocuidad y limites permisivos microbiolégicos para el queso fresco.
Pretendemos no solo, aportar informacion util para las industrias productoras de quesos y
organismos estatales reguladores de la calidad microbiol6gica, si no también sentar una base
para futuras investigaciones que vayan orientadas a mejorar la calidad y seguridad del queso

fresco para los consumidores panamerfios a través de recomendaciones practicas.

Por lo expuesto anteriormente, se definieron los siguientes objetivos:



OBJETIVOS

1.1 Objetivos generales

Evaluar cuantitativamente la presencia de indicadores de calidad microbiologica en muestras de
quesos blancos, blandos, con sal, de tipo artesanal e industrial, comercializados en la ciudad de
Panama.

1.2 Objetivos especificos

» Colectar y procesar muestras de quesos artesanal e industrial para determinar la carga
microbiana de coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococus aureus, hongos y

levaduras.

» Determinar posibles diferencias entre la carga microbiana de queso producido artesanal
e industrial empleando técnica de dilucion seriada e incubacion en las tres placas
Petrifilm 3M.

> Comparar los resultados obtenidos mediante recuentos de las placas Petrifilm 3M con
los estandares existentes microbiologicos de inocuidad y limites permisivos para

coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, hongos y levaduras



HIPOTESIS

» Hipotesis 1: Los quesos blancos, blandos, con sal de tipo artesanal, e industrial
comercializados en la ciudad de Panamd, cumplen con los reglamentos microbiologicos

y estar dentro de los limites permisibles de inocuidad microbiolégica.

» Hipotesis 2: Los quesos artesanales presentan una carga microbiana un poco mas
elevada que la carga microbiana en el queso industrial, debido a las diferencias durante

la elaboracion, manejo y comercializacion del queso artesanal.



CAPITULO 1

MARCO TEORICO



1. Revision bibliografica

Segun la OMS, sobre la inocuidad de los alimentos, se estima que cada afio se enferman en el
mundo unos 600 millones de personas, casi 1 de 10 personas por ingerir alimentos contaminados
y 420 000 mueren por esta misma causa (OMS, 2020). La contaminacion microbiana en
alimentos puede producirse en cualquiera de las etapas del proceso de fabricacion, transporte y
almacenamiento, debido a la manipulacion incorrecta en el hogar, en el mercado o industria;
esto puede resultar en enfermedades diarreicas que afectan aproximadamente 220 millones de

nifios cada afo, de los que 96 000 acaban muriendo (OMS, 2020).

Existen muchos estudios relacionados con investigaciones sobre el hallazgo de
microorganismos patdgenos y la cuantificacion microbiana en diferentes tipos de quesos frescos
con diferentes técnicas de recuento e identificacion. Los analisis microbianos que se han
realizado se enfocan en el recuento de microorganismos que puedan estar presentes en los
alimentos y que puedan comprometer la calidad del producto y que han puesto en riesgo la salud

de los consumidores.
1.1 Antecedentes nacionales

El autor (Montero, 2022) menciona que en Panama existe poca evidencia o publicaciones a nivel
nacional sobre la seguridad y calidad de la leche cruda de vaca segun las condiciones
fisicoquimicas y microbioldgicas, ademas mencionan que la produccion de leche presenta
fluctuaciones negativas con respecto a la produccién en cuanto a demanda la cual se genera
principalmente en pequefas explotaciones convirtiéndose en las principales fuentes de ingreso
de muchas familias con una produccién aproximada de 5,000 productos de leche y en cuanto a
su calidad de estos solo el 8% general leche de nivel A, mientras que el 12 y el 80% proporciona

leche de nivel By C.

La Gaceta Oficial del 6rgano del estado panamefio mencionan que la leche cruda secretada
durante el ordefio de vacas sanas debe presentar las siguientes especificaciones minimas la cual
no debe presentar 8.50% de solidos no grasos y menos de 3.5% de materia grasa y un total de
solidos no inferior a 12% para el consumo y elaboracién de los productos lacteos y de acuerdo

a su calidad microbiologica se clasifican como leche cruda grado A la cual presenta un recuento



de bacteria no mayor de 200,000 por mililitro ni residuo de antibidtico y desde su obtencion
hasta su llegada a la planta pasteurizadora debe mantener una temperatura no mayor a 10°C; la
leche cruda grado B que es aquella que presenta un recuento de bacterias no mayor a los 500,000
por mililitros cuando se entrega a la finca, pero no debe presentar recuento mayores a los
1,000,000 por mililitros cuando se entrega a la plantas procesadoras y la leche cruda grado C o
industrial es aquella que no llena los requisitos de la leche grado A 'y B (Asamblea Legislativa,
Decreto de Gabinete nimero 229, 1970).

Los principales provincias donde se produce la leche de acuerdo a su calidad y que también van
destinada para la fabricacién de productos lacteos son los siguientes: Chiriqui produce un 3%
equivalente a 1 millon de litros de leche grado A, un 25% , equivalente a 270 mil litros leche de
grado B, la provincia de Azuero produce leche de grado A con 19% de crecimiento, y 435 mil
litros, leche grado C con un 8% de crecimiento y 430 mil litros y Coclé produce leche grado A
con un 20% de crecimiento que equivale a 215 mil litros (Cadena Agroalimentaria Producto de
Leche. Panam4, 2021).

En Panamaé en el afio 1980 se realiz6 una evaluacion con el fin de evaluar los quesos nacionales
pasteurizados desde un punto de vista microbiolégico para detectar bacterias coliformes,
Staphylococcus aureus, hongos y levaduras. Utilizaron treinta muestras escogidas al azar, de
cada uno de tres tipos de quesos y se realizé el analisis microbiano mediante recuento en placas
por siembra en profundidad, los resultados indicaron que hubo el 11.1% de las 90 muestras de
quesos estudiados, presentaron colonias tipicas de coliformes, en cuanto a Staphylococcus
aureus los tres tipos de quesos presentaron un numero significativos de S. aureus coagulasa
positivo lo cual indicaba que hubo un total de 90 muestras de quesos pasteurizados nacionales,
el 68.8% presentaron S. aureus positivo, por otro lado, el 26.6% de un total de 90 muestras
presentaron hongos y levaduras, aunque la mayoria no eran patdgenos, pero que de igual manera
representaba cifras de consideracién (Ubillus De Pifiango, 1980). En el afio 2009 se realiz6 una
investigacion con el objetivo de evaluar la presencia de toxinas en el queso. Tomaron muestras
de quesos blancos molidos y salados de tres tiendas de autoservicios diferentes durante 16
semanas para realizar analisis fisicoquimicos y analisis microbioldgicos con las técnicas de
TECRA SET VIA para analizar las toxinas de S. aureus en placas de Petrifilm Staph Express y

de mesofilos aerobios para confirmar las presencias de estos microorganismos. Los resultados
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obtenidos demostraron que no hubo presencia de toxinas de S. aureus, pero observaron valores
por encima de 10* UFC/g, los cuales se encontraban por encima de los parametros de
reglamentos microbianos panamefios. Concluyeron que los resultados infieren en la temperatura
y el pH fueron factores importantes en la proliferacion de S. aureus (Arauz & Herrera, 2009).
Von Chong y sus colegas evaluaron la presencia de Listeria spp en muestras ambientales
tomadas dentro de una empresa de produccién artesanal de quesos frescos blancos en la
provincia de los Santos de las 72 muestras evaluadas, se encontré que el 70% de ellas resultaron
positivas para la presencia de Listeria spp, un hallazgo interesante en esta investigacion es que
se observaron diferencias estadisticamente significativas al 99% de probabilidad entre la
cantidad de Listeria spp que se encuentra en las zonas de contacto directo (46.7%) y las zonas
de contacto indirecto (36.3%) con el alimento (Von Chong et al., 2014). En el afio 2019 en la
ciudad de Panama se realizo la colecta de muestras de quesos con sal, bajo en sal y queso crema
seleccionados de forma aleatoria en una industria productora de quesos y productos lacteos; se
propuso detectar bacterias coliformes totales, coliformes fecales, Staphylococcus aureus, mohos
y levaduras en quesos frescos y quesos crema mediante métodos rapidos con placas de Petrifilm
y analisis de comparacién multiple de media por medio de la prueba estadistica de Tukey y
Bonferroni para cada tipo de quesos. Los resultados mostraron que no hubo una diferencia
significativa en sus caracteristicas microbianas en los quesos sugiriendo una alta calidad y
seguridad para el consumo donde se pudo evidenciar que la aplicacion de las medidas de BHM
permitio obtener recuentos microbioldgicos dentro de los limites permitidos y los parametros

sugeridos para su consumo (Perez & Vargas, 2019).
1.2 Antecedentes internacionales

Los autores (Diaz-Rivero & Gonzales de Garcia, 2001) citan los datos epidemioldgicos
reportados por INPPAZ OPS/OMS sefialando que el afio 1993 hasta el 2000, en las regiones de
América Latina y el caribe ocurrieron 191 brotes por intoxicaciones estafilocécica 6,433
afectados y 2 muertes, de esos brotes 48 fueron reportados en Venezuela, de los cuales 40 casos

fueron por el consumo de queso contaminado.

La identificacion de los microorganismos asociados a los brotes reportados a las entidades de

salud de América Latina y Estados Unidos demuestra que Staphylococcus aureus, Escherichia



coli, Listeria monocytogenes, Salmonella spp. y Clostridium perfringens han sido los
principales agentes etiologicos implicados en el consumo del queso (Merchan et al., 2018).

Los autores (Ramirez et al., 2016) citan los datos recopilados de la Agencia Europea de
seguridad alimentaria EFSA, de los 293 brotes por toxinas estafilocdcicas en el 2009 en el
ambito de la UE, siendo el queso el alimento mas implicado. Hay un informe en el afio 2015
que reportan la evidencia en paises latinoamericanos especialmente en Colombia, de eventos de
enfermedades transmitidas en alimentos como la leche, productos lacteos y derivados por el
consumo de quesos en la incidencia y cargas de bacterias microbiologica patdgenas (173 brotes)
de los cuales se aislaron los siguientes agentes identificados responsables de los brotes de
enfermedades transmitidas por alimento: Staphylococcus aureus coagulasa positivo, Salmonella
spp, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, complejo Entamoeba histolytica/dispar, entre
otros. (Guerrero, 2015).

Merchan y sus colegas en el 2019 realizaron una investigacion para determinar la carga
microbiana de quesos artesanales comercializados en la ciudad de Tunja, Colombia mediante
técnicas convencionales para determinar los riesgos potenciales para la salud segln las normas
técnicas colombianas. Se analizaron 31 muestras y se pudo determinar los promedios obtenidos
de microorganismos encontrados en las muestras de quesos que fueron: para aerobios meséfilos
fue de 6x10° UFC/g; coliformes totales de 6,29x10° UFC/g; coliformes fecales de 3,99 x 10°
UFC/g, Staphylococcus aureus de 1,6x10° UFC/g y para mohos y levaduras de 4.1x10° UFC/g,
también prevalencia de Listeria monocytogenes fue de 3,6% y en Salmonella sp de 3,1%, los
analisis presentaron recuentos superiores a los establecidos por la norma, indicando que las
muestras no contaban con las condiciones higiénicas adecuadas para su consumo (Merchan et
al., 2019). En otro estudio, LOpez y sus colegas examinaron un total de 72 muestras de quesos
frescos de 700 gramos, producidos en una queseria artesanal, las areas de muestreo incluyeron
la planta de produccidn, el camién de transporte cuando llegan al mercado y el lugar de venta al
publico, realizaron mediciones de parametros fisico quimicos como el pH, la acidez, la actividad
de agua y la temperatura, ademas de recuentos microbiologicos que evaluaron indicadores de
calidad como los coliformes, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Enterobacterias,
utilizando placas Petrifilm, identificaron posibles puntos de contaminacion en distintas etapas

del proceso y se observo el tiempo transcurrido entre ellas, desde la recepcion de la materia
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prima hasta la venta del producto final, los resultados mostraron un aumento en la concentracion
de coliformes totales en las muestras de queso fresco, después de la produccion en la queseria,
el recuento fue de 4.27 £ 0.03 log10 UFC/g, luego del transporte al lugar de venta, subié a 5.92
+ 0.48 1og10 UFC/g y, finalmente ain mas a 6.38 + 0.30 Log10 UFC/g en el mercado donde se
vendia directamente al consumidor. Debido a la alta carga microbiana, se determind que las
muestras no cumplian con los requisitos microbiologicos establecidos en la norma NTP
202.087, que requiere un maximo de 3 Log10 UFC/g (Lopez & Veintimilla, 2019). En la Regidn
de Cajamarca, Per( se realizd una investigacion para conocer la calidad bacterioldgica en
muestras de quesos frescos industrial para determinar su potencial como riesgo para la salud,
sugeridos por las normas sanitarias que constituye los Criterios Microbiolégicos de Calidad
Sanitaria e Inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano. Se analizaron un total
de 30 muestras provenientes de 6 empresas diferentes productoras de quesos industriales
establecidos como (A, B, C, D, E y F). Se determinaron los valores promedios de
microorganismos encontrados en las muestras que fueron: mesofilos viables 1.06x10° UFC/g,
coliformes totales 6.32x10% NMP/g, coliformes fecales 4.75x10° NMP/g, muestras positivas
para Escherichia coli 33.3%, Staphylococcus aureus 4.02x10° UFC/g y ausencia de
Salmonella spp. Basandose en los resultados con la norma sanitaria determinaron que los quesos

producidos en la industria F son mejores en cuanto a la calidad sanitaria (Vasquez et al., 2018).
2. Caracteristicas generales del queso

La (FAO/OMS, 2020) define el queso como aquel producto blando, semiduro y extraduro,
madurado o no madurado, obtenido por la coagulacién de la proteina de la leche entera (caseina),
leche desnatada/descremada, nata (crema), leche de mantequilla 0 manteca o cualquier
combinacion de estos materiales por accién del cuajo u otros coagulantes apropiados para que
se separa del suero. De acuerdo con los autores (Perez & Vargas, 2019) el queso, es un popular
alimento que se elabora concentrando los sélidos de la leche mediante la coagulacién
enzimatica, producido principalmente por pequefios agricultores y en menor escala por grandes
industrias. El queso es la fraccion sélida que se obtiene por coagulacion enzimatica de la leche
y estd compuesta por caseina (proteina de la leche), grasa, sales soluble e insoluble, agua, lactosa

y albumina (Hernandez, 2002).
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Segln (L6pez et al., 2020) el queso puede encontrarse en forma sélida o semisolida, el cual se
obtiene por la coagulacion y separacion del suero de la leche pasteurizada de diversas especies,
como vaca, cabra u otras y por accion enzimatica previa de la lactosa. En relacion con el queso
artesano no existe una definicion universal, pero se conoce como un producto elaborado con la
leche de una sola explotacion generada individual, familiar o asociativa y que pueden emplear
leche cruda conservando los microorganismos caracteristicos que dan tipicidad al producto final
(INDO, 1986); (Ares, 2002).

Desde el punto de vista nutricional, el queso comparte casi las mismas propiedades nutricionales
que la leche, excepto porque contiene mas grasas y proteinas concentradas, pero en general este
alimento es rico en fuente de calcio, proteinas, grasas, vitaminas A y D (Organizacion
interprofesional lactea. INLAC, 2018). Las proteinas de la leche el 80% corresponden a la
caseinay el 20% a proteinas del suero, esto tiene una gran relevancia en las industrias del queso
ya que son las caseinas las que se coagulan en la cuajada, mientras que el 20% queda en el suero;
sin embargo, los quesos frescos contienen menos proteinas que los madurados (Lobos & Pavez,
2021). Dentro del aporte de los carbohidratos, la gran mayoria corresponde a la lactosa rica en
fuente de energia, en el caso del queso fresco de consumo inmediato este contiene al igual que
la leche un aporte de lactosa similar (Lobos & Péavez, 2021). El contenido de grasa en el queso,
y al igual como ocurre con las proteinas, esta se queda en la mayoria en la cuajada durante el
proceso de la elaboracion, esta caracteristica hace que el queso sea un producto con un mayor

aporte de grasa por porcion (Organizacion interprofesional lactea. INLAC, 2018).
2.1 Origen del queso

Los origenes exactos de los quesos no se conocen, pero probablemente muchas comunidades
almacenaban la leche para conservar en recipiente de piel, cerdmicas porosa o madera, en
condiciones que eran dificil de mantener limpios, de esta manera descubrieron que la leche se
fermenta rapidamente acidificando y en temperaturas adecuadas se formaba un gel, por lo que
cuando eliminaban la mayor parte del suero se obtenia un queso fresco (LIPA, 2020). Otras
versiones sobre el origen del queso indican que se produjo de forma accidental, se cree que este
origen tiene costumbre mediterranea de un mercader arabe llevar la leche en una bolsa hecha
del estomago de un cordero y durante el transporte por el desierto, descubri6é que la leche se
encontraba coagulada y fermentada en fracciones liquidas (suero) y otra semisoélida (el queso)
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debido al fermento del cuajo del estdmago del cordero junto con las altas temperaturas del
desierto, sin conocer los origenes de esos cambios las personas se dieron cuenta que era un
alimento de buen sabor (Vasquez et al., 2005). Durante la época imperial, los romanos
extendieron su fabricacién a lo largo de su territorio y para la edad media de manera accidental
pudieron elaborar grandes variedades, de las cuales hoy aun perduran (Vasquez et al., 2005).
Hasta principios del siglo XX, la elaboracion de queso se mantuvo de manera artesanal, hasta
las aplicaciones tecnologicas con bases cientificas que permitieron la fabricacion del queso a

gran escala (Arévalo, 2014).

2.2 Clasificacion y tipos de quesos

La clasificacion de los quesos se determina mediante varios parametros como lo son su

composicion y caracteristicas fisica:

» El tiempo en el proceso que debe transcurrir desde su elaboracion hasta que esté listo
para su consumo, segun esto, se dividen en: queso madurado, que son aquellos quesos
que son sometidos a procesos de maduracién los cuales no esta listo para su consumo
después de su fabricacién, sino que debe mantenerse durante cierto tiempo y en unas
condiciones tales que se produzcan los cambios bioquimicos y fisicos necesarios, por
otro los quesos no madurado (quesos frescos), son aquellos que estan listo para su
consumo inmediato o después de su fabricacion y queso fundido (procesado), que son
elaborado moliendo, mezclado, fundiendo con la ayuda de calor, con o sin la adicion de

otros componentes lacteos o productos alimenticios. (RTCA 67.04.70:14, 2016).

» EIl queso se clasifica de acuerdo con su consistencia, medida por su porcentaje de
humedad o sin materia grasa (HSMG), agrupandose en: blando con un contenido de
porcentaje de humedad sin materia grasa es de 67%, duro con un contenido de HSMG
mayor o igual 49% y menor o igual a 56%, semiduro con un contenido de HSMG mayor
o igual a 54% y menor o igual a 69% y extraduro con un contenido de HSMG es de
menor a 51% (RTCA 67.04.70:14, 2016).

» Segun su contenido de materia grasa sobre el extracto seco %G/ES, los quesos se
clasifican como extra-graso (>60% G/ES.), graso (entre 45y 60% G/ES.), semi graso
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(25-45% G/ES.), semidesnatado (entre 10 y 25% G/ES.) y desnatado (<10% G/ES.) (Tot
Formatge, 2020).

Cuadro N°1. Clasificacion del queso segun su consistencia y maduracion.

Segun su consistencia: termino 1 Segun las principales

caracteristicas de

HSMG % Denominacion
maduracién: Término 2

Menor a 51% Extraduro Madurado

Mayor o igual a 49% vy | Duro Madurado por mohos

menor o igual a 56%

Mayor o igual a 54% vy | Firme/ Semiduro No madurado/fresco

menor o igual a 69%

Mayor 67% Blando En salmuera

Fuente: Reglamento técnico centroamericano (RTCA 67.04.70:14, 2016).

2.3 Queso fresco

El queso fresco se entiende como aquel producto no madurado, blando obtenido de la
coagulacion de la leche y que esta listo para el consumo poco después de su fabricacion
(FAO/OMS, 2020). Es el queso no madurado ni escalado, se prepara con leche entera,
semidescremada, se coagula con enzimas o acidos organicos, por lo general sin la adicién de
cultivos lacticos, textura firme, levemente granular y se les denomina tipicamente como quesos
blancos (NTE INEN 1528, 2012). También se entiende por queso fresco, aquel producto
obtenido por la coagulacion de la leche pasteurizada, leche integrada o parcialmente
descremada, con el propdsito de obtener la cuajada el cual esta constituido esencialmente por la
coagulacion de la proteina de la leche (caseina), para la formacion del gel de la caseina mas o
menos deshidratado (desuerado) mediante la accion enzimatica del cuajo o renina (Génzales,
2002).
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Se caracteriza por ser un producto con un alto contenido de humedad (60 a 80%), un alto
contenido proteico, por no tener corteza o tener corteza muy fina, presenta un color blanco,
ademas se pueden o no adicionar aditivos o integrantes adicionales (Norma Oficial Mexicana
NOM-223-SCFI/SAGARPA, 2019). Este tipo de queso se ubican en la categoria de quesos
blandos, tiene sabor suave ligeramente &cido, puede o no tener ingredientes opcionales,
consistencia pastosa, un periodo de vida de anaquel corto y requieren de condiciéon de
refrigeracion de 4°C, se consideran ejemplos de quesos frescos y blandos: el queso blanco,
queso crema, ranchero, Oaxaca, adobera, requeson (Ramirez & Ruiz, 2012). El queso fresco, se
considera microbiolégicamente inseguro debido a la presencia de patdgenos presentes en la
materia prima, en la utilizacion de leche cruda y al ser un alimento de manipulacién para su

fabricacion, lo que representa un riesgo para la salud humana (Merchan et al., 2018).

2.4 Proceso general para la elaboracion de quesos

Entender las etapas de elaboracion del queso es importante para prevenir factores de
contaminacion microbiana con el fin de implementar las medidas necesarias para evitar
contaminaciones que comprometan la seguridad alimentaria para los consumidores, la calidad

del producto y el cumplimiento de los reglamentos microbioldgicos.

2.4.1 Materia prima

La leche es la materia prima principal para la elaboracién de queso, puede ser natural o
parcialmente desnatada, obtenida de la nata, el suero de mantequilla 0 una combinacion de estos
productos lacteos proveniente en su mayoria de vaca o de ovejas, cabras y bufalos (Cobos et al.,
2023).

