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RESUMEN

El queso es un producto lacteo de alto valor nutritivo por lo que su produccién,
comercializacion y demanda por el consumidor es significativo, sin embargo se
desconoce su calidad higiénica-sanitaria ya que se expenden en condiciones no
adecuadas, por lo que se propuso la siguiente investigacion con el objetivo de determinar
la calidad bacterioldgica y resistencia antimicrobiana de enteropatdgenos aislados en
quesos artesanales que se expenden en la plaza del Centro Poblado de Progreso, Regién
Puno. El tipo de investigacion es descriptiva de corte transversal, se evaluaron 27
muestras de queso fresco, para el analisis se us6 métodos estandarizados segun Norma
Sanitaria (NTS N°071-Minsa Digesa-V1) para el recuento de la carga bacterioldgica de
mesdfilos viables (UFC/g), Escherichia coli (NMP/g) y para la presencia/g de Salmonella
spp, para los aislados de Escherichia coli y Salmonella spp se utilizé el método de Kirby
Bauer. Para la carga bacteriana de mesofilos viables el 29.63% se encontraron en el limite
minimo permisible (x: 8x10% UFC/g) y el 70.37% en el limite maximo permisible (X:
3x10* UFC/g), para Escherichia coli el 40.74 % se encontraron dentro del limite minimo
permisible (x: 4 NMP/g) y el 59.26% en el limite maximo permisible (x: 7x10? NMP/g),
Salmonella spp se encontr6 en un 11,1%, con respecto a la calidad los quesos frescos
artesanales presentaron un 12.35% de buena calidad y el 87.65% fue de mala calidad. Los
aislamientos de Escherichia coli fueron resistentes a ampicilina (100%), trimetoprim
sulfa (30 %), nitrofurantoina (11%) y ciprofloxacino (3,7%); Salmonella spp fue
resistente a ciprofloxacino y gentamicina (100%), cloranfenicol (67%) y tetraciclina

(33%).

Palabra clave: Calidad bacterioldgica, Escherichia coli, Mesofilos viables, Resistencia

antimicrobiana, Salmonella spp.
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ABSTRACT

Cheese is a dairy product with high nutritional value, so its production, marketing
and consumer demand is significant; however, its hygienic-sanitary quality is unknown
since it is sold in unsuitable conditions, which is why the following was proposed.
research with the objective of determining the bacteriological quality and antimicrobial
resistance of enteropathogens isolated in artisanal cheeses sold in the Plaza del Centro
Poblado de Progreso, Puno Region. The type of research is descriptive cross-sectional,
27 samples of fresh cheese were evaluated, for the analysis standardized methods were
used according to Sanitary Standard (NTS N°071-Minsa Digesa-V1) to count the
bacteriological load of viable mesophiles ( CFU/g), Escherichia coli (NMP/g) and for the
presence/g of Salmonella spp, for the isolates of Escherichia coli and Salmonella spp the
Kirby Bauer method was used. For the bacterial load of viable mesophiles, 29.63% were
found in the minimum permissible limit (x: 8x102 CFU/g) and 70.37% in the maximum
permissible limit (x: 3x104 CFU/qg), for Escherichia coli 40.74 % were found found
within the minimum permissible limit (x: 4 NMP/g) and 59.26% within the maximum
permissible limit (x: 7x102 NMP/g), Salmonella spp was found in 11.1%, with respect to
the quality of the cheeses artisanal fresh products presented 12.35% of good quality and
87.65% were of poor quality. Escherichia coli isolates were resistant to ampicillin
(100%), trimethoprim sulfa (30%), nitrofurantoin (11%), and ciprofloxacin (3.7%);
Salmonella spp was resistant to ciprofloxacin and gentamicin (100%), chloramphenicol

(67%) and tetracycline (33%).

Keywords: Quality bacteriological, Escherichia coli, Viable mesophiles, Antimicrobial

resistance, Salmonella spp.

15

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ﬂ. UNIVERSIDAD

CAPITULO |
INTRODUCCION

Las enfermedades de transmision alimentaria (ETA) son ocasionadas por el
consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos o parasitos,

desencadenando en trastornos gastrointestinales denominadas EDAs (Ramallo,2018).

Cada afio 600 millones de personas enferman por ETA y causan 420 000 muertes,
segun la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). En menores de 5 afios se producen
125 000 defunciones, la incidencia de ETA por departamentos es de 18.29%, (Lima);
47.72% (Arequipa); 24.77% (Cusco); 60.78% (Huancavelica) 41.32 (Tacna); 10.76%
(Puno); 42.32% (Moquegua) (Centro Nacional de Epidemiologia, Prevencion y Control
de Enfermedades [CDC Minsa], 2021). En el Puesto de Salud de Progreso I-3 se tiene

prevalencias de 37.78% casos anuales de EDAs (Minsa, 2021).

El queso es un producto alimenticio de alto valor proteico de gran aceptacion al
consumidor, muchas veces los quesos son elaborados sin registros sanitarios, se expenden
al airé libre en condiciones insalubres, sin embargo, no todos entienden la importancia de
adoptar buenas practicas higiénicas Merchan et al. (2019). En el presente estudio se
demostr6 la presencia de mesofilos viables, Escherichia coli indicadores de
contaminacion sanitaria y fecal, Salmonella spp patégeno que podria ocasionar
salmonelosis, luego se determing la resistencia antimicrobiana de los aislados en quesos

frescos artesanales de la plaza del Centro Poblado de Progreso.

El uso indebido y excesivo de los antimicrobianos en los animales, ya sea con el
fin de engorde, mejoramiento o tratar infecciones sin supervision médica ocasiona la

aparicion de bacterias resistentes capaces de producir enzimas que inactivan los

16
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antibidticos (Acosta y Roenes, 2019; Lazarte, 2022). En Pert segiin Quino y Alvarado
(2021), Escherichia coli es resistente a ampicilina y trimetropim sulfa en un 80% y
88,67%. Betran et al. (2015) sostienen que Salmonella spp es resistente a acido nalidixico,

ciprofloxacina en un 62%.

La investigacion se desarrollé por el vacio de conocimiento, sobre la posible mala
calidad y resistencia antimicrobiana en quesos frescos, los resultados de esta
investigacion apoyaran a las instituciones interesadas para que adopten medidas de
control de calidad en la elaboracidn, transporte, distribucion y expendio de los quesos,
informar a la poblacién que un producto inocuo fortalecera la economia local y nacional
facilitando el comercio internacional y evitar futuras epidemias. Por lo cual se planteo los

siguientes objetivos:

1.1  OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad bacterioldgica y resistencia antimicrobiana Escherichia coli
y Salmonella spp aislados en quesos frescos artesanales del Centro Poblado de Progreso,

Region Puno-2023

1.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

Determinar la carga bacterioldgica de meséfilos viables, Escherichia coli, y
presencia de Salmonella spp en quesos frescos artesanales del Centro Poblado de

Progreso, Region Puno-2023.

