o A
2 a”dada en V2
Cbampyy . E*..‘\!”d‘di

ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO

FACULTAD DE CIENCIAS
ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CEPAS DE
Staphylococcus aureus RESISTENTES Y MULTIRESISTENTES
AISLADOS EN QUESOS FRESCOS ARTESANALES ELABORADOS
EN ZONAS RURALES DE RIOBAMBA”

Trabajo de titulacion presentado para optar al grado académico de:

BIOQUIMICA FARMACEUTICA

AUTORA:
SILVANA PAMELA YUGCHA PILAMUNGA

Riobamba - Ecuador

2016



©2016, Silvana Pamela Yugcha Pilamunga
Se autoriza la reproduccion total o parcial, con fines académicos, por cualquier medio o
procedimiento, incluyendo la cita bibliografica del documento, siempre y cuando se reconozca el

Derecho de Autor

SILVANA PAMELA YUGCHA PILAMUNGA

ii



ESCUELA SUPERIOR POLITECNICA DE CHIMBORAZO
FACULTAD DE CIENCIAS

ESCUELA DE BIOQUIMICA Y FARMACIA

El Tribunal de Trabajo de Titulacion certifica que: El trabajo de investigacion:
“DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE CEPAS DE Staphylococcus aureus
RESISTENTES Y MULTIRESISTENTES AISLADOS EN QUESOS FRESCOS
ARTESANALES ELABORADOS EN ZONAS RURALES DE RIOBAMBA”, de
responsabilidad de la sefiorita Silvana Pamela Yugcha Pilamunga, ha sido minuciosamente
revisado por los Miembros del Tribunal de Trabajo de Titulacién, quedando autorizada su

presentacion.
FIRMA FECHA
Dra. Ana Karina Albuja

DIRECTORA DE TRABAJO
DE TITULACION

Dr. Félix Andueza

MIEMBRO DEL TRIBUNAL

DOCUMENTALISTA
SISBIB ESPOCH

NOTA DE TRABAJO DE
TITULACION

ii



DECLARACION DE AUTENTICIDAD

Yo Silvana Pamela Yugcha Pilamunga, declaro que el presente Trabajo de Titulacion es de mi
autoria y que los resultados del mismo son auténticos y originales. Los textos constantes en el

documento que provienen de otra fuente estan debidamente citados y referenciados.

Como autor, asumo la responsabilidad legal y académica de los contenidos de este Trabajo de

Titulacion.

Riobamba, 11 de febrero de 2016

Silvana Pamela Yugcha Pilamunga

180464980-2

iv



DEDICATORIA

A Dios, por darme la vida, la salud para poder culminar con esta meta, por ser mi fiel compaiia y

estar conmigo en los momentos mas dificiles.

A mi hermana Patricia por su apoyo tanto econdmico como moral, por ser mi fuente de inspiracion

y por alentarme a seguir adelante en la culminacion de mi carrera.

A mis padres Ernesto y Romelia por su apoyo incondicional en el transcurso de estos afios.

Pamela



AGRADECIMIENTO

El méas sincero agradecimiento a la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo en especial a la
Escuela de Bioquimica y Farmacia por abrirme sus puertas y permitir que en sus aulas me forme
profesionalmente.

Un eterno agradecimiento a la Dra. Anita Albuja mi tutora y al Dr. Félix Andueza mi colaborador
por el apoyo brindado quienes contribuyeron desinteresadamente en la realizacion de este Trabajo

de titulacion.

A mis profesores, compaferos, amigos que me apoyaron de una u otra manera para culminar con

esta meta académica.

A todos Gracias!!

Pamela

vi



TABLA DE CONTENIDO Pagina

DERECHO DE AUTOR.. ... e i
CERTIFICACION. ..ottt iii
DECLARACION DE RESPONSABILIDAD........cc.ooiiiiiiiiiiiiiiiiaiiiie e iv
DEDICAT ORI A . .. e v
AGRADECIMIENTO. ..., vi
TABLA DE CONTENIDO. .. .., vii
INDICE DE CUADROS. ..ottt X
INDICE DE TABLAS.......covviiv ittt ettt xi
INDICE DE GRAFICOS. ...t xii
INDICE DE ANEXOS ... oottt xiil
RESUMEN . ...t e Xiv
SUMMARY . ..o et XV
INTRODUCCION. ..ottt 1
CAPITULO I Pagina
1 MARCO TEORICO.........ccoiiiiiiiiiiiiaiiii e 8
1.1 Generalidades........... ... 8
1.2 Definiciones generales................ oo 9
1.3 Clasificacion del queso........ ... 9
1.3.1 Segun su dureza y contenido de humedad ............................c.ccccocvvviinvinvinninieannens .9
1.3.2 Segun su forma de elaboracion...........................c.ccocccoveeveiniiinciesieeiieieeneenieeeeeae e 10
1.3.3 Segun el periodo de maduracion...... ... ..........c...cccccocevviviiiiiiiiiiniiniiiee 10
14 QUESO FTESCO ... e ettt e et e e et e e e e etreeeeeeareeeeeearreeeeaes 11
1.4.1 CONCEPLOS GENEOYALES................ccceeoieiiiiiiieiieieeeeeeeeee ettt 11
1.4.2 Clasificacion del qUeSO freSco .....................coccooeeveiniiiniiniieiiiiiiieeneeeeeeieeseenee e 12
14.3 MALEFIA PYIMA ...ttt ettt e e st e s be e bt esseesseesasesnseenseenseesseesanenns 13
1.4.4 Proceso de elaboracion .........................ccoccooceeiiiieiiiiieieeeeeee e 14
14.4.1 Tratamiento de A LECRHE ...............ccoceeveiiiiiiiiiiie ettt 14
1.4.4.2 COAGUIACTON .....oooveeeeeeee ettt et e e tte e eae e st e e s tteessbeeestbeessbeesssaaesssaesnsaeenssaesnseeensees 14
1.4.4.3 Corte de la cuajada y deSUErAdO .................cccuueeeeieceieeciieiiieciee et 14

vii



1.4.4.4
1.4.4.5
1.4.4.6
1.4.4.7
1.5

1.5.1

1.5.2

153
1.6
1.7

1.8

1.8.1
1.8.2

1.8.3
1.84
1.8.4.1
1.84.2
1.84.3
1.8.4.4
1.9
1.9.1
1.9.2
1.9.3
1.10
1.11
1.12
1.13
1.14
1.14.1
1.14.2
1.14.3

MOIACO ..ottt e ettt e e s s e e s ettt e e e e s s s e sssaaaeeeeeeenas 14

PPONSAAO ... e 14
SALUAAO ..ottt ettt 15
ENVASAAO ...t 15
Control de calidad ..............c.ocooiiiiiiiii e 16
Control de calidad fisico-quimico...........................cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiea, 16
Control MICrODIOIOGZICO ...................ccooveeeeiaiiiiiesieeieece ettt ra e aesaaesnne e 16
Controles COMPIEMENLATIOS ....................cccuooeeueeeciieecieeeeieeeeieesiee e e e e eaeesveeeveeenens 17
Enfermedades transmitidas por alimentos ...................ccccoooiiiiiiiniinniin i 17
Clasificacion de ETA’S ........ooooiiiiieee ettt 17
Microorganismos transmitidos por el queso .................ccoccveeeiieciiecieniienene e, 18
ESCREFICRIA COII ...ttt 18
SAIMORCIA LIPPY ...ttt ettt e et a e s sbessbeesseessaesteessreens 19
LiSterit MONOCYIOZENES ................c.ooeueeeeeeeeeareesieesieessesseeseeseesseesssesssessseeseessessseessseans 19
SAPRPIOCOCCUS QUITCUS .................ocevvenveeieeeieeieesieesteeeteereeete e e aesaessessbaeseesseesseessreans 19
CAFACLETISEICAS .eeeeeeeeeeee ettt ettt ettt e st e sttt et esb e e sstesateenteenteenbeesaeesnneans 20
HADTIAT ...ttt ettt ettt ettt ettt a e et ne s 21
MOTFOLOGIA ..ottt ettt s e b e et e e e e taestsessbeessaesseesteessneans 21
Manipuladores de alimentos 'y Staphylococcus aureus ........................ccccoeeeveenecnncn. 22
Medios de cultivo para deteccion de Staphylococcus aureus en los alimentos.......... 23
Petrifilm para la deteccion de Staphylococcus aureus. .......................ccooeevveecveeeenenannen. 23
Identificacion de S.aureus en medio manitol-salado o Chapman ................................ 24
Pruebas bioquimicas para la identificacion de S. aureus .........................cccocvenuenunc.. 25
ANGDIOTICOS ......ooiieiiie ettt 26
ClaSIHICACION .......ooiiiiiiiieiee ettt sttt eteesteesaeesaeesnreeas 26
RESIStENCIA ... e 27
Tipos de TeSIStENCIA ............ccceiiiiiiiiiicicece et e e st eare e 27
Resistencia a los antibioticos mas importantes .................c.ccccoeevieeieniiniienieceee, 28
Resistencia a B-lactdmicos. ...................c.. i 30
Resistencia a los aminoglucoSidos .......................c..ccouevveeeceieceiecreeiiesiiesiieecreeeeeseeseees 30
Resistencia a la MetiCiling .....................cccccoocoeviniiiiiniiniiiiiiieeseeee et 31



1.14.4 Resistencia a glICOPEPLIAOS ..................coooceeecuieieeiieeiieeiiecieeceeseesee et seesae e 31

1.14.5 Resistencia fIUuorOqUIROIONGAS .......................ccoevvvevveeieeeeiiaerieciesieneeseesseesseesseeseessne e 31
1.14.6 Resistencia a macrolidos y lincosamidas .......................ccocoooceeeeeeeeecieeeieaieeeeeenn 31
1.14.7 Resistencia a tetraciclings.......................ccoccoooeeiiiiiiiiiieieieieeese et 32
1.15 Técnica de difusion en diSCOS. ..............oocoiiiiiiiiiii e 32
1.15.1 PURTOS CPTHICOS . . ... 33
1.15.2 Interpretacion de las pruebas de susceptibilidad............................................. 33
CAPITULO IT

2 MARCO METODOLOGICO.........ooiiiiiiii e 34
2.1 Lugar de investigacion......... ..ottt 34
2.2 Materiales, equipos y reactivos....... ..ot 34
23 A L TR 3 36
24 Preparacion de diluciones................... oo 38
25 Cultivo y cuantificacion...............c.ooooiiiiiii 38
2.6 Morfologia celular, colonial y bioquimica de cepas de S.aureus.......................... 39
2.6.1 Crecimiento en agar manitol salado.............................cc.ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnn, 40
2.6.2 Observacion morfolOgica. ......................c..ooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 40
2.6.3 Prueba de coagulasa........................c.ooneiiiiii i 40
2.64 Produccionde catalasa.............................cooii i 40
CAPITULO III

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS...... 42
3.1 Andlisis, interpretacion y discusion de resultados.......................c.o 42
CONCLUSIONES . . .., 53
RECOMENDACIONES ... ..o e 54
BIBLIOGRAFiA

ANEXOS

ix



INDICE DE CUADROS Pagina

Cuadro 1-1 Clasificacion de los quesos de acuerdo a su contenido de humedad...................... 8
Cuadro 2-1 Componentes de la leche en el qUESO0. ........ccceeiiiiiiiiiiiii e 13
Cuadro 3-1 Resistencia de S. aureus a los antibioticos mas importantes. .........cceeeveeeveeeveerreerneennns 29



INDICE DE TABLAS Pagina

Tabla 1-1

Tabla 2-1

Tabla 3-1

Tabla 1-3

Tabla 2-3

Tabla 3-3

Tabla 4-3

Tabla 5-3

Tabla 6-3

Tabla 7-3

Tabla 8-3

Tabla 9-3

Tabla 10-3

Requisitos para quesos frescos establecidos en la NTE INEN 1528: 2012. ............... 16
Requisitos microbioldgicos para quesos frescos no madurados. ..........ccoeeeeveeeiieenene 17
Criterios de interpretacion para el método de difusion en disco para 41

Staphylococcus aureus segin el CLSI2015..... ..o

Cuantificacion de aureus en placas petrifilm 3M primer muestreo.........coocvevveeennnne. 42
Cuantificacion de S. aureus en placas petrifilm 3M segundo muestreo ..................... 43
Cuantificacion de S. aureus en placas petrifilm 3M tercer muestreo............cceeeeeee.e. 44

Ausencia de diferencia estadistica significativa a p<0,05, entre los lugares de 45
procedencia de las muestras del recuento de Staphylococcus aureus aislados en
queso fresco artesanal segin TUKEY. ......cccceeviiiiiiiiiiiieieee e
Identificacion de Staphylococcus aureus de las muestras de queso fresco 47
ATTESANAL. ..ot e
Resistencia / Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de queso fresco 48
artesanal en el MUuestreo 1..........ooiiiiiiii i
Resistencia / Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de queso fresco 48
artesanal en €l MUESLIEO 2......ouiiniiei it
Resistencia / Susceptibilidad de cepas de Staphylococcus aureus aislados en queso 49
fresco artesanal en el MUESIE0 3.... ..o
Porcentaje de resistencia de cepas de Staphylococcus aureus aislados en queso 50
freSCO arteSanal. . .......ouiii i
Porcentaje de susceptibilidad de cepas de Staphylococcus aureus aislados en queso 52

TIESCO ArtESANAL. . ... ottt e e e

xi



INDICE DE GRAFICOS

Grifico 1-1

Grafico 2-1

Grafico 3-1

Grafico 1-3

Grafico 2-3

Grifico 3-3

Grafico 4-3

Grafico 5-3

Grafico 6-3

Pagina
Proceso de elaboracion de queso freS0......ovvviiriiiiiii i 15
Esquema del disefio eXperimental............ccccverierieeiieeneeniesie et eieeseeseeesneenneensees 36
Disefio o metodologia experimental empleada...........ccceeveervencieeciienienienieee e 37
Cuantificacion de Staphylococcus aureus en placas petrifilm primer 43
INUESTIICO . ettt e
Cuantificacion de Staphylococcus aureus en placas petrifilm segundo 44
M@0 #4417+
Cuantificacion de Staphylococcus aureus en placas petrifilm 3M de dilucion tercer 45
INUESTICO . . et
Ausencia de diferencia estadistica significativa a p<0,05, entre los lugares de 46
procedencia de las muestras del recuento de S. aureus aislados de quesos fresco
ATTESANAL. ...
Porcentaje de resistencia de cepas de  Staphylococcus aureus aislados en queso 51
fTESCO AITESANAL. ...o.eeiiiiiieiiee ettt ane s
Porcentaje de susceptibilidad de cepas de Staphylococcus aureus aislados en queso 52

frEeSCO ArteSANAL. .. ..ot e

xii



ANEXOS

Anexo A

Anexo B

Anexo C

Anexo D

Anexo E

Anexo F

Anexo G

Anexo H

Anexo I

Anexo J

Anexo K

Anexo L

Anexo M

Anexo N

Lista de microorganismos patdogenos presentes en quesos frescos artesanales
comercializados en Lima-Pert1.