2.4.2 Recepcion de la leche

Una vez llegada la materia prima al establecimiento, es esencial analizar la leche para asegurarse
que esté limpia y apta para su consumo esto se puede hacer mediante andlisis sensoriales
evaluando olor, color, asi como mediante analisis microbioldgicos de laboratorio y pruebas

fisicoquimicas como acidez y el porcentaje de grasa (Soruco, 2013).
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2.4.3 Tratamiento previo de la leche

El primer paso para realizar consiste en la filtracion de la leche para eliminar sustancias extrarias,
procedente de la manipulacién desde el ordefio hasta el traslado de la elaboracion y dependiendo

del queso a fabricar la adicion o eliminacion de la nata de la leche (Vazquez et al., 2005).
2.4.4 Estandarizacion y homogeneizacion

La estandarizacion de la leche es el proceso por el cual se mantiene el contenido graso a niveles
estables y se ajustan los niveles de proteinas segun los requerimientos minimos establecidos por
las normas, en el caso de la leche entera se debe estandarizar a 3% de materia grasa (Stuardo,
2006). La homogeneizacion es el proceso mediante el cual se someten las grasas a altas
presiones, con el fin de que quede dispersa por toda la masa liquida evitando la formacién de
una capa de crema en la superficie de la leche entera y proporcionando una mejor digestibilidad

y caracteristica organoléptica (Stuardo, 2006).
2.4.5 Pasteurizacion

La pasteurizacion es un procedimiento que emplea la combinacion controlada de tiempo y
temperatura mediante el tratamiento térmico con el objetivo de eliminar los microorganismos
patdgenos y reducir la flora asociada que puedan encontrarse en la leche cruda o puedan
contaminarla durante el ordefio, envasado o almacenamiento, para prolongar la vida util de la
leche sin alterar su composicién quimica y caracteristicas organolépticas (Guaraca & Guaraca,
2019). El autor (Stuardo, 2006) indica que este método consiste en desinfectar la leche la cual
sera sometida primero a calor sin sobrepasar los 100°C solo a temperatura necesaria para
eliminar microorganismos patégenos y luego a un enfriamiento rapido, en las industrias suelen

utilizar tinas de pasteurizacion ajustando las variables tiempo y temperatura.

En el proceso de la pasteurizacion, el objetivo principal no es erradicar por complemento los
microorganismos, sino asegurar y disminuir los microorganismos patégenos siguiendo
estrictamente los parametros de tiempo-temperatura, para asegurar que no representen riesgo de
intoxicacion alimentaria (Martinez & Rosenberger, 2013). Durante la pasteurizacion, no todos
los microorganismos son eliminados, pero el objetivo es reducir significativamente su nimero;

este proceso logra eliminan microorganismos no esporulados (forma vegetativa) y también
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enzimas principalmente la que oxidan las grasas de la leche y aquellas enzimas que causan
alteraciones en las propiedades del queso (Ferreccio & Medrano, 2010). La pasteurizacion es
un método eficaz para prolongar la vida util de la leche a temperatura de refrigeracion, eliminar
patdgenos de importancia para la salud pablica y microorganismos de descomposicion, sin
embargo, algunas esporas bacterianas como Bacillus spp son resistentes a la temperatura de
pasteurizacion (Mohamed et al., 2018). Hay dos factores que afectan las muertes de las bacterias,
la temperatura a la que se incrementa la leche y el tiempo a la que se mantiene la leche durante
esa temperatura, estas combinaciones recomendadas para el proceso de pasteurizacion pueden

ser dos tipos:

> Pasteurizacion lenta o discontinua, se aplica temperatura de 63°C durante 30 minutos,
generalmente utilizando tinas de doble fondo. (Arévalo, 2014); (Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:17, 2018).

> Pasteurizacién rapida o continua, se aplica temperatura de 72°C durante 15 segundos,
89°C durante 1,0 segundos, 90°C durante 0,5 segundos, este proceso se realiza con un
equipo de pasteurizacion; una vez pasteurizada debe ser enfriada rapidamente a
inhibicion bacteriana de 4°C y envasada (FAO, 1999); (Food and Drugs Administration,
Department, of Health and Human Services., 2019). Se recomienda utilizar la
pasteurizacion lenta tipo abierta, la cual implica mantener la leche a temperaturas de 63-
65°C por 30 minutos y no se recomienda un tratamiento muy intenso, ya que estos
pueden afectar la capacidad de la leche para coagular con el cuajo, ello significa mas
tiempo de coagulacion o coagulo méas suave, un desuerado mas lento y pérdida de
materia seca en el suero por un codgulo débil (Arévalo, 2014); (Reglamento Técnico
Centroamericano 67.04.50:17, 2018).

2.4.6 Inoculacion de cultivos iniciadores y fermentacion

Dependiendo del tipo de queso que se desea elaborar pueden agregarse cultivos de bacterias
lacticas que facilitan la formacion de coagulos, la acidificacion e inhibicion del crecimiento de
otros microorganismos (Lobos & Pavez, 2021). En la elaboracion de quesos frescos, no es

necesario agregar fermentos iniciadores, lo que preserva el sabor dulce natural de la leche, sin
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embargo, debido a la naturaleza no fermentada el queso puede volverse agrio con el tiempo y
debe consumirse una vez esté producido como en el caso del queso fresco, en cambio para la
elaboracion de quesos madurados, se afiaden bacterias acido lacticas conocidos como fermentos
iniciadores para que comiencen el proceso de acidificacion; estas bacterias convierten la lactosa,
el azlcar de la leche, en éacido lactico haciendo disminuir el pH de la leche (Genesis, 2015).
Estas bacterias no solo son responsables del aroma, sino que también contribuyen a la
maduracion al participar en la protedlisis (ruptura de la proteina) y la lipolisis (ruptura de las
grasas), estas bacterias se pueden clasificar esencialmente por su temperatura Optima de

crecimiento en dos grupos: mesdéfilos 20-30°C y terméfilos 37-45°C (Ortellado et al., 2015).
2.4.7 Coagulacion

La coagulacion es el proceso inicial en la transformacion de la leche en queso, donde la proteina
de la leche, especificamente la caseina experimenta la desnaturalizacion (Genesis, 2015).
Durante este proceso, la leche se transforma en un gel, como resultado de las modificaciones
fisicoquimicas de las micelas de caseina (Romero & Mestres, 2004). La coagulacion de la leche
puede ocurrir por diferentes mecanismos que inducen las modificaciones de las micelas de las

caseinas segun el método empleado de las siguientes maneras:

> Coagulacién por actividad enzimatica: la coagulacion por actividad enzimatica, se utiliza
unas enzimas coagulante llamado cuajo que tiene la propiedad de causar la coagulacién
de la caseina de la leche obtenida a partir de un extracto enzimatico del cuarto estbmago
de los rumiantes, que se obtiene mediante la maceracion de estos animales, generalmente
terneros, cabritos, y ovejas (Guerrero, 1995). Durante la coagulacion enzimaética,
provocada por la accion de la renina o quimosina, se produce la formacion de un gel
debido a los cambios fisicoquimicos que tiene lugar en las micelas de caseina; esto se
combina con un proceso de agregacion, que es una fase no enzimatica, la cuajada
obtenida es mineralizada, compacta, flexible, elastica e impermeable (Gonzalez et al.,
2017). El cuajo tiene la propiedad de romper la molécula de kappa caseina a nivel de
enlace entre los aminoacidos 105-106 (fenilalanina-metionina), lo cual inestabiliza las
micelas y provoca la coagulacion de la leche dandose la formacién de la cuajada que
sera el proceso que dara origen al queso, estos pueden estar afectados por la temperatura
debido a la accion de la enzima es maxima a temperatura de 40-42°C, el pH, contenido
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de sales de calcio soluble a la leche, ademas para ayudar el proceso, se adiciona cloruro
de calcio en una concentracion entre 0,1 y 0,2 g/l de leche para favorecer la precipitacion
de las proteinas (VirtualPro, 2014).

> Coagulacion &cida o lactica: se le afiade los fermentos iniciadores, se deja reposar en un
sitio templado, a temperatura de unos 22°C durante varias horas, estos fermentos acttan
como agentes acidificantes de modo que utilizan la lactosa de la leche para obtener
energia y la transformacion en acido lactico (Genesis, 2015). La cuajada tiene las
siguientes caracteristicas: estd parcialmente desmineralizada, porosa, fiable y poco
contractil, esta puede verse afectada por factores como la temperatura, cantidad de
microorganismos y tipo de microorganismos (VirtualPro, 2014). Si se afiade un acido
mineral u organico a la leche, cuando el pH llega a 4,6, que el pH que corresponde al
punto isoeléctrico de las caseinas, esta flocula formando un precipitado méas o menos
granuloso (Romero & Mestres, 2004). Las caracteristicas principales de la coagulacion
acida es la disminucion del pH de la leche hasta un cierto punto isoeléctrico, la
coagulacién &cida es reversible, el tiempo de coagulacion esta en relacion directa con la

cantidad de acido y temperatura de la leche (Romero & Mestres, 2004).
2.4.8 El desuerado o escurrimiento

Después de la coagulacion de la leche se forman dos productos distintos que son la cuajaday el
lactosuero, el primero es la caseina coagulada y el segundo es un subproducto que contiene
sales, proteinas, vitamina, lactosa y grasa (Lobos & Pavez, 2021). EI desuerado es el proceso
mediante el cual se separa el suero de la leche una vez ha coagulado, el gel resultante retiene en
su interior gran cantidad de suero y para que este suero se separe de la parte acuosa (lactosuero)
del solido que se formo por la coagulacidn, es necesario aplicar acciones mecanicas como el
corte, la agitacion y la coccion para facilitar la separacion de el suero del sélido coagulado
(Parras, 2009). Una vez terminada la coagulacion, se debe cortar el cuajo en pequefios trozos,
este procedimiento consiste en facilitar la liberacion del suero y la sinéresis de la cuajada; el
corte es efectuado por medio de liras, primero con las liras horizontales y después con lira
vertical para formar asi pequefios cubos (Cobos et al., 2023). Hay factores que contribuyen al
desuerado como la agitacion que tiene como objetivo acelerar el desuerado e impedir la
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adherencia de los granos efectuada con agitadores o rotelas y la coccion que permite la elevacion
de la temperatura para disminuir la hidratacion de los granos de la cuajada favoreciendo la
sinéresis y consistencia del grano, por Gltimo, se deja en reposo por unos minutos y se extrae

con una tela suiza con un fleje de acero (LIPA, 2020).
2.4.9 Moldeo y prensado

El procesos de moldeo tiene como objetivo dar forma al queso y facilitar la aglomeracion de los
granulos de cuajada; esta masa de queso se colocan en moldes de tamafio adecuados, que pueden
ser de madera, metal o plastico con el fin de eliminar el exceso de suero y para dar forma, segln
el tipo de queso pueden ser: cilindricos, de bola, prisma de base cuadrada, ademas entre el molde
y la cuajada suele colocarse un pafio a modo de filtro para que pueda salir el suero durante el
prensado (Chaves, 2006). El objetivo del prensado es completar el desuerado, al forzar la
eliminacidén del suero y conferir a la masa del queso su forma definitiva, este procedimiento
dependeré del tipo de queso cuanto mas se prensa un queso, mayor es su pérdida de agua y méas
en su consistencia o dureza (LIPA, 2020).

2.4.10 El salado

La funcion del salado es para mejorar el sabor, facilita el desuerado, facilita la conservacién de
los mismo evitando la proliferacion de microorganismo, por Gltimo, interviene en la formacion
de la corteza del queso (Lobos & Pavez, 2021). El salado puede realizarse a través de distintos
métodos: por inmersion, entre ellos, el salado en el suero (en quesos frescos), en la masa del
queso, sobre la superficie del queso (luego del moldeado y prensado) o por un bafio de salmuera

(queso ya moldeado) (Lobos & Pavez, 2021).
2.4.11 Maduracion.

Los quesos frescos no pasan por la fase de maduracion, ya que esta listo para su consumo
inmediato, pero en otros quesos, el tiempo de maduracién varia de acuerdo con la caracteristica
de cada uno (Cobos et al., 2023). El proceso de maduracién es cuando se orea el queso
colocandolo en estantes dentro de camaras o cuevas donde se controlan las condiciones de
humedad, temperatura, la aireacion, pH, contenido de sal para propiciar cambios en las

propiedades fisicas, quimicas y microbioldgicas del queso, para la transformacion de sus
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componentes y asi poder adquirir el aroma, textura, sabor y consistencia adecuada (Lobos &
Pavez, 2021). Sus principales cambios durante la maduracion son: la fermentacion de la lactosa
a acido lactico, donde producen pequefias cantidades de acido acético, propionico, CO2 y
diacetilo, realizada principalmente por bacterias lacticas, otro cambio es la proteo6lisis, que es
uno de los procesos méas importantes de la maduracion, que no solo interviene en el sabor si no
también en el aspecto y textura, otro proceso de maduracién es la lipolisis (Ortellado et al.,
2015).

Materia prima

Estandarizaciton
Pasteurizacién

Inoculacién

Fermentacion

Coagulacion

Cultivos
lacticos

Cuajo

Desuerado —— Suero

IMok:'(-o y prensa do]

Empaque

EsQuEMA 4.2:  Las etapas del proceso de elaboracidn
del queso.

Figura N°1. Las etapas del proceso de elaboracidn general del queso. Fuente: (Hernandez,
2002).
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2.5 Comparacion y técnicas de produccion en quesos artesanal e industrial.

El queso se elabora tradicionalmente a partir de leche de vaca; sin embargo, se puede elaborar
quesos frescos a partir de una mezcla de leche de oveja o vaca (Alban, 2006). En la actualidad
el queso se fabrica mayormente con leche de vaca o con una mezcla de leche de oveja y vaca
siendo esta Gltima la leche que mas se utiliza por el predominio del ganado vacuno, pero también
se elaboran en algunas regiones en minoria con leche de cabra (Vasquez et al., 2005). Los quesos
frescos son elaborados de manera industrial y artesanal, existiendo mayor riesgo de
contaminacion en la produccion artesanal debido principalmente a la falta de implementacion
de buenas practicas de manufactura (Instituto Nacional de Salud, 2011). La gran variedad de
quesos que existen en el mercado son elaborados de manera artesanal, sin embargo, en la
actualidad las condiciones de elaboracion han mejorado debido a los progresos tecnol6gicos en
los procesos de produccion y transformacién de los productos lacteos, los diferentes quesos que
existen corresponde a la naturaleza y procedencia de la leche a partir de distintas especies de
animales, la forma en la que se elaboraran diferenciadas por la region, condiciones

climatoldgicas, histéricas, econdémicas (Villegas et al., 2016).

El queso, elaborado artesanalmente mediante la fermentacion de la leche de diversas especies
como vaca o cabra, se destaca por ser un proceso realizado con la destreza manual y con equipos
sencillos transmitido a través de generaciones por medio de recetas familiares que varian seguin
la region; estos conocimientos tradicionales, desde la agricultura hasta la produccion del queso
suelen utilizar ingredientes locales o frescos y la utilizacion de leche cruda la cual le confiere
caracteristicas organolépticas y sabores con menor escala de produccién. (Montel et al., 2014).
Sin embargo, es importante tener en cuenta que la produccién natural no siempre garantiza una
mayor seguridad en término de higiene y microbioldgica en comparacién con los productos
elaborados mediante procesos industriales ya que, los quesos elaboradas de forma artesanal no
cuentan con pautas ni regulaciones de control de calidad sanitaria en comparacion con los quesos
elaborados por grandes industrial comerciales, a quienes se les exigen estrictos controles de
calidad sanitario, ademas la pasteurizacion que utilizan los pequefios queseros es en cuba (63°C
durante 3° minutos) o ningln proceso térmico, en comparacion con las grandes empresas
comerciales que someten su leche a una pasteurizacion a alta temperatura y corto plazo (72°C

durante 15 segundos) ya que utilizan equipos mas sofisticados y en ocasiones mas mecanizados,
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aunque una diferencia es que los quesos artesanales no presentan aditivos como colorantes
(Cirne et al., 2019).

3. Fuente principales de microorganismos en el queso fresco

El queso fresco se considera un alimento rico en nutrientes, pero pueden funcionar como
vehiculos de transmision de diversos microorganismos que puedan ocasionar enfermedades
relacionadas con el consumo del queso blandos con contenidos de humedad altos, la mayoria de
estos brotes se debe a la contaminacion por la utilizacion de leche cruda o por contaminacién
posterior a la pasteurizacion por condiciones ambientales, durante el ordefio o elaboracion,
equipos de trabajo, manipulacion, transporte y almacenamiento (Choi et al., 2016).

Dependiendo de su procedencia mas frecuente se pueden agrupar dichos microorganismos en:

» Endogenos, pertenecientes al propio alimento, se encuentra en el antes de su
elaboracion, se destacan microorganismos patogenos de plantas y causantes de zoonosis
(Morén, 2014).

» Exdgenos, microorganismos que llegan a los alimentos durante su obtencién,
elaboracion, transporte, conservacion, industrializacion, manipulacion, etc. Se destacan
microorganismos procedentes del suelo, polvo, agua, utensilios utilizados para la
fabricacion, superficie de contactos con los alimentos, manipulados, en general todos
aquellos que proceden del ambiente y sea capaz de entrar en contacto con el alimento
(Moréan, 2014).

3.1 Microbiota inicial de 1a leche cruda

La leche contiene muy pocas bacterias al extraerla de la ubre de una vaca sana que, por otra
parte, no se multiplican cuando se manipulan correctamente (Garcia et al., 2020). Si se utiliza
leche cruda para la fabricacién del queso fresco, esta estara constituida por la microbiota inicial
de la leche lo que puede ocasionar que sea altamente perecedera si no se trata adecuadamente
durante el ordefio, pero ademas puede contaminarse aumentando su carga microbiana, por
microorganismos patdgenos provenientes por factores externos como el suelo, agua no potable,

animales, las ubres del animal, el propio estiércol del animal, aire, por una mala pasteurizacion,
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mala higiene durante el proceso de fabricacion, malos hébitos de limpieza de los utensilios y
equipos de trabajo (D'Incecco et al., 2021).

El microbiota de la leche y los productos lacteos puede incluir una variedad de bacterias,
levaduras y mohos, algunos de los cuales son beneficiosos y otros pueden se patdgenos v,
ademas, causar el deterioro de la leche y productos lacteos (Kumar & Patyal, 2024). El sabor
del queso de leche cruda se debe principalmente a la comunidad microbiana natural presente en
él, que no solo contribuyen al desarrollo del sabor, sino como probidticos, porque actian como
un sistema de defensa inhibiendo bacterias patogenos del tubo digestivo de los seres humanos;
estos microorganismos son clave como indicadores de calidad y criterios microbiolégicos del
queso fresco, entre los géneros de bacterias presentes se encuentran: Leuconostoc,
Lactobacillus, Streptococcus y Lactococcus, que producen sustancias inhibidoras, como
bacteriocinas, que ayudan a prevenir la proliferacion de patogenos (Merchan et al., 2018). La
propiedad mas importante de estas bacterias acido lacticas que estan presentes en la materia
prima es su capacidad para fermentar la lactosa con produccién de &cido lactico y pueden ser
muy beneficiosas en la fabricacion para el queso y no permiten que bacterias oportunistas
crezcan (Frazier & Westhoff, 1994).

Sin embargo, se ha determinado que la produccion de quesos con leche cruda de vaca puede dar
lugar a una diversidad bacteriana dominada por bacterias lacticas y Pseudomonas, aunque puede
haber presencia de bacterias del filo Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes y Actinobacteria
que son considerados con mayor frecuencia como microorganismos patdgenos intestinales que
prosperan en entornos anaerdbicos y pueden producir enfermedades (Quigley et al., 2013).
Pequefios productores de quesos artesanales habitualmente utilizan leche no pasteurizada que
en muchas ocasiones proviene de animales enfermos de mastitis, representado un riesgo
potencial de bacterias patdgenas responsables de ocasionar mastitis en las ubres de las vacas y

producir enfermedades alimentarias en los seres humanos (Perdomo et al., 2015).
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3.2 Factores que favorecen la contaminacion microbiana durante la obtencion de la

materia prima y elaboracion de queso fresco

Las bacterias pueden llegar a la leche por vias externas si entran en contacto con suelo, fuentes
de abastecimientos de agua, el aire, polvo acumulado, animales o el contacto directo con

alimentos crudos (Chavez, 2016).
3.2.1 Contaminacién en la granja durante el ordefio
» Contaminacion propia del animal

Los microorganismos que conforman el microbiota final del queso pueden proceder de
diferentes fuentes de contaminacion, entre las que destacan la contaminacion propia del
animal en los entornos de ordefio donde la leche se contamina a partir del animal
especialmente en la zona externa de la mama o area proxima que hayan estado en contacto
con el suelo, estiércol o agua estancada (Garcia et al., 2020). La leche utilizada para la
produccion de queso puede contaminarse en el momento de la sintesis u obtencién de la
leche de las glandulas mamarias donde puede haber gérmenes inocuos del ganado vacuno,

asi mismo en el exterior de la ubre puede hallarse microorganismos (Gutiérrez et al., 2021).
» Contaminacion de equipos y utensilios de trabajo

La contaminacion puede también surgir durante la recoleccion por la utilizacion de las
maquinas de ordefios, los cubos y recipientes donde se almacena la leche y utensilios para
el ordefio que no hayan sido limpiados correctamente y un mal mantenimiento de la
temperatura durante el almacenamiento y transporte de la leche hacia la fabrica donde se
elabora los productos lacteos contribuyen a que aumente la carga microbiana (Gutiérrez et
al., 2021).

» Contaminacion por manipulacién por parte del ordefiador

La contaminacién mecanica durante el ordefio suele ser menor que con el manual, debido a
gue las manos del ordefiador y otras personas sirven como fuente de contaminacion
microbiana en especial por bacterias patdgenas, pero esta contaminacion se reduce con el

lavado correcto del ordefiador, esquilando los costados de la ubre, cepillando el animal y
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lavando las mamas con agua o con una solucion germicida antes de ordefiar (Decheco,
2006).