Determinar la resistencia antimicrobiana de Escherichia coli y Salmonella spp
aislados en quesos frescos artesanales del Centro Poblado de Progreso, Region Puno-

2023.

17
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

21 ANTECEDENTES

Villavicencio (2007) estudid la relacion entre la ausencia de tratamiento térmico
de la materia prima con la contaminacion bacteriologica del queso fresco en Ambato-
Ecuador, por lo tanto, los quesos fabricados a nivel artesanal contenian una alta
contaminacion fecal y patdgena (Escherichia coli, Salmonella spp), debido a la falta de
higiene desde la obtencién de la materia prima y durante las etapas de fabricacion del

producto no cumpliendo con las Normas Sanitarias.

Puig etal. (2008) realizaron un estudio de susceptibilidad antimicrobiana en
Salmonella spp aislados de alimentos, con el fin de conocer los patrones de sensibilidad
antimicrobiana empleando 12 antibioticos con el método difusion en disco, se estudiaron
65 aislamientos de provincias y el Instituto de Nutricion e Higiene de los Alimentos, de
los cuales solo se encontro resistencia a tres antibidticos como la ampicilina en un 18,0%,
tetraciclina 12,7% vy carbenicilina con 11,1%, sin embargo estas cifras son bajas
comparandolas con otros estudios, pero el investigador explico que esta cifra tiene mayor
probabilidad de aumentar porque en su mayoria se encuentran en la susceptibilidad

intermedia.

Vasquez etal. (2012) evaluaron en Lara-Venezuela las caracteristicas
fisicoquimicas y microbiologicas del queso blanco a nivel de distribuidores, tomaron
muestras aleatorias de seis distribuidores para analizar, en el que encontré mesofilos
viables 302X10°-28X10° UFC/g, Escherichia coli 1,3X10*-40 UFC/g y Staphylococcus

aureus 119X10? llegaron a la conclusion de que existe un elevado porcentaje de
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contaminacion microbiana en los quesos almacenados en los distribuidores y ademas
emplearon malas practicas de manufactura y almacenamiento inadecuado que pudieran
ocasionar riesgos perjudicando la salud de los consumidores, por lo tanto son

considerados no aptos para el consumo humano.

Plaza (2013) en los mercados de Guayaquil-Ecuador evalué el analisis
microbiologico en quesos frescos con 51 muestras respectivamente, usando pruebas
rapidas y métodos tradicionales para determinar la presencia de Salmonella spp en el que
logré encontrar un 13.71% (8/51), este resultado evidencia claramente la falta de

inocuidad a la que se expone el consumidor.

Guillen etal. (2014) en su estudio Caracterizacion Molecular de Cepas de
Escherichia coli, logré aislar 45 cepas de productos lacteos artesanales en Venezuela
segln la Norma de la Comision Venezolana de Nomas Industriales (COVENIN) vy el
método técnico de difusion del disco, de los antibi6ticos empleados el acido nalidixico
fue sensible en un 97,8%, ciprofloxacino en un 17,8% seguido de gentamicina 91,1% y
amoxicilina 95,6%, por otro lado, mostr6 resistencia a ampicilina en un 24,4%. La

deteccion de Escherichia. coli en alimentos lacteos indica contaminacion de origen fecal.

Calabuig (2014) estudio la sensibilidad antimicrobiana de cepas de Salmonella
spp aisladas de lacteos y ovoproductos, evalud la susceptibilidad antimicrobiana de
Salmonella spp segun el protocolo del CLSI, en el que ampicilina con 29%, amoxicilina
13% se mostraron resistentes, mientras que cloranfenicol con 96,2%, trimetroprim sulfa
92,3% vy tetraciclina 88.5% fueron sensibles y frente a la resistencia propuso seguir
tomando medidas para mejorar la efectividad de los tratamientos en humanos de esta

manera evitar consecuencias posteriores.
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Guzman et al. (2015) evaluaron caracteristicas fisicas, quimicas y microbioldgicas
del queso fresco en la Region Junin, se tomaron muestras del producto final de manera
aleatoria, para determinar pH, acidez, humedad, el nimero de coliformes totales (NMP),
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Salmonella spp (recuento en placa) presentes
en los quesos, obtuvieron resultados que cumplen con los estandares nacionales e

internacionales para el producto, por lo tanto se definieron como aptos para su consumo

Rodriguez et al. (2015) realizaron un estudio en el mercado de Tunja-Colombia,
evaluaron la carga bacteriana y calidad higiénica de 50 quesos frescos artesanales, con el
método de Petrifilm 3M, evaluaron el pH, humedad y temperatura; encontraron 66X10°
coliformes totales y 12X10° UFC/gr para mesofilos aerobios, concluyeron que los valores

encontrados son superiores a la norma establecida para el producto.

Lopez (2016) estudio en Lima- Metropolitana cepas de Staphylococcus aureus
aisladas en quesos frescos evaluando su resistencia microbiana, trabajé con 40 quesos de
cuatro mercados, se recolectaron 10 muestras de cada mercado, para la resistencia uso el
método de Kirby-Bauer, el autor da a conocer que en el medio ambiente hay cepas
resistentes a los antibidticos y la posible contaminacion de agua y alimentos, muchos
investigadores ante ello han postulado que los microorganismos consumidos diariamente
con los alimentos podrian estar sirviendo como reservorio para el mantenimiento de la
resistencia a los antibidticos, cuya investigacion se centrd en saber si existe resistencia y

asi evitar que, a su vez, pueden infectar al ser humano a través de la cadena alimentaria.

Aviles (2016) estudié la carga bacteriolégica basandose en las etapas de
elaboracion de queso fresco en la planta procesadora de Manabi- Ecuador, los analisis se
realizaron segun Normas INEN para Staphylococus aureus, Escherichia coli, levaduras,

mohos, Salmonella spp, por lo tanto sostiene que se debe al proceso de fabricacion del
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queso en deficiencias practicas de manufactura, asi como en los procesamientos de
higiene de los materiales y operarios, el investigador recomend6 adoptar medidas

correctivas debido a las deficiencias halladas.

Aguirre (2016), evalud la calidad microbiologica y su relacion con su vida dtil, en
quesos frescos expendidos en tres mercados de Trujillo-Perd, evaluaron 15 puestos con
tres muestras, para la calidad bacterioldgica hicieron recuentos de coliformes totales,
Escherichia coli y presencia de Salmonella spp., el 100% de las muestras presentd
Escherichia coli y ausencia de Salmonella spp., los resultados evidencian que los quesos
presentan condiciones higiénicas deficientes durante las etapas de elaboracion y no
cumplen con las normas y regulaciones sanitarias vigentes, restando calidad siendo no

aptos para su consumo.