Fotografias de preparacion de diluciones de las diferentes muestras

Fotografias del procedimiento de siembra en placas petrifilm Staph 3M

Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas petrifilm 3M en el
muestreo 1

Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas petrifilm 3M en el
Muestreo 2

Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas petrifilm 3M en el
muestreo 3

Fotografias de la Tincion Gram en las muestras aisladas de queso fresco 3

Fotografias de identificacion de Staphylococcus aureus en agar manitol salado de la
solucion madre

Fotografias de identificacion de Staphylococcus aureus en agar manitol salado de las
colonias aisladas en placas Petrifilm

Fotografias de las prueba de catalasa

Fotografias de las prueba de coagulasa

Fotografias de la resistencia/susceptibilidad de Staphylococcus aureus en el muestreo 2
Fotografias de la resistencia/susceptibilidad de Staphylococcus aureus en el Muestreo 3

Norma Técnica INEN 1528: Requisitos para queso fresco.

xiii



RESUMEN

En el presente trabajo de investigacion se determino la presencia de cepas de Staphylococcus
aureus resistentes y multiresistentes aislados en quesos frescos artesanales elaborados en zonas
rurales de Riobamba, este estudio se realizdo en 6 queseras (San Juan, Quimiag y Pungald), la
muestra se recolectd peridodicamente durante el mes de noviembre y diciembre 2015. Para
determinar la presencia de Staphylococcus aureus. se sembro las muestras en placas Petrifilm Staph
3M para su cuantificacion y las colonias aisladas se identificaron posteriormente con métodos
convencionales, se utilizO Agar Manitol obteniéndose un crecimiento y fermentacion en 15
muestras de cepas de Staphylococcus aisladas, se confirmé mediante Tincion Gram, pruebas de
catalasa, y coagulasa. La prevalencia de Staphylococcus aureus en los quesos analizados fue de
83.33%. La resistencia a los antibidticos (Penicilina, Cefoxitina, Tetraciclina, Amikacina,
Vancomicina, Ciprofloxacina, Clindamicina y Eritromicina) se evalud por el método de difusion
en disco Kirby-Bauer, se obtuvo cepas de Staphylococcus aureus resistentes a Penicilina en un
100,00%; Cefoxitina 33,33 % resistencia y 66,67 % sensibilidad; Tetraciclina 13,33 % resistencia
y 86,67 % sensibilidad; Amikacina 6,67 % resistencia y 93,33 % sensibilidad; Vancomicina 100,00
% de sensibilidad; Ciprofloxacina 100,00% de sensibilidad; Clindamicina 20,00 % resistencia y
80.00% sensibilidad; Eritromicina 20,00% sensibilidad y 80,00 % resistencia intermedia. Se
concluye que los resultados de cuantificacion obtenidos de los quesos fueron altos no cumplen con
la Norma General para Quesos Frescos no Madurados es decir el queso no es apto para el consumo
humano porque puede causar problemas de intoxicaciones alimentarias y ocasionar problemas de
resistencia a los antibioticos en el ser humano. Se recomienda capacitar a los productores y
manipuladores involucrados en la produccion de quesos en buenas practicas de manufactura y
sensibilizar a la comunidad sobre el uso correcto de antibidticos en animales a partir de los cuales

se obtiene la materia prima para la elaboracion del queso.

Palabras clave: <QUESO FRESCO ARTESANAL>, <PLACAS PETRIFILM STAPH>,
<Staphylococcus [Staphylococcus aureus[>, <METODOS CONVENCIONALES>,
<ANTIBIOTICOS>, < RESISTENCIA>, <QUESERAS> <RIOBAMBA [CANTON]>,
<MICROBIOLOGIA>
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SUMMARY

The present research determined the presence of Staphylococcus aureus strains resistant and multi-
resistant isolated from artisanal cheese produced in rural areas of Riobamba, this study was carried
out in 6 dairies (San Juan, Quimiag and Pungald), the sample is collected periodically during the
months of November and December 2015. The presence of Staphylococcus aureus was identified
and the specimens were planted on Petrifilm Staph 3M plates for its quantification and isolated
colonies were identified later with conventional methods, Agar Mannitol was used obtaining
growth and fermentation in 15 samples of Staphylococcus aureus strains isolated, it was confirmed
by Tincion Gram, tests of catalase and coagulase. The prevalence of Staphylococcus aureus in
cheese analyzed was 83.33%. The resistance to antibiotics (Penicillin, Cefoxitin, Tetracycline,
Amikacin, Vancomycin, Ciprofloxacin, Clindamycin and Erythromycin), were evaluated by the
Kirby-Bauer disk diffusion method, and the results obtained were: Staphylococcus aureus strains
resistant to Penicillin by 100%; Cefoxitin 33.33% resistance and 66,67% sensitivity; Tetracycline
13.33% resistance and 86.67% sensitivity; Amikacin 6.67% resistance and 93.33% sensitivity;
Vancomycinl00% of sensitivity; Ciprofloxacin 100% sensitivity; Clindamycin 20% resistance and
80% sensitivity; Erythromycin 20% sensitivity and 80% intermediate resistance. This study
concluded that the quantification results of cheeses were high, and these do not comply with
General Standards of Fresh Cheese non Matured, this cheese is not suitable for human
consumption because it can cause problems of food poisonings and resistance to antibiotics in
humans. This study recommended to train producers and handlers involved in the production of
cheeses in best practices of manufacturing and educate the community about the correct use of

antibiotics in animals from which gets the raw material for the manufacture process cheese.

Key Words: <FRESH ARTISANAL CHEESE>, <PETRIFILM STAPH PLATES>,
<Staphylococcus [Staphylococcus aureus|>, <CONVENTIONAL METHODS>
<ANTIBIOTICS>, <RESISTENCE>, <DAIRIES>, < RIOBAMBA [CANTON]>,
<MICROBIOLOGY>
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

Cepas de Staphylococcus aureus en los quesos elaborados artesanalmente puede representar un alto
riesgo para la salud publica ya que podria servir como fuente de difusion y propagar el problema de
la resistencia, cada afio se pone en los mercados diferentes antimicrobianos para resolver el
problema de la resistencia microbiana pero las bacterias desarrollan nuevas defensas contra estos
eficaces antibioticos. La resistencia bacteriana es un tema muy importante en el estudio de los

antibioticos porque su confirmacion implica el fracaso del tratamiento. (Elika, 2013,

http://www.elika.net/datos/pdfs_agrupados/)

Existe un gran riesgo para la salud cuando los microorganismos y productos veterinarios son
transferidos a los alimentos causando uno de los problemas que en los ltimos afios aqueja mas a la
poblacion como es la resistencia antimicrobiana. (Rivera, Jet. 2011, p. 202) Un gran nimero de
especies de Staphylococcus puede contaminar los alimentos, al hombre y los animales. Alrededor
de 135 tipos de microorganismos son implicados como agentes causales de mastitis bovina, pero la
mayoria de las infecciones intramamarias (IIM) son ocasionadas por Staphylococcus aureus, un

patogeno contagioso que se transmite en el rebafio durante el ordefio (Valero, 2012, p. 10)

Los alimentos que son contaminados con el microorganismo son generalmente alimentos de origen
animal como quesos, leche, huevos, etc asimismo son contaminados otros alimentos como frutas y
verduras. (Elika, 2013, http://www.elika.net/datos/pdfs_agrupados/). Estas bacterias anaerobias Gram —
positivas habitan en las mucosas de los animales y personas, produciendo enterotoxinas que
contaminan al hombre a través de los alimentos contaminados por falta de higiene e inadecuadas

practicas de elaboracion y conservacion generando en ellos intoxicaciones alimentarias. (De la Rosa,

2011, p. 32)

La terapia antibiotica ha llevado a una prolongacion en la expectativa y calidad de vida, como parte
de los avances en la medicina moderna que han reducido la morbimortalidad de numerosos
padecimientos, en especial de las enfermedades infecciosas pero el aumento del uso de estos
medicamentos a veces de forma indiscriminada desde la década de 1950 ha aumentado el problema
de la resistencia antimicrobiana cuya principal causa es la seleccion de cepas bacterianas que
fortalecen sus genes de resistencia a la mayoria de los antibidticos y la bacteria responsable de la

infeccion logra evadir su accion. (Lemus et al, 2008, pp. 48-54)



Formulacion del Problema

Problema General

(Los quesos frescos elaborados artesanalmente en zonas rurales de Riobamba tienen cepas de
Staphylococcus aureus que son resistentes y multiresistentes a antibidticos comiinmente usados en
el tratamiento de algunas enfermedades? (Lemus et al, 2008, p. 50) El uso de antibidticos esta
correlacionado con la aparicion y el mantenimiento de cepas patogenas resistentes, el fenotipo de
resistencia es codificado por genes que pueden estar ubicados en el cromosoma de la bacteria o en
elementos genéticos moviles (plasmidos, transposones). Estos elementos estan relacionados con la
transferencia de genes de resistencia entre bacterias de la misma o diferentes especies (Guerra, 2012,

p. 16)

La determinacion de los fenotipos de resistencia a antibidticos en cepas patogenas es de mucha
utilidad para la caracterizacion de la bacteria, la informacion que aporta puede contribuir en la
investigacion de una fuente de contaminacion y permite evaluar los riesgo a la salud que tienen los
consumidores cuando ingieren alimentos que estdn contaminados con patdgenos resistentes a
antibioticos (Cortecero, 2011, p. 18). Aunque en la actualidad se han definido veinte tipos diferentes de
enterotoxinas las mas implicadas en intoxicaciones alimentarias siguen siendo las enterotoxinas
clasicas [enterotoxina A (SEA), enterotoxina B (SEB), enterotoxina C (SEC), enterotoxina D

(SED) y enterotoxina E (SEE)]. (Guerra, 2012, p. 35)

En Venezuela (OPS, 2004), asociado principalmente con el consumo de quesos blancos frescos de
elaboracion artesanal y la region con el mayor nimero de casos reportados de ETA’s es el estado
Zulia (Gonzalez, 2006, http://www.cedib.org/2013/split/sql). En este sentido, se ha sefialado que los animales
con mastitis subclinica son probablemente una de las principales fuentes de contaminacion de la
leche cruda con cepas de S. aureus de origen intramamario y a su vez enterotoxigenicas,
convirtiéndose la leche cruda en una fuente potencial de contaminacion para los productos

elaborados a partir de ella, como los quesos frescos artesanales (Kousta, 2010, p. 18).

Los quesos artesanales producidos en las fincas de pequefios o medianos productores de la region
se caracterizan por ser quesos frescos que en algunos casos son elaborados a partir de leche cruda
en forma tradicional sin emplear métodos estandarizados y en la mayoria de los casos, en
deficientes condiciones higiénicas sin ningin control sanitario. Con una distribucion y
comercializacion no sujeta a vigilancia ni controles sanitarios, y al hecho que el almacenamiento se

realiza sin refrigeracion o refrigeracion no controlada, al ser vendidos principalmente por

2
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vendedores ambulantes, ocasiona que estos productos se conviertan en un riesgo potencial a la
salud del consumidor. El conocimiento de la diseminacion de S. aureus en las fincas donde se
elabora queso artesanal puede contribuir a establecer las medidas necesarias para minimizar la

contaminacion de la leche y de los quesos frescos con S. aureus. (Lemus, et al, 2008, p. 47)

Antecedentes de la Investigacion

Cedillos, R; Guerra, J en el afio 2012 realizaron un trabajo sobre “Determinacion de la
multiresistencia microbiana de Staphylococcus aureus, aislado a partir de diferentes fuentes que
intervienen en la elaboracion del queso fresco artesanal proveniente de dos queserias”. Tesis

Bachelor, Universidad de El Salvador.

Para la realizacion de esta tesis se trabajo con queso fresco artesanal de dos queserias, de las cuales
5 muestras eran de queso fresco, 5 muestras de leche y muestras del lavado de manos de los
manipuladores con un total de 25 muestras a analizar de las cuales se aislo e identifico S. aureus y
se les comprobd la resistencia a diferentes antibioticos como: Ciprofloxacina, Penicilina G,
Eritromicina, Tetraciclina, Sulfamida y Amoxicilina, de este analisis se obtuvo que las cepas
aisladas de Staphylococcus aureus de las muestras de queso fresco y leche presentaron
multirresistencia a 3 antimicrobianos: Amoxicilina/ Ac. Clavulanico, Eritromicina y Penicilina G y
las cepas de las muestras del lavado de manos presentan resistencia a Penicilina G. Los resultados

obtenidos son un indicador del abuso de antibidticos presentes en los animales. (Guerra, 2012, p. 16)

Benitez, E; Centi, K en el afio 2012 en el trabajo Determinacion de la resistencia del
Staphylococcus aureus aislado de quesos no madurados comercializados en el Mercado Central de
San Salvador, a los antibidticos de prueba seleccionados. Tesis Bachelor, Universidad de El

Salvador.

En este trabajo para la determinacion de la resistencia del S. aureus en quesos no madurados se
trabajé con 20 muestras de queso duro y 20 muestras de quesillo. Después del aislamiento e
identificacion de las cepas de Staphylococcus aureus se procedio a realizar la prueba de difusion en
disco con los antibioticos seleccionados: Tetraciclina, Ciprofloxacina, Clindamicina, Vancomicina,
Amikacina y Oxacilina. Posteriormente se demostrd que las cepas aisladas del quesillo y queso
duro son sensibles a la Ciprofloxacina, Clindamicina, Vancomicina, Amikacina y Oxacilina y del
queso duro son resistentes a la Tetraciclina. Estos resultados obtenidos indican el uso inadecuado

de antibioticos por parte de la poblacion. (Benitez, 2012, pp. 25-34)



Reyes, G; Acosta, I; Atencio, L; Gonzalez, L; Rivera, J; Guifiez, J. en el afio 2010 en un trabajo
sobre Susceptibilidad a antimicrobianos y perfil plasmidico de Staphylococcus aureus aislados

de quesos artesanales e industriales del municipio Valledupar Cesar-Colombia

En esta investigacion para la determinacion de la susceptibilidad a antibidticos y perfil
plasmidico de S. aureus se trabajé con quesos duros, blandos y semiduros artesanales e
industriales escogidos aleatoriamente a las cepas aisladas se realizo la prueba de difusién en
disco y se demostrd que el S. aureus en los quesos blandos presentan resistencia a PR, CR y EI;

todas las cepas mostraron sensibilidad a OX, GM, CIP, FOX, CC, SXT, VA, RA, IPM. (Reyes et
al, 2014, pp. 80-86)

Alvarado, V; Mora, M; Arias, M; Chaves, C; Rojas, N en el afio 2011 en el trabajo sobre

Resistencia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus, Costa Rica

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron 35 muestras de queso fresco a las que se le hicieron
un recuento de Coliformes totales, Coliformes fecales y Staphylococcus aureus, a las cepas aisladas
e identificadas de S. aureus se procedio a realizar la prueba de sensibilidad a los antibidticos con
un sistema automatizado Vitek obteniendo como resultado resistencia de 23 cepas a los antibioticos

B-lactdmicos (ampicilina, oxacilina y penicilina). (Alvarado et al, 2011, pp. 102-106)

Justificacion teorica

La mayor parte de problemas de contaminacion estan en los quesos elaborados artesanalmente
debido a que estos quesos para su elaboracion utilizan técnicas rudimentarias en donde se tiene
poco control de calidad en las etapas de realizacion de los quesos, estos quesos al tener poca vida
util pueden ser atacados con microorganismos y causar dafios a la salud a quienes lo consumen,
por el contrario los quesos industriales al tener una técnica de produccién mecanizada tiene un

riguroso control de calidad en sus etapas. (Vasquez et al, 2012, p. 18)

El alimento debe tener ausencia de microorganismos la presencia de microorganismos en algun
tipo de alimento esta relacionado con una mala calidad microbiolégica entre los microorganismos
que se registran como indicadores de una mala calidad microbiologica estan Coliformes totales,
Coliformes fecales, £ coli, S. aureus todos estos microorganismos pueden estar presentes en los
quesos debido a unas malas practicas de higiene y manipulacion por parte de las personas que

realizan la elaboracion del queso asimismo se pueden contaminar por un mal almacenamiento, en



el transporte y la comercializacion. (Carrasco, 2002, http://www.saludcapital.gov.co/). S aureus al ser un
microorganismo de amplia distribucion puede contaminar no solo el producto terminado sino puede

estar presente en la leche cruda causando brotes de intoxicacion. (Romero et al, 2009, p.111)

Debido que en algunos casos la leche utilizada para la elaboracion del queso puede ser procedente
de una vaca con mastitis por lo que es necesario un correcto proceso de pasteurizaciéon para
eliminar estas bacterias, para que el queso no cause intoxicacion estafilocdcica a las personas que
lo consumen y tener BPM para que el queso elaborado con leche pasteurizada no se contamine

después con microorganismos patdgenos. (Duran et al, 2010, pp. 56-68)

El uso inadecuado de antibidticos para el tratamiento de la mastitis es un problema, ya se puede
transmitir los residuos antibioticos a la leche y de esta manera transmitir a través de los alimentos a
los consumidores afectando la salud humana con problemas de resistencia antimicrobiana. (Benitez,
2012, p. 30). Staphylococcus aureus un microorganismo ampliamente distribuido en el medio
ambiente es responsable de muchas enfermedades nosocomiales y de intoxicaciones alimentarias
que son enfermedades transmitidas por los alimentos producidas por microorganismos o sus

toxinas estas intoxicaciones provocan dolores gastrointestinales, nduseas, vomitos, etc. (Alvarado et

al, 2011, p. 103).

Los alimentos para su consumo deben ser higiénicamente preparados, para que haya una correcta
higiene debe seguirse un conjunto de condiciones y medidas indispensables para garantizar la
seguridad y salubridad de los productos alimentarios. En otros paises también se registran similares
casos de brotes de Staphylococcus aureus en quesos como por ejemplo en Venezuela en los quesos
blancos elaborados artesanalmente nos indica que la mayoria de las muestras analizadas estan por
encima de los limites microbiologicos aceptables de S. aureus y de otros indicadores de calidad

sanitaria. (Caldas et al, 2008, p. 19)

Desde la introduccion de los antibidticos a la medicina Staphylococcus aureus ha sido objeto de
estudio a causa de la facilidad que presenta para desarrollar mecanismos de resistencia hacia éstos.
Se han encontrado cepas resistentes a practicamente todos los antibidticos disponibles para su
tratamiento, incluyendo recientemente a la vancomicina, antibidtico que permanecia como Unica
opcion ante una cepa multiresistente. (Alvarado et al, 2008, p.106).