3.2.2 Contaminacién durante la elaboracion del queso

A pesar de que la leche pase por un proceso de pasteurizacion al ser un producto de origen
animal y rico en nutrientes, puede contaminarse después de la pasteurizacién por amplio
espectro de microorganismos provenientes de diferentes fuentes, relacionados con una mala
falla en el proceso térmico, ademas el problema radica en que los microorganismos
patdgenos en la leche pasteurizada pueden ser capaces persistir sin causar alteraciones
organolépticas aumentando los riesgos sanitarios (Luigi et al., 2013). El autor (Schén et al.,
2016) indica que aunque la leche cruda se considere como el principal contribuyente a la
contaminacion del queso, no es la unica fuente, los microorganismos pueden ser inoculados
intencionalmente durante la utilizacion de cultivos iniciadores lacticos, durante el proceso
de maduracion por el personal de trabajo o en el entorno de la produccién por contaminacion
ambiental por bacterias y hongos presentes en el aire, ademas algunos patdgenos tienen la
capacidad de formar biopeliculas y persistir en las superficies de contactos con los alimentos
0 equipos de trabajo por lo cual se ha relacionado con la contaminacién cruzada durante y
después de la produccion. En las industrias con instalaciones modernas para la produccion
de queso, se pueden formar biopeliculas de bacterias psicrotroficas, bacterias lacticas no
iniciadoras en las superficies de los equipos, convirtiéndose en fuentes de contaminacion en
lotes sucesivos de queso, ademas las superficies de mesas para el procesamiento, las tinas
de leches, entre otros equipos también son fuentes ricas de microbios que pueden ocasionar
alteraciones microbiologicas y fisicoquimicas durante la fabricacién del queso por una mala
limpieza y desinfeccién de los equipos de trabajo (Didienne et al., 2012). Durante la
elaboracion del queso, el producto se encuentra con muchas superficies de equipos en su
viaje desde la leche hasta la cuajada y el queso, todas funcionando como vectores potenciales
para los microbios, por lo tanto, el area de procesamiento puede funcionar como un
reservorio importante para la transferencia de microbios si existen malos habitos de limpieza
en los equipos (Bokulich & Mills, 2013). Estos riesgos de contaminacion estan relacionados
cuando no se cumplen con las medidas higiénicas adecuadas durante la etapa del proceso de

fabricacion y distribucion por medio de la manipulacion por manos o el uso de equipos de
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trabajo con una deficiencia de limpieza cuando se realiza la preparacion del queso en el
hogar o el mercado por medio de los trabajadores (Kousta, et al., 2010).

Cuando algunos de estos puntos no son controlados, la posibilidad de encontrar agente

contaminante aumenta, estd puede englobar en dos tipos de contaminacion:

» La contaminacion cruzada directa: esto ocurre cuando un alimento contaminado entra
en contacto directo con uno que no lo esta y le transfiere su contaminacion (Reid et al.,
2021).

» La contaminacion cruzada indirecta: es la transferencia de los microorganismos que
llegan de un alimento contaminado a otro alimento a través de la manipulacién por
manos, utensilios de trabajo como cuchillos y superficies como las tablas de corte (Reid
etal., 2021).

Otra fuente de contaminacion son los refrigeradores de almacenamiento en quesos de leches
pasteurizada (Brito, J et al., 2008). La temperatura de almacenamiento es un factor clave que
puede influenciar en la actividad microbiana, la cual puede variar durante y después del
procesamiento del producto ya que es dificil mantener de manera constante la temperatura en
cada etapa de la cadena de alimento, por lo que es necesario mantener informado sobre el control
adecuado del manejo seguro y la temperatura de almacenamiento de la leche y productos lacteos
(Ziyaina et al., 2018).

3.3 Factores que afectan el crecimiento microbiano y la alteracion en el queso

El deterioro del queso dependera de su composicion quimica, pero también por
microorganismos presentes en la materia prima inicial y en el producto inicial (Cepida, 2022).
Los factores que influyen en la supervivencia y crecimiento de los patdgenos en el queso y su
deterioro son parametros quimicos propios del queso como lo son: la alta actividad del agua, el
pH como la baja acidez, la concentracion de sal, contenido de nutrientes, los conservantes,
contenido de humedad alto y parametros fisicos como las condiciones ambientales de
almacenamiento como la temperatura y humedad del ambiente, asi como el saneamiento
inadecuado permiten el desarrollo para que las bacterias patdgenas propias de la materia prima

y microorganismos provenientes del ambiental durante el proceso de elaboracion (Gould et al.,
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2014). Los defectos y las alteraciones en el queso se entienden como una disminucion de la
calidad refiriéndose al olor, sabor, color, consistencia, textura y aspectos exteriores por factores
microbiologicos y tecnologicos relacionados con la calidad de la materia prima, condiciones

higiénicas de produccién y tecnologia de fabricacion (Moreno, 1988).

Estos microorganismos presentes en la materia prima como bacterias del géneros de
Lactobacillus spp., Leuconostoc spp y Lactococcus spp, son beneficiosos y contribuyen a
mejorar las caracteristicas organolépticas, sin embargo, también puede haber microorganismos
patdgenos y alterantes que pueden colonizar el queso, entre ellos se encuentran ciertas especies
de mohos, bacterias Pseudomonas spp, Clostridium spp, Bacillus spp, Staphylococcus spp y
otros microorganismos psicotrofos, estos microorganismos presentan enzimas proteasas
extracelulares y lipasas que catalizan la hidrdlisis de las grasas, su actividad proteolitica
degradan la caseina dando lugar péptidos que dan un sabor amargo, por otro lado su actividad
lipidica degrada los lipidos dando lugar a &cidos grasos lo que contribuye a dar un sabor amargo,
cambios de color y olores anormales en la leche, pero estas enzimas se inactivan por tratamientos
térmicos (Sanz, 2021).

Otra alteracion del queso es la formacion de gas, acido volatiles y otros productos perjudiciales
debido al desdoblamiento de la lactosa apareciendo hinchazén en la masa del queso entre estos
microorganismos se encuentran las levaduras que producen sabores anormales, bacterias E. coli,
especies del género Clostridium y bacterias del tipo Bacillus que son responsables de producir
a partir de la lactosa acido lactico, acido acético, alcohol, anhidrido carbénico, hidrogeno y de

producir hinchazén precoz (Moreno, 1988).

Las bacterias termoduricas que son aquellas capaces de resistir a tratamientos térmicos como la
pasteurizacion entre ellas se encuentran especies de Bacillus, Lactobacillus y algunas especies
de hongos como Aspergillus y Penicillium causando defectos en la textura, olores

desagradables, alteracién del pH y formacién de gases (Frazier & Westhoff, 1994).
3.4 Microorganismos contaminantes en el queso y riesgo de enfermedades

El queso una vez producido debe cumplir con las normas de calidad higiénica para asegurar que

sea apto para el consumo humano a través de evaluaciones que indiquen la calidad del queso,
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algunos indicadores son: los fisicos-quimicos (humedad, pH, actividad del agua) y los
microbioldgicos que funcionan para determinar si hay presencia de patdgenos que afecten la
calidad del producto (Rios et al., 2012). Los analisis microbiologicos de recuento e
identificacion funcionan para detectar microorganismos indicadores de calidad sanitaria, que
son aquellas especies microbianas que se encuentran en gran nimero indicando contaminacion
producto de précticas higiénicas insatisfactorias, lo cual genera un riesgo para la salud humana
(Camargo et al., 2021). Los indicadores de calidad microbiolégica en los alimentos es uno de
los parametros mas importante durante la produccién y distribucién de los alimentos, estos
indicadores son fundamentales para predecir la vida en anaquel corto de un alimento y el grado
de contaminacion al que se encuentra expuesto a lo largo de la cadena de produccion (Soria,
2020). Entre los agentes como indicadores de calidad microbiana y causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos relacionados con el consumo de queso estan las bacterias, hongos,
parésitos, priones y sus metabolitos secundarios como toxinas; estos microorganismos
contaminan los alimentos en pequefias cantidades, pero cuando se encuentran en las condiciones
adecuadas para sobrevivir y multiplicarse pueden alcanzar los niveles necesarios para causar
enfermedades por intoxicaciones como en el caso de Staphylococcus aureus en el queso fresco
(Castillo & Glenda, 2013). Los patégenos mas comunes reportados en la produccion de quesos
con leche cruda de vaca incluyen: Escherichia coli responsable de casos de diarrea infantil,
Salmonella spp., Listeria monocytogenes., Staphylococcus aureus., Yersinia enterocolitica y
Brucella spp; estos patdgenos son conocidos por causar brotes de enfermedades transmitidas
por alimentos ETAs tanto en Estados Unidos como en América Latina (ANMAT, 1996);
(Astufiaupa, 2021). Ademas, aunque en menor frecuencia puede haber contaminacion de hongos

y levaduras (Biurrun, 1995).
3.4.1 Coliformes totales y Escherichia coli.
a. Coliformes totales:

Un grupo importante de microorganismos indicadores de calidad sanitaria en quesos frescos lo
conforman todas las bacterias coliformes que agrupan a todas las bacterias entéricas y que
pertenecen al filo Proteobacteria, orden Enterobacteriales, familia Enterobacteriaceae, que se
caracterizan por tener forma de bacilos, Gram negativos, no esporulado, oxidasas negativas,
capaces de fermentar lactosa, con produccion de gas en 48 horas a temperatura de 37°C
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(Castellanos et al., 2020). Dentro de los coliformes totales existe un subgrupo denominado
coliformes fecales, estas especies habitan en el intestino de los seres humanos y animales de
sangre caliente por lo cual son catalogados como indicadores de contaminacion fecal en
alimentos, agua y suelo, dentro de este grupo de coliformes fecales pertenecen los géneros
Escherichia sp., Klebsiella sp., Enterobacter sp., Citrobacter sp. (Madigan et al., 2015). Los
coliformes fecales relacionados con la flora intestinal tienen la caracteristica de ser termo
tolerante, se pueden multiplicar a 44°C, pero al igual que al grupo de coliformes totales no son

formadores de esporas (Soria, 2020).

La mayoria de los coliformes totales habitan normalmente en el tubo digestivo de los humanos
y animales de sangre caliente, pero algunas no son necesariamente intestinales ya que algunas
se encuentran normalmente en el medio ambiente por ejemplo en el suelo, en las plantas y
generalmente no causan problemas en la salud, sin embargo, estas bacterias son usadas como
indicadores en pruebas de agua y alimentos porque sefialan la presencia de patdgenos que si
pueden causar enfermedades (Garcia, 2000); (Division de Salud Publica de Carolina del Norte,
2009). Algunas de las propiedades que determinan que las bacterias coliformes sean importantes
en las alteraciones que experimentan los alimentos son: la capacidad de las bacterias de este
grupo para crecer perfectamente dentro de un intervalo de temperaturas bastante amplio, desde
temperaturas inferiores a 10°C hasta una temperatura proxima a los 46°C, su capacidad para
producir importantes cantidades de &cido y gas a partir de azUcares, su capacidad para producir
sabores desagradables (Frazier & Westhoff, 1994).

Los coliformes son utilizados como indicadores sanitarios para la deteccion de practicas
sanitarias deficientes en el manejo para la fabricacion de los alimentos mediante la manipulacion
por manos y equipos de trabajo, también para evaluar la calidad microbiolédgica de un producto
y la calidad sanitaria del agua utilizada en las diferentes areas para la elaboracion de alimentos
(Castillo & Glenda, 2013).

b. Escherichia coli:

» Caracteristicas y epidemiologia
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Escherichia coli es un subgrupo de coliformes fecales (Candelaria & Cecilia, 2009). E. coli es
una bacteria Gram negativa, oxidasa negativa, con forma de baston de la familia
Enterobacteriaceae, es capaz de crecer tanto aerObicamente como anaerObicamente,
preferiblemente a 37°C, y puede ser mévil o inmavil, con flagelos peritrico (Croxen et al., 2013).
El habitat normal en donde se encuentra la bacteria de E. coli es en el intestino de los seres
humanos, animales de sangre caliente y pueden encontrarse en las heces de animales, desde
donde pueden contaminar alimentos crudos, la leche, especialmente si los animales han estado
tumbados en su propio estiércol, si las ubres y los pezones no se han lavado adecuadamente
antes del ordefio (Fox et al., 2017). El autor (Guerrero, 2023) sefiala que la transmision de E.
coli es de origen fecal y generalmente ocurre de persona a persona o bien a través de agua y
alimentos contaminados, como podria suceder con la leche, esta puede resultar contaminada si
las maquinas de ordefios no estan perfectamente higienizadas o si no se realizan la limpieza
adecuada de las ubres, por lo que la leche cruda podria convertirse en un vehiculo de transmision
de patdgenos. La mayoria de las infecciones por E. coli son enddgenas, es decir, algunas células
de E. coli que forman parte de la flora bacteriana normal del paciente son capaces de producir
una infeccion cuando las defensas de este se encuentran alteradas, pero la mayoria de las

gastroenteritis son causadas por cepas que se adquieren de forma exdgena (Murray et al., 2006).
» Patogenia

E. coli es responsable de causar enfermedades como gastroenteritis, septicemia, meningitis,
infecciones del aparato urinario por factores de virulencia especializado por formar adhesinas
que son capaces de permanecer en el aparato urinario y digestivo produciendo antigenos del
factor de colonizacién CFA/I, CFA/Il'y CFA/IIL, pero también producen exotoxinas como Shiga
(Stx-1, Stx-2), las toxinas termoestables (STa, STb) y las toxinas termolabiles (LT-1'y LT-II)
(Murray et al., 2006). La bacteria utiliza el alimento como medio de cultivo multiplicandose,
alcanzando grandes cifras aumentando la posibilidad de que el consumidor se infecte, algunas

cepas de E. coli patdgenas pueden ser invasoras y otras enterotoxigenicos (Brooks et al., 2012).
» Enfermedades clinicas

Los autores (Romero et al., 2009) sefialan que la presencia de E. coli en quesos frescos, no

pasteurizado estan asociados a brotes de enfermedades alimentaria e intoxicaciones con mayor
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frecuencia que los quesos pasteurizados que van desde sintomas pocos graves o llegando a
causar diarrea, infecciones urinarias, enfermedades respiratorias, infecciones sanguineas y que
incluso pueden producir toxinas que son responsables de producir diarreas con sangre. En su
mayor parte, E. coli no patdgenos son un grupo de bacterias inofensivas que se utilizan con
mayor frecuencia como organismos indicadores de contaminacion fecal y constituyen parte
esencial de la flora bacteriana en humanos, sin embargo, hay clones que han adquiridos factores
de virulencias que les han permitido adaptarse a nuevos nichos y causar enfermedades graves
dentro de las cuales se incluyen seis categorias patdgenas que causan gastroenteritis y afectan a
los humanos: E. coli productora de toxina Shiga (STEC; también llamada E. coli productora de
verocitotoxina o VTEC), de la cual E. coli enterohemorragica (EHEC) es un subgrupo patogeno;
E. coli enteropatogena (EPEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC) responsables de producir la
enfermedad conocida comunmente como diarrea del viajero; E. coli enteroagregativa (EAEC);
E. coli enteroinvasiva (EIEC) también responsables de producir diarrea del viajero; y E. coli
difusamente adherente (DAEC), la mayoria producen toxinas que causan trastornos de
gastroenteritis (Farrokh et al., 2013). La cepa E. coli Enteropatégeno (EPEC), son causantes de
causar gastroenteritis con sintomas de diarrea y su transmision es via fecal-oral a causa de
alimentos aguas o fémites actuando como vehiculo de transmisién, en adultos sanos, la diarrea
inducida por EPEC puede ser consecuencia con la ingesta de estas bacterias con una dosis de

108 a 1010 microorganismos, siendo esta dosis infecciosa menor en nifios (Croxen et al., 2013).

A continuacion, se detallan la gastroenteritis producida por E. coli patdgenas:
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Microorganismo Lugar Enfermedad Patogenia

de accion
E. coli Intesting Diarrea infantil en paises subdesarrollados; Histopatologia U/B mediada por un plasmido con la
enteropatdgena delgado diarrea acuosa y vomitos, heces no alteracion de |a estructura normal de la microvellosidad,
(ECEP) sanguinolentas lo que da lugar a malabsorcién y diarrea
E. coli Intestino Diarrea del viajero; diarrea infantil en paises Enterotoxinas termoestables y/o termolibiles
enteratoxigena delgado subdesarrollados; diarrea acuosa, vomitos, mediadas por plasmidos que estimulan
(ECET) espasmaos abdominales, nauseas, febricula la hipersecrecidn de liguidos vy electrélitos
E. coli Intestino Inicialmente diarrea acuosa, seguida de diarrea Mediada por las toxinas Shiga (Stx-1, Stx-2), que

enterohemorragica
(ECEH)

Erueso

sanguinolenta (colitis hemorragica) con espasmos
abdominales; sin fiebre o con febricula; puede
progresar a sindrome hemolitico urémico (SHU)

interrumpen la sintesis de proteinas; lesiones U/B
con la destruccion de la microvellosidad intestinal,
que da lugar a disminucién de la absorcidn

E. coli Intesting Enfermedad en los paises subdesarrollados; fiebre,  Invasion mediada por un plasmido y destruccian
enteroinvasiva grueso espasmos, diarrea acuosa; puede progresar a de las células que recubren el colon

(ECEN) disenteria con escasas heces sanguinolentas

E. colf Intesting Diarrea infantil en paises subdesarrollados; Adherencia agregativa de los bacilos mediada por un
enterpagregativa  delgado diarrea del viajero; diarrrea acuosa persistente plasmido («ladrillos apiladoss) can acortamiento

(ECEA)

con vamitos, deshidratacion y febricula

de las microvellosidades, infiltracidn mononuclear

y hemorragia; disminucion de la absorcign de liquidos
Figura N°2. Gastroenteritis producida por Escherichia coli. Fuente: (Murray et al., 2006).
3.4.2  Staphyloccocus aureus.

» Caracteristicas y epidemiologia

Los estafilococos son bacterias grampositivas, anaerobios facultativos y coagulasa positivos es
decir que producen una enzima gue coagula el plasma sanguineo, crecen en forma esférica o de
COCos, se presentan principalmente en grupos que recuerdan a racimos de uvas, se encuentran
principalmente en la piel, gldndulas de la piel y membranas mucosas, del hombre y otros
animales de sangre caliente y son importantes patdgenos responsables de intoxicaciones
alimentarias debido a que produce una enterotoxina que se transmite por los alimentos (Fox et
al., 2017); (Feijoo et al., 2023). Pertenecen al filo Firmicutes, clase Bacillis, orden Bacillales,
2020).

Aproximadamente el 30% de la poblacion humana esta colonizada por S. aureus presentes en

familia  Staphylococcaceae, género Staphylococcus (Castellanos et al.,
las vias nasales, desde donde contaminan las manos (Wertheim et al., 2005). El género
Staphylococcus incluye actualmente 42 especies diferentes, algunas de ellas forman parte de la
flora microbiana normal de piel y mucosa en humanos y otras se encuentran sélo entre la flora
de animales mamiferos y aves (Pahissa, 2009). Pueden crecer en un amplio rango de temperatura
entre 6 y 48°C siendo muy resistentes al calor, pero su temperatura 6ptima de es de 37°C, toleran
un pH entre 4 y 10 con un pH 6ptimo de 7 a 7.5 y resistentes a altas presiones osmaéticas por lo

cual pueden tolerar una concentracion de sal de 0 a 20%, ademas produce una amplia variedad
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de enterotoxinas termoestables, y no compiten bien con otros microorganismos (Zaira &
Castillo, 2002); (Ahmed et al., 2019). Staphylococcus aureus crecen en medios con altos
porcentajes de salinidad (7,5% NaCl), también son resistente a la sequedad, la radiacion que les
permite prosperar sobre la piel y resiste a la congelacidn, se inhibe a temperaturas inferiores a
5°C y no produce la toxina por debajo de 10°C, se inhiben a temperatura de coccion (> 65°C)
(Castillo & Glenda, 2013). Durante el proceso de la elaboracion del queso, la contaminacion
puede provenir de diferentes fuentes como la leche cruda proveniente de animales infectados
destinados a la produccion de alimentos, pueden estar presentes en fomites o biopeliculas en las
plantas de procesamientos, pueden presentarse en portadores humanos sanos o simplemente
pueden ser el resultado de una higiene deficiente durante el proceso de produccion,

comercializacion y almacenamiento del producto (Even et al., 2009).
» Patogenia

Las especies que se asocian con mayor frecuencia a enfermedades en los seres humanos son
Staphylococcus aureus el miembro mas virulento y mejor conocido del género y es la Unica
especie colonizadora del ser humano que produce enzimas coagulasa (Murray et al., 2006). S.
aureus es un importante patdgeno transmitido por los alimentos y se debe mas a la accion de las
toxinas que del propio microrganismo produciendo gastroenteritis (Feijo6 et al., 2023). S.
aureus también es la causa mas comun de mastitis, una inflamacion de la ubre, en vacas lecheras,
una de las enfermedades infecciosas mas importante que se produce en los rebafios de ganado
lechero, causando importantes pérdidas econdmica siendo uno de los principales patégenos
asociado con la mastitis bovina (Rabello et al., 2007). Esto no significa que deba estar
inexistente en productos lacteos como el queso fresco, debido a su naturaleza del producto puede
encontrarse de forma natural en la leche y otros productos lacteos frescos como el queso, aun
asi, si se encuentran a gran cantidad pueden ser responsables de producir enfermedades
transmitidas en alimentos por lo que resulta en una gran preocupacion (Vasconcelos & Ribeiro
de Souza da Cunha, 2010). Es responsable de intoxicaciones alimentarias en humanos por lo
que es un contaminante comdn de la leche y productos lacteos; se inactiva mediante
pasteurizacion, alrededor del 50 % de los aislados procedentes de leche cruda son responsables
de producir enterotoxinas (D'amico & Donnelly, 2011). Las intoxicaciones alimentarias por S.

aureus producen una amplia gama de enfermedades como septicemia, meningitis, endocarditis,
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osteomielitis y sindrome de shock téxico (Wertheim et al., 2005). S. aureus produce una gran
numero de factores de virulencia que producen enterotoxinas que son capaces de ocasionar
intoxicaciones, algunas cepas producen una o mas exoproteinas adicionales, que incluyen: cinco
toxinas citoliticas (alfa, beta, delta, gamma, y leucocidina de Panton-Valentine [P-V], dos
toxinas exfoliativas A y B y ocho enterotoxinas (A a E, G a ) y la toxina-1 del sindrome del
shock toxico (TSST-1) leucocidina (Dinges et al., 2000); (Murray et al., 2006); (Cadena et al.,
2018).

> Enfermedades clinicas.