Quesada et al. (2016) en la ciudad de Lima realizaron una busqueda bibliogréfica
de América latina cepas aisladas de alimentos de origen animal para el consumo humano
como queso, huevo, carne de pollo, en la que encontraron Salmonella spp. resistente a
ampicilina en un 62.5%, tetraciclina con 90.9%, cloranfenicol y ciprofloxacina fueron
resistentes en un 68.2%, por lo tanto, concluyeron que la resistencia a los aislados de
Salmonella spp en alimentos deben monitorearse realizandose un control adecuado para

consumo humano.

Por su parte, Trujillo (2016) evalud el analisis microbioldgico y resistencia a
antimicrobianos del queso fresco en el mercado de Santa Rosa, Ciudad de Riobamba,
trabajo con 7 puntos de venta por triplicado, usando el método recuento en Placas
Petrifilm (3M), con tres diluciones de (10-1) para realizar pruebas de confirmacion en
Placas Petri, también us6 el método Kirby Bauer, se encontr6: 1,3X10% UFC/g de

Staphylococcus aureus, Escherichia coli 7X10° UFC/g y 8,5X10° UFC/g de coliformes
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totales, estos resultados sobrepasaron los valores normales establecidos por las Normas
NTE INEN 1528 para quesos no madurados, asi como Norma Mexicana NOM-243-

SSA1-2010 y Nicaragiiense NTON 03 022. Por lo tanto, no son aptos para el consumo.

Condo (2016) determino la calidad bacterioldgica en quesos frescos artesanales
expendidos en el mercado Andrés Avelino Caceres-Arequipa, constituidos por 40
muestras, uso el método del Numero Mas Probable y Unidades Formadoras de Colonias,
para coliformes totales y coliformes fecales obtuvo valores menores a 5.43X10?
NMP/10g, 5.38X102 NMP/10g, mientras Escherichia coli tuvo un valor superior de
3.69X102 NMP/10g, Salmonella sp. no se encontrd en las muestras. concluyendo que los

quesos frescos artesanales no cuentan con buena calidad para su consumo humano.

Segun Cano y Laura (2017), en la ciudad de Juliaca, Region Puno determinaron
la calidad bacteriana y su relacion con la acides total del queso fresco artesanal
comercializados en los mercados de Tupac Amaru, Santa Barbara y Dominical, para 45
muestras de quesos con el método recuento en placa, nimero mas probable (NMP)
obtuvieron valores 71.11% para mesoéfilos viables, coliformes fecales 55.56%, acides
total 71.11%, para la calidad bacterioldgica el 86.67% de muestras estuvo por encima de

los valores méaximos permitidos por las normas técnicas peruanas (NTP).

En efecto, Calampa (2017) logré evaluar caracteristicas fisicoquimicas y
microbioldgicas del queso fresco de 16 muestras provenientes de Leymebamba,
Molinopampa y Florida, Pomacochas-Amazonas, encontraron mesofilos aerobios con
81.25 % presento >10° UFC/g y 18.75% inferior a 10°, para coliformes fecales, coliformes
totales obtuvieron (m:11, M:1100 NMP/g), (m:335 NMP/g, M :1100) y ausencia se
Salmonella sp. Solo 69% cumplieron con los requisitos de humedad pH 5.35-6.52 y

acides de 0.09% a 1.49. por lo tanto, la calidad higiénico sanitaria es deficiente.
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Cansaya (2018) estudié el proceso de estandarizacion del queso tipo paria
pasteurizado de la Cooperativa Agraria San Pedro de Huacullani-Puno, Comunidad de
Aurincota, con el método de placas 3M petrifilm. Cumpliendo con los pardmetros
microbioldgicos de la NTP-591-2008 y teniendo en cuenta las buenas practicas de
manufactura del queso y ordefio de la leche los resultados fueron: Coliformes
spp=3.4X102 UFC/g, Escherichia coli=0 UFC/g, Staphylococcus a.=10%ufc/g, Listeria
m.= ausencia/g y para Salmonella sp.= ausencia/g, mientras el queso elaborado sin ningln

control técnico las (UFC) de microorganismos superan las NTP-591-2008.

Ruiz etal. (2018) evaluaron la presencia de Enterobacteriaceae de las 138
muestras de carne, pollo, carne de res y cerdo de los mercados de Lima, se uso6 el método
Kirby-Bauer, para BLEE y AmpC con doble disco e induccion de Imipenem-Ceftazidima,
se presentd resistencia a trimetoprima-sulfametoxazol, tetraciclina, ampicilina, acido
nalidixico, cloranfenicol y ciprofloxacino. La carne de pollo y cerdo fueron
multirresistentes con un (98,2 % y 86,4 %). De la carne de pollo se aisl6 Escherichia coli

la presencia de BLEE fue del 59,4 %.

De acuerdo a Vasquez et al. (2018), en la ciudad de Cajamarca determinaron la
carga microbiana de 30 quesos frescos de 0.5 kg provenientes de las empresas (A, B, C,
D, E y F), con un disefio al azar y cinco repeticiones, obtuvieron: mesoéfilos viables,
coliformes totales, coliformes fecales con 1.06X10° UFC/g, 6.32X10° NMP/g, 4.75X10?
NMP/g, Escherichia coli se encontré en un 33.3% y Staphylococcus aureus con 4.02X10°
UFC/g, ausencia de Salmonella spp. Dando a conocer que solo los quesos de la empresa
F son aptos para el consumo establecidos por la Norma Sanitaria (R.M.N° 591-2008-

MINSA).

23

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Chambillo (2019) estudio la calidad microbioldgica en quesos frescos expendidos
en los mercados de la ciudad de Huamanga, Ayacucho-Perd, evalud la carga microbiana
de Escherichia coli (NMP/g), Staphylococcus aureus por recuento en placa y Salmonella
spp por aislamiento e identificacion. Escherichia coli obtuvo 14.1% fuera del minimo
permisible y 85.9 % dentro del limite permisible establecidas de acuerdo a las normas,
para Salmonella spp el 70.3% estuvo dentro del limite permitido y 29.7% fuera del limite.
Por lo tanto, los quesos de Huamanga no son aptos para su consumo Yy el 53,1%

sobrepasaron los limites bacteriologicos segin la NTP.

Holguin (2019) estudié la calidad bacterioldgica de 75 muestras de queso fresco
artesanal de cinco mercados de Trujillo-Libertad, uso el método nimero mas probable
para el recuento de coliformes totales, termotolerantes, Escherichia coli y pruebas
diferenciales para evaluar la ausencia de Salmonella sp. Para coliformes totales,
coliformes termotolerantes y Escherichia coli los valores fueron 65.02X10% NMP/100g,
50.98X10% NMP/100g y 31.51X10° NMP/100g excediendo lo establecido por la Norma

Técnica Sanitaria N° 071, en tal sentido no son recomendables para el consumidor.

Merchén et al. (2019) estudio en la ciudad de Tunja la inocuidad de los quesos
artesanales basandose en la Norma Técnica Colombiana, analizd 31 muestras de tiendas
comercializadoras, encontr6 aerobios mesofilos con un valor promedio de 6 X 10° UFC/g,
coliformes fecales 3,99 X 10° UFC/g, por otro lado, la prevalencia de Salmonella sp fue

de 3,1%, los resultados reflejan la falta de higiene por ende no son aptos para su consumo.