Por esta razon se han realizado un sinnimero de estudios a esta bacteria, no obstante, la mayoria se
centran principalmente en el estudio de las cepas de origen nosocomial y existe muy poca

informacion sobre la resistencia en cepas comunitarias. Por ello se consideré de importancia el


http://www.saludcapital.gov.co/

estudio de la resistencia antimicrobiana en cepas de Staphylococcus aureus provenientes de quesos

elaborados artesanalmente. (Morales, 2006, p. 48)

Justificacion practica

Actualmente, la identificacion bacteriana se realiza por medio de métodos convencionales, basados
en las caracteristicas fenotipicas, puesto que su realizacion y coste los hace mas asequibles. Para la
identificacion se usa medios que son diferenciales y selectivos al mismo tiempo, es el caso del agar
manitol, selectivo para bacterias del género Staphylococcus y diferencial para Staphylococcus
aureus (fermenta el manitol y sus colonias aparecen de color amarillo sobre el agar como resultado

de la acidificacion del medio). (Cortecero, 2011, p. 20)

Para el aislamiento e identificacion de S. aureus se utiliza pruebas bioquimicas como la produccion
de coagulasa que permite determinar la capacidad de coagular el plasma por la accién de la enzima
coagulasa. Se utiliza para diferenciar S. aureus (coagulasa positivo) de otras especies de
Staphylococcus. Ademas se utiliza la Tincion Gram y la prueba de catalasa y para la determinacion

de la resistencia y multiresistencia a los antibidticos por la técnica de difusion en disco. (Fernandez et

al, 2010, https://www.seimc.org/contenidos/documentoscientificos/)

Objetivos de la Investigacion

Objetivo General

Determinar la presencia de cepas de Staphylococcus aureus resistentes y multiresistentes aislados

en quesos frescos artesanales producidos en zonas rurales de Riobamba.

Objetivos Especificos.

1. Recolectar adecuadamente las muestras de queso fresco artesanal de las queserias San Juan,

Quimiag y Pungala siguiendo la Normativa de muestreo.

2. Aislar cepas de Staphylococcus aureus en muestras de quesos frescos artesanales mediante

métodos microbiologicos.



3. Realizar pruebas de resistencia y multiresistencia frente a los antibidticos (Penicilina.
Cefoxitina, Tetraciclina, Amikacina, Vancomicina, Ciprofloxacina, Clindamicina y

Eritromicina. ) a las cepas de Staphylococcus aureus aisladas.

4. Comparar si se encuentran dentro de los limites microbiologicos establecidos por la NTE

INEN 1528: 2012 los resultados obtenidos del recuento en placa de S. aureus.



CAPITULO 1

1. MARCO TEORICO

1.1 Generalidades

El queso es un alimento concentrado que posee los nutrientes esenciales presentes de la leche
cruda, puede ser fresco o pasar por un proceso de maduracion. Se elabora al coagular la leche y
retirar el suero, para la coagulacion existe diversos métodos pero el mas comun es la adicion de
cuajada una enzima natural que se halla en el cuarto estdmago de un rumiante también se utiliza

extractos de plantas, el suero agrio o vinagre. (Anénimo 2010, http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/)

El coagulante utilizado determina las caracteristicas finales del queso. Existe mucha variedad de
quesos en el mundo algunas de las clasificaciones se basan en sus diversas caracteristicas y
propiedades como por ejemplo su contenido de grasa, el tipo de leche utilizado o el método de
coagulacion, el contenido de humedad. Cuadro 1-1. (Buendia et al, 2012,

http://depa.fquim.unam.mx/amyd/archivero/)

Cuadro 1-1: Clasificacion de los quesos de acuerdo a su contenido de humedad

Tipo Humedad Grasa Textura Conservacion
(%) (%)
Suave 45a75 Hasta 40 Suave, facil de untar Unos dias
Semiduro 35a45 Hasta 35 Firme a desmenuzable, | Unos meses

puede  cortarse  en

rodajas

Duro 30a40 Hasta 30 Muy firme, denso a | Un afio a mas

VECES grumoso

Fuente: (Aguhob, 2002, pp. 32)

Las técnicas utilizadas para la elaboracion de los quesos dependen de las condiciones locales, la
calidad de la leche, las habilidades y la disponibilidad de los ingredientes el hecho de pasteurizar o
no la leche y la temperatura de pasteurizacion va influir en las caracteristicas, la microbiologia y el
sabor del producto final. Cuando se pasteuriza la leche se deja enfriar antes de seguir con la

elaboracion pero si se emplea leche cruda se deja reposar por uno o mas dias con el objetivo de



incrementar su acidez que es muy importante para tener un excelente cuajado de la leche. (Aguhob,

2015: p.24)

1.2 Definiciones generales

Segun el CODEX STAN 283-1978 se entiende por queso al producto blando, semiduro, duro y
extra duro, madurado o no madurado, en el que la proporcion entre las proteinas de suero y la

caseina no sea superior a la de la leche” (Codex, 1978, https://books.google.com.ec/books?id=I0HZIxxiE5)

Segun la NTE INEN 1528 se entiende por queso al producto blando, duro, madurado o no
madurado con una proporcidn entre las proteinas de suero y la caseina no superior a la de la leche,
que se obtiene por coagulacion total o parcial de la proteina de la leche, por accidon del cuajo u otros
coagulantes idoneos dando un producto final con caracteristicas fisicas, quimicas y organolépticas

aceptables al consumidor. (INEN 1528, 2012, p. 1)

Segun Pascual y col” queso es un producto fresco o maduro, sélido o semisolido que se obtiene de
la separacion del suero después de la coagulacion de la leche natural y /o materias obtenidas de la
leche por accién del cuajo u otros coagulantes permitidos obteniendo un producto final con

caracteristicas sensoriales agradables”. (Pascual, 2001, p. 80)

De acuerdo a la FAO/OMS “es el producto fresco o madurado obtenido por la coagulacion y
separacion de suero de la leche, nata, leche parcialmente desnatada, mazada o por una mezcla de

estos productos. (Ares, s.f, http://www.insacan.org/racvao/anales/2002/articulos/)

Segtin Poncelet nos dice que queso es el producto fresco o0 madurado, solido o semiso6lido, obtenido
de la leche, esta leche puede ser total o parcialmente desnatada, de la nata del suero de mantequilla
o de una mezcla de algunos o de estos productos, coagulados total o parcialmente por la accion del
cuajo u otros coagulantes apropiados, antes del desuerado o después de la eliminacion parcial de la
parte acuosa con o sin hidrolisis previa de la lactosa, con una relacion de caseina y las proteinas

séricas sea igual o superior a la de la leche. (Ares, s.f, http://www.insacan.org/racvao/anales/2002/articulos/)

1.2 Clasificacion de tipos de queso

1.3.1 Segun su dureza y contenido de humedad

La NTE-INEN 62 estable una clasificacion de acuerdo a su dureza y contenido graso asi:
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De acuerdo con su dureza los quesos pueden ser:

Duros: su humedad es igual o menor de 55%.
Semiduros: su humedad es mayor a 55% y menor de 65%

Blandos: su humedad es igual o mayor a 65%. (INEN 62, 2012, p. 1)

De acuerdo con su contenido de materia grasa, los quesos pueden ser:

Ricos en grasa: su contenido de grasa es igual o mayor a 60%
Extragrasos: su contenido de grasa mayor o igual que 45%.
Semigrasos: su contenido de grasa es mayor o igual que 25%
Pobres en grasa: su contenido de grasa es de 10%

Desnatados: su contenido de grasa es menor de 10% (INEN 62, 2012, p. 2)

1.3.2 Segun su forma de elaboracion

Industrial: El producto se elabora en industrias queseras, con instalaciones mas o menos grandes y
que suponen cierto capital. La leche se compra a los ganaderos que pueden estar cerca o lejos de la

fabrica y el queso que se elabora puede fabricarse siguiendo los procesos tradicionales o no.

(Meléndez, 2013, http://es.slideshare.net/maherran/los-quesos-3)

Artesanal: Al frente de su elaboracion hay muy pocas personas y se caracteriza porque en su
proceso de elaboracion se mantienen los procedimientos tradicionales de la zona y se obtiene un
producto peculiar. Cada artesano utiliza pequenas cantidades de leche, la cual puede ser comprada

o bien propia, en cuyo caso también se llama “queso de granja’. (Meléndez, 2013,

http://es.slideshare.net/maherran/los-quesos-3)

1.3.3 Segun el periodo de maduracion

Atendiendo a su maduracion o no, los quesos se denominaran de la siguiente forma:

Queso fresco: Su consumo se lo realiza después del proceso de elaboracion.

Queso curado o madurado: Después del proceso de fabricacion debe mantenerse durante algiin
tiempo controlando su temperatura para que se produzca cambios fisicos y quimicos propios del

mismo. (INEN 62, 2012, p. 2)

e Tierno: Entre 7 -30 dias.
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e Semi-Curado: Entre 30 y 60 dias.
e Curado: Mas de 60 dias.

Dentro de los quesos curados nos encontramos como caso particular a los madurados con mohos
que pueden desarrollarse en el interior, como es el caso de los azules (Roquetfor, Cabrales), o en la

superficie ((Meléndez, 2013, http://es.slideshare.net/maherran/los-quesos-3))

14 Queso fresco

Fotografia 1-1 Quesos frescos

Fuente: Silvana Yugcha, 2016

1.4.1 Conceptos generales

Segun la NTE INEN 1528:2012 “Queso fresco es el queso no madurado, ni escaldado, moldeado,
de textura relativamente firme, levemente granular, preparado con leche entera, semidescremada,

coagulada con enzimas o acidos organicos, generalmente sin cultivos lacticos. (INEN 1528, 2012, p. 1)

Segun Cotecero y col “Queso fresco es el producto obtenido de la coagulacion o gelificacion de la
leche cuando se acidifica o se somete a la accion enzimatica del cuajo, produciéndose la separacion
del cuero y la cuajada o “Sinéresis”. Esta cuajada después de separada del suero constituye un

queso fresco. (Cortecero, 2011, p. 18)

Segun Gonzalez, M “ Queso es el producto que se obtiene por coagulacion de la leche pasteurizada,
integral o parcialmente descremada, constituido esencialmente por caseina de la leche en forma de
gel mas o menos deshidratado que retiene un porcentaje de la materia grasa. (Gonzilez, 2010,

http://www.cedib.org/2013/split/sql )
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1.4.2  Clasificacion del queso fresco

La Norma General para quesos frescos no madurados. NTE INEN 1528:2012 clasifica a los quesos

de acuerdo a su composicion y caracteristicas fisicas del producto en:

Segun el contenido de humedad:

o Duro
o Semiduro
o Semiblando

o Blando

Segun el contenido de grasa lactea:

o Rico en grasa
o Entero 6 Graso
o Semidescremado 6 bajo en grasa

o Descremado 6 Magro INEN 1528, 2012, p. 3)

Cedefio, M clasifica los quesos frescos segun su textura, su proceso de elaboracion y segin su

contenido de grasa en:

Seguln su textura:

=  Suaves madurados o no
=  Semi suaves madurados
= Duros madurados con o sin 0jos

= Muy duros granulosos
Segun el proceso de elaboracion:
= Quesos madurados

= Quesos fundidos

=  Quesos hilados

Segun el contenido de grasa:

12



= Triple graso: contiene un minimo de 75 % de grasa

= Doble graso: contiene un minimo de 60 % de grasa

= Graso: contiene un minimo de un 45 % y un maximo de un 60 % de grasa

=  Semigraso: contiene un minimo de un 25% y un maximo de 25 % de grasa

=  Semidesnatado: contiene un minimo de 10 % y un maximo de 25 % de grasa

= QGraso: contiene un 20 % de grasa. (Cedefio, 2015, p.19)

1.4.3  Materia prima

La principal materia prima para la elaboracion de los quesos es la leche que siempre debe ser de
buena calidad para asegurar la obtencion de quesos de buena calidad pueden proceder de vacas,
ovejas, cabras, y bufalos, de su origen dependera el producto final en los cuales variara el sabor y la
textura asimismo se puede utilizar leche cruda o pasteurizada, cuando se utiliza la leche cruda se

conserva mas su sabor y toda la grasa y cuando se utiliza la leche pasteurizada la temperatura

destruye las bacterias sin alterar su composicion y cualidades. (Galvan, 2005, p. 15)

El papel de los diferentes componentes de la leche en el queso se enuncia en la Cuadro 2-1 (Galvan,

2005, p. 15)
Cuadro 2-1 Componentes de la leche en el queso.
Componentes Funcion
Agua Favarece el crecimiento microbiano y por tanto la maduracion, afecta
a la textura y rendimiento

Grasa Afecta a la textura, sabor, rendimiento y color de los quesos

Lactosa Afecta al desuerado, textura, sabor y maduracion

Caseina Afecta al rendimiento, sabor vy olor

Proteinas del Suero

Contribuye con el valor nutritivo y la maduracion

Minerales

Participa en la coagulacion, influye en el desuerado y textura de la

cuajada.

Enzimas Coagulantes

Utiliza la quimosina o renina. extraida del estomago de los corderos

lactantes

Cuajos microbianos

Los cuajos microbianos son elaborados principalmente a partir de
cultivos de mohos de la especie “Rhizomucor”

Acidos Organicos

Se puede omitir el uso de cultivos por medio de acidos orgénicos:

acético, citrico, lactico.

Cloruro de Sodio

Da sabor al gueso y alarga la vida dtil al fremar el crecimiento

microbiano y disminuir la actividad de agua.

Cloruro de Calcio

Se obtiene una cuajada mas firme y acorta el tiempo de coagulacion.

MNitratos

De sodio o potasio impide la hinchazon precoz por bacterias

Fuente: (Galvan, 2005, pp. 10)
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1.4.4 Proceso de elaboracion

Para la elaboracion de los quesos se debe pasar por etapas que generalmente son siete: Grafico 1-1.

1.4.4.1 Tratamiento de la leche

Con esta etapa se consigue eliminar macro — sustancias extrafias procedentes de su manipulacion
en la cual se puede afiadir o eliminar la nata segun el tipo de queso que se quiera elaborar con

posterior homogenizacion para obtener una textura mas uniforme (Galvén, 2005, p. 8)

1.4.4.2 Coagulacion

Para la coagulacion la leche debe estar a una temperatura de 35°C, cuando alcanza esa temperatura
se aflade a la leche el cuajo y la leche se transforma a un estado solido o semisolido existiendo

aglutinacion de las micelas de la proteina caseina. (Navarro, 2013, http://cosasdequesos.es/el-autory)

1.4.4.3 Corte de la cuajada y desuerado

Después de transcurrido el tiempo de coagulacion y verificado la consistencia y textura adecuada
se realiza su corte con la ayuda de unos instrumentos llamados liras para ocasionar un drenaje del
suero para posteriormente trabajar en la cuba de elaboracion mediante agitacion y aumento de la
temperatura para una expulsion del suero y su unién de esta manera el desuerado elimina el suero

de la cuajada. (Navarro, 2013, http://cosasdequesos.es/el-autor/)

1.4.4.4 Moldeo

Consiste en el llenado de los granos de la cuajada en moldes que pueden ser de acero inoxidable o

de plastico alimenticio, de esparto o madera. (Garcia, 2006, http://quesoselpericho.com/como-se-hace-el-

queso.html)

1.4.4.5 Prensado

En este paso se da la forma definitiva al queso y se evacua el suero y el aire atrapado entre los

granos, la duracion del prensado varia segin que queso se pretenda elaborar. (Kurlat, 2011,

http://www.quesosargentinos.gov.ar/paginas/Cuadernillo-)
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1.4.4.6 Salado

Con el salado se evita el crecimiento de microorganismos indeseables, y se proporciona el sabor
para lo cual se recubre la superficie del queso con cloruro sodico (sal), o con inmersion en un bafio

de salmuera (agua y sal). (Garcia, 2006, http://quesoselpericho.com/como-se-hace-el-queso.html)
1.4.4.7 Envasado

Los quesos antes de su distribucion al publico deben ser correctamente envasados para lo cual se
deben limpiar para dar al consumidor una apariencia agradable y para evitar el ataque de
microorganismos, para el envasado se lo debe realizar en fundas de plastico o en ldminas de

aluminio. (Culqui, 2010, p. 20)
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Grafico 1-1. Proceso de elaboracion de queso fresco

Fuente: (Kurlat, 2011, p. 13)
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1.5 Control de calidad

1.5.1 Control de calidad fisico-quimico

Su composicién quimica depende de la preparacion de la leche utilizada para la elaboracion, del

método utilizado y del tiempo de maduracion.
Segun la NTE INEN 1528:2012 establece los siguientes requisitos para la elaboracion de quesos
frescos no madurados, en esta Norma se incluye las determinaciones de humedad y grasa pero

ademas de estos parametros es necesario analizar la acidez, el pH y ciertos aditivos.