Son responsables de producir enfermedades del aparato digestivo transmitidas en alimentos a
menudo se relacionan con la ingestion de alimentos contaminados por patégenos microbianos o
por las toxinas que estos producen (Rios et al., 2012). Las manifestaciones clinicas de algunas
enfermedades estafilococicas se deben exclusivamente a las actividades de las toxinas ejemplo
SPEE, intoxicacion alimentaria, mientras que otras afecciones se deben a la proliferacion que
provocan abscesos y dafios tisulares (Murray et al., 2006). Los sintomas de intoxicaciones
alimenticias por estafilococos aparecen a las pocas horas, es decir, de 1 a 6 horas después de la
ingestion de alimentos contaminados, dependiendo de la susceptibilidad individual y de la dosis
toxica ingerida puede causar nausea, calambres abdominales, diarrea y vomitos (Le Loir et al.,
2003). Las intoxicaciones alimentarias se caracterizan por la aparicion de vémitos, nduseas,
diarrea, dolor abdominal y también se ha descrito la presencia de sudoracion y cefalea, pero no
de fiebre, por lo general la diarrea son acuosas y no sanguinolenta y puede ocasionar
deshidratacién (Murray et al., 2006). La pérdida importante de liquidos y electrolitos por la
deshidratacién puede causar debilidad, presion arterial muy baja y en algunos casos la
intoxicacion puede resultar mortal, especialmente en las personas muy jovenes, muy mayores 0

debilitadas, por ejemplo, por enfermedades prolongadas (Gotfried & Katz, 2023).

Por lo general, los sintomas de la intoxicacion alimentaria por estafilococos se inician de forma
repentina con nauseas y vomitos intensos, alrededor de 30 minuto a 8 horas después de ingerir
el alimento contaminado, también puede ocasionar retortijones abdominales, diarrea y a veces
dolor de cabeza, pero si se presenta el sindrome del shock toxico lo sintomas son fiebre con

hipotensién con elevada mortalidad en ausencia de tratamiento (Gotfried & Katz, 2023)
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3.4.3. Hongos microscopicos filamentosos y levaduras.

El queso, debido a su composicion es muy susceptible de contaminacion por hongos y levaduras,
el crecimiento determinado de algunos hongos puede ser de gran beneficio debido a que aportan
caracteristicas organolépticas deseables en la maduracion como en el Roquefort, queso azul y
pueden formar parte del proceso de elaboraciéon de ciertos tipos de quesos, pero en otras
ocasiones el crecimiento incontrolado de hongos en los alimentos puede ocasionar alteraciones
fisicoquimicas o produccion de micotoxinas (Ruiz, 2023). Los hongos filamentosos y levaduras
se encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente, algunos desempefian una importante
funcion en la produccién de alimentos y pueden encontrarse como microbiota natural de un
alimento o como contaminante causantes de la descomposicion de otros alimentos debido a la
utilizacion en su metabolismo de los carbohidratos, cidos grasos, proteinas y lipidos, producen
metabolitos tdxicos termorresistente y produce esporas que les permite llegar a nuevos
ambientes por el aire y contaminar otros alimentos, ademas se caracterizan por presentar un
crecimiento lento y de baja competitividad, razon por la cual se manifiestan en los alimentos
donde el crecimiento bacteriano es menos favorable (NOM-111-SSA1, 1994). Las condiciones
necesarias para que un hongo crezca en superficie son: existencia de esporas, bases nutrientes,
humedad y temperaturas entre 4 a 38°C (Pérez & Vargas, 2019). Los autores Webster & Weber
en 2007, los definen de la siguiente forma: son organismos eucariotas, heterétrofos, pueden
reproducirse sexual y/o asexual por medio de esporas o trozos de micelios (Vidal, 2016). Se
distinguen de otros eucariotas por la presencia de una rigida pared celular formada por quitina
y glucano, dependiendo de la especie estos pueden llevar una vida como saprofitos
(descomponen materia organica muerta), comensales o parasitos obligados (Murray et al.,
2006).

> Hongos microscdpicos filamentosos.

Se utiliza el termino mohos para referirse a hongos filamentosos multicelulares y su crecimiento
en la superficie en los alimentos suele ser reconocible con caracteristicas en el aspecto como el
color blanco, colores oscuros, color humo, forma algodonosa y sus caracteristicas pueden

estudiarse mediante observaciones macroscopicas y microscopicas (Frazier & Westhoff, 1994).
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Los hongos crecen en la superficie de los alimentos con un aspecto aterciopelado o0 a veces
pigmentado y su presencia en las superficies de quesos madurados proporciona un sabor, aroma
unico y caracteristico para el queso, debido a las enzimas que los mohos poseen, las cuales
contribuyen al proceso de maduracién del queso, aunque la presencia de ciertos mohos puede
ocasionar alteraciones no deseadas en el queso, lo que puede resultar en pérdidas econdémicas y
problemas de salud para el consumidor (Hayaloglu & kirbag, 2007). Ademaés, algunas especies
de moho pueden producir metabolitos secundarios (micotoxinas), por lo que representa un

riesgo para la salud del consumidor (Kure et al., 2004).

Los mohos necesitan oxigeno para la respiracion celular y la multiplicacién (Montanhini, 2021).
Algunas especies de hongos (mohos) pueden producir micotoxinas en la leche y otros alimentos
como las aflatoxinas producidas por Aspergilus flavus que son sustancias venenosas y pueden
tener diversos efectos negativos en la salud humana que va desde intoxicacion o cronico (OMS.,
2023).

Entre los géneros de hongos que se encuentran comunmente en los quesos, podemos destacar:
Aspergillus (A. orizae, A. flavus, A.soyae), Cladosporiu m (C. herbarum y C. cladosporoides),
Mucor (M. pussilus, racemosus y rouxii ), Penicillium (P. expansum, P. italicum, P.
camembertii, P. roquefortii), Rhiizopus (R. stolonifer), Claviceps (C. purpurea) y Fusarium.
(Montanhini, 2021). Algunos representantes de los géneros anteriores pueden producir toxinas,
tales como A. flavus y C. purpurea, por otro lado, los mohos del género Penicillium son los que
se encuentran mas comunmente en la superficie de los quesos, siendo P. commune el méas
frecuente (Montanhini, 2021).

» Levaduras.

Aunque las levaduras desempefian un papel positivo en el proceso de maduracion del queso, su
presencia también puede contribuir a ciertas alteraciones, debido a ciertas caracteristicas que les
permite crecer a bajas temperaturas, fermentar la lactosa, resistir a altas concentraciones de sal
y la habilidad para tolerar valores de baja actividad del agua 'y pH (Padilla et al., 2014); (Garrido-
Lestache, 2018). Las células de levaduras son ovoides o esféricas, en forma de limon, su
temperatura de crecimiento comprende entre 5y 30 a 37°C, pero su temperatura éptima es de

25°C (Zaira & Castillo, 2002). Las levaduras mas frecuentemente aisladas en quesos son:
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Candida spp., Y. lipolytica, K. marxianus, G. candidum, D. hansenii y Pichia spp. (Montanhini,
2021). Los quesos artesanales poseen una gran variedad de especies de levaduras que pertenecen
a los geéneros: Debaryomyces, Geotrichum, Kluyveromyces, Candida, Pichia y Yarrowia, las
secuencias de un fragmento del gen 26S del ADNr indic6 que Kluyveromyces marxianus fue la
especie predominante, seguida de Saccharomyces cerevisiae, Clavispora lusitaniae,
Kluyveromyces lactis y Galactomyces geotrichum (Binetti et al., 2013). La contaminacion de
los quesos por levaduras puede ocasionar cambios sensoriales notables, especialmente debido a
un olor caracteristico desagradable, similar al de la masa fermentada o incluso a huevo podrido,

causado por su actividad proteolitica (Montanhini, 2021).

4. Buenas practicas de manufactura (BPM) en la elaboracion artesanal e industrial

de productos lacteos (quesos)

Las buenas practicas de manufactura son procedimientos necesarios para lograr alimentos
inocuos que se aplican a lo largo de la cadena de elaboracion de alimentos, mediante un conjunto
de higiene y habitos durante la manipulacion de la materia prima, equipamiento y utensilios
(Soruco, 2013). La limpieza es la parte mas importante de todas las operaciones que se realizan
en el local que se fabrica el queso y otros productos lacteos (Juérez et al., 2011). El autor
(Arango, 2023) indica que las normas deben ser aplicadas a todas las etapas en la cadena de
suministro, que incluye la produccién primaria, el procesamiento, envasado, almacenamiento,

distribucion para garantizar la inocuidad de la leche para que pueda ser apta para su consumo.
4.1 Ordeiio higiénico y la utilizacion de animales sanos

El ordefio efectuado a manos, como el efectuado a maquinas debe realizarse de manera higiénica
para obtener un producto de alta calidad a través de buenas instalaciones de ordefio, limpieza de
forma controlada de las mamas, pezones, del material y equipos de ordefio, vigilancia constante
del funcionamiento de las instalaciones y controlar la sanidad del rebafio mediante calendarios
sanitarios de higiene general (Moreno, 1988). El empleo de sistemas de ordefio mecanicos ayuda
a reducir la contaminacion a partir del animal, ordefiadores, aire y suelo, pero la contaminacion
estara mayormente en los tanques de almacenamiento y en el sistema de ordefio (Decheco,

2006). Los animales deben recibir una buena alimentaciéon balanceada de calidad y también
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deben cumplirse con los estandares de bienestar animal, proporcionando un ambiente y

condiciones adecuadas para la salud del animal (Arango, 2023).

4.2 Control de produccion

Los controles de produccion son esenciales para detectar contaminantes fisicos, quimicos y
bioldgicos. (Soruco, 2013). Cuando se recibe la leche es importante realizar analisis sensoriales
mediante la observacion, olor y si es necesario probar la materia prima para determinar si se
trata de un producto limpio y apto para la fabricacion del queso (Juérez et al., 2011). También
puede realizarse analisis de mastitis que permite saber o detectar si el animal se encuentra
enfermo por mastitis bovina, causado por algunos microorganismos y prueba de acidez que
puede indicar la carga microbiana de la leche, asi como el cuidado en cuanto a higiene y
conservacion (MEFCCA, n.d.). Ademas, todo el material de empaque y envase debe ser de
grado alimentario y almacenarse en condiciones que los protejan del polvo, plagas u otros

contaminantes (Soruco, 2013).
4.3 Infraestructura de la planta procesadora

El area o la planta procesadora debe contar con acceso y alrededores libres de materiales
acumulados, basura, chatarra, maleza, agua estancada u otros elementos que puedan atraer
contaminantes o plagas mediante barreras anti-plagas, ademas, el area de procesamiento debe
estar claramente separadas y sefializadas como area de recepcion, procesamiento, control de
materia prima, almacenamiento, entre otras para evitar posible contaminacion cruzada (Soruco,
2013). Es importante barrer y trapear el piso del local donde se prepara el producto, no debe
haber acumulacién de polvo, contaminantes de humo o vapor (Juérez et al., 2011). Se enfatiza
sobre la importancia de que las instalaciones siempre deban estar limpias y desinfectadas
regularmente, los pisos, paredes, y techos deben ser faciles de limpiar y mantener en buenas
condiciones, ademas se deben implementar controles contra plagas para evitar contaminacion

en los productos lacteos (Arango, 2023).
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4.4 Limpieza de equipos y utensilios de trabajos

Todo el equipo y utensilios debe estar construido y disefiado con materiales que permitan su
facil limpieza. (Soruco, 2013). Lavar las mesas donde se realizan los procesos de elaboracién
del queso, los utensilios y equipos de trabajo deben ser siempre lavados con agua potable y
jabdn para luego dejar escurrir y secarlos con mantas (Juarez et al., 2011). Los materiales no
deben impregnar olores o sabores extrafios al queso, deben ser resistentes a continuas
operaciones de limpieza y desinfeccidn, usos de equipos permanentes para tener un protocolo

fijo de limpieza (Gonzales & Puente de la Vega, 2017).
4.5 Abastecimiento de agua

El agua utilizada para la limpieza y desinfeccion de equipos debe ser potable de forma continua
permanente, debe cumplir de forma regulada con analisis por un laboratorio externo acreditado
y pruebas microbiologicas, ademas de verificar niveles de cloraciéon y pH (Gonzales & Puente
de la Vega, 2017).

4.6 Personal e higiene

El personal es clave para asegurar la calidad, y seguridad de los alimentos, por lo que su estado
de salud debe ser apto para la manipulaciéon del alimento, ademas, es esencial que usen
uniformes limpios diariamente, incluido el calzado, que se laven las manos correctamente antes
de empezar a trabajar, después de ir al bafio y cada vez que se manipule los materiales o
ensuciado las manos, el personal también debe mantener ufias cortas, evitar el uso de cosméticos
durante el trabajo, el cabello debe estar completamente recogido y se prohibe fumar, beber y
comer en el area de trabajo (Soruco, 2013). El personal de trabajo debe evitar utilizar reloj,
anillos y cualquier articulo que pueda estar en contacto con el producto (Juarez et al., 2011). El
personal debe ser capacitado sobre la importancia de las practicas de higiene y el buen uso de
las nuevas tecnologias implementadas en plantas procesadoras, el personal no debe introducir
los dedos en la nariz, oreja, boca, rascarse alguna parte del cuerpo, también deben utilizar
mascarilla, guantes, batas, mandil (Gonzales & Puente de la Vega, 2017). El autor (Arango,

2023) tambien indicada que es importante que los trabajadores mantengan una buena higiene

40



personal, que incluye el lavado de manos frecuente, usar equipo de proteccion personal

adecuado como guantes y no fumar, comer o beber en areas de produccion.

4.7 Transporte y almacenamiento adecuado

La leche debe ser transportada y almacenada a temperatura adecuada para evitar su deterioro y

contaminacion (Arango, 2023).

4.8 Conservacion y control de microorganismos en el queso fresco

» Empleo de calor durante la elaboracion el queso

La pasteurizacion se ha hecho necesario desde un punto de vista sanitario, el objetivo es
destruir los microorganismos patdgenos de la leche que pueda transmitirse a los
consumidores y mejorar su conservabilidad (Decheco, 2006). Los métodos de
pasteurizacion destruyen los microorganismos patdgenos y reduce considerablemente el
resto de los otros gérmenes, modificando poco la composicion de la leche, en las
industrias queseras y las queserias artesanal se suele utilizar el método de pasteurizacion
lenta a 65°C durante 30 minutos en forma discontinua, la ventaja es que no se modifica

las propiedades de la leche (Moreno, 1988).
» Refrigeracion y conservacion de la materia prima y quesos

Si no se va a transformar la leche en queso inmediatamente es importante evitar que
aumente el numero de microorganismos que contiene mediante refrigeracion y
conservacion a 4°C en un tiempo maximo de dos horas después del ordefio (Moreno,
1988). Los quesos frescos pasteurizado una vez elaborado, se enfrian inmediatamente
manteniéndose refrigerado hasta que llegan al consumidor a una temperatura de 0 a 4,4
°C y se recomienda mantener refrigerada mientras permanece almacenado en la planta
de tratamiento, en el camion durante su transporte y en las tiendas de ventas al por menor
y durante su distribucion (Frazier & Westhoff, 1994).

4.9 Requisitos microbioldgicos con los que debe cumplir el queso fresco

El andlisis microbiologico no tiene caracter preventivo si no que funciona para inspeccionar y

asi valorar la carga microbiana puesto que es un proceso analitico (Barrios, 2006). La
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cuantificaciéon de microorganismos indicadores como coliformes totales permite analizar la
calidad microbiologica de los alimentos, ya que estos deben ser destruidos por tratamientos de
pasteurizacion, térmico, quimicos y su presencia puede indicar fallos en la elaboracion y
conservacion lo cual puede generar problemas para la salud publica (Romero, 2019). La calidad
higiénica se refiere a la cantidad de bacterias que esta en los alimentos como la leche y productos
lacteos desde el ordefio hasta la conservacion y la calidad sanitaria es la cantidad de células
somaticas que posee la leche y productos lacteos producto de mastitis subclinica en vacas

(Gonzales & Puente de la Vega, 2017).

En Panamd existe una resolucion N°589 del 5 de diciembre del 2000 que establece un
reglamento técnico que tiene como objetivo establecer las definiciones y los requisitos que debe

cumplir el queso fresco nacional, dada por el ministerio de comercio e industrial. (Reglamento

técnico 16-377-99, 2001).

Cuadro N°2. Reglamento técnico 16-377-99, 2001.

Requisitos microbioldgicos que debe cumplir el queso fresco nacional
Coliformes fecales/g -10
Staphylococcos aureus, coagulasa positiva -100
Pat6genos Ausencia
Hongos y levaduras -10

Fuente: Reglamento técnico (Reglamento técnico 16-377-99, 2001).

En el afio 2003, en Panama se publicd una actualizacion del reglamento técnico (Resolucion
N°361 del 1 de agosto 2003) que establece los requisitos microbioldgicos que debe cumplir el
queso fresco nacional, dada por el ministerio de comercio e industrial. (Reglamento técnico
DGNTI-COPANIT 16, 2003).
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Cuadro N°3. Reglamento técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003.

Requisitos Microbiologicos en quesos frescos

Coliformes Totales 100 UFC/g
Coliformes fecales 3-10 NMP/g
E. coli <3 NMP/g
Staphylococcos aureus -10 UFC/g
Patdgenos Ausencia

Fuente: Reglamento técnico (Reglamento técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003).

En Panamé también se rigen por el reglamento centroamericano para el queso fresco, el cual
obedece a la necesidad de priorizar los analisis microbioldgicos para el registro y la vigilancia
de los alimentos por lo que se establecen limites y medidas, basandose en la probabilidad de
causar dafio a la salud, el reglamento técnico Centroamericano clasifica al queso fresco como
un alimento tipo A que comprende los alimentos que por su naturaleza, composicion, proceso,
manipulacion y poblacion a la que va dirigida, tienen una alta probabilidad de causar dafio a la

salud (Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018).

Los limites permisibles maximos en subgrupos de alimentos: quesos frescos, no madurados,
requeson, sus mezclas de productos lacteos con aceite o grasa vegetal comestible y similares

descrito por el reglamento técnico centroamericano:
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Cuadro N°4. Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018.

Parametro Categoria Tipo de alimento Limite permitido
Escherichia coli 6 10 UFC/g
Staphylococcus aureus 8 A 10 UFC/g
Listeria monocytogenes 10 Ausencia 25/g
Salmonella ssp 10 Ausencia 25/g

Fuente: (Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018).

5 Técnicas de método rapido en placas Petrifilm para recuento total e identificacion de

indicadores de calidad microbiologica.

Esta técnica de Petrifilm minimiza el procedimiento tedioso y maximiza la productividad en el
laboratorio y a su vez proporciona los resultados faciles de interpretar basandose en normas
existentes para los alimentos, son medios de cultivos listos para usarse, en formato de placas
rehidratadle compuesto por una pelicula plastica, adhesivos + indicador + nutrientes especificos
+ gel, adhesivos y una pelicula con cuadriculas y a su vez facilitando los resultados en tres pasos,

inoculacidn, incubacién y recuento (Petrifilm, 2015).

5.1 Placas Petrifilm para recuento rapido de E. coli/ coliformes

Las placas Petrifilm para recuento répido de E. coli/coliformes son medio de cultivos selectivos,
contiene Agar bilis rojo violeta modificado un agente gelificante en agua fria y diferencial listos
para ser empleados, constituido por peptona, extracto de levadura, sales biliares, TTC, rojo
neutro, cristal violeta, cloruro de sodio, agar, lactosa, 5-bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-
glucurdnido un indicador de glucuronidase activity y un tetrazolium indicador que facilita la

enumeracion de colonias (Guide Interpretation REC 3M Petrifilm, 2017).

Interpretacion de los resultados:
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La United States Food and Drug Administration (FDA) Bacteriological Analytical Manual
(BAM) define a los coliformes como Gram negativos con produccion de &cidos y gas por la
lactosa durante la fermentacién metabdlica por lo que el recuento en areas de 20 cm2 si hay
crecimiento, las colonias E. coli son azules con gas y las colonias coliformes totales son rojas y
azules con gas, el recuento optimo es de 15-150 UFC (Guide Interpretation REC 3M Petrifilm,
2017).

5.2 Placas Petrifilm Staph Express para el recuento de Staphylococcus aureus.

Las placas Petrifilm Staph para recuento de Staphylococcus aureus son un medio de cultivo listo
para ser empleado, que contiene un agente gelificante soluble en agua fria, este medio
modificado cromogénico Bair-Parker en la placa es selectivo y diferencial para Staphylococcus
aureus (Guia de Interpretacion Staph Express 3M Petrifilm, 2007).

Interpretacion de los resultados:

Se realiza el conteo de las colonias rojo-violeta, el disco Staph Express Petrifilm se debe utilizar
cuando la placa presente colonias que no sean color rojo-violeta, como por ejemplo colonias
negras o azul-verdosas, este disco contiene un indicador y acido desoxirribonucleico (DNA), S.
aureus produce desoxirribonucleasa (DNasa) y la DNasa reacciona con el indicador para formar

zonas rosadas (Guia de Interpretacidn Staph Express 3M Petrifilm, 2007).

5.3 Placas Petrifilm para el recuento rapido de hongos y levaduras

Las placas Petrifilm Staph para recuento de hongos y levaduras son un medio de cultivo listo
para ser empleado, que contiene nutrientes agar Saboraud, constituido por peptona, glucosa,
cloranfenicol, gentamicina, BCIP (indicador de fosfatasa) (Guide Interpretation RYM 3M
Petrifilm, 2017).

Interpretacion de los resultados:

Las colonias de levaduras son colonias pequefias, bordes definidos, abultadas, color rosado a
verde-azul, por otro lado, las colonias de mohos son colonias grandes, aplanadas, bordes difusos,
centro oscuro, de color azul-verde variables tras una incubacion prolongada y el recuento éptimo
es de 15-150 UFC (Guide Interpretation RYM 3M Petrfilm, 2017).
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CAPITULO II

METODOLOGIA
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1. Trabajo de campo

1.1 Area de estudio

El estudio se llevd a cabo en la ciudad de Panama, las muestras de queso industrial fueron
obtenidas de un supermercado de la localidad y el queso artesanal fue comprado en un puesto
de venta dentro de un mercado de alimentos frescos, ambos lugares ubicados en el corregimiento
de Calidonia, distrito de Panam4, provincia de Panamé (8°58'04"N 79°32'12"W). Las muestras
fueron transportadas para su analisis microbiolégico en los laboratorios de la Escuela de
Biologia, Facultad de Ciencias Naturales, Exactas y Tecnologia; Depto. de Microbiologia y

Parasitologia del campus central de la Universidad de Panama.