Carvajal et al. (2019), estudiaron en la zona Avicola de Santander-Colombia la
sensibilidad o resistencia de cepas aislados de E. coli en pollo de engorde para posterior
ser cultivadas en agar Mc Conkey y realizar la sensibilidad con 18 antimicrobianos.

Encontraron 91% resistentes a ampicilina, 80% a cefalosporinas y 30% resistente a las
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betalactamasas como la ampicilina, amoxicilina/acido clavulanico, usaron el método
doble disco para evaluar cepas de E. coli productoras de betalactamasas de espectro
extendido, el 63% afirmd su presencia en las muestras E. coli en aves de engorde

asintomaticas presentaron BLEES vy resistencia antimicrobiana.

Villacis et al. (2020) estudiaron en plantas de faenamiento-Ecuador 383 muestras
de pollo con el método de Kirby-Bauer y Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) donde
se encontré Salmonella spp. resistente a cloranfenicol, gentamicina, amoxicilina,
ampicilina, ceftriaxona, Trimetoprim-sulfametoxazol, tetraciclina y el aislado de E. coli
a tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol, ciprofloxacina, ampicilina y Amoxicilina. El

77,2% y 75%. resultaron multirresistentes para Escherichia. coli y Salmonella spp.

Carhuapoma et al. (2020) investigaron en Huancavelica la resistencia antibiética
frente a Salmonella spp y Escherichia coli recolectadas de 300 muestras de heces por
hisopado rectal a crias de alpacas (Vicugna pacus) con o sin diarrea, se identificaron a
través de pruebas bioguimicas y el método de Kirby Bauer, en las muestras con diarrea
se obtuvo significativamente la presencia de E coli y Salmonella spp que a comparacion
de las muestras sin diarrea, estas cepas aisladas fueron resistentes a ampicilina,

novomicina, tetraciclina, penicilina, gentamicina.

Ccaso y Huallpa (2020) estudiaron la calidad de quesos frescos que se
comercializan en la Ciudad de Juliaca con método de dilucién y técnicas de recuento en
placas Petrifilm, los mercados en estudio fueron: Mercedes, Santa Barbara, Tupac amaru,
y Pedro Vilcapaza, se encontrd de las 100 muestras: E. coli en un 92% estuvo dentro de
los limites no aceptables y solo el 8% fueron aceptables. Las condiciones higiénicas

sanitarias de los quesos expendidos estan relacionadas con el andlisis microbioldgico.
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Ortega & Morales (2021) estudiaron en el distrito de Lima la presencia de E. coli
en alimentos crudos para perros y su resistencia antimicrobiana, 124 muestras se aislaron
en medios de MacConkey, EMB y pruebas bioquimicas, el 65.3% fueron positiva a E.
coli y un 38,2% de estas mismas colonias fueron resistentes a cloranfenicol, ampicilina,

cotrimoxazol, Ac. nalidixico y tetraciclina.

Camacho (2022) investigo E. coli productora de betalactamasa y su resistencia en
quesos aislados de los mercados-Chincha alta de 17 puestos, con los métodos Jarlier y
método Kirby Bauer de las cuales el 100% fueron sensibles a gentamicina el 60% a
ciprofloxacino, resistentes a amoxicilina con 100%, tetraciclina 80%. Los quesos

presentan bacterias resistentes que podrian resultar mortales con el paso de los afios.

Escobar et al. (2023) estudiaron en el mercado de Riobamba-Ecuador la calidad e
inocuidad del queso fresco y resistencia bacteriana con el método Kirby Bauer y para el
recuento de Staphylococcus aureus, coliformes totales y E. coli usaron placas petrifilm
3M de los cuales se obtuvo para coliformes totales 8,5X10° UFC/g, 1,3X10° UFC/g para
Staphylococcus aureus y 7X10° UFC/g para E. coli la misma que presentd resistencia en
un 76.2% frente a penicilina, ampicilina 66,7 %, amoxicilina 57,1%; sin embargo, mostro

sensibilidad a &cido nalidixico, gentamicina y streptomicina con 90,5%, 100% y 95,7%.

Garcia (2023) estudié la calidad de los quesos frescos provenientes de
Chachapoyas-Amazonas, 60 quesos fueron analizados con el método microbioldgico para
identificacion y recuento de Bacterias. Se encontrd aerobias mesdéfilas viables con un
recuento promedio de 6.4X10%a 7.1X108 UFC/g, en el 100% de las muestras se encontrd
Escherichia coli y ausencia de Salmonella spp. Escherichia coli supera los limites
maximos aceptables por la R.M-N° 591-2008-Minsa y la Norma técnica sanitaria N° 071-

Minsa/Digesa, mientras que Salmonrella spp si cumple.
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22 MARCO TEORICO

2.2.1 Queso fresco

Producto que se obtiene al cuajar ya sea cuajo quimico o industrial que
cumple la funcion de coagular la leche fresca logrando separar el suero de la
caseina, de esta manera se conserva el valor nutritivo de la leche como grasas,
sales minerales y proteinas, su consistencia puede ser solida o semisotlida,
madurado o fresco FAO/OMS (2008). El queso es consumido debido a que posee
un alto valor nutricional, fisicoquimicamente el queso estd formado por un
complejo caseinato fosfato calcico denominada caseina la cual a través de la
coagulacién de la leche engloba albuminas, minerales, grasas y vitaminas, las
cuales estan absorbidas en la fase acuosa retenida (Ramirez & Velez, 2012). Segun
la Norma Técnica Peruana (NTP) el queso fresco es un producto blando, no
madurado mucho menos escaldado, moldeado poco granular, se obtiene de la
leche pasteurizada, entera, descremada o semidescremada, se separa el suero
después de su coagulacion para obtener el queso, como se puede apreciar en la

siguiente figura:

Figura 1

Formacion del coagulo de la caseina

1ra Etapa
Proceso Para-k-caseina 2da Etapa
Micelade enzimatico N No-enzimético
. —_— » Coagulo
caseina
Quimosina Ca*2,>20°C

Glicomacropéptido

Fuente: (Ramirez & Velez, 2012)
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2.2.1.1 Composicion quimica del queso

e Lacaseina

Son proteinas de la leche en un 78-80%, cuyo término deriva del
latin Caseus “queso” fue utilizado por Broconnet en 1830, el suero
contiene un tipo de azlcar denominada lactosa que se transforma hasta
acido lactico por actividad de las bacterias, también contiene minerales,
vitaminas Ay D, la grasa se encuentra en mayor proporcion en los quesos

como se aprecia en la tabla 1 y 2 respectivamente (Churqui, 2020).