En la Tabla 1-1 se observan los requisitos que deben cumplir los quesos frescos de acuerdo a la

NTE INEN 1528: 2012. (INEN 1528, 2012, p. 3)

Tabla 1-1. Requisitos para quesos no madurados establecidos en la NTE INEN 1528: 2012.

Tipo o clase Humedad % Max NTE INEN Contenido de grasa en
63 extracto sece” m/m Minimo
NTE INEN 64

Semiduro 55 -

Duro 40 -

Semiblando 65 -

Blando 80 -

Rico en grasa - 60

Entero o graso - 45

Semidescremado o bajo en

grasa - 20

Descremado o magro - 0.1

Fuente: (INEN 1528, 2012)

1.5.2  Control microbiolégico

La NTE INEN 1528:2012 nos indica que los quesos frescos no madurados deben estar ausentes de
microorganismos patogenos, de sus metabolitos y sus toxinas, de acuerdo con las normas
ecuatorianas correspondientes deben cumplir con los requisitos microbiologicos establecidos en la

Tabla 2-1. (INEN 1528, 2012, p. 4)
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Tabla 2-1. Requisitos microbiolégicos para quesos frescos no madurados.

Requisito N M m C Método de
ensayo
Enterobacteriaceas, 5 2x10? 103 1 NTE INEN
UFC/gr 1529-13
Escherichia coli 5 <10 10 1 AOAC991.14
Staphylococcus 5 10 10° 1 NTE INEN
aureus UFC/gr 1529-14
Listeria 5 ausencia - ISO 11290-1
monocytogene
UFC/25 gr

Fuente: (INEN 1528, 2012)

1.5.3  Controles complementarios

Después del proceso de elaboracion los quesos deben tener rigurosos controles como por ejemplo
en el almacenamiento que se lo debe almacenar en cadena de frio a temperatura entre 4°C £ 2 °C
para su posterior distribucion, comercializacion y transporte que se lo debe realizar de una manera

adecuada para que no daiie el producto ni ocasione contaminacion cruzada. (INEN 1528, 2012, p. 4)

1.6 Enfermedades transmitidas por alimentos

Las ETA’s son un conjunto de enfermedades que resultan de la ingestion de alimentos o agua
contaminada en cantidades suficientes puede afectar la salud del consumidor. Los agentes
contaminantes pueden ser: agentes bioldgicos (bacterias y/o sus toxinas, hongos, virus, parasitos),
agentes quimicos (plaguicidas, fertilizantes, veneno, etc), agentes fisicos (metales, vidrio, madera,

etc. (Quilligana, 2007, p. 14)

Entre los sintomas mas comunes que puede ocasionar las ETA’s son dolores gastrointestinales
ademas ojos hinchados, dificultades renales, vision doble, etc los sintomas varian en dependencia
de la cantidad de bacterias o toxinas del alimento, cantidad de alimento consumido y estado fisico
de las personas en algunos casos puede durar un par de dias, estas enfermedades afectan a nifios,

mujeres embarazadas y ancianos. (Benitez, 2012, p. 34)

1.7 Clasificacion de ETA’s

Las ETA’s pueden clasificarse de la siguiente manera:
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Infecciones transmitidas por alimentos

Estas enfermedades se presentan cuando se consumen alimentos contaminados con
microorganismos patogenos los cuales colonizan e invaden el cuerpo sin la produccion de toxinas
por el microorganismo. (Castillo, 2009, http://www.alimentosecuador.com/descargas/bt4be80e89c9036 )
Intoxicaciones alimentarias

Es una enfermedad que se produce por la ingestion de toxinas que se encuentran en los alimentos
estas toxinas son elaboradas por bacterias, hongos como por ejemplo la toxina botulinica, la
enterotoxina de Staphylococcus, etc. (Castillo, 2009, http://www.alimentosecuador.com/descargas/)

Toxiinfeccion alimentaria

Esta enfermedad se produce por la ingesta de alimentos contaminados con microorganismos

patogenos o por las toxinas que estos producen. (Cristébal, 2003, p. 156)

Alergias causadas por alimentos

Se da por reacciones adversas por el consumo de alimentos o aditivos alimentarios en personas

sensibles a estos. (. (Castillo, 2009, http://www.alimentosecuador.com/descargas/)

1.8 Microorganismos transmitidos por el queso

Los productos que son elaborados a partir de la leche cruda que no pasan por un proceso de
pasteurizacion son focos de contaminacion que pueden causar muchas enfermedades graves en el
ser humano como la salmonelosis con variados sintomas como fiebre, vomito y diarrea. La leche a
mas de su carga microbiana normal contiene otros microorganismos procedentes de los
manipuladores, que proliferan con facilidad en la leche constituyendo un excelente medio de
cultivo, también proceden de la ubre enferma (mastitis), de heces u otras excreciones de vacas

infectadas o sintomaticas y del equipo de ordefio. (Lanchipa, 2003, p. 4)

La carga microbiana en el queso esta constituida por los siguientes microorganismos:

1.8.1 Escherichia coli
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Se encuentra presente en la leche por el mal ordefio y a la utilizacion de agua contaminada
empleada en el momento de la elaboracion del queso. Escherichia coli puede causar infecciones
intestinales y extra-intestinales generalmente severas, tales como infecciones del aparato excretor,
meningitis, peritonitis, mastitis, septicemia, etc. La presencia de E. coli en algin alimento es
indicativo que no es seguro para el consumo humano ya que se puede suponer que hay

enteropatogenos donde hay contaminacion fecal. (Barrios, 2006, p. 45)

1.8.2  Salmonella thypy

Es un género de bacilos Gram negativos son microorganismos “anaerdbicos facultativos, no
esporulados, generalmente moviles por flagelos peritricos que utilizan citrato como unica fuente de
carbono y poseen metabolismo del tipo oxidativo y fermentativo. En los seres humanos la
Salmonella produce diferentes cuadros clinicos como la fiebre tifoidea y paratifoidea,
gastroenteritis, las bacteriemias e infecciones localizadas. (Zambrano, 2014, p. 12)

Salmonella se transmite sobre todo a través de alimentos contaminados. Fermentan glucosa por
poseer una enzima especializada, pero no lactosa por esto no fermentan la leche y sus derivados,
por eso su presencia en dichos productos no se la puede verificar con un cambio de pH producido

por la acidez desarrollada. (Zambrano, 2014, p. 12)

1.8.3  Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes, ocasiona la enfermedad listeriosis. Los animales son los portadores de esta
bacteria en el intestino luego de su evacuacion contaminan el agua, los suelos, vegetales, productos
lacteos y carnes, la contaminaciéon se presenta en el proceso de elaboracion, empaque y
almacenamiento de los alimentos en especial al almacenar los alimentos en refrigeracion porque la
bacteria se desarrolla en muchos casos en refrigeracion por lo que es conveniente procurar tener
una limpieza de estos artefactos. Los alimentos que se encuentran contaminados estos no cambian
de color ni sabor. Los principales sintomas que ocasiona la enfermedad de listeriosis son: nauseas,
diarreas, dolor abdominal, vomitos, dolor de cabeza, fiebre en algunos casos puede producir

meningitis, sepsis y muerte. (Castillo, 2013, p. 50)

1.8.4  Staphylococcus aureus

Produce enterotoxinas que libera al alimento y cuando se ingiere el alimento que contiene la toxina
produce graves reacciones dentro de 1 a 6 horas con sintomas graves como escalofrios, diarrea,
vomitos, esta toxina puede permanecer activa aunque el alimento se almacene a bajas temperaturas,

su metabolismo es de tipo fermentativo, del tipo aerobios y anaerobios facultativos, por lo que
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puede desarrollarse en la leche y sus derivados fermentando la lactosa y provocando acidez

desarrollada. (Castillo, 2013, p. 50)

Esta bacteria posee termo resistencia lo que provoca que resista en parte la pasteurizacion este coco
produce la enzima penicilina, por ende presenta resistencia ante la penicilina, lo que sugiere que su

tratamiento se realice con otro tipo de antibidticos. (Esteban et al, 2011,

http://www.repositoriodigital.ipn.mx/bitstream/)

Fotografia 2-1. Forma morfologica de

Staphylococcus aureus

Fuente: (Databio, 2010, http://www.insht.es/)

1.8.4.1 Caracteristicas

Staphylococcus aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae, estas bacterias son inmodviles
tiene forma de coco y se agrupa en parejas, cadenas cortas o formando racimos de uvas no forman
esporas miden de 0.8 a 1.5 micras de diametro, son Gram positivos, su metabolismo es anaerobio
facultativo, coagulasa positivo, catalasa positivo y oxidasa negativo, crece bien en agar sangre a
37°C. Es habitual encontrar una colonia mediana, a veces -hemolitica, de bordes definidos blancos

o en ocasiones dorada, conociéndose también como el Staphylococcus dorado. (Paez, 2011,

https://microbitos.wordpress.com/2011/08/03/)

1.8.4.2 Habitat
S. aureus habita en la mucosa de la nasofaringe donde existe como microbiota normal transitoria o

permanente o en los alimentos donde produce enterotoxinas que contaminan al hombre a través de

los alimentos contaminados por falta de higiene e inadecuadas practicas de elaboracion y
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conservacion generando en ellos intoxicaciones alimentarias, también habita en las glandulas
mamarias, piel y el cabello de una gran proporcion de la poblacion Puede colonizar diversas

superficies epiteliales y mucosas. (Zuta, 2009, p. 4)

Las personas involucradas en la elaboracion de los alimentos ayudan su rapida propagacion debido
a malas practicas de fabricacion, almacenamiento y distribucion debido a que S. aureus es un

microorganismo que resiste las condiciones ambientales y extremadamente dificiles de erradicar.

(Zuta, 2009, p. 4)

1.8.4.3 Morfologia

Pared celular: Los componentes de la pared celular de los cocos Gram positivos estan constituidos

por el peptidoglicano y acidos teicoicos. (Databio, 2010, http://www.insht.es/)

Peptidoglicano: Proporciona la forma y estabilidad a la bacteria. S.aureus se encuentra recubierto
de proteina A, que es importante para la prueba especifica de aglutinacion de antigenos
monoclonales ademas tiene la coagulasa que se encuentra ligada a la célula, que tiene como

funcién la conversion del fibrindgeno en fibrina produciendo coagulacion del plasma. (Databio, 2010,

http://www.insht.es/)

Membrana: Se encuentra constituida por lipidos, proteinas y carbohidratos que sirven como

barrera para el microorganismo. (Databio, 2010, http://www.insht.es/)

Capsula: También denominada capsula mucoide es una capa de polisacaridos que ayudan a la

adherencia y al aumento del efecto antifagocitico. (Databio, 2010, http://www.insht.es/)

1.8.4.4 Poder patogeno de Staphylococcus aureus (Factores de virulencia)

S. aureus, presenta factores de virulencia que pueden ser productos extracelulares o propios de la

célula bacteriana entre ellos estan:

Coagulasa. Coagula el plasma humano, ademas existe coagulasa libre, que es secretada con
multiples formas antigénicas, la cual se puede evidenciar en un tubo de ensayo con plasma humano
o de conejo, resultando un coagulo de fibrina. Asimismo, existe una coagulasa unida a la pared

bacteriana que actiia como factor de la agregacion plaquetaria.
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Hemolisinas. Son de importancia para el hombre las proteinas alfa y delta debido que la proteina
Alfa produce lisis de eritrocitos y toxicidad para otras lineas celulares; actia bloqueando la
repolarizacion de la membrana plasmatica generando contraccion de la musculatura lisa y
vasoconstriccion, por lo mismo, existe hipertension esta proteina es termolabil.

Leucocidina. Ayuda al microorganismo a sobrevivir dentro de los fagosomas leucocitarios.

Hialuronidasa. Ayuda a degradar el tejido conectivo, ayudando el avance del microorganismo

hacia zonas mas profundas.

Estafiloquinasa. Tiene como funcion disolver los coagulos de fibrina.

Enterotoxinas. Estas proteinas son estables al calor y resistentes a enzimas proteoliticas. Suprimen

la actividad de IgM aumentan la susceptibilidad del paciente a generar shock, induce nausea

vomito y diarrea las Enterotoxinas A y D son las mas comunes.

Proteina A. En la superficie de la pared bacteriana. Se une a la region Fc de la IgG, inactivandola.

Penicilinasa o b-lactamasa. Hidroliza el anillo b-lactimico presente en la estructura molecular de

las penicilinas. Inactiva la penicilina.

Catalasa. Transforma el peroxido de hidrogeno en agua.

Toxina del Shock toxico (TSST-1). Causante del sindrome del shock tdéxico. Induce fiebre,

vomito, rash en la piel, dafio en 6rganos.

Lipasa: Degrada grasas lo cual le ayuda a colonizar la piel.

Leucocidina. Lisa neutréfilos y macrofagos

Toxina exfoliativa A y B. Causan descamacion de la piel. (Velazquez, 2003, p. 384-390)

1.8.4.5 Manipuladores de alimentos y Staphylococcus aureus
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Staphylococcus aureus al ser un microorganismo ampliamente distribuido, rapidamente se puede
propagar a los alimentos y a la materia prima con los que se elabora los alimentos contaminandolos

con sus toxinas que puede causar la enfermedad después de la eliminacion de la bacteria. (Estrella,
2012, p. 84)

Asimismo los manipuladores de los alimentos en algunos casos ayudan a que esta propagacion sea
mas rapida ya sea por contacto directo e indirecto con la materia prima o una incorrecta limpieza de
las superficies utilizadas, o al ser un portador asintomatico del microorganismo puede contaminar
el alimento al toser, estornudar o hablar y cuando existe un decadente control de calidad en las

etapas de produccion, comercializacion, distribucion y transporte del producto. (Estrella, 2011, p. 87)

Staphylococcus aureus al ser un microorganismo muy resistente a las condiciones ambientales se
lo puede erradicar con unas correctas practicas de manufactura, almacenaje en los cuales se debe
controlar la higiene, la temperatura ya que una adecuada temperatura de refrigeracién ayudara a
que el microorganismo no sea capaz de formar las toxinas por lo que es importante no romper la

cadena de frio después de la elaboracion del producto. (Estrella, 2012, pp. 84)

1.9 Medios de cultivo para deteccion de Staphylococcus aureus en los alimentos

Staphylococcus aureus al ser un microorganismo no exigente puede crecer en cualquier medio
bacteriologico ya sea en condiciones aerdbicas o anaerobicas. Uno de los medios que se utiliza para
diferenciacion de Staphylococcus aureus es el medio manitol-salino o Chapman, también se puede

utilizar métodos rapidos para la enumeracion de microorganismos indicadores. (Estrella, 2012, p. 94)

Estos métodos son un conjunto de técnicas microbioldgicas, bioquimicas, fisiologicas,
inmunolégicas y serologicas para el aislamiento mas efectivo, la deteccion, caracterizacion y

enumeracion mas rapida de microorganismos y sus productos en alimentos. (Estrella, 2012, p. 94)

Actualmente en el mercado se encuentran disponibles diferentes productos para la deteccion rapida

y efectiva de microorganismos indicadores en la industria de alimentos. (Estrella, 2012, p. 94)

1.9.1 Petrifilm para la deteccion de Staphylococcus aureus

Las placas Petrifilm Staph Express para Recuento de Staphylococcus aureus son un medio de
cultivo listo para ser empleado, que contiene un agente gelificante soluble en agua fria. El medio

modificado cromogénico Baird-Parker en la placa es selectivo y diferencial para el Staphylococcus
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aureus. Las colonias rojo-violetas en la placa son S. aureus. Cuando solamente se aprecien colonias

rojo-violeta, cuente las colonias y la prueba se habra completado. (3M, http:/dpe-

consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

Si encuentra flora de acompaiamiento en el fondo de su prueba de Staphylococcus aureus, el Disco
Staph Express Petrifilm™ de 3M™ se debe utilizar para diferenciar el S. aureus del resto de las
colonias sospechosas. El Disco Staph Express Petrifilm se debe utilizar cuando la placa presente
colonias que no sean color rojo-violeta; por ejemplo, colonias negras o azul-verdosas. El Disco
Staph Express Petrifilm contiene un indicador y acido desoxirrebonucleico (DNA). El S. aureus
produce desoxirribonucleasa (DNasa) y la DNasa reacciona con el indicador para formar zonas
rosadas. Cuando el Disco se inserta en la placa, el S. aureus (y ocasionalmente el Staphylococcus
hyicus y el Staphylococcus intermedius) produce una zona rosada. Otros tipos de bacteria no
producen zonas rosadas. El S. aureus, el S. hyicus y el S. intermedius integran la mayoria del grupo

de los organismos comunmente conocidos como Staphylococcus coagulasa positiva. (3M, http://dpe-

consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

Fotografia 3-1. Placa Petrifilm Staph para

recuento de Staphylococcus aureus

Fuente: Silvana Yugcha, 2016

1.9.2  Identificacion de Staphylococcus aureus en medio manitol-salino o Chapman

Fermentacion del manitol: positivo (color amarillo)

El método mas recomendable y usado por la mayoria de los laboratorios es la fermentacion del
manitol este medio por su elevado contenido de sal inhibe el crecimiento de la mayoria de las

bacterias Gram negativas. En la caja se puede observar un halo amarillo alrededor de las cepas
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manitol positivo y un halo rosa en las que son manitol negativo, S.aureus si fermenta al manitol,

sus colonias tienen un halo amarillo. (Morales, 2006, p. 48)

Este medio permite realizar la identificacion presuntiva de S. aureus por la pigmentacién amarilla
caracteristica de S. aureus. Debido a que esta bacteria fermenta el manitol se genera un cambio de
color en el medio que vira de rojo palido a amarillo. Los Staphylococcus coagulasa negativos no
fermentan el manitol y crecen en el medio formando colonias pequefias de color que varia de

blanco a rosado. (Cervantes, 2014, p. 30)

1.9.3  Pruebas bioquimicas para la identificacion de S. aureus

Coagulasa: positivo.