1.2 Diseiio experimental

1.2.1 Seleccion de las muestras

Los tipos de quesos recolectados son quesos blancos, blandos, con sal, prensados, elaborados
con leche de vaca y de 200 g aproximadamente. Se realizaron un total de cinco muestreos, un
muestreo por semana, entre los meses de febrero y marzo del 2024, obteniendo asi un total de
diez muestras, cinco muestras de queso blancos industrial de una misma marca que fue elegida
al azar mediante un sorteo, pero cada muestra con diferentes nimeros de lotes y fechas de
vencimiento y cinco muestras de quesos artesanal recolectado del mismo lugar de venta para su
analisis microbioldgico. Las muestras fueron elegidas y tomadas con base en el reglamento
técnico centroamericano (RTCA), en el cual se indica la categoria de alimentos para los que se
establecen los limites permisibles para coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus
aureus, hongos y levaduras (RTCA 67.04.70:14, 2016).

1.2.2 Toma de muestras.

Para la toma de muestras de quesos artesanal e industrial, se implementaron las medidas
higiénicas adecuadas para evitar la contaminacion durante la recoleccion y traslado de las
muestras hacia el laboratorio para su andlisis, las muestras se tomaron de manera cuidadosas,
recolectando una muestra de queso artesanal del mismo lugar de venta y otra de queso industrial
del mismo supermercado. Cada muestra fue colocada individualmente en bolsas ziploc rotuladas

con el numero de lote, fecha de la recoleccion, lugar de la colecta donde fueron adquiridas para
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garantizar la validez de los resultados. Los datos del proceso de toma de muestra fueron anotados
en una bitacora de campo, alli se coloco la informacion de temperatura de transporte (para
garantizar que las muestras mantuvieran la cadena de frio hasta la llegada al laboratorio), tiempo
de transporte, fecha, hora de la toma de muestra (para monitorear el tiempo trascurrido entre la
recoleccion y la llegada de la muestra al laboratorio para su analisis microbiolégico),
coordenadas de los sitios de venta del producto, cddigo del lote del producto y condiciones de
almacenamiento y distribucion al consumidor. Los datos tomados fueron recopilados en forma
de cuadros y colocadas en la seccidn de anexos de datos de toma de muestras de quesos artesanal

e industrial (Anexos A).

Para garantizar las condiciones dptimas durante el traslado de las bolsas ziploc con las muestras
fueron colocadas en un recipiente de plastico de forma y tamafio adecuado, para evitar que los
quesos entraran en contacto con el hielo de la nevera portatil, donde fueron almacenadas para
su transporte al laboratorio. Se monitoreo constantemente la temperatura durante el transporte
utilizando un termémetro de mercurio. Se siguieron los procedimientos de muestreo sugeridos
por la Norma Teécnica Ecuatoriana (NTE INEN 1529-2, 1999); (NTE INEN 4, 2013). Las
muestras fueron transportadas hacia el laboratorio de la Escuela de Biologia, Depto. de
Microbiologia y Parasitologia de la Universidad de Panama.

Etiquetado e identificacion de las muestras de quesos:
-Cdédigo de muestra

-Fecha de toma/envio

-Lugar de muestreo

-Hora de la toma y llegada de la muestra.
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Figura N°3. Transporte, rotulado y pesado de la muestra

2. Trabajo en el Laboratorio

2.1 Analisis microbiolégico

2.1.1 Preparacion del medio de cultivo: Buffered Peptone Water 0.1%

El medio se prepar6 en base a la recomendacion del fabricante (25,5 g soluble en 1 L de agua
destilada). Para la preparacion se pes6 11.4 g del medio y se utiliz6 para la mezcla un matraz
con una capacidad de 1000 mL al cual se le agrego 450 mL de agua destilada, con la ayuda de
una probeta de 100 mL. Una vez homogenizada la mezcla, se pas6 90 mL a 3 matraces con
capacidad de 200 mL cada uno y con la ayuda de una pipeta se agreg6 9 mL de la mezcla Buffer
Peptone Water en 20 tubos. Luego se esterilizé en autoclave por unos 15 minutos a 121°C. El

medio preparado presenta un color claro-amarillento y con un pH en un rango de 6.8-7.2 a 25°C.
» Modo de accién del Buffer Peptone Water 0.1%

El caldo contiene muchos nutrientes y tiene altas tasas de reanimacion para las lesiones
bacterianas de los cambios de pH en el medio. La digestion enzimética de la caseina, incluida
la peptona, proporciona nitrégeno, carbono, vitaminas, y minerales mientras que el cloruro de

sodio mantiene el equilibrio osmético.

49



Figura N°S. Proceso de esterilizacion de medio de cultivo

2.1.2  Preparacion de las muestras para el analisis microbiologico.

Para el andlisis microbiano se siguieron los protocolos de higiene. Estos incluyeron el lavado de
manos con agua potable y jabdn liquido antes de iniciar los andlisis y la utilizacién de los
materiales de bioseguridad de laboratorio, como guantes estériles, batas de laboratorio, gorros,
mascarillas todos de material desechable, también se procedio a retirar cualquier tipo de prenda
como anillos, reloj, pulseras, entre otros, para prevenir cualquier riesgo de contaminacién
durante el analisis. Asi mismo se realizd la desinfeccidn de las mesas, equipos de trabajo y la
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camara de flujo laminar con alcohol 70 % ademas, se encendio la luz ultravioleta por 20 minutos
para una desinfeccion profunda de la camara de flujo laminar. Luego se realizo el rotulado de
las placas Petrifilm (3M) y tubos de ensayos preparados previamente siguiendo los protocolos
de higiene, para realizar las diluciones seriadas. Iniciamos el andlisis tomando porciones de
diferentes partes del queso hasta completar 10 g, este proceso lo realizamos ayudados de un
depresor estéril. Los 10 g del queso fueron colocados en una bolsa ziploc a la cual agregamos
90 mL de diluyente buffer (Buffered Pepetone Water estéril): agua peptona al 0.1% preparada
con agua destilada, para luego pasar a mezclar y homogenizar con las manos aplicando un leve
masaje sobre la bolsa ziploc por unos 2 minutos, asi obtuvimos la primera dilucién 101, A partir
de esta muestra inicial 10! se efectuaron diluciones en serie hasta la dilucion 10 en tubos de
ensayos con 9 mL Buffered Peptone Water 0.1% estéril. Las diluciones fueron efectuadas segln
la Norma Técnica Ecuatoriana (NTE INEN 1529-2, 1999).

2.1.3  Preparacion de las diluciones seriadas.

Se realizaron diluciones decimales hasta una concentracion 10°. De la muestra inicial
homogenizada 10! se realizaron diluciones sucesivas, se tomd con una micropipeta de 1 mL y
punta estéril una alicuota de 1 mL de la muestra homogeneizado la cual fue depositada en un
tubo de ensayo de 9 mL con agua peptona estéril, para asi obtener una dilucion 1072, Repitiendo
este proceso con una nueva punta se mezclé 3 veces tratando de mezclar el liquido del tubo y se
transfirio una alicuota de 1 mL del tubo de ensayo 10 a otro tubo con 9 mL de agua peptona
estéril para obtener una dilucion 1073, Este mismo procedimiento se repitié para seguir diluyendo
hasta obtener una concentracion 10° (10, 102, 103, 10, 10°, 10®). Para el analisis de
coliformes totales/E. coli, S. aureus, hongos y levaduras, se utilizo la técnica de placas de
Petrifilm. Se trabajo con la dilucién establecidas previamente en un ensayo preliminar para
determinar la carga microbiana, de acuerdo con lo recomendado para el recuento en placas
Petrifilm, con un rango de 15 a 150 colonias. Estas preparaciones se realizaron de acuerdo con
las normas (NTE INEN 1529-2, 1999); (1SO 6887-1, 2002).
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Pesar 10 gramos Adicionar 90 mL del Reglizar diluciones en
de la muestra diluyente: Buffer Peptone serie: 1 mL +9 mL

Water 0.1% diluyente
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41 L
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100 107 10% 10* 10° 10°

Figura N°6. Esquema para la preparacion de las diluciones seriadas. Fuente: 3M Health

Care Academy

2.1.4 Aplicacion de la inoculacion e incubacion en las tres diferentes placas Petrifilm (3M)

A. Procedimiento para la preparacion de inoculacion general de las muestras en tres diferentes

placas Petrifilm (3M)

Para la inoculacion de las muestras en las placas Petrifilm previamente rotuladas, se aseguro
que las placas estuvieran niveladas y en una superficie plana dentro de la camara de flujo
laminar. Se seleccionaron las diluciones para la inoculacion en las placas Petrifilm, basandose
en la carga microbiana referente a los mejores conteos obtenidos para cada microorganismo en

un ensayo preliminar:

> Placas Petrifilm (3M) para el recuento rapido de E. coli/coliformes totales: Se sembro 1
mL en las diluciones (102, 103, 10%) en el queso industrial y en las diluciones (10%, 102

10%) en el queso artesanal con réplicas por triplicado.

> Placas Petrifilm (3M) para el recuento de Staph Express S. aureus: Se sembré 1 mL en
la dilucién (103, 104, 10°, 10%) con réplicas por triplicado en ambos tipos de quesos. Para
la verificar las colonias presentes que no eran de color rojo-violeta se hizo la utilizacion
de los discos Staph Express Petrifilm de confirmacion. Se utiliz6 un disco por placa
individual, se levantd la pelicula superior de la placa Petrifilm y se coloc6 el disco en la

cavidad de la placa para luego bajar la pelicula superior y se aplico una presion al area
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del disco. Por ultimo, se llevo a incubar las placas por 1-3 horas a 35°C (Carver et al.,
2003); (AOAC Método Oficial 2003.08, 2005).

> Placas Petrifilm (3M) para el recuento rapido de hongos y levaduras: Se sembré 1 mL
en la dilucion (102, 103, 10%) en el queso industrial y en las diluciones (10%, 10%. 10%) en

el queso artesanal con réplicas por triplicado.

De manera general, durante la inoculacion de las placas se procedio a levantar la pelicula
superior evitando tocar el interior de la pelicula con los guantes y con la micropipeta de forma
perpendicular, se tomé de la muestra inicial homogenizada 10 una alicuota de 1 mL de la
muestra para agregarlo en el centro de la placa Petrifilm correspondiente para cada
microorganismo y se deslizé de manera cuidadosa la pelicula superior hacia abajo evitando que
se formaran burbujas de aire. De manera inmediata se aplicd suavemente una presién con el
difusor para esparcir y distribuir el indculo, de esta manera se obtuvo el primer in6culo en la
placa con la dilucién 10 en replicas por triplicado y asi sucesivamente para la inoculacion en
las demas diluciones. Figura N°7 (Interpretation Guide 3M Petrifilm, 2018), (Guia de
Interpretacion 3M Petrifilm, 2007), (Interpretation Guide 3M Petrifilm, 2017).

1S0 6887), huffer de agua peptonad:

o . optimo microorganismos,
{método 150 B578]; sokcidn saina (0.85 2 0.90X);
wﬁmﬁsﬂamnémma Mdpﬂhhuﬂlﬂh

7 Cologue e Placs Petifim en una superficie plana. Desiice cuidadosamente la pelicuia superior haca
]

'y mivelada. Lovante e pelicuis supencr. Con abajo para evitar atrapar burbujas de are. No doje
"““"““‘ﬂ""’"‘"ﬁm caer & pelicula supenor.
a la Piacz Petfim, cooQue . i
lidifiue el gel. Nota: Esparza la
T B e i o Pt o
a siuiente. Esto es muy importante, puesto que
on i Placa Peifim Staph Express el gel se forma
rapdaments.

Figura N°7. Esquema utilizado para la preparacion de las muestras e inoculacidon en placas
Petrifilm 3M. Fuente: (Guia de Interpretacion Staph Express 3M Petrifilm, 2007);
(Interpretation Guide 3M Petrifilm, 2017).
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B. Incubacion de las tres diferentes placas Petrifilm (3M). (Cuadro N°5)

Cuadro N°5. Incubacion de las placas Petrifilm (3M)

Placas Petrifilm (3M) Temperatura (°C) de Tiempo de Incubacion
Incubacién (horas)
Recuento rapido de E. 35+ 1°C 24 horas para los coliformes
coli/coliformes. y 48 horas para las E. coli
Staph Express para el 35+ 1°C 24 horas. Para discos Staph
recuento de Staphylococcus Express Petrifilm de
aureus. confirmacion 1-3 horas
Recuento répido de hongos y 25°C 48 horas para levaduras y 60
levaduras horas para hongos

Fuente: (AOAC Método Oficial 991.14, 2002); (AOAC Meétodo Oficial 2003.08, 2005).
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Figura N°8. Preparacion de las diluciones y sembrado de la muestra
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2.2 Lectura de los resultados

Después del tiempo de incubacion, se seleccionaron las placas rotuladas con su respectiva
dilucion, que contenia entre 15y 150 colonias aisladas, segun el rango de recuento recomendado
en placas Petrifilm (3M). Estas se utilizaron para el analisis y la comparacion de los valores con
los reglamentos técnicos de seguridad alimentaria para el queso. El recuento se realizo con la
ayuda de un contador de colonias para contar las colonias visibles en los tres tipos de placas
Petrifilm. Los valores fueron convertidos y expresados en unidades formadoras de colonias

(UFC/mL) para cada microorganismo estudiado.

- Se realizd el recuento de las réplicas y se selecciond la dilucién dentro del rango de conteo
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de E. coli/coliformes. Se realizé el
recuento de las colonias de coloracion rojas y azules con formacion de gas las cuales indicaban
presencia de coliformes totales y el recuento de las colonias de E. coli de coloracién azules con

formacion de gas las cuales indicaban presencia de esta bacteria.

- Se realizd el recuento de las réplicas y se seleccion6 la dilucién dentro del rango de conteo
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm Staph Express de Staphylococcus
aureus. Se realiz6 el conteo de las colonias de color rojo violeta y con el disco de 3M Petrifilm

las colonias con zonas color rosa.

- Se realizd el recuento de las réplicas y se seleccion6 la dilucién dentro del rango de conteo
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de hongos y levaduras. Se realizo el
conteo de los hongos con la determinacién de caracteristicas de colonias grandes con bordes
difusos de color azul verde y con centro oscuro con bordes difusos y el recuento de las levaduras
con las caracteristicas de colonias pequefas, con bordes definidos, color de rosado a verde

azulado con colonias con apariencia elevada y un color uniforme.

Una vez realizado el conteo y seleccionadas las placas se calculé el promedio del recuento en

base a 3 réplicas para calcular las UFC/mL para cada microorganismo:

e Calculo utilizado: UFC/mL= (N° de colonias contadas x factor de dilucion) / volumen

de siembra.
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3 Analisis estadistico

En este trabajo los datos fueron analizados mediante Excel y el programa de software (past4)
para realizar un analisis estadistico comparativo y descriptivo entre muestras de quesos
industrial y artesanal para establecer si existian diferencias en el niUmero de las colonias entre

los recuentos de microorganismos de los dos tipos de queso estudiados.

Se realiz6 una prueba de comparacion de dos muestras mediante pruebas de normalidad de datos
para establecer si se utilizaba una prueba t de Student o una prueba de Mann Whitney. Se realiz
una prueba de normalidad y los datos obtenidos demostraron que la hipotesis se rechaza (las
variables no siguieron una distribucién normal) (p= < 0.05). Por lo tanto, se realizé una prueba
no paramétrica Mann Whitney utilizando el programa de software (past4) para calcular las
diferencias en el ndmero de las colonias de los coliformes totales, Escherichia coli,

Staphylococcus aureus, hongos y levaduras entre los dos tipos de quesos estudiados.
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CAPITULO 111

RESULTADOS Y DISCUSION
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1. Analisis de la evaluacion de los indicadores de calidad microbiologica en el queso

fresco artesanal e industrial

Los anélisis microbioldgicos mediante el recuento y la identificacion de posibles

microorganismos presentes en los alimentos son esenciales para garantizar la calidad y

seguridad para su consumo mediante el cumplimiento con las normas que establecen los

requisitos microbiologicos en el queso fresco. La presencia de microorganismos contaminantes

en el queso depende de la calidad y el tratamiento térmico de la leche, de la limpieza en los

utensilios y el cumplimiento de las medidas higiénicas en cada una de las etapas durante el

proceso de elaboracion y almacenamiento del producto (Sanchez-Valdés et al., 2016).

1.1 Recuento de coliformes totales en quesos frescos artesanal e industrial

a. Analisis de la evaluacion cuantitativa de la carga microbiana de coliformes totales

Cuadro N°6. Recuento de coliformes totales en quesos fresco artesanal e industrial.

Coliformes totales
Dilucién en | Recuento de
) el rango de colonias Valor estandar de
Tipo de N° de ) Resultados )
recuento promedio en referencia
queso Muestras UFC/mL
recomendado base a 3
<150 réplicas
1 103 69.33x103 6.9x10%
2 10* 114.33x10* 1.1x10°
) 3 102 19.67x10? 1.9x10° 100 UFCl/g
Industrial o
4 10? 85.33x102 8.5x10° (Reglamento técnico
5 102 65.66x102 6.5x10° DGNTI-COPANIT
1 102 21.67x10? 2.1x10° 16, 2003).
2 103 18.67 x10° 1.8x10*
Artesanal 3 103 171x108 1.7x10°
4 10? 34.66x102 3.4x103
5 102 137.33x10° 1.3x10*
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Recuento de coliformes totales en 5 muestras
de queso fresco industrial UFC/mL

1.2E+06 1.1E+06
1.0E+06
8.0E+05
6.0E+05
4.0E+05

20B+05 6 9E+04

1.9E+03 8.5E+03 6.5E+03

0.0E+00
_ Muestra 1 Muestra 3 Muestra 4 _ Muestra 5 v
UFC/mL| 6.9E+04 1.1E+06 1.9E+03 8.5E+03 6.5E+03

Figura N°9. Recuento de coliformes totales en 5 muestras de queso fresco industrial UFC/mL

Recuento de coliformes totales en 5 muestras
de queso fresco artesanal UFC/mL

1.8E+05 1.7E+05
1.6E+05
1.4E+05
1.2E+05
1.0E+05
8.0E+04
6.0E+04
4.0E+04

1.8E+04
2.0E+04 2.1E+03 3.4E+03

1.3E+04

0.0E+00
Muestra 1 Muestra 4 Muestra 5

UFC/mL | 2.1E+03 1.8E+04 1.7E+05 3.4E+03 1.3E+04

Figura N°10. Recuento de coliformes totales en 5 muestras queso fresco artesanal UFC/mL.

En el cuadro N°6, los resultados de los recuentos de coliformes totales en el queso fresco
industrial reflejan que las cinco muestras con distintos tipos de lotes: 1, 2, 3, 4 y 5, mostraron la
presencia de bacterias coliformes totales capaces de crecer y formar colonias visibles en cada
muestra con recuento a niveles mayores a 10> UFC/mL en comparacion con los valores estandar

de referencia panamefio 10> UFC/mL.
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En la figura N°9, se puede observar que la muestra 2 presentd un valor mas alto de carga
microbiana de coliformes totales con un recuento promedio de colonias de 114.33x10* y
(1.1x10% UFC/mL) reportada en la dilucion 10* en comparacion con el resto de las muestras, la
muestra 3 present6 un valor mas bajo de carga microbiana de coliformes con un recuento

promedio de colonias de 19.67x10? y (1.9x10°* UFC/mL) reportada en la dilucién 102,

En el queso artesanal, las cinco muestras: 1, 2, 3, 4, y 5 presentaron crecimiento de bacterias de
coliformes totales capaces de crecer y formar colonias visibles y con recuentos con niveles
mayores a 10° UFC/mL en comparacion con los valores estandar de referencia panamefios 102
UFC/mL, ver cuadro N°6.

En la figura N°10, se puede observar que la muestra 3 present6 una carga microbiana mas alta
de coliformes, con un recuento promedio de colonias de 171x10% y (1.7x10° UFC/mL) reportado
en la dilucion 10% en comparacion con el resto de las muestras, mientras que la muestra 1
presentd una carga microbiana de coliformes un poco méas baja con un recuento promedio de
colonias de 21.67x10%y (2.1x10® UFC/mL) reportada en la dilucion 102,

b. Analisis estadisticos para establecer diferencias en el nimero de coliformes totales
en el recuento de las colonias de las cinco muestras de queso artesanal y las cinco

muestras de queso industrial

Para el analisis estadistico, se seleccionaron las diluciones dentro o cerca del rango de recuento
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de coliformes totales/E. coli, que

corresponde a las diluciones 10 y 10 en ambos tipos de quesos:

Anélisis para establecer diferencias en el nimero de coliformes totales en el recuento promedio
de las colonias en la dilucion 102 de las cinco muestras de queso artesanal y de las cinco muestras
de queso industrial, segun la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa de Software
Past4.
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Cuadro N°7. Prueba U: Mann Whitney para coliformes totales en la dilucion 102,

Mann-Whitney test for "equal medians™
Q. Industrial Q. Artesanal
N: 5 N: 5
Mean rank: 2.5 Mean rank: 3
Mann-Whitn U : 10
z: 0.41779 p (same med.): 0.6761
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.6867
Exact permutation: p (same med.): 0.69048
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Figura N°11. Andlisis de la mediana para establecer diferencias en el nimero de coliformes

totales en el recuento promedio de las colonias en la dilucién 102



Anélisis para establecer diferencias en el niUmero de coliformes totales en el recuento promedio
de las colonias en la dilucion 10° de las 5 muestras de queso artesanal y de las 5 muestras de

queso industrial, segun la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa de Software Past4.

Cuadro N°8. Prueba U: Mann Whitney para coliformes totales en la dilucion 103,

Mann-Whitney test for "equal medians”
Queso industrial Queso artesanal
N: 5 N: 5
Mean rank: 3 Mean rank: 2.5
Mann-Whitn U : 10
z: 0.41779 p (same med.): 0.6761
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.6928
Exact permutation: p (same med.): 0.69048
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150+
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Figura N°12. Analisis de la mediana para establecer diferencias en el nimero de coliformes

totales en el recuento promedio de las colonias en la dilucién 10°.