Tabla 1

Composicién quimica del queso fresco

Analisis Rangos
Humedad (%) 46-57
Grasa (%) 18-29
Proteina (%) 17-21
Sal 1.0-3.0
pH 6.1
Valor Nutricional 255+37
(Kcal/1009)

Fuente: (Churqui, 2020)

Tabla 2

Composicion nutritiva del queso fresco

Nutriente Contenido (%)
Grasa 24.0
Proteina 21.0
Carbohidrato 2.0

Sales minerales 2.0
Agua 50

Fuente: (FAO, 2000)
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2.2.1.2 Etapas de elaboracion del queso fresco

e Recepcion y tratamiento previo de la leche

Es la etapa donde la materia prima puede sufrir algun tipo de
contaminacion ya que la leche recién ordefiada es un excelente caldo de
cultivo para la reproduccion de microorganismos, por ende, es necesario
enfriarlas a una temperatura dptima para su conservacion e incluso desde

el momento del ordefio en tanques de acero inoxidables (Sanchez, 2015).

e Pasteurizado

Es un procedimiento que se lleva para desnaturalizar enzimas que
hacen posible el deterioro del producto final y asi se puede controlar la
proliferacion de microorganismos patdgenos; “el calentamiento de la leche
inicia con la reduccion de coagulacion por el cuajo, pero puede ser

reversible al adicionar CaCl2" (Churqui, 2020; Orellana, 2022)

e Enfriado

Se realiza con el fin de mejorar el rendimiento de la leche y la

actividad de la formacion de la cuajada.

e Coagulado

Es la etapa donde se coagula la caseina por accion de la enzima
proteolitica, primeramente, la enzima quimosina rompe enlaces entre los
aminoéacidos fenilalanina y metionina para liberar glicomacropeptido y
luego los agregados k-caseina producen el coagulo (Ramirez y Velez,

2012).
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e Cortadoy batido

Deben ser cortes pequefios en forma de cubos tanto verticales

como horizontales, con el fin de eliminar el suero sin dificultad alguna.

e Desuerado

Los cortes ayudan a eliminar el suero, también se le puede aplicar
un aumento de temperatura y agitacion segun el tipo de queso a elaborar,
el calentamiento debe ser 1°C cada dos o tres minutos, en el caso de la
agitacion debe realizarse cinco a diez minutos después de la coagulacion
con una velocidad alta, pero con suma delicadeza, para que los cubos de

cuajada no estén en contacto (Condo, 2016).

e Salado

Proceso donde se agrega la sal comin o denominado Cloruro de
Sodio (NaCl), se usa para darle un buen sabor al queso e influye en el
desuerado, incidiendo a la humedad del queso e influye en el crecimiento

de las bacterias (Cepita, 2022).

e Moldeado y prensado

Generalmente esta técnica se usa para dar forma al queso en
diferentes tipos de moldes ya que asi se aglomera los granulos de la
cuajada. El prensado se usa para endurecer la masa y exprimir el suero por
unas 24 horas, pero si se elaboran quesos blandos o semiblandos no es

necesario aplicar presion (Chambillo, 2019).

30

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

e Almacenado

Para alcanzar su textura y evitar el crecimiento de
microrganismos se debe refrigerar a una temperatura de °C 5 -°C 8 no
afectando las caracteristicas sensoriales del queso, como se observa en la

figura 2.

Figura 2

Diagrama de flujo del queso fresco
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Fuente: Elaboracion propia

2.2.1.3 Buenas practicas de manufactura (BPM)

Son los principios basicos y fundamentales, se refiere a la higiene
para la preparacion, elaboracion, envasado y almacenamiento de los
alimentos con el fin de que se fabriquen en buenas condiciones sanitarias,
que sean aptos para el consumo humano, un alimento inocuo disminuye
los riesgos inherentes a la produccion, por lo tanto, se centralizan en la
higiene y forma de manipulacion (Cansaya, 2018).
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2.2.1.3.1Técnicas de las (BPM)

e Materias primas

Si el producto estd deteriorado se debe separar de los demas
productos y rotular para eliminarlas, cada establecimiento que elabora
alimentos cuenta con medidas para evitar las contaminaciones quimicas,
fisicas, microbioldgicas, los productos deben almacenarse en un dep6sito
teniendo en cuenta la ventilacion, iluminacion, temperatura y humedad,
para el traslado/transporte se debe contar con los mismos principios

higiénicos sanitarios propios del establecimiento (Cansaya, 2018).

e Establecimiento

Comprende la estructura y la higiene.

e Estructura

Debe ser una zona libre de contaminacién ya que pueden alterar
la calidad del producto, los pisos en su mayoria deben estar pavimentadas
para el adecuado desplazamiento del personal o transportes internos, no
estd permitido animales, roedores, insectos, moscas o0 contaminantes del
medio ambiente como polvo, humo, gases etc. El espacio debe ser amplio
y saber qué operacion realizar en cada seccion para evitar la contaminacion
cruzada, las aguas deben ser tratadas, se debe contar con un disefio de
limpieza y desinfeccion, los utensilios a usar deben ser de un material que
no transmita sustancias toxicas, olores ni sabores, debe haber un desagiie

adecuado, por ningun motivo debe existir hoyos o grietas en las superficies
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de trabajo y el uso de maderas esta prohibido ya que este material se corroe

con gran facilidad, (Cansaya, 2018).

e Higiene

Los utensilios deben estar desinfectadas, los equipos deben contar
con un buen mantenimiento, se debe aplicar los POES (Procedimientos
Operativos Estandarizados de Saneamiento) que permiten saber el como,
cudndo y donde limpiar y desinfectar, asi como los registros y

adversidades que deben llevarse a cabo (Cansaya, 2018).

e Personal

Al ingresar al area de proceso se deben lavar bien las manos y la
boca, el personal no debe portar pendientes o utilizar celulares, no deben
fumar, comer, estornudar, ni conversar, se debe usar guantes, cubrebocas,
cubre cabeza, usar el uniforme para evitar la contaminacién de los
alimentos, es importante que el personal debe capacitarse por lo menos una
vez al afio temas relacionados a las adecuadas préacticas de higiene y

manipulacion de alimentos a elaborar (OMS, 2017).

e Almacenamiento y transporte

Almacenar en lugares adecuados que cuenten con buenas
condiciones, asi evitar la proliferacién de microrganismos indeseados, se
debe inspeccionar los productos terminados ya que podrian sufrir algin
tipo de alteracion, en el momento del transporte se debe evitar la
contaminacion fisica, bioldgica, quimicay el transporte 0 mévil debe estar

limpio, desinfectado (OMS, 2017).
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e Documentacion

Define los procedimientos y controles, permite diferenciar
numeros de lotes, siguiendo la historia de los alimentos desde el momento
de la utilizacion de insumos hasta el producto terminado, incluyendo el

transporte y la distribucion (Cansaya, 2018).