Principio del procedimiento

La deteccion de coagulasa permite diferenciar S. aureus coagulasa positivo de las demads especies
de Staphylococcus coagulasa negativos. Se basa en la capacidad de S. aureus para producir la
enzima extracelular que coagula el plasma. S. aureus produce dos formas de coagulasa, una que se

encuentra ligada a la membrana (coagulasa ligada, ya revisada) y otra coagulasa libre.

La coagulasa libre, a diferencia de la coagulasa ligada, no cataliza la reaccion directa entre
fibrindgeno y fibrina, su mecanismo de accion es modificar el factor de reaccion con la coagulasa a
estafilotrombina, un producto semejante a la trombina. Estafilotrombina es el factor que cataliza la
conversion de fibrina a fibrindgeno, que formara un codgulo rodeando las células de S.aureus
impidiendo que las células inmunolégicas del hospedador entren en contacto con la bacteria e

inicien la fagocitosis. (Cervantes, 2014, p. 37)

Catalasa: positivo

Principio del procedimiento

Staphylococcus producen catalasa, que convierte el perdxido de hidrogeno en agua y oxigeno. Con
la prueba de catalasa se puede diferenciar los Staphylococcus que son positivos de los

Streptococcus que son negativos. (Seija, s.f, p.1)

El peroxido de hidrogeno es el producto final del metabolismo oxidativo de carbohidratos, a esta

via metabolica recibe el nombre de metabolismo aerobio-oxidativo. La acumulacion del perdxido
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es muy toxico por lo que la mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas exceptuando
a Streptococcus spp producen una enzima llamada catalasa que degrada el peroxido de hidrogeno

obteniendo agua y oxigeno gas. (Seija, s.f, p.1)

H,0, —> H,O + O,

Catalasa positivo: S. aureus

1.10  Antibioticos

Los antibidticos son compuestos relativamente sencillos, producidos por bacterias, hongos o algas

con capacidad de matar a diversos microorganismos.

Interfieren en algiin paso en el metabolismo donde encuentran un blanco adecuado, desde el
descubrimiento de la penicilina, se han descubierto una docena de nuevos tipos de antibidticos y
optimizado o sintetizado cerca de una centena. Sin embargo su eficacia se ha visto alterada por su

uso excesivo o incorrecto uso, que conduce a la aparicion y diseminacion de bacterias resistentes.

(Mora, 2007, p. 59)

1.10 Clasificacion

Los antibidticos pueden clasificarse de acuerdo a muchos criterios, el mas usado es su estructura
molecular. Sin embargo hay una serie de otros criterios usados con frecuencia que es importante

aclarar.

a. Tipo de accion antibacteriana

Segun la accidon pueden diferenciarse en antibidticos bactericidas y bacteriostaticos.

Antibidtico bactericida: es aquel capaz de producir la muerte bacteriana.

Antibidtico bacteriostatico: en realidad puede alcanzar un efecto bactericida si se alcanza la
concentracion adecuada.

b. Espectro de accién

Segun el numero de especies bacterianas sobre las cuales un antibiotico tiene efecto se clasifican en

antibioticos de amplio espectro o de espectro reducido.
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e Antibidticos de amplio espectro

Estos antibidticos puede causar dafio a bacterias tanto Gram (+) como Gram (-) y ademas las

Chlamydias, Rikettsias o Legionellas, como las cefalosporinas, aminoglucdsidos y quinolonas.

e Antibiéticos de espectro reducido

Son ttiles frente a un nimero muy pequeiio de microorganismos. Generalmente son utiles frente a
los Gram (+), también hay los que son utiles solo frente a los Gram (-), como la eritromicina y

vancomicina que actiian solo sobre Gram-positivas. (Mora, 2007, p. 36)

1.12 Resistencia

Hay grupos bacterianos que no son afectados por un antibidtico, bien porque carecen del sitio de
accion del antibidtico o porque es inaccesible. Esta situacion se define diciendo que la bacteria es
insensible o presenta resistencia natural. Todos los aislamientos de esta bacteria son resistentes a
ese antibiotico de forma constante. Otras especies son susceptibles al antibidtico, pero esto no
impide que por diferentes razones se aislen ocasionalmente variantes que no lo son y crecen

normalmente en presencia del antibidtico. (Sussmann, et al, 2007, http://med javeriana.edu.co/publi/vniversita/)

1.13  Tipos de Resistencia

Entre los tipos de resistencia a los antibioticos se clasifican en natural y adquirida.

La resistencia natural

Esta resistencia puede estar presente en cada especie, o grupo bacteriano en la cual la resistencia es
propia de cada microorganismo como por ejemplo las bacterias Gram - negativas tienen una
resistencia natural a la vancomicina, Staphylococcus aureus presenta una resistencia natural a la

penicilina porque posee una enzima penicilinasa que inactiva la penicilina. (Apaza, 2008,

http://www.almageriatria.info/pdf files/col 09/alumnos_3/)

La resistencia adquirida

Como su nombre lo indica puede ser adquirida por una cepa de una especie bacteriana como por

ejemplo existen cepas de Neumococo que pueden adquirir resistencia a la penicilina, asimismo la F.
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coli puede adquirir resistencia a la ampicilina, este tipo de resistencia debe tomarse muy en cuenta
al momento de prescribir los antibidticos porque puede llevar a un fracaso en el tratamiento ya que
los antibidticos no estan activos frente a los microorganismos y no cumpliran con la funcion para

los cuales fueron determinados. (Vignoli, 2010, http://www.higiene.edu.uy/cefa/2008/)

1.14  Resistencia a los agentes antimicrobianos mas importantes

La resistencia a los antimicrobianos es un problema de Salud Publica en muchos paises debido a la
persistente circulacion de cepas resistentes en el medio ambiente y la posible contaminacion de
agua y alimentos Ante este panorama los investigadores han postulado que eventualmente los
microorganismos ingeridos diariamente con los alimentos podrian estar sirviendo de reservorios

para el mantenimiento de la resistencia a los antibidticos

Hay una serie de formas en que los microorganismos son resistentes a los agentes antimicrobianos.

1. La bacteria produce enzimas que destruyen el agente antimicrobiano antes que este alcance su
blanco;

2. Lapared celular se vuelve impermeable al agente antimicrobiano;

3. Elsitio de ataque es alterado por mutacion de tal manera que ya no permite la union del agente
antimicrobiano;

4. Las rutas metabolicas especificas dentro de la bacteria son alteradas genéticamente para que el

agente antimicrobiano no pueda provocar un efecto. (Stephen, 2005, p. 18)

Los mecanismos de accion de los antimicrobianos se resumen como sigue:

o P - Lactamicos y glicopéptidos: Inhiben la sintesis de la pared celular.

o Aminoglucosidos, macrolidos, lincosamidas, tetraciclinas: Inhiben la sintesis proteica al alterar
la funcion de los ribosomas.

o Fluoroquinolonas: Inhiben la sintesis del ADN

o Trimetoprim/sulfametoxazol (TMPSMZ): Actian en el citoplasma e interfieren, entre otras con
la sintesis del acido tetrahidrofolico.

o Polimixinas: Interfieren con la membrana citoplasmatica. (Sanabria, 2002, p. 28)

S. aureus puede poseer resistencia para diferentes antimicrobianos, a continuacion se presenta el
Cuadro 3-1 donde se describe los principales antibidticos a los que cepas de S. aureus presenta

resistencia:
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Cuadro 3-1. Resistencia de S. aureus a los antibioticos mas importantes.

ANTIBIOTICO GENES DE PRODUCTO DEL GEN MECANISMO DE
RESISTENCIA RESISTENCIA
Penicilina blaZ B — lactamasa Hidrolisis enzimatica del
nucleo B — lactamico
B — lactamicos mecA PBP2A Afinidad  reducida  al
antibidtico
Aminoglucoésidos | aad — aphD Acetiltransferas, Modificacion por
Fosfotransferasa acetilacion o fosforilacion
Macrolidos, ermA, ermB, | Metilasa Metilacion del rRNA 23 S
lincosamidas ermC
Macrolidos, msrA, vha, Acarreadores ABC, | Bombas de expulsion
estreptograminas | vat, vatB Acetiltransferasa Modificacion por
acetilacion
Tetraciclinas tetK, tetL, tetM Sistemas clase K, L y M Bombas de expulsion
Proteccion ribosomal
Rifampicina Rif RNA polimerasa Mutacion en la subunidad B
de la RNA polimerasa
Quinolonas Par Componente parC de la | Mutacién en la subunidad A
gyrd o gyrB topoisomerasa IV | de la girasa y topoisomerasa
Componentes gyrd o | IV
gyrB de la girasa
Trimetoprim- dfrA Dehidrofolato reductasa | Afinidad reducida de Ia
sulfametoxazol sulA (dhfr)  Dehidropteroato | DHFR Sobreproduccion de
sintasa acido p- aminobenzoico
Glicopéptidos Van Peptidoglicano alterado Se atrapa la vancomicina en
D—-Ala-D-Lac la pared celular. Sintesis de
un dipéptido que reduce la
afinidad a la vancomicina
Oxazolidinonas Rrn rRNA 23 S Mutacion en el dominio V
del Rrna 23S. interfiere con
la unién ribosomal
Cloramfenicol Cat rRNA 50S Modificacion por
acetiltransferas
Fosfomicina fosB Glutation - S - | Modificacion en la sintesis
Transferasa de N — acetil murdmico

Fuente: (Sanabria, 2002)
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1.14.1 Resistencia a f-lactamicos

Casi todas las bacterias presentan proteinas ligadoras de penicilinas, pero no todos los antibiéticos
B-lactamicos las destruyen o inhiben, puesto que existen mecanismos de resistencia de los
gérmenes patogenos a tales farmacos. Existen tres tipos de mecanismos de resistencia bacteriana a

penicilinas y cefalosporinas que son utilizados por las bacterias a fin de eludir al antibiotico: (Vives

et al, 2010, https://farmacomedia.files.wordpress.com/2010/)

e Produccion de B-lactamasas.
e Menor afinidad del antibiético por las PBP.

e Incapacidad del antibiotico para penetrar al sitio de accion.

Las beta-lactamasas producidas por S. aureus confieren resistencia a: penicilina G,
aminopenicilinas, carboxipenicilinas y cefalosporinas de primera generacion; se caracterizan
ademas por ser inactivadas por los inhibidores de la beta lactamasas (acido clavulanico, tazobactam

y sulbactam). (Villacis, 2015, p. 47)

1.14.2 Resistencia a aminoglucosidos

La resistencia de S. aureus a aminoglucésidos puede ser consecuencia de uno de tres posibles
eventos:

1. Una mutacién cromosomica que codifica una alteracion del sitio de accion en el ribosoma.

2. Transporte inefectivo, lo que produce una resistencia de bajo nivel.

3. La produccion de enzimas modificadoras, el cual es el mecanismo mas comunmente

encontrado. (Prat, 2009, http://www.ispch.cl/lab_sal/doc/manual_susceptibilidad.pdf)

Hay tres clases de enzimas modificadoras de aminoglucosidos

=  Aminoglucésido nucleotidiltransferasa (ANTSs) que cataliza la transferencia de un nucleotido a
un grupo hidroxilo o amino

= Aminoglucosido acetiltransferasa (AACs), cataliza la transferencia de un grupo acetilo a un
grupo amino

= Aminoglucosido fosfotransferasa (APHs), cataliza transferencia de un grupo fosforil a un

grupo hidroxilo o amino (Prat, 2009, http://www.ispch.cl/lab_sal/doc/manual_susceptibilidad.pdf)
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1.14.3 Resistencia a la meticilina

Staphylococcus aureus resistente a la meticilina o SARM es una penicilina semisintética, esta
bacteria resiste la accion de la B-lactamasas que degrada la penicilina esta resistencia también
implica una resistencia intrinseca a todos los B-lactamicos, cefalosporinas y carbapenemes, por lo

cual causa serios problemas a la Salud Publica. (Borraz, 2005, p. 27)

El S. aureus es un microorganismo habitual en el &mbito hospitalario y ocasiona serios problemas
de multirresistencia que son muy graves para los pacientes, debido a que las cepas de SARM

ocasionan multirresistencia a varios grupos antibioticos. (Camarena, 2011, p. 1

1.14.4  Resistencia a glicopéptidos

La resistencia a glicopéptidos en Staphylococcus se ha descrito en aislamientos clinicos de
Staphylococcus coagulasa negativos como S. haemolyticus y en los tltimos afos se comenzaron a
describir aislamientos de S. aureus con sensibilidad disminuida y también resistente a los

glicopéptidos. (Borraz, 2005, p. 22)

1.14.5 Resistencia fluoroquinolonas

La resistencia a fluoroquinolonas es el resultado de mutaciones espontaneas a nivel cromosomal en
el sitio de accion de la droga (ADN girasa y/o topoisomerasa [V). Se han detectado una variedad de
mutaciones en los genes que codifican ADN girasa (gyr4 y gyrB) y topoisomerasa IV (parC y
parE) en bacterias Gram positivas y Gram negativas de origen humano, en contraste, es poco lo
que se conoce sobre la base genética de la resistencia a fluoroquinolonas en cepas de

Staphylococcus de origen animal. (Morales, 2006, p. 48)

1.14.6 Resistencia a macrélidos y lincosamidas

Los antibioticos del grupo macrolidos, lincosaminas y estreptograminas (MLS) presentan
diferencias estructurales, pero poseen mecanismos de accion y de resistencia muy relacionados. La
resistencia de Staphylococcus a macrolidos y lincosamidas se basa en la modificacion del sitio de
accion, eflujo e inactivacion enzimatica. El sistema de eflujo codificado por msr(A) media
resistencia a macrolidos de 14 y 15 miembros y a estreptogramina B, este gen ha sido raramente

detectado en estafilococos de origen animal. (Reyes et al, 2010, pp. 80)
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1.14.7 Resistencia a tetraciclinas

Cuatro genes diferentes (tetM, tetO, tetK, tetl) que confieren resistencia a tetraciclina han sido
detectados en Staphylococcus de origen animal. Los genes tet(M) y tet(O) codifican proteinas de
proteccion ribosomal y los genes tet(K) y tet(L) codifican proteinas de eflujo. Las proteinas Tet
(M) y Tet(O) son proteinas citoplasmaticas que protegen el ribosoma de la accion de las
tetraciclinas. Los genes que las codifican (fetM y tetO) se expresan por induccion y se encuentran

comunmente en transposones conjugativos. (Prat, 20009,

http://www.ispch.cl/lab_sal/doc/manual_susceptibilidad.pdf)