62



En los cuadros N°7 y N°8. Los resultados de las pruebas de U de Mann Whitney
obtenidos indican que no existen diferencias en el nimero de coliformes totales en la dilucion
102 (U=10; p=0.68; g=5), y en la dilucion 10° (U= 10; p= 0.69; g=5) con referencia al promedio
del recuento de las colonias de coliformes totales en el queso industrial y artesanal. Esto sugiere
que ambos tipos de quesos tuvieron una carga microbiana muy similar en cuanto a la

contaminacion por coliformes totales.

En la figura N°11, se puede observar que el queso artesanal presenta una mediana de 109 del
recuento de colonias del promedio en la dilucion 102 y el queso industrial una mediana de 85.3,
estos resultados indican una tendencia hacia un mayor crecimiento de coliformes totales en el
queso artesanal. Sin embargo, en la figura N°12, el queso industrial presentaba una mediana de
11.3 del recuento de colonias del promedio en la dilucion 103, en comparacion al queso artesanal
que tuvo una mediana de 9, lo cual sugiere que en una dilucion mas alta el queso industrial tuvo

mayor crecimiento de coliformes totales.

c. Comparacion de los resultados obtenidos con los estandares existentes

microbioldgicos de inocuidad y limites permisivos para coliformes totales:

En el cuadro N°6. Los valores reportados en las cinco muestras del queso fresco
industrial variaron entre 1.9x10% UFC/mL a 1.1x10® UFC/mL, valores que son muy superiores
a los valores establecidos por el (Reglamento técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003) para el
queso fresco, el cual indica que el limite aceptable es 100 UFC/g. Al comparar estos valores los
resultados obtenidos en el queso fresco industrial indican que las muestras 1, 2, 3, 4y 5
estuvieron por encima de los valores estandar aceptables que establece el (Reglamento técnico
DGNTI-COPANIT 16, 2003). En el queso artesanal los valores variaron entre 2.1x10° UFC/mL
a 1.7x10° UFC/mL reportados de las muestras 1, 2, 3, 4 y 5. Estos valores también estuvieron
por encima de los valores estandar aceptables que establece el (Reglamento técnico DGNTI-
COPANIT 16, 2003), correspondiente a 100 UFC/g.

Los resultados obtenidos nos indican que todas las muestras de queso tanto industrial como
artesanal presentaron recuentos elevados de UFC/mL de coliformes totales, superando los
valores estandar de referencia. La presencia de bacterias coliformes totales puede ser un

indicativo de posible contaminacion fecal por parte de bacterias patdgenas lo que puede sugerir

63



la posible presencia de E. coli, Salmonella spp, Listeria monocytogenes que pueden causar
brotes de enfermedades transmitidas en los alimentos causando efectos negativos en la salud de

los consumidores (Merchan et al., 2019).

Estos resultados sugieren que los ambientes en donde se elaboran este producto no retnen las
condiciones sanitarias minimas y que adicionalmente existe la posibilidad de que se esté
trabajando con leche no pasteurizada, por lo que se sospecha de posible utilizacion de leche
cruda para elaborar los quesos tanto artesanal como industrial. Los resultados obtenidos en las
muestras de queso fueron casi similares a los resultados obtenidos por (Vasquez et al., 2018) en
muestras de quesos frescos industriales donde tomaron 30 muestras de queso de seis empresas
teniendo como resultados una variacion significativas entre las muestras de quesos entre las seis
empresas de los cuales cuatro empresas (A,B,C y D) obtuvieron promedio de coliformes totales
que no cumplian con las normas establecidas debido a que tuvieron recuentos hasta 10* NMP/g
lo cual puede estar relacionado con la utilizacion de leche cruda o sin pasteurizar, el mal manejo
de almacenamiento de la leche para la elaboracion del queso o la contaminacion por la excesiva

manipulacion al que se ve sometida el producto para su venta.

La concentracién de coliformes que exceden las 100 UFC/mL a menudo son indicativos de
préactica de produccion antihigiénicas (Walstra et al., 2005). La presencia de bacterias coliformes
totales en la leche puede ocurrir por una contaminacion durante el ordefio, esta puede deberse a
que la ubre y pezones de la vaca puede estar en contacto directo con bacterias coliformes que
estén en el ambiente (corral, potreros) que suelen ensuciarse por la presencia de heces de las
propias vacas u otros animales, desperdicio de animales, lodo, orina y agua residual (Reyes et
al., 2016). Ademas, el uso de equipos para el ordefio, agua no potable utilizada para lavar los
equipos de ordefio y mala higiene del manipulador a cargo del ordefio influyen a la
contaminacion fecal por parte de este microorganismo en la leche (Zamoran, 2012). Los autores
(Rodriguez et al., 2009) mencionan que la presencia de coliformes en los alimentos puede ser
un indicativo de contaminacion fecal, pero la presencia de coliformes no siempre ocurre por una
contaminacion fecal directa en la leche, esta también puede ocurrir por una contaminacion post-
proceso térmicos. Los autores (Bintsis & Angelidis, 2008) mencionan que los productos
elaborados a partir de leche pasteurizadas pueden contaminarse por coliformes totales después

de la pasteurizacion por una mala higiene durante el manejo por parte de los trabajadores y por
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equipos y utensilios de trabajo sin una correcta desinfeccion. Otros posibles factores de
contaminacion pueden asociarse a condiciones inadecuadas durante el transporte y
almacenamiento de la leche para la posterior elaboracion del queso fresco, como variaciones de
humedad y temperatura que favorecen el crecimiento. (Walstra et al., 2005). Nosotros
sospechamos de contaminacion cruzada en el queso artesanal debido a la manipulacion excesiva
por parte del vendedor que dispensaba el producto sin la utilizacion de guantes durante su venta.
También se sospecha la posible contaminacion cruzada con otros patdgenos, debido a que
utilizaban el mismo cuchillo para realizar cortes multiples veces para dividir el queso sin

higienizarlo entre otros productos que se vendian en el lugar.

1.2 Recuento de Escherichia coli en quesos frescos artesanal e industrial

a. Analisis de la evaluacion cuantitativa de la carga microbiana de Escherichia coli.

Cuadro N°9. Recuento de Escherichia coli en quesos fresco artesanal e industrial.

Escherichia coli.
Dilucion en | Recuento de
) el rango de colonias
Tipo de N° de _
recuento promedio en UFC/mL )
queso Muestras Valor estandar de
recomendado base a 3 _
] referencia
<150 réplicas
1 10° 59.33x10° 5.9x10*
2 102 0 0 10 UFC/mL
3 102 55.67x10? 5.5x10° (Reglamento Técnico
Industrial )
4 102 12.67x102 1.3x10° Centroamericano
5 10? 1x10? 1.0x10? 67.04.50:17, 2018).
1 10t 0 0 <3 NMP/g
2 10t 62.33x10* 6.2x10? (Reglamento técnico
Artesanal 3 10 88.33x10" 8.8x10? DGNTI-COPANIT
4 103 31x10° 3.1x10°% 16, 2003).
5 10? 44x10? 4.4x10°
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Figura N°13. Recuento de E. coli en 5 muestras de queso fresco industrial UFC/mL.

Recuento de E. coli en 5 muestras de queso
fresco artesanal UFC/mL

3.5E+04
3.1E+04
3.0E+04
2.5E+04
2.0E+04
1.5E+04
1.0E+04

4.4E+03
5.0E+03

0.0E+00 6.2E+02 8.8E+02

d +
0.0E=8 | Muestra 1 Muestra 3 Muestra 4 _ Muestra 5
UFC/mL 0.0E+00 6.2E+02 8.8E+02 3.1E+04 4 4E+03

Figura N°14. Recuento de E. coli en 5 muestras de queso fresco artesanal UFC/mL.

En el cuadro N°9, los resultados de los recuentos en el queso fresco industrial reflejan
gue las muestras: 1, 3, 4 y 5 presentaron crecimiento de bacterias E. coli capaces de crecer y

formar colonias visibles en cada muestra. Excepto la muestra 2 la cual no se evidencio
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crecimiento de colonias de E. coli en ninguna de las diluciones seleccionadas para la inoculacion

en las placas Petrifilm, resultando con un recuento promedio de 0.

En la figura N°13, se puede observar que de las 4 muestras con presencia de E. coli, la muestra
1 presentd una carga microbiana mas alta con un recuento promedio de colonias de 59.33x103
y (5.9x10* UFC/mL) reportada en la dilucion 102 en comparacion con el resto de las muestras,
mientras que la muestra 5 presento un valor mas bajo de carga microbiana con un recuento

promedio de colonias de 1x10%y (1.0x10? UFC/mL) reportada en la dilucion 102

En el queso artesanal, las muestras 2, 3, 4 y 5 presentaron crecimiento de E. coli capaces de
crecer y formar colonias visibles con recuentos a niveles mayores de 10° UFC/mL, en
comparacion al valor de referencia estandar 10'. En cambio, la muestra 1 no se evidencio
crecimiento de colonias de E. coli, en ninguna de las diluciones seleccionadas para la

inoculacion en las placas Petrifilm, resultando en un recuento promedio de O.

En la figura N°14, se puede observar que de las 4 muestras con presencia de E. coli, la muestra
4 present6 un valor méas alto de carga microbiana con un recuento promedio de 31x10% y
(3.1x10* UFC/mL) reportada en la dilucion 10° en comparacion con las deméas muestras,
mientras que la muestra 2 presento un valor mas bajo de carga microbiana con un recuento
promedio de 62.33x10'y (6.2x10> UFC/mL), ver cuadro N°9.

b. Andlisis estadisticos para establecer diferencias en el numero de Escherichia coli de
las cinco muestras de queso artesanal y las cinco muestras de queso industrial, se

muestran en los siguientes cuadros y figuras:

Para el analisis estadistico, se seleccionaron las diluciones que estaban dentro o cerca del rango
del recuento recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de coliformes/ E. coli, que

correspondieron a las diluciones 10% y 10% en ambos tipos de quesos:

Andlisis para establecer diferencias en el namero de Escherichia coli en el recuento promedio
de las colonias en la dilucion 102 de las cinco muestras de queso artesanal y las cinco muestras

de queso industrial, segun la prueba U de Mann Whitney mediante el programa Past4.
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Cuadro N°10. Prueba U: Mann Whitney para Escherichia coli en la dilucion 102

Mann-Whitney test for "equal medians™
Q. Industrial Q. Artesanal
N: ) N: )
Mean rank: 2.8 Mean rank: 2.7
Mann-Whitn U : 12
z: 0 p (same med.): 1
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.9698
Exact permutation: p (same med.): 0.96825

°' | E

o o

Figura N°15. Analisis de la mediana para establecer diferencias en el nimero de Escherichia

coli en el recuento promedio de las colonias en la dilucién 102,

Andlisis para establecer diferencias en el nimero de Escherichia coli en el recuento promedio
de las colonias en la dilucion 10° de las 5 muestras de queso artesanal y las 5 muestras de queso

industrial segun la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.
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Cuadro N°11. Prueba U: Mann Whitney para Escherichia coli en la dilucién 103,

Mann-Whitney test for "equal medians™

Q. Industrial Q. Artesanal
N: ) N: 5)

2.85 Mean rank: 2.65
Mann-Whitn U : 115
z: 0.11767 p (same med.): 0.90633
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.8366
Exact permutation: p (same med.): 0.84127

O Ariesanal

Figura N°16. Andlisis de la mediana para establecer diferencias en el nimero de Escherichia

coli en el recuento promedio de las colonias en la dilucién 10°.

En el cuadro N°10 y cuadro N°11, los resultados obtenidos de las pruebas U de Mann
Whitney indican que no existen diferencias en el nimero de Escherichia coli en la dilucién 102
(U=10; p=0.96; g=5), y en la dilucion 10 (U= 10; p= 0.83; g=5) con referencia al promedio del
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recuento de las colonias de Escherichia coli en el queso industrial y artesanal. Esto sugiere que

ambos tipos de quesos presentaron un nivel de carga microbiana de E. coli muy similar.

En la figura N°15, se puede observar que el queso industrial presentaba una mediana de 12.67
igual a la mediana del queso artesanal 12.67 del recuento del promedio de colonias en la dilucion
102. En la figura N°16, se puede observar que el queso industrial tuvo una mediana de 0 al igual
que el queso artesanal O en el recuento del promedio de las colonias E. coli en la dilucion
103, Los resultados en la mediana reflejan que ambos tipos de quesos tuvieron una carga

microbiana muy similar.

c. Comparacion de los resultados obtenidos con los estdndares existentes
microbiolégicos de inocuidad y limites permisivos para E. coli:

En el cuadro N°9. Los valores reportados en las muestras 1, 3, 4 y 5 del queso fresco
industrial variaron entre valores de 5.9x10* a 1x102 UFC/mL comparados con los valores de
referencia microbiana establecidos para el queso fresco. Estos resultados indican que
estuvieron por encima de los valores estandar aceptables que establece el (Reglamento
Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018) el cual indica que no deben pasar de 10
UFC/mL y < 3 NMP/g que establece el (Reglamento técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003).

Solo en la muestra 2 no se evidencio ningin recuento de crecimiento de E. coli.

En el queso artesanal los valores reportados en UFC/mL de las muestras 2, 3, 4 y 5 presentaron
valores que variaron entre 6.2x10? a 3.1x10* UFC/mL. Estos valores estuvieron por encima de
los valores estandar de referencia que establece el (Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.50:17, 2018) correspondiente a 10 UFC/mL y < 3 NMP/g que establece el (Reglamento
técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003). En la muestra 1 no se evidencio crecimiento de colonias

de E. coli lo cual indica que cumple con los valores que establece el reglamento.

Los resultados obtenidos nos indican que cuatro muestras de queso tanto industrial como cuatro
muestras del queso artesanal presentaron recuentos elevados de E. coli a niveles mayores de 102
UFC/mL, superando los valores estdndar de referencia. Las pruebas estadisticas también
evidencian que ambos tipos de quesos artesanal como industrial presentaron un nivel de

contaminacion muy similar.
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Estos resultados generan una preocupacion debido a que hay altos recuentos de cepas de E. coli
en algunas muestras de queso artesanal y muestras de queso industrial. Esta preocupacion se
debe a que, en investigaciones previas, establecen que E. coli es un microorganismo que se
encuentra comdnmente en el microbiota intestinal del hombre y de los animales, y su presencia
en los alimentos indica contaminacion fecal representando un riesgo para la salud de los
consumidores y su principal fuente de contaminacion de E. coli en la elaboracion del queso, es
la utilizacion de leche sin pasteurizar debido a una posible contaminacion durante el ordefio
(Kousta, et al., 2010); (Merchan et al., 2018). El proceso de pasteurizacion (72°C por 15 s)
(63°C por 30 min) a la que se somete la leche para la produccién de queso fresco reduce el
riesgo para la presencia de E. coli ya que puede eliminarse facilmente mediante procesos
térmicos, por tal razén se sospecha de la utilizacion de leche sin pasteurizar (Rodriguez et al.,
2009); (MINSALUD, 2015). Hay investigaciones que muestran que la utilizacion de leche cruda
para la elaboracion de quesos son la principal fuente de Escherichia coli y otros
microorganismos patdgenos por ejemplo, una investigacion realizada por (Guzman et al., 2016)
donde se analizd 52 quesos fresco artesanal elaborados con leche de vaca sin pasteurizar
utilizando el método de numero mas probable, los resultados indicaban que mas de la mitad de
las muestras de quesos artesanal elaborados con leche sin pasteurizar fueron positivos para
coliformes fecales (67%) y E. coli (63%) lo que revelaba su baja calidad microbiol6gica y
ademas albergaban cepas diarreicas de. E. coli, también habian ocho muestras que albergaban
E. coli productora de toxina Shiga 0157 (STEC) y una muestra contenia cepas de E. coli
STEC. Sin embargo, algunas muestras del queso industrial también presentaron crecimiento de
E. coli sospechandose de su fabricacion a partir de leche cruda.

La presencia de E. coli en algunas muestras de queso fresco artesanal como industrial, puede
sugerir que haya presencia de serotipos de E. coli enteropatogenas los cuales son responsables
de causar infecciones por invasion en el tramo superior del intestino delgado y de la produccién
de enterotoxinas causando gastroenteritis con sintomas de diarrea, vomitos, dolor abdominal,
inflamaciones en el aparato urinario, septicemia con sintomas como fiebre, escalofrios,

dificultad para respirar incluso meningitis neonatal (Murray et al., 2006).

Debido a que E. coli es una bacteria prevalente en el tracto intestinal del ganado se asume que

hay una correlacion entre los coliformes totales, fecales y otros patdgenos entéricos, este
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microorganismo puede introducirse en el tanque refrigerado de la leche, por la secrecion
intramamaria o por via de contaminacion fecal de la ubre y mala higiene del equipo de ordefio
(Van Kessel et al., 2004); (Jafar & Zohreh, 2015). La presencia de E. coli patdgena en la leche
cruda esta asociada con la invasion a través del orificio del conducto del pezén, lo cual puede
crear una inflamacion de las glandulas mamarias de las vacas ocasionando una mastitis bovina,
pero también puede encontrarse E. coli patdgenas sobre el epitelio de la ubre procedente del
medio ambiente por el contacto con el suelo o agua residual, por lo que es importante que la

leche sea pasteurizada correctamente para la elaboracion del queso (Reyes et al., 2016).

El ser humano también puede convertirse en un factor importante y principal de contaminacién
con E. coli ETEC, y para E. coli VETEC por malas précticas de higiene o por una contaminacion
cruzada con leche cruda debido a unas deficiencias de limpieza de los equipos de trabajo
convirtiéndose en la principal fuente de contaminacion (MINSALUD, 2015); (Merchan et al.,
2018)

Si el microorganismo se encuentra presente hasta la etapa de almacenamiento, la interrupcion
de la cadena de frio puede favorecer la multiplicacion bacteriana (Gomez, 2005). Esto demuestra
la importancia de realizar verificaciones periddicas en las plantas productoras de queso para
verificar que se cumplan con las normas establecidas. Ademas, el transporte del producto debe
cumplir con los reglamentos con las temperaturas, humedad que eviten la multiplicacion del

microrganismo.

1.3 Recuento de Sthapylococcus aureus en queso fresco artesanal e industrial

a. Analisis de la evaluacién cuantitativa de la carga microbiana de Sthapylococcus aureus
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Cuadro N°12. Recuento de Staphylococcus aureus en quesos fresco artesanal e industrial.

Staphylococcus aureus

Dilucion en | Recuento de
) el rango de colonias
Tipo de . .
Muestras recuento promedio en UFC/mL Valor estandar de
queso _
recomendado base a 3 referencia
<150 réplicas
1 10° 18x10° 1.8x108
2 10° 40.33x10° 4.0X108 10 UFC/mL
3 10° 2.5x10° 2.5x10° (Reglamento Técnico
Industrial )
4 10° 0 0 Centroamericano
5 108 0 0 67.04.50:17, 2018).
1 10* 27x10% 2.7x10° -10 UFC/g
2 10 55.33x10* 5.5x10° (Reglamento tecnico
Artesanal 3 105 90.67x10° 9.1x105 DGNTI-COPANIT
4 108 0 0 16, 2003).
5 10* 24.33x10* 2.4x10°

4.5E+06
4.0E+06
3.5E+06
3.0E+06
2.5E+06
2.0E+06
1.5E+06
1.0E+06
5.0E+05
0.0E+00

UFcC|

Recuento de S. aureus en 5 muestras de
queso fresco industrial UFC/mL

4.0E+06

1.8E+06

Muestra 1
1.8E+06

2.5E+03

4.0E+06 2.5E+03

0.0E+00

Muestra 4

0.0E+00

0.0E+00

Muestra 5
0.0E+00

Figura N°17. Recuento de S. aureus en 5 muestras de queso fresco industrial UFC/mL.
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Recuentos de S. aureus en 5 muestras de queso
fresco artesanal UFC/mL

1.0E+07 9.1E+06
9.0E+06
8.0E+06
7.0E+06
6.0E+06
5.0E+06
4.0E+06
3.0E+06
2.0E+06
1.0E+06 2.7E+05 0.0E+00 2.4E+05

0.0E+00
Muestra 1 Muestra 4 Muestra 5
UFC 2.7E+05 5.5E+06 9.1E+06 0.0E+00 2.4E+05

5.5E+06

Figura N°18. Recuento de S. aureus en 5 muestras de queso fresco artesanal UFC/mL.

Los resultados mostraron que algunas muestras de queso industrial y artesanal se
encontraron por encima del limite maximo permitido, con recuentos incontables (DNPC)
reportados en las diluciones 10, 10, 102 lo cual muestra una elevada carga microbiana por
parte de este microorganismo y una gran variabilidad en el recuento de S. aureus en ambos tipos

de quesos.

En el cuadro N°12. Los resultados de los recuentos de S. aureus en el queso fresco industrial
reflejan que las muestras 1, 2, 3 presentaron crecimiento de bacterias S. aureus capaces de crecer
y formar colonias visibles en cada muestra y con recuentos con niveles mayores a 10> UFC/mL
en comparacion con los valores de referencia 10! UFC/mL. En la muestra 4 y 5 no se evidencio
crecimiento de colonias de S. aureus en ninguna de las diluciones seleccionadas para la

inoculacion en las placas Petrifilm, resultando con un recuento promedio de 0.

En la figura N°17, se puede observar que la muestra 1: 18x10° (1.8x10° UFC/mL) y la muestra
2: 40.33x10° (4.0X10° UFC/mL) reportada en la dilucion 10° presentaron un valor de recuento
promedio mas alto de carga microbiana en comparacién con la muestra 3 que presenté un valor
mas bajo de carga microbiana con un recuento promedio de 2.5x10% y (2.5x10° UFC/mL)
reportada en la dilucion 102,
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En el queso artesanal, las muestras 1, 2, 3 y 5 presentaron crecimiento de bacterias de S. aureus
capaces de crecer y formar colonias visibles y con recuento en niveles mayores a 10° UFC/mL.
La muestra 4 no se observo crecimiento de colonias de S. aureus, en ninguna de las diluciones
seleccionadas para la inoculacion en las placas Petrifilm, resultando en un recuento promedio
de 0.