2.2.1.4 Tipos de contaminacion

a) Contaminacion bioldgica

Es cuando las bacterias contaminan los quesos frescos ya sea de
manera deseada o indeseada por los animales o humanos generando
alteracion en su composicion por ende puede generar la presencia de

bacterias, virus, parasitos y hongos.

b) Contaminacion quimica

Materia inerte pueden estar en el aire en forma de moléculas
individuales o agrupadas segun las (Superintendencias de Riesgo del
Trabajo [SRT], 2016). Se puede considerar los antibioticos que han sido
administrados a las vacas ya sea via oral, intramuscular o directamente en
la glandula mamaria para el tratamiento de la mastitis y encontrarse en la
leche y el queso constituyendo un riesgo para el consumidor, en los
productos lacteos también se puede encontrar micotoxinas como
aflotoxinas, fumonisimas, ocratoxina, tiramina que es una amina bidégena
que ocasiona la “reaccion al queso; se puede controlar esta contaminacion
a través de la pasteurizacion (Roig, s. f.). Contaminacion quimica también

es cuando se usa aditivos para la conservacién prolongada de los
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productos, asi también, muchas veces las vacas consumen forrajes,
concentrados que contienen insecticidas u otros pesticidas (Casado y

Garcia, 1983)

c) Contaminacion fisica

Es cuando se encuentra objetos extrafios en el alimento que
causan enfermedades a quienes lo consumen, pueden ser: trozos de

madera, papeles, pajillas etc.

2.2.1.5 Aspectos microbiolégicos

Segun Direccion General de Salud Ambiental (DIGESA) los

microorganismos se agrupan de la siguiente manera:

2.2.1.5.1Microorganismos indicadores de alteracion

e Bacterias aerobias mesofilos viables

Se les denomina a las bacterias que indican alteracion,
descomposicion del producto debido a condiciones inadecuadas de
procesamiento, almacenamiento, si su carga supera los limites minimos
aceptables UFC/g indica que los quesos estan en proceso de
descomposicion, estas bacterias pertenecen al grupo de los mohos,

levaduras y pueden desarrollarse a 30°C (Arcila, 2021).

e Interpretacion de los resultados

Despueés de la incubacion seleccionar las placas que contengan
entre 30 y 300 colonias para su respectivo conteo. Posteriormente usar el

microscopio para los que no se pueden distinguir las colonias de las
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pequefias particulas de alimento. Determinar las unidades formadoras de

colonias (UFC) (Amazara y Quintero, 2022).

e Diagnostico de Mesofilos viables

Preferentemente se siembra en el medio de cultivo APC por
triplicado con el método de siembra en placa. Las placas ya sembradas con
la dilucion madre y sus consiguientes diluciones seriadas se incuban a
30°C por 72 horas, y se van observando sucesivamente cada 24 horas el

desarrollo de las colonias formadas (Gonzélez, 2018).

2.2.1.5.2Microorganismos indicadores de higiene

e Enterobacterias

La familia Enterobacteriaceae por lo general se encuentra en el
sistema gastrointestinal ya que pertenecen a la microflora normal de
animales y humanos, son bacilos gram negativos, no esporulados maéviles
0 no moviles aerobios y anaerobios facultativos, las bacterias que
pertenecen a esta familia son: Escherichia coli, Shigella, Salmonella,

Proteus, etc (Calampa, 2017).

e Coliformes

Agrupa a bacterias aerobias y anaerobias facultativas, oxidasa
negativa, no esporulados de bacilos gram negativos, pertenecen a la
familia Enterobacteriaceae y los generos que agrupa son los siguientes:
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, se encuentran en el
intestino de humanos y animales de sangre caliente, Escherichia coli es un
indicador de contaminacion fecal y puede llegar al alimento por contacto
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de este Gltimo con el medio ambiente, no son resistentes a la pasteurizacion
por ende su presencia indicaria una contaminacion después de la
elaboracion del queso por inadecuada higiene por los agentes de
manufactura, por lo general el desarrollo de Escherichia coli se debe a
factores internos del alimentos como el pH, sustrato y AW o del medio

ambiente como la temperatura (Calampa, 2017).

e Escherichia coli (Coliformes fecales)

Son bacilos gram negativos, no esporulados ya sean aerobios o
anaerobios facultativos capaces de fermentar o no la lactosa con

produccion de &cido y gas (Arcila, 2021).

Se desarrolla a (35-43 °C), la temperatura limite para su desarrollo
se sitla alrededor de 7 °C, la cadena de frio evita el crecimiento de
Escherichia coli en los alimentos, asegurando su inocuidad, sin embargo,
Escherichia coli es hiperestésico a temperaturas superiores a 70 °C, por lo
tanto, es muy importante la pasteurizacion de alimentos como la materia
prima (leche), zumos, etc., para garantizar su eliminacion. El desarrollo de
Escherichia coli se detiene a pH extremos (superiores a 9, 5 o inferiores a
3,8) y valores de aw inferiores a 0,94, por ello, el grado de acidez de un
alimento puede constituir un factor de proteccion y garantizar su seguridad

(Canet, 2016).

Escherichia coli por sus caracteristicas nutricionales del alimento
fermentan glucosa y lactosa produciendo gas, con respecto a sus colonias
en EMB (eosinay azul de metileno) su diametro es de 2 a 4 mm con centro

grande oscuro 0 negro, particularmente se caracterizan por su brillo

37

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

metalico y en agar MacConkey las colonias son de color rojo con halo

turbio (Arcila, 2021).

e Taxonomia de Escherichia coli

Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase: : Gamma proteobacteria
Orden: : Enterobacteriales
Familia: : Enterobacteriaceae
Geénero: : Escherichia

Especie:  : Escherichia coli (INS,
2015)

e Tipos de Escherichia coli

Colonizan el intestino del hombre, son considerados flora
normal, pero existen cepas que son patdgenas que ocasionan darfios,
cuadros clinicos, como la diarrea aguda con o sin sangre, acompafados
con fiebre, vomitos e incluso dolor abdominal; la fuente de transmision de
Escherichia coli pude ser de persona a persona por mala manipulacion e
higiene de alimentos como: carne, pollo mal cocida, queso, jugos de fruta
0 agua con restos fecales, también hay estudios donde la mosca se

comporta como un vector de transmision de Escherichia coli.

e Hay seis grupos de que ocasionan diarrea:

- Enterotoxigénica (ETEC)
- Enterohemorragica (EHEC)

- Enteroinvasiva (EIEC) y Enteroagresiva (EAEC)
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- Enteropatégena (EPEC) y Adherencia difusa (DAEC)
(Guadalupe, 2002)

e Mecanismo de adhesion de Escherichia coli

La adherencia de EPEC (figura 3) estd mediada por un flagelo y
por el pili tipo IV (BFP) que une las bacterias entre si para formar
microcolonias, permitiendo que éstas se separen y colonicen. EPEC y
STEC (en la figura 3) tienen una ordenanza de secrecion (T3SS) que
inyecta proteinas en la celula, dentro de ellas se encuentra EspF que se
dirige al nucléolo donde bloquea el proceso del ARNr. Map que induce la
formacion de filopodios activando una GTPasa Cdc 42, aunque solo es
momentaneo porque después EspH interrumpe esta formacion para que
otra proteina llamada Tir unida a la intimina (proteina de la membrana
externa de la bacteria) se fosforile en tirosina 474, el cual se une a proteinas
adaptadoras como Nck o CrK. NcK activa a N-WASP que a su vez activa
Arp 2/3, mediador de la polimerizacion de actina. La union Tir-Intimina
finalmente provoca la reorganizacion de la actina, alterando la morfologia
y formando las lesiones de adhesion y borrado (A/E), como se observa en

la siguiente figura (Farfan et al., 2016).
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Figura 3