El mecanismo de eflujo es mediado por proteinas trans-membrana insertadas en la membrana
citoplasmatica. Estas proteinas forman canales que exportan activamente a las tetraciclinas fuera de
la célula tan rapido como el antibidtico entra, la resistencia es determinada por la reduccion en la
concentracion del antibiodtico en el citoplasma, de esta manera se previene o se limita el acceso de

la droga a su sitio de accion. (Prat, 2009, http://www.ispch.cl/lab_sal/doc/manual_susceptibilidad.pdf)

Los genes fef(K) y tet(L) generalmente se encuentran en pequefios plasmidos transmisibles. La
bomba de eflujo de tetraciclina TetK y TetL son inducibles por tetraciclina, las proteinas de eflujo
cambian un protén al complejo tetraciclina-cation (es la manera como el antibidtico penetra la

membrana citoplasmatica en las bacterias Gram positivas) (Valero, 2012, p. 10)

1.15 Técnica de difusion en discos.

La técnica de difusion en disco o la prueba Bauer—Kirby es la técnica mas utilizada para la
determinacion de la sensibilidad y resistencia de las cepas de bacterias a los diferentes grupos de
antibidticos con esta técnica podemos especificar que antibidtico es el mas adecuado para el
tratamiento de cualquier infeccion bacteriana y consiste en la medicion del didmetro de inhibicion

del crecimiento bacteriano alrededor del antibidtico. (Villa, 2001.p. 19)

Con esta técnica se busca conseguir que los discos de antibidticos al tener contacto con el agar, el
antibidtico se propague al medio teniendo una mayor concentracion en las cercanias del disco y
una menor concentracion mientras se aleja con esto se alcanza una masa de bacterias critica, y por

lo tanto existe un crecimiento de bacterias. (Taroco, 2008, p. 664)
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1.15.1 Puntos criticos

Para la realizacion de la prueba de difusion en disco se debe controlar los siguientes puntos criticos:
a) Concentracion del indculo.- La concentracion del indculo debe ser la adecuada para evitar una
mala interpretacion de los resultados, esta concentracion debe ser a una dilucion de 0,5 en escala

McFarland. (Taroco, 2008, p. 667)

b) Medio.- Para la realizacion de la técnica de difusion en disco el medio mas adecuado es el

Mueller — Hinton. (Taroco, 2008, pp. 667)

¢) Concentracion de los discos de antibidtico.- Se debe tener en cuenta este punto ya que cada
antimicrobiano tiene fijado ya una concentracion estandar y si se cambia la concentracion se
tendria varios criterios de interpretacion. (Taroco, 2008, pp. 667)

1.15.2 Interpretacion de las pruebas de susceptibilidad

Estan basados en la respuesta in vitro de un microorganismo a un agente antimicrobiano con

niveles alcanzados en sangre o tejidos del antimicrobiano dosificado.

Susceptible: Cuando el microorganismo es inhibido por las concentraciones alcanzadas por el

agente antimicrobiano cuando la dosis recomendada es usada para el sitio de la infeccion.
Intermedia: Cuando el microorganismo presenta una concentracion inhibitoria minima del agente
antimicrobiano cercano a los niveles de antibidtico usualmente alcanzados en sangre o tejidos y

para los cuales la respuesta puede ser mas baja que para los aislamientos susceptibles.

Resistente: Cuando el aislamiento no es inhibido por las concentraciones séricas del

antimicrobiano normalmente alcanzadas a dosis normales.

No susceptibles: Cuando el microorganismo solamente tiene la categoria de interpretacion de

susceptible, debido a la ausencia o rara ocurrencia de resistencia. (Carrasco, 2010, p. 27)
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CAPITULO IT

2  MARCO METODOLOGICO

2.9 Lugar de investigacion

De campo: Queserias de mayor produccion artesanal en las zonas rurales del canton Riobamba:
San Juan, Quimiag y Pungala alcanzando el 27% del universo, donde se recolectd las muestras de

queso fresco artesanal de acuerdo a lo planteado en el disefio experimental.

De laboratorio: Laboratorio de Microbiologica de la Facultad de Ciencias de la Escuela Superior
Politécnica de Chimborazo lugar donde se realizd los analisis microbioldgicos respectivos para
establecer la presencia o no de S. aureus y su resistencia a los antibidticos. Para lo cual se utilizo
adecuados procesos de recoleccion, clasificacion, registro y codificacion de los datos, mismos que
se basaron bajo normas apropiadas. De la misma forma para el aislamiento, identificacion y

resistencia.

2.10 Materiales, equipos y reactivos

Materia prima

Queso fresco artesanal proporcionado por los productores de 6 queseras de las zonas rurales del
canton Riobamba.

Queso A

Queso B

Queso C

Queso D

Queso E

Queso F

Equipos

Autoclave OMNI CLAVE Modelo OCM

Camara de seguridad bioldgica
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Microscopio

Incubadora

Balanza analitica

Cronometro

Computador

Refrigerador ECASA Modelo VV-5126
Estufa

Materiales

Cajas Petri plasticas
Pipetas fijas de 100 uL
Pipetas fijas de 1000 uL
Puntas amarillas

Puntas azules

Vasos de precipitacion 100 y 250 mL
Erlenmeyer de 150 mL, 250 mL y 500 mL
Probeta de 100 mL
Laminas portaobjetos
Coolers

Frio geles

Gradillas

Hisopos de madera

Papel craft

Mechero de alcohol
Papel aluminio
Reverbero

Algodon estéril

Gasas quirlrgicas

Tubos de vidrio de 10 mL
Dispersor

Asas de siembra

Reactivos
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Agua destilada
Alcohol industrial

Alcohol antiséptico

Medios de cultivo

Placas petrifilm Staph Express para recuento de Staphylococcus aureus 3M
Agar base manitol salado
Caldo cerebro corazén

Agua peptonada

2.11 Muestreo

Para la evaluacion de la presencia de cepas de Staphylococcus aureus resistentes y multiresistentes
en quesos frescos artesanales del canton Riobamba se escogieron las queseras de mayor produccion
artesanal de quesos al dia. Se tomaron 18 quesos frescos de 250 g que se eligieron aleatoriamente
de cada quesera artesanal la muestra se recolectd periddicamente durante el mes de diciembre y
noviembre 2015. Los mismos que fueron transportados en un termo con hielo en recipientes

estériles al Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias.

Parroquias SanJuan Quimiag Pungala

Queseras A B C D E F
Muestreo en HMFHMFHMF [lMF[IM FMMF
un mes L L L .
Numero de
1)1
aan L

I: Inicio del mes
M: Mitad del mes
F: Final del mes

Grafico 2-1. Esquema del disefio experimental

Fuente: Silvana Yugcha, 2016
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ENVASES Y CONDICIONES RECOLECCION DE LA MUESTREO

PARA LA RECOLECCION MUESTRA
NTE INEN 182522013, TOIWA, ENVIC Y NTE INEN 4LECHE Y PRODUCTOS
NTE INEN 4LECHE Y PRODUCTOS PREFARACION DE  MUESTRAS PARA EL
LACTECS MUESTRED ANALISIS MICROBICLOGICO LAETED_S WUESTREC
PREPARACION DEL "
MEDIO DE CULTIVO AGAR ' PREPARACION DE LAS )
BAIRD PARKER Y ‘ DILUCIONES
PRUEBAS BIOQUIMICAS /
ANGNING. METODO PARA LA DETERMINACICN OE
NTE INEN 1528-1:2013 PREFARACION DE Staphylococcus aureus EN ALIMENTOS,
MEDIOS DE CULTIVO Y REACTIVOS
' RECUENTO DE Staphylococcus
. aureus
EVALUACION [}E LA
CALIDAD HIGIEHICA
NTE  NEN 1525142013, CONTROL
MICROBOLOGICO DE  LOS  ALIMENTOS
‘ Staphylcoccus aureus RECUENTO EN PLACA DE
SIEMBRA POR EXTENSION EN SUPERFICIE
CHAPMAN - MEDIO (AGAR
MANITOL) AISLAMIENTO DE CEPAS
NTE  NEN 1528142013, CONTROL

WICROBIOLOGICO  DE LOS  ALIMENTOR
Staphylocoocus aurews RECUENTO EN PLACA DE
SIEMBRA POR EXTENSICN EN SUPERFICIE

‘ COMPARACION DE RESULTADOS COM
PRUEBA DE : LA NORMA: REQUISITOS
COAGULASA IDEHTIEE‘;E;D N DE MICROBIOLOGICOS PARA EL QUESQ
FRESCO NO MADURADO, INCLUIDO EL
ANONMO.  METODO  RaRA LA ‘ QUESO FRESCO.
Eﬂﬂéﬁsﬂl UE Staphdococous aureus NTE MEN 15232012 NORMA
: PRUEBAS DE (GEMERAL PARA QUESOS FRESCOS
RESISTENCIA NOMADURADOS
TARACO, R; SENA, W VIGNOLI, R, 2010
METODOS DE ESTUDIO DE LA
SENSIBILIDAD ANTIBICTICA
ANALISIS DE
RESULTADOS

Grifico 3-1 Disefio o0 metodologia experimental empleada

Fuente: Silvana Yugcha, 2016
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2.12 Preparacion de diluciones

Para la preparacion de las diluciones se midieron 10 g de queso fresco para hacer diluciones
seriadas hasta 10 con agua peptonada al 0,1% y se coloco en una bolsa estéril para desmenuzar el
contenido posteriormente se colocod en un matraz estéril que contenia 90 ml de agua peptonada al

0,1%, y se homogenizo.

Posteriormente, a partir del homogenizado que constituydé la primera dilucion se realizaron
diluciones seriadas hasta 10°. Para preparar la dilucion 10> se arrastré 1 mL de la dilucién 107,
con pipeta de 1 mL a un tubo de diluciéon que contenia 9 mL de agua peptonada y se agito
cuidadosamente y asi sucesivamente. Un volumen de 1000 uL de la dilucion 10 de cada muestra
se sembro en las Placas Petrifilm 3M siguiendo la guia de interpretacion de las Placas Petrifilm™
Staph Expres. Ademas se sembré la solucion 107! en agar manitol salado de cada muestra. Luego
de la siembra las placas y los medios de cultivo se incubaron en una estufa a 35°C y se examino la

siembra a las 24 horas de incubacion.

2.13 Cultivo y cuantificacion

Determinacion de Staphylococcus aureus. Recuento en Placas Petrifilm Staph Express 3M.

Principio

Las Placas Petrifilm Staph Express 3M para recuento de Staphylococcus aureus contienen un
medio de cultivo listo para ser empleado, con el agente gelificante soluble en agua fria
cromogénico Baird-Parker, el cudl es selectivo y diferencial para el Staphylococcus aureus,

presentando colonias rojo-violeta en la placa. . (3M, http://dpe-consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

Procedimiento

Se prepard las diluciones de cada muestra respectivamente como se menciond anteriormente,
posteriormente se colocd la placa Petrifilm en una superficie plana, se levant6 el film superior y se
colocd con una pipeta automatica en forma perpendicular a la placa Petrifilm, 1000 pL de la

muestra en el centro del film inferior. Se bajo el film superior evitando introducir burbujas de aire.

Inmediatamente se colocd el aplicador para alta sensibilidad en el film superior sobre el indculo. Se

distribuy6 la muestra ejerciendo una ligera presion sobre el mango del aplicador, sin girar el
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aplicador, posteriormente se levantd el aplicador y se esperd unos 5 minutos para que el gel se
solidifique. Se incubaron las placas caras arriba en pilas, por un tiempo de24 horas de incubacion a
una temperatura de 35 °C. Después de transcurrido el tiempo de incubacion se contd las colonias

rojo-violeta. . (3M, http://dpe-consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

Utilizacion del Disco

En algunas placas se encontraron otras colonias de colores diferentes ademas del rojo-violeta, para
lo cual se utilizé un Disco Staph Express Petrifilm que se utilizé de la siguiente manera:

Se removid el Disco de su empaque individual tomandolo de la pestafia, después se levantd la
pelicula superior de la Placa Petrifilm y se colocé el disco en la cavidad de la placa y se bajo la
pelicula superior. Inmediatamente se aplico presion gentilmente al area del Disco, incluyendo sus
bordes, deslizando un dedo firmemente a lo largo de la pelicula superior, con esto se garantizé un

contacto uniforme del Disco con el gel para eliminar cualquier burbuja de aire.

Asimismo se incub6 las placas con los discos insertados cara arriba, por un laxo de 3 horas a 35 °C,
después se contd todas las zonas rosadas aunque no se encuentre presente una colonia; a las
colonias aisladas se identificaron posteriormente con métodos convencionales. Se levantd la

pelicula superior y se tomo la colonia del gel. (3M, http://dpe-consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

2.14 Morfologia celular, colonial y bioquimica de las cepas de S. aureus

Se tomaron de 3-5 UFC caracterizadas por ser colonias rojo-violetas tipicas de S. aureus crecidas
en las Placas Petrifilm™ Staph Express por ser un sistema de medio de cultivo listo para la muestra
que contiene un agente gelificante soluble en agua fria. El medio modificado cromogénico Baird
Parker en la placa es selectivo y diferencia para S. aureus. Las mismas se sometieron a pruebas
bioquimicas confirmatorias para identificar el género y especie en estudio. Estas incluyeron:
Morfologia bacteriana, tincion Gram, produccion de 4cido a partir de manitol, prueba de catalasa y

prueba coagulasa.
Las cepas identificadas como S. aureus se almacenaron en agar nutritivo a -20°C para conservarlas

hasta la realizacion del resto de las determinaciones. Las bacterias conservadas fueron reactivadas

en caldo cerebro corazon y se incubaron a 35°C por 24 horas.
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2.14.2 Crecimiento en agar manitol salado

Staphylococcus se aislaron en agar manitol salado, que es un medio de alta salinidad (7.5% de
NaCl) y que contiene manitol como fuente de energia, S aureus fermenta manitol y hace que el
medio se torne amarillo, aunque los Staphylococcus crecen en este medio, su capacidad para
fermentar el manitol es muy variable. Staphylococcus varian respecto a los azucares que fermentan
pero cuando se cultivan en tubos de fermentacion cada especie produce acido a partir de los

azucares aunque sin desprendimiento de gases. (De la Rosa, 2011, p.34)

2.14.3 Observacion morfologica

Al observar las cepas de Staphylococcus aureus microscopicamente presentd las siguientes
caracteristicas: Cocos Gram positivo en forma de racimo de uvas de aproximadamente lum de
diametro, Inmoviles, no forman esporas. Estas cepas fueron cultivadas en Agar Manitol salado a
35°C cambiando el medio de color rojo a un color amarillo y en las Placas Petrifilm 3M
presentaron un color rojo violeta, ademas en las pruebas bioquimicas dieron catalasa y coagulasa

positivo. (3M, http://dpe-consultores.com/pdf/StaffExpress.pdf)

2.14.4 Produccion de catalasa

Se realiz6 la prueba de catalasa a las cepas que resultaron manitol positivo, para lo cual se coloco
en un portaobjeto una colonia del Staphylococcus en estudio y se le agregd una gota de peroxido de
hidrogeno al 3% donde se pudo observar un burbujeo intenso inmediatamente después de la
adicion del peroxido de hidrogeno confirmando que se trataba de Staphylococcus ya que estos
microorganismos producen catalasa, que convierte el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno.
Esta prueba de la catalasa nos sirve para diferenciar los Staphylococcus que son positivos de los
Streptococcus que son negativos.Posteriormente se realizo la prueba de coagulasa para determinar

si se trata o no de S. aureus.(Pdez, 2015, https://microbitos.wordpress.com/2011/08/03/staphylococcus-aureus /)

2.14.5 Prueba de coagulasa

Para determinar la presencia de S. aureus se realizd la prueba de coagulasa a los cultivos que
resultaron manitol positivo. La coagulasa es una enzima que estimula la conversion del fibrindgeno
en fibrina, por lo que comprueba la facultad de un microorganismo de coagular el plasma por
accion de esta enzima. De ellos se obtuvieron 15 cultivos coagulasa positivo debido a la formacion
de un coagulo en el plasma. Esta prueba se realizo en tubo debido a su mayor exactitud y a su

capacidad para detectar tanto la coagulasa unida como la libre. (Pdez, 2015,

https://microbitos.wordpress.com/2011/08/03/staphylococcus-aureus /)
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Para esta prueba se colocd 0,5 cm® de plasma en tubos de ensayo a continuacion se coloco 0,1 cm?
de cada uno de los cultivos de presuntos Staphylococcus aureus y como tubo control se pipeteo 0,1
cm? de caldo cerebro corazon y 0,5 cm?® de plasma. Los tubos se incubaron a bafio de agua a 37 ° C

por 4 a 6 horas

Resistencia a antimicrobianos

Método de difusion del disco en agar

Se utilizo la técnica de difusion del disco en agar. En S. aureus se ensayo la resistencia/sensibilidad
con discos de; penicilina PE 10 unid, Cefoxitina FOX 30 ug, Tetraciclina TE 30 ug, Amikacina AK
30 ug, Vancomicina VA, Ciprofloxacina CIP 5 ug, Clindamicina DA 2 ug y, Eritromicina E 15 ug.
Se midieron los halos de inhibicién siguiendo los lineamientos del Instituto de Estandares Clinicos
y de Laboratorio, CLSI (2015) (CLSI, por sus siglas en inglés: The Clinical and Laboratory
Standards Institute). El criterio de sensibilidad o resistencia a cada agente se determind segun las

especificaciones del CLSI (2015)

Tabla 3-1. Criterios de interpretacion para el método de difusion del disco para S. aureus

segun el CLSI 2015
Antibiético Interpretacién didmetro zona inhibicién (mm)
Contenido Resistente Intermedio Susceptible

Penicilina 10 unid <28 — >29
Tetraciclina 30 ug <14 15-18 >19
Clindamicina 2ug <14 15-20 >21
Eritromicina 15ug <13 14 -22 >23
Ciprofloxacina Sug <15 16 — 20 >21
Vancomicina — — — >21
Amikacina 30 ug <14 15-16 >17
Cefoxitina 30 ug <21 — >22

Fuente: CLSI 2015
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CAPITULO 111

3 MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Analisis, interpretacion y discusion de resultados

En la Tabla 1-3, (Grafico 1-3) podemos observar el crecimiento bacteriano obtenido en el
muestreo 1 de cepas de Staphylococcus aureus aisladas. En la muestra A se observa un contaje de
630 UFC/gr; en la muestra B de 460 UFC/gr; la muestra C de 150 UFC/gr; la muestra D 800
UFC/gr; la muestra E 200 UFC/gr y la muestra F 410 UFC/gr.