En la figura N°18, se puede observar que la muestra 3 presentd un valor mas alto de carga
microbiana con un recuento promedio de 90.67x10° y (9.1x10%° UFC/mL) reportada en la
dilucion 10° y la muestra 2 con un recuento promedio de 55.33x10* y (5.5x10°UFC/mL)
reportada en la dilucion 10* en comparacion con la muestra 5, que present6 un valor mas bajo
de las 4 muestras que salieron con Staphylococcus aureus con un recuento promedio de
24.33x10* y (2.4x10° UFC/mL) reportada en la dilucién 10*, ver cuadro N°12,

b. Analisis estadisticos para establecer diferencias en el nimero de S. aureus en el
recuento de las colonias de las cinco muestras de queso artesanal y las cinco muestras de

queso industrial

Para el analisis estadistico, se seleccionaron las diluciones dentro o cerca del rango de recuento
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de S. aureus. que corresponde a las

diluciones 10* y 10° en ambos tipos de quesos:

Analisis para establecer diferencias en el nimero de Staphylococcus aureus en el recuento de
promedio de las colonias en la dilucion 10* de las cinco muestras de queso artesanal y las cinco
muestras de queso industrial segin la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.
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Cuadro N°13. Prueba U: Mann Whitney para Staphylococcus aureus en la dilucion 10,

Mann-Whitney test for "equal medians™

Q. Industrial Q. Artesanal

N: 5 N: 5

Mean rank: 2.65 Mean rank: 2.85
Mann-Whitn U : 115

z: 0.10607 p (same med.): 0.91553
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.8811

Exact permutation: p (same med.): 0.88095

-

Q. Ingusteial

Q. Anesanal

Figura N°19. Andlisis para establecer diferencias en el nimero de Staphylococcus aureus en

el recuento promedio de las colonias en la dilucién 10%.

Analisis para establecer diferencias en el nimero de Staphylococcus aureus en el recuento

promedio de las colonias en la dilucion 10° de las 5 muestras de queso artesanal y las 5 muestras

de queso industrial segun la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.
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Cuadro N°14. Prueba U: Mann Whitney para Staphylococcus aureus en la dilucion 10°.

Mann-Whitney test for "equal medians™
Q. Industrial Q. Artesanal
N: ) N: 5)
Mean rank: 2.45 Mean rank: 3.05
Mann-Whitn U : 9.5
z: 0.53882 p (same med.): 0.59001
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.5557
Exact permutation: p (same med.): 0.55556
.
.

k. ]
B
]
E
(= ]

Figura N°20. Analisis para establecer diferencias en el numero de Staphylococcus aureus en

Q. Aresanal

el recuento promedio de las colonias en la dilucion 10°.

En el cuadro N°13 y el cuadro N°14. Los resultados obtenidos indican que no existen
diferencias en el nimero de Staphylococcus aureus en la dilucion 10* (U=10; p= 0.88; g=5), y
en la dilucion 10° (U= 10; p= 0.55; g=5) con referencia al promedio del conteo de las colonias
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de Staphylococcus aureus en el queso industrial y artesanal. Esto sugiere que ambos tipos de
quesos presentaron un nivel de carga microbiana muy similar y excediendo los limites

permisibles.

En la figura N°19, se pudo observar que en el queso industrial presentaba una mediana de 1 en
recuento del promedio de las colonias S. aureus en la dilucion 10* en comparacion con el queso
artesanal que tuvo una mediana de 27. En la figura N°20, de la dilucion 10°, el queso industrial
también tuvo una mediana de 0 y el queso artesanal tuvo una mediana de 7.33. Los resultados
de la mediana sugieren que las muestras de queso industrial en la dilucion 10* y 10° se
encontraron recuentos de colonias de S. aureus mucho més baja en comparacion con los
recuentos en el queso artesanal que tuvo muestras con recuentos de colonias de S. aureus mas

alto.

c. Comparacion de los resultados obtenidos con los estdndares existentes microbioldgicos

de inocuidad y limites permisivos para Staphylococcus aureus:

En el cuadro N°12. Los recuentos de S. aureus reportados en UFC/mL en las muestras
1, 2 y 3 del queso fresco industrial superan las 10° UFC/mL. Los recuentos de S. aureus
reportados en UFC/mL de las muestras 1, 2, 3y 5 del queso fresco artesanal, también superan
las 102 UFC/mL. Estos valores se encuentran a niveles superiores a los valores establecidos por
el (Reglamento Técnico Centroamericano 67.04.50:17, 2018) para el queso fresco, el cual indica
gue no deben pasar de 10 UFC/mL y -10 UFC/g que establece el (Reglamento técnico DGNTI-
COPANIT 16, 2003) generando una preocupacion en la salud del consumidor debido a las
enterotoxinas que puede ocasionar intoxicaciones. Por lo tanto, estas muestras de queso
industrial y artesanal se consideran no aptas para su consumo. Solo la muestra 4, 5 del queso
fresco industrial y la muestra 4 del queso fresco artesanal no presentaron evidencia de

crecimiento en las diluciones seleccionadas para la inoculacion en las placas Petrifilm.

Los resultados sugieren que ambos tipos de quesos presentaron un nivel de contaminacion muy
similar. Esto genera preocupacion porque la presencia de S. aureus en altas cantidades puede
indicar presencia de toxinas termoestables que son responsables de ocasionar intoxicacion que
producen gastroenteritis o inflamaciones en la mucosa que reviste el tracto gastrointestinal, los

sintomas van desde nauseas, vomitos, dolor abdominal, diarrea y cuando las intoxicaciones son
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graves producen heces y vomitos que se pueden encontrarse sangre, también producen calambre

muscular, shock, pulso débil, cefalea y sudoracion (Murray et al., 2006).

Un factor critico, es la contaminacion de la leche durante el ordefio, lo cual compromete la
calidad del queso sobre todo si se utiliza leche cruda sin pasteurizar, asi como malas préacticas
de ordefios y el empleo de animales enfermos como el caso de vacas con mastitis (Castro et al.,
2013). Esta condicion puede contaminar la leche durante el ordefio debido a la presencia de
microorganismos comensales o patdégenos adheridos al epitelio alveolar de la glandula mamaria

responsables de mastitis ocasionadas principalmente por S. aureus (Vargas & Toro, 2021).

Los autores (Arguello et al., 2016) indican que la presencia de S. aureus en los quesos
especialmente queso artesanal, se debe a la contaminacion de la materia prima (utilizacion de
leche cruda), durante el proceso de elaboracion. Nuestros resultados fueron casi similares a los
obtenidos por (Johler et al., 2015) aunque ellos detectaron la presencia de estafilococos
coagulasa positivos por gramo de queso, con 3 cepas diferentes de S. aureus presentes en niveles
>108 UFC/g lo cual fue atin méas alarmante, ademas detectaron como fuente de brote una cepa
productora de enterotoxinas responsables de brotes de intoxicaciones alimenticias, por lo cual
llegaron a la conclusion de que la utilizacion de leche cruda para la elaboracion del queso fresco

tipo Tomme fuera el factor por el cual estuviera muy contaminada el queso con S. aureus.

Las caracteristicas fisicoquimicas que presenta el queso fresco como el pH ligeramente acido,
concentracion de cloruro de sodio (NaCl) y valor nutricional favorecen el crecimiento y la
presencia de S. aureus por factores ambientales y por contaminacion durante el procesamiento
por re-contamiancién luego de la pasteurizacion debido a la manipulacion asociadas a malas
practicas de higiene durante el procesamiento ya sea porque no utilizan guantes, gorros para el
cabello, mascarillas, uniforme adecuado y el aseo personal. Una investigacion realizada por
(Delgado & Torres, 2003) menciona que las altas cargas de S. aureus en el queso fresco indica
una contaminacion a partir de la piel, boca, fosas nasales de los portadores de la infeccién que
manipulan este alimento, otro factor puede ser porque no se desinfectan bien los utensilios y
equipos en una planta procesadora de queso. Se ha demostrado que las cepas de S. aureus que
estan en las manos de los manipuladores son las mismas encontradas en los equipos y utensilios
de cocina, evidenciando que este fendmeno contribuye a la carga microbiana en alimentos que

requieran manipulacion durante el proceso (Vautor et al., 2005); (Castillo & Glenda, 2013);
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(Aravenaetal., 2021). Nuestros resultados también se pueden comparar con el estudio realizado
en el afio 2018 por (Merchan et al., 2018) ya que las causas y presencia de S. aureus también
fueron positivos con un porcentaje de 43,71% en muestras de quesos frescos analizados en
Cuenca desde el afio 2007 hasta el 2016 llegando a la conclusién de que la incorrecta
manipulacion del producto es uno de varios factores que contribuyeron a los resultados

obtenidos.

Otras investigaciones indican que la contaminacion del queso fresco por S. aureus puede
deberse a condiciones inadecuadas de temperatura de almacenamiento durante el transporte de
la materia prima después del ordefio lo que contribuye a una contaminacion mas acelerada si se

encuentra este microorganismo presente (Nunes et al., 2016).

Nuestras observaciones del area donde se distribuia el queso industrial comercializado en su
envoltura de fabrica almacenados en una nevera abierta a una temperatura de 4°C en un
supermercado. El queso artesanal comercializado en un mercado de alimento era comercializado
en bolsas plasticas por lo general el queso era vendido en bloque por libra, pero también los
vendian por menos, ejemplo media libra y para esto dividian el queso para pesarlo utilizando
cuchillos, que a su vez utilizaban para realizar el corte de otros productos sin una limpieza o
desinfeccion previa, el vendedor no utilizaba guantes durante el corte y distribucion, ni
mascarilla o gorros para el cabello y el queso era expuesto al ambiente, pero en ocasiones era

almacenado en un refrigerador para su venta.
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1.4 Recuento de hongos filamentosos en quesos frescos artesanal e industrial

a. Analisis de la evaluacion cuantitativa de la carga microbiana de hongos filamentosos

Cuadro N°15. Recuento de hongos en quesos industriales y artesanales.

Hongos filamentosos

Dilucion en | Recuento de
) el rango de colonias Valor estandar de
Tipo de N° de _ )
recuento promedio en UFC/mL referencia
queso | Muestras
recomendado base a 3
<150 réplicas
1 10? 1.33x10? 1.3x102
2 102 4x10? 4.0x10*
3 102 0 0 -10 UFC/mL
Industrial .
4 102 0 0 (Reglamento técnico
5 102 0 0 16-377-99, 2001).
1 10? 0 0
2 10? 0 0
Artesanal 3 102 28.33x10° 2.8x10°
4 10? 2.67x10! 2.7x10!
5 10t 11x10? 1.1x10?
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Recuento de hongos filamentosos en 5 muestras de
queso fresco industrial UFC/mL

1.4E+02 1.3E+02
1.2E+02
1.0E+02
8.0E+01
6.0E+01
4.0E+01
4.0E+01

2.0E+01
0.0E+00 0.0E+00 0.0E+00

0.0E+00
Muestra 1 Muestra 4 Muestra 5
UFC 1.3E+02 4.0E+01 0.0E+00 0.0E+00 0.0E+00

Figura N°21. Recuento de hongos filamentosos en 5 muestras de queso fresco industrial

UFC/mL.

Recuento de hongos filamentosos en 5 muestras de
queso fresco artesanal UFC/mL

3.0E+03 2.8E+03
2.5E+03
2.0E+03

1.5E+03

1.0E+03

5.0E+02
0.0E+00 0.0E+00 02

0.0E+00
Muestra 1 Muestra 4 Muestra 5
UFC 0.0E+00 0.0E+00 2.8E+03 2.7E+01 1.1E+02

Figura N°22. Recuento de hongos filamentosos en 5 muestras de queso fresco artesanal

UFC/mL.

Los quesos artesanales en promedio de colonias de hongos mostraron un mayor recuento

de colonias en comparacion con los quesos industriales. Esto sugiere que los quesos artesanales
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podrian tener una mayor susceptibilidad a la contaminacion fingica, posiblemente debido a

diferencias en los procesos de produccion y manejo.

En el cuadro N°15. El recuento promedio de colonias en los quesos industriales fue
generalmente bajo en comparacion con las muestras de queso blanco artesanal. Las muestras 1
y 2 tuvieron recuentos promedio de colonias de 1.33x102 (1.3x102 UFC/mL) y 4x10? (4.0x10*
UFC/mL) respectivamente en una dilucion de 10% Sin embargo, las muestras 3, 4, y 5 no
presentaron crecimiento de colonias en ninguna de las diluciones seleccionadas para la

inoculacion en las placas Petrifilm, resultando en un recuento promedio de 0 UFC/mL.

En contraste, los quesos artesanales mostraron recuentos de colonias mas elevados. En el cuadro
N°15. La muestra 3 tuvo el mayor recuento promedio con 28.33x102, (2.8x10° UFC/mL) en la
dilucion 102, siendo la muestra con el promedio maés alto de todas las muestras analizadas para
hongos. Las muestras 4 y 5, también presentaron crecimiento, con recuentos de 2.7x10' y
1.1x10*> UFC/mL, respectivamente, en la diluciéon 10'. La muestra 1 y 2 no mostraron
crecimiento de hongos en ninguna de las diluciones seleccionadas para la inoculacion en las

placas Petrifilm, con un recuento de 0 UFC/mL.

b. Analisis estadisticos para establecer diferencias en el numero de hongos filamentosos de

las cinco muestras de queso artesanal y las cinco muestras de queso industrial.

Para el analisis estadistico, se seleccionaron las diluciones cerca o dentro del rango de recuento
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de hongos y levaduras, que

corresponde a las diluciones 10 y 10° en ambos tipos de quesos:

Analisis para establecer diferencias en el nimero de hongos en el recuento promedio de colonias
en la dilucion 102 de las 5 muestras de queso artesanal y las 5 muestras de queso industrial segan

la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.
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Cuadro N°16. Prueba U: Mann Whitney para hongos filamentosos en la dilucion 102,

Mann-Whitney test for "equal medians™

Q. Industrial Q. Artesanal
N: ) N: 5)
Mean rank: 2.65 Mean rank: 2.85
Mann-Whitn U : 115
z: 0.11767 p (same med.): 0.90633
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.8366
Exact permutation: p (same med.): 0.84127
* ——
25
201
s
‘s
]
| | |
o a

Figura N°23. Analisis para establecer diferencias en el niimero de hongos filamentosos en el

recuento promedio de las colonias en la dilucién 102,
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Anaélisis para establecer diferencias en el nimero de hongos en el recuento promedio de colonias
en la dilucion 10° de las 5 muestras de queso artesanal y las 5 muestras de queso industrial segan

la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.

Cuadro N°17. Prueba U: Mann Whitney para hongos en la dilucién 10°.

Mann-Whitney test for "equal medians™
Q. Industrial Q. Artesanal
N: 5 N: 5
Mean rank: 2.9 Mean rank: 2.6
Mann-Whitn U : 11
Z: 0.25701 p (same med.): 0.79717
Monte Carlo permutation: p (same med.): 1
Exact permutation: p (same med.): 1
4.0
3.0+
I%
20+
1.5
1.0
LED
LB ] =
5
: E
o (=]

Figura N°24. Analisis para establecer diferencias en el nimero de hongos filamentosos en la

dilucién 10°.
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En el cuadro N°16 y en el cuadro N°17. Los resultados obtenidos indican que no existen
diferencias en el nimero de hongos en la dilucién 10% (U=10; p=0.84; g=5), y en la dilucién 10°
(U= 10; p= 1; g=5) con referencia el recuento promedio de las colonias de hongos en el queso
industrial y artesanal. En la figura N°23 de la dilucion 102, se pudo observar que tanto el queso
industrial como el artesanal, presentaban una mediana de O en recuento del promedio de las
colonias hongos en la dilucion 102. En la figura N°24 de la dilucién 102, el queso industrial y el

queso artesanal, también tuvieron una mediana de 0.

c. Comparacion de los resultados obtenidos con los estandares existentes microbioldgicos
de inocuidad permisivo para hongos filamentosos

Las muestras 1y 2 del queso industrial presentaron recuentos reportados en UFC/mL los cuales
mostraron que superaron significativamente el valor estandar permitido de -10 UFC/mL, valor

referencia segun el (Reglamento técnico 16-377-99, 2001).

Estos resultados indican una contaminacion fingica considerable en estas muestras, con un
recuento de colonias muy por encima del limite aceptable. Sin embargo, las muestras 3, 4,y 5

no presentaron crecimiento de colonias, resultando en un recuento promedio de 0 UFC/mL.

Este resultado destaca una posible mayor susceptibilidad de los quesos artesanales a la
contaminacion fingica, lo cual podria deberse a diferencias en los procesos de produccion,
manipulacion o almacenamiento. Estos resultados son comunes en productos lacteos artesanales
en comparacion con los industriales, porque estos indicadores microbianos pueden estar
presentes en el ambiente agropecuario y se pueden encontrar en la leche o en el area de
elaboracion (Merchéan et al. 2019). Lo cual no concuerda con lo esperado para un queso
industrial. En la investigacion por (Armas et al. 2020) los recuentos de hongos filamentosos
viables obtenidos en la investigacion fueron significativamente superiores (p<0,05) en las
muestras de queso con respecto a leche. En el caso del queso fresco, la presencia de hongos
indica un estado alterado o descompuesto, ya que su proliferacion puede causar problemas como
la generacion de olores desagradables y modificaciones en la textura y la consistencia del queso,
esto puede llevar a la pérdida de su calidad de estado original e incluso a que el producto sea
devuelto por los consumidores, ademas, existe preocupacion por la salud, ya que los hongos
tienen el potencial de producir intoxicaciones alimentarias por la ingesta de metabolitos toxicos

denominados micotoxinas las cuales son toxicas para los seres humanos y tienen importancia
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por su propiedad cancerigena a largo plazo y efectos toxicos (Frazier & Westhoff, 1994);

(Rodriguez et al. 2021).

1.5 Recuento de levaduras en quesos frescos artesanal e industrial

a. Analisis de la evaluacion cuantitativa de la carga microbiana de levaduras.

Cuadro N°18. Recuento de levaduras en quesos industriales y artesanales.

Levaduras
Dilucion en | Recuento de
) el rango de colonias Valor estandar de
Tipo de N° de _ _
recuento promedio en UFC/mL referencia
queso Muestras
recomendado base a 3
<150 réplicas
1 104 12.33x10* 1.2x10°
2 104 30.33x10* 3.0x10°
) 3 102 23x102 2.3x10° -10 UFC/mL
Industrial o
4 102 99.66x10? 9.9x103 (Reglamento técnico
5 10° 43x10° 4.3x10* 16-377-99, 2001).
1 102 51.33x10? 5.1X10°
2 10? 56x10° 5.6x10°
Artesanal 3 102 19.33x10° 1.9x10°
4 101 48.33x10! 4.8x10?
5 103 55x10° 5.5x10*
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Recuento de levaduras en 5 muestras de queso
fresco industrial UFC/mL

3.5E+05
3.0E+05
3.0E+05

2.5E+05
2.0E+05

1.5E+05 1.2E+05

1.0E+05
4.3E+04

5.0E+04
2.3E+03 9.9E+03

Muestra 1 Muestra 4 Muestra 5
UFC 1.2E+05 3.0E+05 2.3E+03 9.9E+03 4.3E+04

0.0E+00

Figura N°25. Recuento de levaduras en 5 muestras de queso industrial UFC/mL.

Recuento de levaduras en 5 muestras de
queso fresco artesanal UFC/mL

6.0E+04 5.5E+04
5.0E+04
4.0E+04
3.0E+04
2.0E+04

1.0E+04  51E+03  5.6E+03

1.9E+03  4.8E+02

0.0E+00
Muestra 1 Muestra4 | Muestra 5

UFC/ML| 5.1E+03 5.6E+03 1.9E+03 4.8E+02 5.5E+04

Figura N°26. Recuento de levaduras en 5 muestras de queso fresco artesanal UFC/mL.

Los quesos industriales en promedio mostraron un mayor recuento de colonias de
levaduras comparado con los quesos artesanales. Esto indica que, aunque ambos tipos de queso
superan los limites permitidos, los quesos industriales presentan una mayor carga de levaduras.

En el cuadro N°18. Se muestra que las 5 muestras de queso industrial analizados superan
ampliamente el valor estandar permitido de -10 UFC/mL, indicando una alta presencia de
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levaduras. En la figura N°24. La muestra 2 tiene el mayor recuento de colonias de levadura con
30.33x10* (3.0x10° UFC/mL) en la dilucién 10% lo que evidencia una contaminacion
considerable de levaduras en esta muestra. Mientras en la dilucion 10* para la muestra 1 el
promedio del recuento de colonias fue 12.33x10* (1.2x10° UFC/mL), en la muestra 3 fue 23x102
(2.3x10% UFC/mL) en la dilucién 10> la muestra 4 fue 99.66x10% (9.9x10° UFC/mL) dilucion
102y la muestra 5 de 43x103 (4.3x10* UFC/mL) en la dilucién 10*

En el queso artesanal, la muestra 5 tiene el mayor recuento con 55x103 UFC/mL en la dilucion
103, mostrando una contaminacion significativa, aunque menor que la observada en las muestras
industriales. En la dilucién 10%el promedio del recuento de colonias de levaduras de la muestra
fue, muestra 1 de 51.33x102 (5.1x10° UFC/mL), muestra 2 con 56x102 (5.6x10% UFC/mL) y
muestra 3 con un promedio de 19.33x102 (1.9x10% UFC/mL). La muestra 4 con un promedio de
48.33x10* (4.8x10% UFC/mL) en la dilucion 10 y la muestra 5 con 55x103 (5.5x10* UFC/mL)
en la dilucion 10°. Los resultados indican que las muestras de quesos industriales, especialmente
la muestra 2, tienen un recuento de levaduras mucho mayor que las muestras de quesos

artesanales, ver cuadro N°18.

b. Analisis estadisticos para establecer diferencias en el nimero de levaduras de las

cinco muestras de queso industrial y las cinco muestras del queso artesanal.

Para el analisis estadistico, se seleccionaron las diluciones cerca o dentro del rango de recuento
recomendado (15-150 colonias) para las placas Petrifilm de hongos y levaduras, que

corresponden a las diluciones 10% y 10° en ambos tipos de quesos:

Andlisis para establecer diferencias en el ndmero de levaduras en la dilucion 10% de las 5
muestras de queso artesanal y las 5 muestras de queso industrial segln la prueba U de Mann

Whitney, mediante el programa Past4.
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Cuadro N°19. Prueba U: Mann Whitney para levaduras en la dilucion 102,

Mann-Whitney test for "equal medians”

Figura N°27. Andlisis para establecer diferencias en el nimero de levaduras en el recuento

promedio de colonias en la dilucién 102,

Q. Industrial Q. Artesanal
N: 5 N: 5
Mean rank: 3.6 Mean rank: 1.9
Mann-Whitn U : 4
z: 1.6918 p (same med.): 0.090688
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.0911
Exact permutation: p (same med.): 0.095238
400
300+
2004
1004
0 k] ]
Eﬁ
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Andlisis para establecer diferencias en el nimero de levaduras en el recuento promedio de
colonias en la dilucion 10° de las 5 muestras de queso artesanal y las 5 muestras de queso

industrial segun la prueba U de Mann Whitney, mediante el programa Past4.