Mecanismo de adhesién de Escherichia coli
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Las bacterias en conjunto ocasionan disenteria debido a que se
adhieren a la superficie mucosa del intestino delgado para destruir las
microvellosidades, el mecanismo de accion inicia con el receptor intimina
traslocada que se adhiere en la membrana gracias a la proteina intimina
gen cromosomal eaeaA la cual induce la histopatologia (adherencia y
eliminacién), disenteria acuosa es ocasionada por la inapropiada absorcion
de iones y destruccion de las microvellosidades. Las cepas EPEC son
tipicas porque poseen los genes eaeA que codifican la produccion de
intimina que participa en A/E (Eliminacion/ Adhesion). Las cepas atipicas

contienen el gen eaeA pero no el plasmido EAF que ocasionan la disenteria
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aguda, leve o grave, produciendo sintomas como: fiebre baja, mala

absorcién y vomitos (Sanz, 2021).

e Epidemiologia de Escherichia coli

La disenteria continta siendo un problema de salud en todo el
mundo, donde es responsable de 1.87 millones de muertes/afio (95%, 1.5-
2.19) en nifios menores de 5 afios. Asi mismo, la disenteria aguda
contribuye a incrementar la morbilidad y el costo de los gastos en la salud
de los nifios de las ciudades no desarrolladas. En los paises pobres, se ha
estimado que los nifios tienen de tres a cuatro episodios de disenteria por
afio; esta alta morbilidad en los nifios que viven en zonas pobres, se traduce
en una tasa de mortalidad significativa a pesar de su baja letalidad (Ochoa

etal., 2010).

e Diagnostico de Escherichia coli

Para su recuento e identificacion por el método numero mas

probable se basa en lo siguiente para su confirmacion:

- Preparar caldo lactosa bilis verde brillante con tubos Durham
invertidos.

- Seleccionar los tubos positivos con caldo lauril sulfato
triptosa.

- Apartir de los tubos positivos en el caldo lauril sulfato triptosa

se extrae una ansada sembrando en estria en agar EMB.
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- Observar después de 24 y 48 horas de incubacién a 35-37°C.
La formacidn en el agar EMB colonias negras o con el centro
negro, o colonias mucoides de color rosa naranja.

- Secalcula el Numero Mas Probable (NMP) por mililitro o por
gramos de muestra, utilizando una tabla para la determinacion

de nimero més probable (Céardenas, 2018).

2.2.1.5.3Microorganismos patdgenos

e Salmonella spp

Bacilos gram negativos de 0.7 a 5 micras con flagelos peritricos
(excepto S. Gallinarum), anaerobios facultativos, no esporulados sus
géneros estan en la naturaleza ya sea en forma de patégenos o comensales,
se encuentran en el intestino de reptiles, mamiferos, aves e incluso
insectos, estas enterobacterias llegan a ocasionar enfermedades por ende
existe un sinfin de serotipos unos 2300 aproximadamente, en los medios
de aislamiento diferencial o selectivo las colonias de Salmonella no
fermentan carbohidratos. La infeccion se produce por la ingesta de

alimentos contaminados ETAS (Flores, 2019).

El género Salmonella es un agente causal de infecciones
intestinales denominadas salmonelosis los cuales se dividen en sindromes:
’fiebre entérica” y “fiebre paratifoidea” causado por S. typhi y S. paratyphi
A, B, C, la puerta de entrada de la infeccién es la via digestiva donde el
bacilo traspasa la acides gastrica antes de adherirse al epitelio intestinal,

en algunos paises salmonella es el mas encontrado junto a Escherichia coli
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y Shigella causantes de la intoxicacion alimentaria, en los paises en

desarrollo son la segunda causa de morbilidad (Florez, 2003).

Se desarrollan de 5,3 a 6,2 °C bajas temperaturas, con pH de 6,6
a 8,2, no toleran la sal y son destruidas a temperatura de pasteurizacion de

la leche.

e Taxonomia de Salmonella spp

Reino : Bacteria
Filo : Proteobacteria
Clase: : Gamma proteobacteria
Orden: : Enterobacteriales
Familia: : Enterobacteriaceae
Género: : Salmonella

Especie:  : Salmonella spp. (Parra
et al., 2002).

e Mecanismo de adhesion

Depende a ello la supervivencia ya que las adhesinas de la
bacteria tienen una estructura de receptores que les permite reconocer
moléculas presentes en las células del hospedero, esta unién determina los
hospederos y el organotropismo de las bacterias; ademas, las adhesinas
activan linfocitos B y neutréfilos, lo que resulta en una variedad de
respuestas biol6gicas incluyendo proliferacion celular y secrecion de
citosinas. Las bacterias tienen variedades de adhesinas las cuales se
dividen en dos grupos: adhesinas fimbriales y adhesinas afimbriales. En
general, las adhesinas de bacterias gram negativas son: fimbria, fibrilla,

flagelo, lipopolisacarido (LPS) y capsula. La presencia de cépsula y
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flagelo en salmonella depende de la especie, solamente S. enterica serovar
Typhi, S. enterica serovar Paratyphi C y S. enterica serovar Dublin
presentan cdpsula y todas las salmonelas se consideran méviles (Figueroa

y Verdugo, 2005).

e Cuadro clinico

La disenteria sanguinolenta junto a leucocitos polimorfonucleares
generalmente produce sintomas como: vomitos, fiebre, escalofrios, dolor
estomacal por 6-72 horas aproximadamente, la enfermedad puede durar de
3 a 5 dias y muchas veces no se necesita tratamiento ya que cuando
desaparecen los sintomas con el tiempo 0 meses esta bacteria se llega a
eliminar al momento de la defecacion. Los nifios, los ancianos o personas
con sistema inmunitario debilitado pueden llegar a la mortalidad (Herrera

y Jabib, 2015)

e Epidemiologia

Herrera y Jabib (2015) sostienen que son cosmopolitas, afecta a
todas las edades, géneros, paises, constituyéndose en un importante
problema de salud puablica, un estudio en Canada estim6 que a nivel
mundial cada afio hay 93,8 millones los casos de gastroenteritis ocasionado
por especies de Salmonella; ademas, se producen 155.000 muertes y
80.300.000 casos fueron transmitidos por los alimentos (ETAS). En un
estudio aislaron Salmonella de alimentos crudos un 66% y el 34% cocidos,

en quesos encontraron 13% respectivamente.
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e Diagnostico de Salmonella spp