Todas las muestras sobrepasan el indice maximo permitido segin la Norma Técnica Ecuatoriana
INEN 1528: 2012 Norma General para Quesos Frescos No Madurados. El indice maximo
permitido es 10> UFC/g, ninguna muestra cumple con este requisito esto puede deberse a un
tratamiento inadecuado o contaminacion posterior al tratamiento de la materia prima y/o desaseo

de los equipos y utensilios utilizados en la elaboracion del queso. (Caldas y Ogeerally, 2008, p. 18).

En un estudio similar realizado por (Castillo G. 2013. p 124) sobre la “Prevalencia de bacterias
patogenas Listeria monocygotes y Staphylococcus aureus, en quesos frescos artesanales” nos
muestra una prevalencia de Staphylococcus aureus en los 24 quesos analizados de un 100 % es
decir los quesos presentan recuentos fuera de los parametros de la Normativa ecuatoriana por una

deficiente manipulacion durante la produccioén y comercializacion del queso.

Tabla 1-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus

S.aureus Muestreo 1
Procedencia Quesera E. Evaluacion
UFC/gr
San Juan A 1 630
San Juan B 2 460
Quimiag C 1 150
Quimiag D 2 800
Pungala E 1 200
Pungald F 2 410

Realizado por: Silvana Yugcha
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Grafico 1-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus en Placas Petrifilm

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 2-3, (Grafico 2-3). Podemos observar que el crecimiento bacteriano obtenido en el
muestreo 2 de Staphylococcus aureus con dilucion 107 sigue sobrepasando los limites permitidos
aunque se hizo una mayor dilucion esto unicamente nos ayudd a un mejor contaje de
Staphylococcus aureus en Placas Petrifilm 3M. Estos contajes altos de S.aureus en la mayoria de
las queseras como por ejemplo en la quesera B 8000 UFC/ gr, la quesera C 6000 UFC/gr y en la
quesera F 4000 UFC/gr.

Los datos de mi investigacion coinciden con Cortecero y Benitez, 2011, p. 69 en el cual destaca que las
condiciones sanitarias son inadecuadas asi como los materiales y utensilios utilizados para la
fabricacion del queso por ejemplo utilizaban envases de plastico en lugar de tinas de acero
inoxidable para la coagulacion de la leche, la cuajada era cortada con un cuchillo o en forma

manual y en la mayoria de las queseras no trabajaban con una proteccion personal adecuada.

Tabla 2-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus

S.aureus Muestreo 2
Procedencia Quesera E.
Evaluacion
UFCl/gr
San Juan A 1 1500
San Juan B 2 8000
Quimiag C 1 6000
Quimiag D 2 1000
Pungald E 1 0
Pungala F 2 4000

Realizado por: Silvana Yugcha
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Grafico 2-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus en Placas Petrifilm

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 3-3, Grafico 3-3) podemos observar que el crecimiento bacteriano obtenido en el
muestreo 3 de Staphylococcus aureus con dilucion 107 se mantiene con un recuento alto de
Staphylococcus aureus establecidos por la NTE los quesos no son aptos para el consumo humano,
este hecho parte desde que las queseras no cumplen con un tratamiento previo de la leche antes del
inicio del proceso ya que en algunas plantas solo termizaban la leche y no habia la correcta
pasteurizacion de la misma. Ademas el producto final no goza de un buen almacenamiento ya que
en muchos de los casos el producto terminado se lo guardaba en refrigeradores que se encontraban
sucios o eran distribuidos inmediatamente después de terminarlo en bolsas de plastico para el

transporte, el mismo que no cuenta con un sistema de refrigeracion.

Tabla 3-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus

S.aureus Muestreo 3
Procedencia Quesera E. Evaluacion
UFC/gr

San Juan 1 1200

San Juan 2 5000
Quimiag 1 3000
Quimiag 2 0
Pungala 1 0
Pungala 2 9000

Realizado por: Silvana Yugcha
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Grafico 3-3: Cuantificacion de Staphylococcus aureus en Placas Petrifilm 3M

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 4-3, Grafico 4-3 se muestra que no existe diferencia estadistica significativa a p<0,05,
entre los lugares de procedencia de las muestras y el recuento de Staphylococcus aureus en los
quesos de produccidn artesanal, esto nos indica que en su mayor parte las queseras analizadas
elaboran los quesos con una misma carga bacteriana esto puede deberse a que no aplican
correctamente las Buenas Practicas de Manufactura. Todas las muestras no cumplen los requisitos
microbiologicos establecidos por la Norma INEN por lo que no son aptos para el consumo humano

ya que podrian causar infecciones perjudicando la salud del consumidor.

Tabla 4-3: Ausencia de diferencia estadistica significativa a p<0,05, entre los
lugares de procedencia de las muestras del recuento de S. aureus

aislados en queso fresco artesanal segin Tukey.

Procedencia Media Grupo
San Juan 2798,33 a
Quimiag 1825,00 a
Pungala 2268,33 a

Realizado por: Silvana Yugcha
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En el Grafico 4-3, se puede notar que no hay diferencia significativa entre la procedencia de los
quesos, tanto San Juan, Quimiag y Pungala tiene recuento alto de Staphylococcus aureus, los
resultados son parecidos al realizado por Benitez y Centi 2012, p. 50 en San Salvador, donde se reporta
un numero incontable de colonias que sobrepasa al limite permitido por la Norma Salvadoreia
67.01.04.06 de quesos no madurados, estos resultados se deben a las inadecuadas condiciones de

almacenamiento de los quesos y a una mala manipulacion de los mismos.

Estudios realizados sobre Resistencia antimicrobiana de cepas de Staphylococcus aureus, en Costa
Rica por Alvarado et al, 2010, p 12 nos indica que la contaminaciéon de los alimentos por S. aureus
puede ocurrir directamente desde los animales de consumo, los cuales pueden estar infectados, o
puede resultar de la manipulacion o manejo inadecuado de alimentos durante su procesado,
almacenamiento o comercializacion, ya que los seres humanos pueden ser portadores de este

microorganismo

La intoxicacion por este agente se produce al consumir dosis que van desde los 20 ng hasta <1 pg
de toxina. Los sintomas, que incluyen nauseas, calambres abdominales, diarrea y vomito, pueden
presentarse de una hasta seis horas luego de haber ingerido el alimento, lo cual varia dependiendo
de la susceptibilidad individual y la dosis toxica ingerida. La mayoria de las personas que se ven
afectadas por este tipo de intoxicacion resuelven el cuadro satisfactoriamente y las muertes por el
mismo son sumamente raras, sin embargo la intoxicacién estafilococica, si produce una

considerable carga econdmica y social
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Grafico 4-3: Ausencia de diferencia estadistica significativa a p<0,05, entre los lugares de
procedencia de las muestras del recuento de Staphylococcus aureus aislados

de quesos fresco artesanal

Realizado por: Silvana Yugcha
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En las pruebas de identificacion de Staphylococcus de las muestras de queso fresco artesanal Tabla
5-3, se obtuvo crecimiento en las placas Petrifilm 3M colonias rojo-violetas las mismas se
sometieron a pruebas bioquimicas confirmatorias para identificar el género y especie en estudio.

Hubo crecimiento y fermentacion en agar manitol salado y dieron positivo para las pruebas de
catalasa y coagulasa confirmando la presencia de Staphylococcus aureus. Excepto en la muestra D
y E que fuero catalasa y coagulasa negativo las mismas que se descartaron en la realizacion del
antibiograma. Staphylococcus aureus fermenta manitol este método es el mas recomendable y
usado por la mayoria de los laboratorios, este medio por su elevado contenido de sal inhibe el
crecimiento de la mayoria de las bacterias Gram negativas. En la caja se pudo observar un halo
amarillo alrededor de las cepas manitol positivo y un halo rosa en las que son manitol negativo,
S.aureus si fermenta manitol. (Morales, 2006, p. 48), en la prueba de catalasa la enzima catalasa
descompone el peroxido de hidrogeno en agua y oxigeno de esta manera las bacterias se protegen
del efecto toxico del H2O; que es un producto aerobio de los azucares haciendo que se aprecie un
desprendimiento de burbujas. En la prueba de coagulasa en tubo actué una exocoagulasa o
coagulasa libre la misma que actiia mediante la inactivacion de un factor (CRF), formandose un

complejo coagulasa-CRF, el cual reacciona con el fibrinogeno produciendo un coagulo de fibrina.
(Seija, 2010, p.2)

Tabla 5-3: Identificacion de Staphylococcus aureus en muestras

de queso fresco artesanal

LA ) ) ) )
2A ) ) ) )
3A ) ) ) )
1B ) ) ) )
2B ) ) ) )
3B ) ) ) )
1C ) ) ) )
2C ) ) ) )
3C ) ) ) )
1D ) ) ) )
2D ) ) ) )
3D ) ) ¢) ¢)
1E ) ) ) )
2E ) ) ¢) ¢)
3E ¢) ) ¢) ¢)
1F ) ) ) )
2F ) ) ) )
3F ) ) ) )

Realizado por: Silvana Yugcha
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En la tabla 6-3 se presentan los resultados del antibiograma en el primer muestreo de cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de las muestras de queso fresco. Los resultados indican que las
cepas aisladas presentan resistencia a penicilina debido a que Staphylococcus aureus presenta una
resistencia natural a este antibiotico por produccion de la enzima penicilinasa, que son enzimas que

inactivan a la penicilina asi evitando que esta misma llegue a las proteinas fijadoras de penicilina.

Tabla 6-3: Resistencia / Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de queso fresco

artesanal en el Muestreo 1.

P |Fox | Te | Ak | Va |Cip | Da | E | P Fox | Te |Ak | Va | Cip | Da | E
A[25] 23 (2622|1725 |25|19|R S S S S S S I
B 27| 25 |30|23 |21 | 26 |21 [20]|R S S S S S S I
Cl22] 26 |27 22|18 | 26 | 22 |21 |R S S S S S S I
D|[27] 30 26|24 |20 | 28 | 23 |19]|R S S S S S S I
E|28) 29 |28 |21 |17 30 |25 |15|R S S S S S S I
F|25] 27 |35]27 (20| 30 |21 [17|R S S S S S S I

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 7-3 se muestra los resultados del antibiograma del muestreo 2 de las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de queso fresco en el cual hubo una resistencia a la penicilina, a la
Cefoxitina, Tetraciclina, y Clindamicina, esto puede verificarse al comprobar los didmetros
obtenidos de estas cepas con los didmetros que da la norma del Instituto de Estandares Clinicos y
de Laboratorios, CLSI 2015 que indican que para que una cepa sea reportada como resistente a la
accion de la tetraciclina debe presentar un diametro menor o igual a 14 mm, en este caso el halo de
inhibicion de la tetraciclina fue de 10 mm.
Tabla 7-3: Resistencia / Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de queso fresco

artesanal en el Muestreo 2

Diametros de halos de inhibicion (mm) Interpretacion
P |Fox| Te | Ak | Va | Cip | Da | E | P Fox | Te |Ak | Va | Cip | Da | E
A |27 27 | 28 | 25 19 | 23 | 21 |20 | R S S S | S S S |1
B |26 28 | 29 | 23 | 21 28 | 22 | 20 | R S S S | S S S |1
C |28 21 | 28 | 22 19 | 25 | 21 |20 | R R S S | S S S |1
D |28 | 26 | 29 | 24 18 | 26 | 23 | 18 | R S S S | S S S |1
F 26| 10 | 14 | 27 | 22 | 27 | 10 | 15 |R R R S| S S R | I
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En la Tabla 8- 3 se muestra los resultados del antibiograma del tercer muestreo de cepas de S.
aureus aisladas de queso fresco, la muestra A presenta una resistencia a penicilina, la muestra A, C.
F a Cefoxitina, la muestra F a tetraciclina, Amikacina y Clindamicina que fueron comparados con
los lineamientos del Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios, CLSI 2015 en el mismo
nos indica el didmetro de inhibicion para la penicilina que debe ser igual o menor a 28mm, para la

cefoxitina igual o menor a 21 mm, a tetraciclina, amikacina y clindamicina igual o menor a 14 mm.

Tabla 8-3: Resistencia/Susceptibilidad de Staphylococcus aureus aislados de queso

fresco artesanal en el Muestreo 3

Diametros de halos de inhibicion (mm) Interpretacion

P |Fox | Te | Ak | Va |Cip | Da | E | P Fox | Te |Ak | Va | Cip | Da | E

A |28 18 | 30 | 28 | 20 | 30 | 22 | 28 | R R S S S S S S

B |27 25 31 | 25 | 21 25 | 21 |29 |R S S S S S S S
C|22]| 8 30 | 25 19 | 29 0 |25 |R R S S S S S S
F|23] 21 10 | 10 | 22 | 25 | 21 |21 | R R R R | S S R I

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 9-3 se muestran los porcentajes de Resistencia de cepas de S.aureus aislados en queso
fresco artesanal. Con este estudio reportamos que Penicilina presento 100,00 % de resistencia,
Cefoxitina 33,33 % resistencia; Tetraciclina 13,33 % resistencia; Amikacina 6,67 % resistencia y

Clindamicina 20,00 % resistencia.

Los principales mecanismos de resistencia encontrados en bacterias Gram positivas son los
mecanismos de inactivaciébn enzimadtica, se realiza mediante la produccion de enzimas que
hidrolizan el antibidtico a través de la produccion de B-lactamasas este es el caso de los
aminoglucodsidos y penicilina. La resistencia a la penicilina esta mediada por el gen blaZ, cuyo
producto es la P-lactamasa, que hidroliza el anillo B- lactdmico de la penicilina y lo

inactiva. Asimismo los genes Bla producen resistencia a cefalosporinas. (Becerra et al, 2009, pp.70-74).

Otros mecanismos de resistencia son por alteraciones del sitio blanco de accidn antibidtica. En este
mecanismo de resistencia se modifican algunos sitios especificos de la anatomia celular, subunidad

50 s, 30 s ribosomales. Responsable de la resistencia a macrolidos, Clindamicina, tetraciclinas.

(Crespo, 2002, p. 182)
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Por metilacion ARN ribosomal de la subunidad 50S es el mecanismo de resistencia de S. aureus a
tetraciclinas y macroélidos. El mecanismo de resistencia ribosomal a Amikacina es poco frecuente y
consiste en la mutacion del péptido 12S de la subunidad 30 S (Otto et al, 2010. p. 5). El mecA4 hace
parte de una isla gendmica conocida como casete cromosomico estafilococcico (SCCmec, por sus
siglas en inglés, Staphylococcal Cassette Chromosome mec) el cual se integra al cromosoma de S.
aureus. El SCCmec puede transportar en forma variable genes de resistencia a otros antibioticos

como clindamicina, eritromicina, y Rifampicina. (Tibavizco, 2007, p. 15)

La importancia y el incremento en las infecciones causadas por Staphylococcus aureus a llevado a
microbidlogos clinicos involucrados en manejo de pacientes a el estudio constante de este

microorganismo frente a los antibidticos mas utilizados.