Cuadro N°20. Prueba U: Mann Whitney para levaduras en la dilucion 103,

Mann-Whitney test for "equal medians™

Q. Industrial Q. Artesanal

N: 5 N: 5

Mean rank: 35 Mean rank: 2
Mann-Whitn U : 5

Z: 1.4623 p (same med.): 0.14367
Monte Carlo permutation: p (same med.): 0.1468

Exact permutation: p (same med.): 0.15079

300

250

2004

Q. Incdusirial

= t
Q Amnnar_‘

Figura N°28. Analisis para establecer diferencias en el nimero de levaduras en el recuento

promedio de colonias en la dilucién 103,

91



En los cuadros N°19 y en el cuadro N°20. Los resultados obtenidos indican que no
existen diferencias en el nimero de levaduras en la dilucién 10% (U=10; p= 0.09; g=5), y en la
dilucion 10% (U= 10; p= 0.14; g=5) con referencia al promedio del conteo de las colonias de
levaduras en el queso artesanal e industrial. Lo que sugiere que la cantidad de colonias de

levaduras es similar en ambos tipos de quesos.

Se pudo observar que en la figura N°27, el queso artesanal presenta una mediana de 51 del
recuento de colonias del promedio en la dilucion 10? y el queso industrial una mediana de 301.
Sin embargo, en la figura N°28, el queso industrial presentaba una mediana de 43 del recuento
de colonias del promedio en la dilucion 103 en comparacion al queso artesanal que tuvo una
mediana de 4.67. Estos resultados de la mediana sugieren que el queso artesanal en la dilucion
102 y 10° tenia un menor nimero de colonias de levaduras en comparacion con el queso

industrial que tuvo un mayor nimero de colonias de levaduras.

c. Comparacion de los resultados obtenidos con los estdndares existentes

microbiolégicos de inocuidad permisivo para levaduras

En el cuadro N°18. Las 5 muestras de queso industrial analizados superaron
ampliamente el valor estandar permitido de -10 UFC/mL y las muestras de queso artesanal
también presentan recuentos de colonias de levaduras muy superiores al estandar permitido del

(Reglamento técnico 16-377-99, 2001).

Ambos tipos de queso superan ampliamente el limite de -10 UFC/mL permitido por el
reglamento, pero la carga fingica es mas alta en los quesos industriales, sugiriendo una posible
necesidad de revisar y mejorar los procesos de produccidon y almacenamiento para ambos tipos

de queso, con mayor énfasis en los quesos industriales.

La presencia de levaduras en altas cantidades en ambos tipos de quesos no es tan peligrosa para
los seres humanos, pero si pueden ocasionar indigestion o gastroenteritis leves, ademas pueden
ocasionar alteraciones en el queso haciendo que sea menos apetecible para su consumo (Frazier
& Westhoff, 1994). Las caracteristicas que poseen las levaduras les permiten proliferar y
contaminar los alimentos lacteos que incluyen la fermentacion y asimila la lactosa, la
produccion de enzimas proteoliticas extracelulares como lipasas, asimila el acido lactico y
citrico, la capacidad de crecimiento a bajas temperaturas y la tolerancia a condiciones de alta

92



salinidad. (Restrepo and Montoya 2010). Las levaduras al metabolizar el &cido lactico, eleva el
pH y fomenta el crecimiento de bacterias proteoliticas, las levaduras desempefian un papel
importante en el proceso de maduracion de los quesos que no es el caso de este tipo de queso,
que se consume fresco. (Restrepo and Montoya 2010).
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CONCLUSIONES

Nuestra primera hipotesis partia del hecho de que las muestras de ambos tipos de quesos eran
seguros para el consumo humano desde el punto de vista microbioldgico, y podemos decir que
no se cumplid. Los resultados de los recuentos mostraron una presencia elevada de carga
microbiana en ambos tipos de quesos comercializado en la ciudad de Panama, indicando que no
cumplen con la calidad microbiana y seguridad éptima para el consumo humano debido a que
infringen los reglamentos que establecen los requisitos microbiologicos de inocuidad y limites
permisibles para coliformes totales, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, hongos y

levaduras.

La presencia de estos microorganismos representa un riesgo significativo para la salud pablica,
ya que pueden transmitir enfermedades causadas por intoxicaciones o infecciones

gastrointestinales.

Ademas, nosotros sefialdbamos que el queso tipo artesanal, tendria una carga microbiologica
mucho mads alta en comparacion con el queso de tipo industrial. Sin embargo, los resultados de
los analisis estadisticos confirmaron que en todas las muestras no existieron diferencias en el
numero de colonias de coliformes totales, E. coli, S. aureus, hongos y levaduras, con referencia
al promedio del recuento de las colonias entre ambos tipos de quesos, lo que sugiere un nivel de

carga microbiana muy similar.

Al realizar la comparacion de los resultados, los recuentos en ambos tipos de quesos presentaron
valores que excedian los limites microbiologicos para coliformes totales, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, hongos y levaduras, segun los reglamentos vigentes de referencia
(Reglamento técnico DGNTI-COPANIT 16, 2003), y (Reglamento Técnico Centroamericano
67.04.50:17, 2018).

Los recuentos por encima de los limites de coliformes totales, E. coli, S. aureus, hongos y
levaduras en las muestras de ambos tipos de quesos evidencian la deficiencia térmica o el uso
de leche cruda. Asi como fuertes indicios de practicas de higiene inadecuadas durante la

produccion, manipulacion y almacenamiento con temperatura y humedad inadecuada.

94



RECOMENDACIONES

Se sugiere para futuras investigaciones incluir y examinar indicadores microbiologicos
como Listeria monocytogenes y Salmonella spp, de acuerdo con el cumplimiento de las
normativas nacionales e internacionales, como las establecidas por la FDA, EFSA y la

Comision del Codex Alimentarius.

Se recomienda ampliar el nidmero de muestras de quesos procesados para obtener
resultados mas representativos y aumentar las marcas de quesos industrial a fin de

encontrar posibles patrones similares.

Mantener buenas practicas de manufactura e higiene en todas las etapas de produccion

del queso fresco.

Ofrecer actualizacién frecuente por parte de un personal idoneo a los manipuladores

sobre los riesgos de enfermedades causadas por patdgenos.

Mantener el control ambiental mediante monitoreos de temperatura y humedad para
asegurar que se mantenga la cadena de frio del producto durante el transporte,
almacenamiento de la materia prima y el producto final hasta los puntos de ventas para

reducir el riesgo de contaminacion.

Realizar monitoreos microbiolégicos constantes en la leche ordefiada, equipos,
utensilios y producto final para asegurar el cumplimiento de las normas. Incluir analisis
periddicos en las manos del personal para identificar y prevenir la propagacion de

patdgenos.

Que se realice la vigilancia por parte del ministerio de salud a cada lugar de produccién
de queso ya sea industrial y artesanal, asi como en los lugares de ventas de manera
constante para garantizar que mantengan los registros de controles de higiene y analisis

microbiologicos de acuerdo con las normas existentes.

Divulgar a las autoridades de salud los datos encontrados en este estudio para mejorar la

calidad y seguridad para los consumidores.
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Anexos A. Datos de la toma de muestra de quesos industrial y artesanal.

ANEXOS

Cuadro N°21. Datos de la toma de muestra de quesos de la primera semana.

Primera semana (muestra #1)
Tipo de | Fechade | Fecha | Hor | Hora | Hora | Condicié | Temperat | Numero | Fecha de
queso | envio/to | de ade |de de n ura de de lote | vencimie
ma analis | tom | llega | anélis transporte nto
is a da is
Industri | Lunes 26 | Lunes | 10:4 | 11:17 | 12:36 | Refrigera | 4°C 240204 | 10/03/24
al de 26de |0 am pm da 04
febrero | febrer | am
0
Artesan | Lunes 26 | Lunes | 10.1 | 11:17 | 12:36 | Refrigera | 4°C N/A N/A
al de 26de |5 am pm da
febrero | febrer | am
0
Cuadro N°22. Datos de la toma de muestras de quesos segunda semana.
Segunda semana (muestra #2)
Tipo de | Fechade | Fecha | Hor | Hora | Hora | Condici6 | Temperat | Numero | Fecha de
gueso envio/to | de ade | de de n ura de de lote | vencimie
ma analis | tom | llega | analis transporte nto
iS a da is
Industri | Lunes4 | Lunes | 9:0 | 9:40 | 9:51 | Quesoen | 4°C 240212 | 24/03/24
al demarzo | 4de |4 am am carretilla, 01
marz | am limpiaba
0 nla
nevera
Artesan | Lunes4 | Lunes | 8.3 | 9:40 | 9:51 | Refrigera | 4°C N/A N/A
al de marzo | 4 de 4 am am da
am
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marz

Cuadro N°23. Datos de la toma de muestras de quesos tercera semana.

Tercera semana (muestra #3)
Tipo de | Fechade | Fecha | Hor | Hora | Hora | Condicié | Temperat | Numero | Fecha de
gueso envio/to | de ade | de de n ura de de lote | vencimie
ma analis | tom | llega | anélis transporte nto

is a da is
Industri | Lunes 11 | Lunes | 9:4 | 10:15 | 10:32 | Refrigera | 3°C 240227 | 09/04/24
al demarzo | 11de |2 am am da 04

marz | am

0
Artesan | Lunes 11 | Lunes | 8.5 | 10:15 | 10:32 | Refrigera | 3°C N/A N/A
al demarzo | 11de | O am am da

marz | am

0
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Cuadro N°24. Datos de la toma de muestras de quesos cuarta semana.

Cuarta semana (muestra #4)
Tipo de | Fechade | Fecha | Hor | Hora | Hora | Condici6 | Temperat | Numero | Fecha de
gueso envié/to | de ade | de de n ura de de lote | vencimie
ma analis | tom | llega | andlis transporte nto

is a da is
Industri | Lunes 18 | Lunes | 9:4 | 10:02 | 10:40 | Refrigera | 3a 4°C 240305 | 16/04/24
al demarzo | 18de | 0 am am da 04

marz | am

0
Artesan | Lunes 11 | Lunes | 9:0 | 10:02 | 10:40 | Refrigera | 3a4°C N/A N/A
al demarzo | 11de |4 am am da

marz | am

0

Cuadro N°25. Datos de la toma de muestras de quesos quinta semana.
Quinta semana (muestra #5)
Tipo de | Fechade | Fecha | Hor | Hora | Hora | Condici6 | Temperat | Numero | Fecha de
gueso envio/to | de ade | de de n ura de de lote | vencimie
ma analis | tom | llega | andlis transporte nto

is a da is
Industri | Lunes 25 | Lunes | 9:0 | 9:33 | 9:50 | Refrigera | 4°C 240317 | 23/04/24
al demarzo | 25de | 2 am am da 01

marz | am

0
Artesan | Lunes 25 | Lunes | 8:4 | 9:33 | 9:50 | Refrigera | 4°C N/A N/A
al demarzo | 25de | O am am da

marz | am

0

Anexo B. Recuento de las colonias.
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Muestra 1 Queso Industrial.

Lote: 24020404. Fecha de expiracion: 10/03/2024

Cuadro N°26. Cuantificacion microbiologica del queso blanco industrial.

Recuento | Recuento | Recuento
) ] o de de de _
Microorganismos | Diluciones ] ] ] Promedio
colonias | colonias | colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3
102 243 238 206 229x10?
Coliformes
10° 61 70 77 69.33x10°
Totales
10* 8 8 7 7.67x10%
10? 290 275 292 285.67x10?
108 52 60 66 59.33x10°
Escherichia coli
10% 7 3 3 4.33x10*
108 DNPC DNPC DNPC DNPC
10 369 390 390 383x10*
Staphylococcus
5 5
aureus 10 20 16 18 18x10
10° 3 1 1 1.67x10°8
102 1 2 1 1.33x10?
Hongos 10° 0 0 0 0
10* 0 0 0 0
102 DNPC DNPC DNPC DNPC
Levaduras 10° 151 137 174 154x10°
10 17 17 3 12.33x10*
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Muestra 1 Queso Artesanal

Cuadro N°27. Cuantificacion microbiologica del queso blanco artesanal.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio
10! 139 170 162 157x10!
Coliformes
102 21 21 23 21.67x102
Totales
10° 3 3 2 2.67x10°
10t 2 1 4 2.33x10!
Escherichia coli
102 0 0 0 0
108 0 0 0 0
103 150 150 130 143.33x10°
Staphylococcus
Py 10 29 28 24 27x10*
aureus
10° 5 5 3 13x10°
108 0 0 0 0
10t 0 0 0 0
Hongos
g 102 0 0 0 0
103 0 0 0 0
10! 358 352 324 344.67x10!
Levaduras
102 48 48 58 51.33x10°
108 3 7 4 4.67x10°
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Muestra 2 Queso Industrial.

Lote: 24021201. Fecha de expiracion: 24/03/2024

Cuadro N°28. Cuantificacion microbiologica del queso blanco industrial.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 promedio

Coliformes 102 DNPC DNPC DNPC DNPC
Totales

103 276 254 285 271.67x10°

10* 107 119 117 114.33x10*

102 0 0 0 0
Escherichia coli

103 0 0 0 0

104 0 0 0 0

10° DNPC DNPC DNPC DNPC
Staphylococcus

10* DNPC DNPC DNPC DNPC
aureus

10° 40 38 43 40.33x10°

108 4 5 4 4.33x10°
Hongos 102 4 4 0 4x10?

103 2 2 5 3x10°

10* 1 1 1 1x10*
Levaduras 102 DNPC DNPC DNPC DNPC

103 276 176 279 243.67x10°

104 21 32 38 30.33x10*

129



Muestra 2 Queso Artesanal

Cuadro N°29. Cuantificacion microbioldgica del queso blanco artesanal.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio
10t 268 272 308 282.67x10!
Coliformes
102 102 114 111 109x102
Totales
108 16 22 18 18.67x10°
10t 69 62 56 62.33x10%
Escherichia coli
102 8 3 6 5.67x102
108 0 0 0 0
108 388 390 386 388x10°
Staphylococcus
Py 10* 54 49 63 55.33x10*
aureus
10° 5 8 9 7.33x10°
108 0 0 0 0
10t 0 0 0 0
Hongos
g 102 0 0 0 0
108 0 0 0 0
10t 309 313 301 307.67x10!
Levaduras
102 56 57 55 56x102
108 3 5 10 6x10°
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Muestra 3 Queso Industrial.

Lote: 24022704. Fecha de expiracion: 09/04/2024

Cuadro N°30. Cuantificacion microbiologica del queso blanco industrial.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 promedio
Coliformes 102 17 20 22 19.67x102
Totales
103 3 1 3 23.3x10°
10 0 0 0 0
10? 53 62 52 55.67x10?
Escherichia coli
103 11 7 5 7.6x10°
10 1 1 0 1x10*
103 3 2 0 2.5x10°
Staphylococcus
Pry 10% 1 1 0 1x10%
aureus
10° 0 0 0 0
Hongos 102 0 0 0 0
103 0 0 0 0
10 0 0 0 0
Levaduras 102 19 34 16 23x102
103 2 0 3 2.5x10°
10 0 0 0 0

131




Muestra 3 Queso Artesanal

Cuadro N°31. Cuantificacion microbioldgica del queso blanco artesanal.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio

10t DNPC DNPC DNPC DNPC
Coliformes

102 436 432 448 438.6710?
Totales

108 174 175 164 171x108

10t 93 81 91 88.33x10?
Escherichia coli

10? 13 15 10 12.67x102

10° 1 1 0 1x10°

10° DNPC DNPC DNPC DNPC
Staphylococcus

104 DNPC DNPC DNPC DNPC
aureus

10° 95 83 94 90.67x10°

108 12 17 14 14.3310°

10t 49 45 46 46.67x10*
Hongos 5 5

10 25 27 33 28.33x10

108 6 2 0 4x10°8

10t 99 90 66 85x10!
Levaduras

102 23 13 22 19.33x102

108 2 0 0 2x10°

132



Muestra 4 Queso Industrial.

Lote: 24030504. Fecha de expiracion: 016/04/2024

Cuadro N°32. Cuantificacion microbiologica del queso blanco industrial.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 promedio
Coliformes 102 80 81 95 85.33x102
Totales
10° 14 12 8 11.33x10°
10 2 1 1 1.33x10*
10? 7 18 13 12.67x10?
Escherichia coli
103 0 0 0 0
10 0 0 0 0
103 0 0 0 0
Staphylococcus
Pry 10 0 0 0 0
aureus
10° 0 0 0 0
Hongos 102 0 0 0 0
103 0 0 0 0
10 0 0 0 0
Levaduras 102 88 103 108 99.66x10?
103 5 11 12 9.33x10°
10 1 0 0 1x10%
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Muestra 4 Queso Artesanal

Cuadro N°33. Cuantificacion microbioldgica del queso blanco artesanal.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio
10t 88 78 74 80x102
Coliformes
102 28 41 35 34.66x10°2
Totales
108 3 1 1 1.67x10°
10t DNPC DNPC DNPC DNPC
Escherichia coli
102 191 224 232 215.67x10?
103 25 31 37 31x10°
108 2 2 2 2x10°
Staphylococcus
Py 10* 0 0 0 0
aureus
10° 0 0 0 0
10t 3 2 3 2.67x10!
Hongos
g 102 0 0 0 0
108 0 0 0 0
10t 46 38 61 48.33x10!
Levaduras
102 8 8 10 8.66x102
108 2 0 1 1x10°
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Muestra 5 Queso Industrial.

Lote: 24031701. Fecha de expiracion: 23/04/2024

Cuadro N°34. Cuantificacion microbiologica del queso blanco industrial.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 promedio
Coliformes 102 67 69 61 65.66x102
Totales
10° 7 5 11 7.66x10°
104 2 4 0 3x10*
10? 1 1 0 1x10?
Escherichia coli
103 0 0 0 0
10 0 0 0 0
103 1 0 0 1
Staphylococcus
Pry 10 0 0 0 0
aureus
10° 0 0 0 0
Hongos 102 0 0 0 0
103 0 0 0 0
10 0 0 0 0
Levaduras 102 DNPC DNPC DNPC DNPC
103 51 33 45 43x10°
10 0 0 6 2x10*
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Muestra 5 Queso Artesanal

Cuadro N°35. Cuantificacion microbiologica del queso blanco artesanal.

Microorganismos | Diluciones | Recuento de | Recuento de | Recuento de | Recuento de
colonias colonias colonias colonias
Placa 1 Placa 2 Placa 3 Promedio
10! DNPC DNPC DNPC DNPC
Coliformes
102 142 139 131 137.33x10°
Totales
103 0 10 8 6x10°
10t 244 242 235 240.33x10!
Escherichia coli
102 35 48 49 44x10°
108 0 0 0 0
103 231 229 223 227.67x10°
Staphylococcus
Py 10* 18 30 25 24.33x10*
aureus
10° 2 3 4 3x10°
10t 9 9 15 11x10!
Hongos
g 102 2 1 2 1.66x10?
108 0 0 0 0
10t DNPC DNPC DNPC DNPC
Levaduras
102 184 146 182 170.66x10°
108 59 52 54 55x10°
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Anexo C. Andlisis estadistico. Prueba U: Mann Whitney.

Los resultados obtenidos indican que no existen diferencias en el nimero de coliformes totales
en la dilucion 10?y 103, de E. coli en la dilucion 10? y 103, S. aureus en la dilucion 10* y 10°,
en hongos en la dilucion 10% y 103, en las levaduras en la dilucion 10? y 10 con referencia al

promedio del conteo de las colonias en las muestras de queso industrial y artesanal.

Cuadro N°36. Prueba U: Mann Whitney, resultados de prueba de significancia entre

microorganismaos.

Microorganismo Diluciones P significancia
Coliformes Totales 102 (p=>0.05).
Coliformes Totales 103 (p=>0.05).
Escherichia coli 102 (p=>0.05).
Escherichia coli 103 (p=>0.05).
Staphylococcus aureus 10 (p=>0.05).
Staphylococcus aureus 10° (p=>0.05).
Hongos 102 (p=>0.05).
Hongos 103 (p=>0.05).
Levaduras 102 (p=>0.05).
Levaduras 103 (p=>0.05).
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Anexo D. Resultados de las placas Petrifilm

102 - 108, muestras con crecimiento de colonias

Anélisis de coliformes totales en las 5 muestras de queso artesanal e industrial en la dilucion
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Figura N°29. Muestra #1 coliformes totales y E. coli (Dil. 102-10°)
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Figura N°30. Muestra #2 coliformes totales y E. coli (Dil. 102-103)
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Figura N°31. Muestra #3 coliformes totales y E. coli (Dil. 102-10°)
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Figura N° 32. Muestra #4 coliformes totales v E. coli (Dil. 102-10%)
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Figura N°33. Muestra #5 coliformes totales y E. coli (Dil. 10>-103)

Anélisis de Staphylococcus aureus en las 5 muestras de queso artesanal e industrial
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Figura N°34. Muestra #1 Staphylococcus aureus (Dil. 104-105)
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Figura N°35. Muestra #2 Staphylococcus aureus (Dil. 10*-105)
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Figura N°36. Muestra #3 Staphylococcus aureus (Dil. 104-105)
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Figura N°37. Muestra #4 Staphylococcus aureus (Dil. 104-105)
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Figura N°38. Muestra#5 Staphylococcus aureus (Dil. 10*-10%)
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Anélisis de hongos y levaduras en las 5 muestras de queso artesanal e industrial
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Figura N°39. Muestra #1 hongos y levadura (Dil. 10'-10?)
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Figura N°40. Muestra #2 hongos y levaduras (Dil. 10>-10%)
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Figura N°41. Muestra #3 hongos y levaduras (Dil. 102-103)
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Figura N°42. Muestra #4 hongos y levaduras (Dil. 102-10°)
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Figura N°43. Muestra #5 hongos y levaduras (Dil. 102-10°)
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