Tabla 9-3: Porcentaje de Resistencia de cepas

de S.aureus aislados en queso fresco artesanal.

Antibiéticos Resistencia
Penicilina 100,00%
Cefoxitina 33,33%
Tetraciclina 13,33%
Amikacina 6,67%

Vancomicina 0,00%

Ciprofloxacina 0,00%

Clindamicina 20,00%

Eritromicina 0,00%

Realizado por: Silvana Yugcha

Existe una muestra de cepa de Staphylococcus aureus aislado del queso fresco que resulto
multirresistente, este término se refiere cuando una cepa es resistente al menos a dos
antimicrobianos tomando en cuenta el Grafico 5-3 la cepa de Staphylococcus aureus que
corresponde a la muestra F presenta resistencia multiple a penicilina, cefoxitina, tetraciclina,
amikacina y clindamicina en un 75% de multirresistencia, esto se lo puede atribuir al uso
indiscriminado de antibidticos en los animales ya que estos se utilizan con diversos objetivos como
en el tratamiento y prevencion de mastitis en vacas lecheras y para el tratamiento de diversas

enfermedades. (Cedillos y Guerra, 2012, p. 80).
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En estudios realizados en Lima-Pert sobre la Evaluacion de S. aureus en quesos frescos artesanales
se reportd que el 80% de muestras estaban por encima del limite maximo permitido, ademas
sefialan que este alto grado de contaminacion alcanzado por este alimento fue por contacto de
personas enfermas con el alimento y por mala higiene en las superficies de contacto sobre las

cuales se deposita el mismo. (Lujan et al, 2006, p. 67)
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Grafico 5-3: Porcentaje de Resistencia de cepas de S.aureus aislados en queso

fresco artesanal.

Realizado por: Silvana Yugcha

En la Tabla 10-3. Grafico 6-3. Se indican los resultados de los analisis microbiologicos de cepas
de S.aureus aisladas de queso fresco artesanal frente a ocho antibioticos resultando Ciprofloxacina
y Vancomicina los antibidticos mas efectivos para tratar infecciones por S. aureus ya que presento

en la mayoria de los casos un mayor halo de inhibicion.

La vancomicina es un glicopéptido que altera la permeabilidad de la membrana e inhibe la sintesis
del ARN, la importancia de este antibidtico ha aumentado en los ultimos afios porque ha habido un
incremento en la aparicion de Staphylococcus aureus resistente a la oxacilina. Por lo tanto sigue
siendo un antibidtico de eleccion en pacientes alérgicos a penicilinas y que tienen infeccion por

Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis.
La eritromicina tubo resistencia intermedia en un 80% estos antibioticos son activos, sobre todo,
frente a microorganismos de los llamados ‘Gram-positivos’ y tienen utilidad en muchas infecciones

(amigdalitis, infecciones bucales, neumonias ,etc), sobre todo en alérgicos a penicilina.
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Tabla 10-3: Porcentaje de Susceptibilidad de cepas

de S.aureus aislados en queso fresco artesanal.

Penicilina 0,00%
Cefoxitina 66,67%
Tetraciclina 86,67%
Amikacina 93,33%
Vancomicina 100,00%
Ciprofloxacina 100,00%
Clindamicina 80,00%
Eritromicina 20,00%

Realizado por: Silvana Yugcha
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Grafico 6-3: Porcentaje de Susceptibilidad y R intermedia de cepas de S.aureus
aislados en queso fresco artesanal.

Realizado por: Silvana Yugcha
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CONCLUSIONES

Se determind la presencia de cepas de Staphylococcus aureus en quesos provenientes de las

queseras A, quesera B, quesera C, quesera D y quesera F.

Se aislo cepas de Staphylococcus aureus mediante el método de siembra en placas petrifilm 3M y
la confirmacion con el uso de pruebas bioquimicas convencionales en las cuales se pudo identificar

la presencia de cepas de Staphylococcus aureus en 15 muestras de las 18 muestras de queso fresco,

La prevalencia de Staphylococcus aureus en los quesos analizados fue de 83.33%. donde se
encontro resistencia a Penicilina en un 100,00%; Cefoxitina 33,33 % de resistencia y 66,67 % de
sensibilidad; Tetraciclina 13,33 % de resistencia y 86,67 % de sensibilidad; Amikacina 6,67 % de
resistencia y 93,33 % de sensibilidad; Vancomicina 100,00 % de sensibilidad; Ciprofloxacina
100,00% de sensibilidad; Clindamicina 20,00 % de resistencia y 80.00% de sensibilidad y

Eritromicina 20,00% de sensibilidad y 80,00 % de resistencia intermedia.

La mayoria de los quesos presentaron recuentos fuera de los parametros establecidos por la NTE
INEN 1528, esto se debe a una deficiente manipulacién de la materia prima durante su produccion
y comercializacion, convirtiendo al queso en un vehiculo importante en la diseminacién de cepas

de S.aureus resistentes a antibidticos creando alto riesgo para la salud de los consumidores.
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RECOMENDACIONES

Capacitar a los productores y manipuladores involucrados en la produccion de los quesos en buenas
practicas de manufactura durante el proceso de elaboracion del mismo, para que se lleve a cabo
bajo condiciones sanitarias adecuadas para garantizar una calidad microbiologica dptima y de esta

forma mejor la calidad e inocuidad del producto.

Evitar al maximo el uso innecesario de antibioticos en los animales a partir de los cuales se obtiene
la materia prima para la elaboracién de los quesos o respetar el tiempo del tratamiento antes de

extraer la leche.
Se recomienda al organismo encargado realizar una vigilancia continua a todos los sitios donde se
elaboran y comercializan los quesos, con el fin de prevenir enfermedades transmitidas por estos y

asegurar el bienestar de los consumidores.

Sensibilizar a la comunidad médica sobre el uso correcto de los antibidticos con el fin de evitar la

resistencia a los mismos.
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GLOSARIO

BP Baird Parker
°C Grados Celsius
mm Milimetros

SARM  Staphylococcus aureus resistente a meticilina
g Gramos

MNPC  Muy numerosas para contar

% Porcentaje
uL Microlitro
Min Minuto

°T Temperatura

TSST-1 Toxina 1 del sindrome del shock toxico

pH Potencial hidrogeno
t Tiempo
INEN Instituto Ecuatoriano de Normalizacion

UFC/g  Unidades formadoras de colonias por gramo

TAE Infecciones alimentarias estafilococicas

CLSI Instituto de Estandares para el Laboratorio Clinico de los Estados Unidos
ANOVA Andlisis de Varianza

h Hora

ETA’s  Enfermedades transmitidas por alimentos
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ANEXOS

Anexo A. Lista de microorganismos patdogenos presentes en quesos frescos artesanales

comercializados en Lima-Peru.
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38 127 > 105 =112 10% 11> 107 e 152 103
a7 27.4 = 105 43z 10 43210 o4z 105 102107
28 732 = 108 >1.1=10% =112 107 5.3 = 10% 472 10%
EC] £5.4 105 =14z 10% = 1.4z 107 B3z 10% 3682107

Fuente: Cristobal y Maurtua, 2003, p. 161
http://www.scielosp.org/pdf/rpsp/v14n3/a02v14n3

Anexo B. Fotografias de preparacion de diluciones de las diferentes muestras.



http://www.scielosp.org/pdf/rpsp/v14n3/a02v14n3

Anexo C. Fotografias del procedimiento de siembra en Placas Petrifilm Staph 3M

Anexo D. Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas Petrifilm 3M en el

muestreo 1




Anexo E. Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas Petrifilm 3M en el

muestreo 2

Anexo F Fotografias de aislamiento de Staphylococcus aureus en placas Petrifilm 3M en el

muestreo 3




Anexo G. Fotografias de la coloracion Gram en las muestras aisladas de queso fresco




Anexo H. Fotografias de identificacion de Staphylococcus aureus en Agar manitol salado de la

solucion madre




Anexo I. Fotografias de identificacion de Staphylococcus aureus en Agar manitol salado de las

colonias aisladas en placas Petrifilm




Anexo K. Fotografias de las prueba de coagulasa

Anexo L. Fotografias de la resistencia/susceptibilidad de Staphylococcus aureus en el muestreo 2







ANEXO N. Norma Técnica INEN 1528: Requisitos para queso fresco.

1C5: &7 100.30 AL 03.01-420

. NTE INEN
Norma Tecnica | \npua GENERAL PARA QUESOS FRESCOS NO MADURADOS. | 1528:2012
Ecuatornana _ . -
Obli . REQUISITOS Primara revizion
igatona 201203

1. OBJETO

1.1 La prezents Morma sstablece log requistos para & queso frssco no madurado, incluido sl queso
frezsco, destnade al consumo dinscto o a postenor slaboracion.

1.2 En casc gue sxisln nomma especifica para una waredad de queso fresco, en paricular 25
conziderari ssta

2. DEFINICIONES
21 Para sfacios de ssta normna 26 adoptan a2 siguisntss definicionss:

2.1.1 Quezo. Se entiends por queso &l producio blando, semiduro, duro y exira duro, madurade o no
madurado, ¥ qus pusds estar recubisrio, sn el que ka proporcicn entre lez proteinas de susro y la cazsina
ni 25a supernor a la de la lechs, obisnido maediants:

a) Comgulacstn total o parcial de la poisinag de la lechs, leche descremada, behe pascialments
dezcremada, crema, crema de susro o lechs, de manteguila o de cualquier combnacion de esios
ingredientes, por accion del cuajo u otros coagulantes idoneos, v por escurmmisnto parcial del suesros
gue =5 desprends como consscuencia de dicha coagulaciin, respetondo sl principio de gue la
elaborgeion del gusso resulta en una concentracitn de proteing lScea (especialments la porcion de
cazelna) y gue por consiguients, el contenido de protsing del queso deberd asr evideniemente mébs
atto que = de la mezcla de los ngredientss lGcteos ya mencionados en bass a la cual 8= slabord el
quesa: yio

b} Téenicas de elaboracion que comportan la coagulacion de la proteina de la lechs yio de productos
obtenidos de la leche gue dan un producte fnal que poese las mizmaz caracteristicas fizicas,

quimicas y organokéoticas que &l producio definido en &l aparisdo a).

21.1.1 Qusso madurade. S8 entiende por gueso sometido a maduracion & gueso gus no esth listo para
&l comaumo poco despuée de la fabricacion, sino que debs mantsmerse duranis ciero tiempo a una
temparabura y an unas condiconss tales gue a6 produzcan los cambios bioquimicos v fisicos neceearnios:
¥ caracterfaticos del quesc en cusstion.

21.1.2 Qusse madurado por mohos. S sntisnds por queso madurado por mohos un gusso curado sn
&l gue la maduracidn se ha producido prncipaiments como consscusnca del desarmolo caracterdstico de
mihos por todo el intsricr wo 2obre la supserfics del quaszo.

2.1.1.3 Quese no madurado. Se entiends por quess no madurado sl gusso gue s=td listo para sl
CONEUMD poco despuse de 2u fabricacidn.

2.1.2 Queso fresco. Ez el queso no madurado, ni secaldado, moldeado, de tedura relativamsnts firma,
lewsmante granular, preparsdo con |leche entera, ssmidescremada, coagulada con snzimaz Wo Gcidos
oigdnicos, gensralmsnts sin culives Moticos. Tambisn 2e designa como quseso blanco.

2.1.3 Ouszo condimsnfade. Ez el queso al cusl =8 hon agregado condimentos wio saborzaniss
naburalss o artificiales autorzados.

214 Queso coffsgs. Es o gueso no madurado, escaldado o no, de alta humedad, de texiura blands o

sumve aranular 0 ceemnma eenaradn mn lecha descramads ranulads con ancimas win maiftens




3. CLASIFICACION
3.1 De acuerdo a su composicion y caracteriaticas fisicas e producto, se casifica en:
3.1.1 Ssgin & comanide de humsdad,
ajl  Duro
b} Semiduro
ci Ssmiblando
d) Blando
3.1.2 Segdn & comenido de grasa ldcies,
a) Rico en grasa
b} Entero & Graso
¢}  Semidescremado O bajo en grasa
d] Descremado & Magro

4. DISPOSICIONES ESPECIFICAS

4.1 La leche utlizada para la fabricecion del queso fresco, debe cumplr con los requisitos de la Moma
MTE IMEN 10, y 2u procesamisnts 25 reafizard ds scusrdo a loe princpice  del Asglamsnio de Buemasz:
Practess de Manuischura del Ministerio de Salud Pldblcs.

42 Loz limitee méximos de plaguicidas no deben supearar loe establecidos en el Codex Alimsntanes
GAGH MLR 1 an su dltima edicidn.

4.3 Loe limitez méximes de residucs de medicamentos wsterinance no deben superar los
gatablecidos an el Godex Alimentario CAGMLR 2 en su ditima sdicion.

3. REQUISITOS

3.1 Requisitos especificos

3.1.1 Para la shboracstn de los quesos frescos no madurados, &8 pusdsn  emplsar las sigusntss
matsriaz primaz & ngredentss sutorizados, os cualks desben cumplir con las demds normas
relacionadas o en su Guesncia, con las normas del Codex Almentarius:

3.1.1.1 Leche yio producios obisnidos de la lsche.

3.1.1.2 Ingredisntes talss como:

a) Cultivos de farmenios de bactsrias inocuas producioras de dcido lactico yo aromas y culives de otros
ITICTOOPGANISMICS iNOCLOS,

b) Cusgo u ofras enzimas coagulani=s nocuss & idoneas;

c} Clonwro de sodio;

dj Vinagre;




3.1.2 Los guesca frescos no madurados, ensayados de acusrdo con las normas ecustonanss
correspondientas deben cumplir con lo establecdo en la tabla 1.

Tipa o class Humedad % max | Confenido de grasa en extracio
NTE INEN &3 seco , % mim Minimo
NTE MEHN &4

Samidung

Dura

Samiblando

Blando

Aico en grasa

Enlarg & grasa
Samidascremado o Dajo an
grasa

Dascramado O magro

CEBRER

B HB

=
ko

3.1.3 Regquizifez microbiokdgicos. Al andlisiz microbiclbgico comsapondisnta, los gueaocs frescos no
madursdes deban dar aussncia de micreorganismos patdgenos, de sus metabolitos y toxinas.

3.1.3.1 Lo= gusscs frescos no madurades, ensayados de acusrdo con laz nommas ecustoranss
corrazpondisntas daben cumplir con los requisitcs microbickbgicos satablacides en la tabla 2

TABLA 2. Requisitcz microbiclogicos para quesos frezcos no madurados

Raquizito n m M [ Matodo de eneayo
Emerobasteriaceas, LIFCEY 5 2a0f 0 1 | NTE INEM 1529-13
Escherichia ooli, UFGE 5 <10 10 1 ADAC 85114
Staphylococsus sureus UFCE | S 10 i 1 | NTE MEN 152914
Listavia monoeylogpenss 25 g ] Ausencia - 150 112001
Salmonella en 259 5 ALUSENCIA - (] NTE IMEM 1523-15

Dionds

n = Mimerc de musstras a sxaminar.

m = indice méiximo permisible para identificar nivel de buena calidad.

M = indice miximo parmigible para identificar nivel aceptable de calidad.
¢ = Mimercde musstras parmizibles con resuftados entra m oy M.

314  Aditivos. Se pusden utilizar log aditvos permitidos y en las cantidades especificadas an la
MNTE INEN 2074 y ademisa:

a) Gelatina y almidonsez modificados (setas sustancias pusdsn wilizarzs con loz mizmos fimse que oz
estabilizadores, a condicidn de gue == afiadan dnicaments en las cantidades funcionalments
NSCESRraa)

b) Harnas y almidomss de amoz, maiz y papa (estas sustancias pusden ulilizarss con loe mismos finss
que loz antisghtinantes para &l tratamientc de la superficis de productos cortados, rebanados y
desmenuzados dnicaments, a condicdn de gue se afladan dnicaments en laz cantidadsas
funcionaimants necasarias)

3.1.5 Contaminantez. El limite miximo permitide debe ser el gus satablecs el Codex aimentanius de
contamingntes CODEX STAN 193-1805, en au dtima edicdn

Fuente: INEN 1528, 2012, https://law.resource.org/pub/ec/ibr/ec.nte.1528.2012.pdf