Se usan medios de enriquecimiento como caldo tetrationato que
inhiben el crecimiento de coliformes inhibiendo la flora gram positiva
competitiva, el rappaport o caldo selenito impide el desarrollo de
Escherichia coli sin afectar Salmonella, Shiguella, luego se usa un medio
selectivo; como Salmonella Shigella, Agar de Rambach, Selenito de
bismuto, luego del aislamiento se realiza la identificacion mediante
pruebas bioquimicas diferenciales como: Agar Xilosa Lisina Desoxicolato
(XLD) con centro negro y colonias rosadas, en esta etapa las bacterias se
diferencian por su actividad metabdlica, para confirmar las colonias de
Salmonella se usan dos medios diferenciales como Agar triple azucar
hierro (TSI), Agar lisina hierro (L1A) y las complementarias como la urea,
utilizacion del malonato de sodio y produccion del indol (Gonzales

et al.,2014).

2.2.1.6 Requisitos microbioldgicos

Para la inocuidad del producto es importante cumplir con las
Buenas Préacticas de Manufactura y Fabricacion (BPF), poniendo en
practica el sistema de analisis de peligros y puntos criticos de control-
HACCP y los Procedimientos Operativos Estandarizados de Saneamiento
(POES) que velan por la higiene, saneamiento de la planta y de los
trabajadores; todo ello, con el fin de elaborar productos de calidad,
respetando las normativas y procedimientos indicados, ya sea antes,
durante o después del proceso productivo. El deterioro de un producto

puede ser a causa de una mala higiene tanto en los instrumentos empleados
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como el personal, también se debe a las inadecuadas condiciones de

almacenamiento (Calampa, 2017).

La NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01 proporciona los criterios
microbiologicos para la calidad sanitaria e inocuidad de los alimentos y
bebidas de consumo humano; para quesos no madurados establece lo

siguiente: como se observa en la tabla 3:

Tabla 3
Criterios microbioldgicos de calidad sanitaria en quesos frescos

artesanales

Agente Categoria clase n C Limite
microbioldgico
m M
mesofilos viables 3 3 5 1 2x10°-10%UFC/g
Coliformes totales 6 3 51 3—-10 NMP/g
(Escherichia. coli)
Salmonella sp. 10 2 50 0-0

Nota: Limites microbiol6gicos segln (Laura, 2017) Y norma sanitaria de
especificaciones microbioldgicas NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01 RM N° 591-
2008/MINSA

Fuente: (Laura, 2017; MINSA, 2008)

Donde: n= NUmero de unidades de muestra requeridas para
realizar el analisis; C= NUmero méaximo permitido de unidades de muestra
rechazables; m= Limite que separa de la calidad aceptable de la
rechazable; M= valores de recuentos microbianos superiores a “M” son
inaceptables, representando los productos un gran riesgo para la salud del

consumidor.

46

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.2 Antibiograma

Los antibioticos fueron descubiertos en el afio 1920 y se introdujo en el
tratamiento de las enfermedades infecciosas. En 1940- 1950 empieza los primeros
mecanismos de resistencia y fracaso terapéutico por ello ya para el afio 1960 se
normaliza las pruebas de susceptibilidad, cuyo método méas destacado fue la
difusion en discos propuesto por Bauer y Kirby, la década de los 70 trae la
aparicion de los criterios de interpretacion de los resultados, en la actualidad ya se
cuenta con la automatizacion de este proceso y ya se comienza con los estudios

de epidemiologia de la resistencia (Nodarse, 2013).

El antibiograma es usado para aplicar un tratamiento adecuado a los
pacientes, este método nos permite conocer si el microorganismo ha desarrollado
mecanismos de resistencia ante los antibidticos aplicados en el estudio; para

realizar técnicas de estudio de resistencia es la epidemiologia (Churqui, 2020).

La resistencia bacteriana es una amenaza mundial para la salud, la lectura
del antibiograma nos permite mejorar el uso de los antibidticos, la creciente
epidemiologia de resistencia nos sirve para adoptar medidas de control frente a
infecciones o cambiar medicamentos empleados para la terapia antimicrobiana del

paciente (Mederos et al., 2018).

Otra situacién que esta llamando cada vez mas atencion es el enorme uso
de antibioticos en la ganaderia y la agricultura. Ello se traduce en enormes
cantidades de antibioticos liberadas hacia el medio ambiente, generando una
presion selectiva a favor de los microorganismos resistentes. Hollis y Ahmed
sostienen que 80% de los antibidticos que se consumen en los EE.UU. se usan en
la acuicultura y la agricultura. En las granjas, estos compuestos son parte de los
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programas de engorde y mejoramiento de los animales con una mentalidad y
vision a corto plazo esta ocasionando una crisis de gran magnitud. Los
consumidores ingieren dosis subterapéuticas de los antimicrobianos que son
suficientes para generar poblaciones menos vulnerables en las bacterias que logran
sobrevivir. Estas, a su vez, intercambian genes que confieren resistencia vy,
entonces se tienen nuevas cepas de bacterias multirresistentes, las cuales, bajo
determinadas circunstancias, habran de causar infecciones serias y mas que

potencialmente letales (Gonzales et al., 2019).

2.2.2.1 Clasificacion de resistencia antimicrobiana

a) Por su origen, puede ser natural, adquirida o transmitida

Natural es cuando no existio contacto con el antibidtico en uso.
Adquirida es cuando existe antecedentes de uso del mismo antimicrobiano
para un determinado tratamiento y trasmitida se da cuando hay

transferencia de un germen a otro (Lazarte, 2022).

b) Directa o cruzada

Se relaciona con la resistencia adquirida, si en el segundo
contacto el antibidtico es el mismo, es directa; si es diferente, es indirecta,
para que este segundo tipo pueda producirse, ambos deben estar

quimicamente emparentados.

¢) Rapidez con que el microorganismo se hace resistente

Algunos microorganismos tienen la capacidad de responder ya

sea de manera lenta o rapida; por ejemplo, estafilococo y las micobacterias
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el proceso es lento, pero, a comparacién de Escherichia coli es muy rapido

(Baene, 1998).

2.2.2.2 Mecanismo de resistencia de las bacterias

Las bacterias producen enzimas para inactivar los antibioticos,
muchas bacterias producen betalactamasas, estas enzimas también
modifican los aminoglucosidos, el cloranfenicol, la tetraciclina podrian ser
inactivados facilmente por las enzimas. Las bacterias sufren mutaciones
en las porinas impidiendo que los antibidticos lleguen al punto diana los
(betalactamicos) o alteran los sistemas de transporte (aminoglucdésidos en
los anaerobios) también los antibi6ticos pueden salirse por un mecanismo
de expulsién activa y de esta manera no se acumulan debidamente, por

ende, disminuyen su eficacia (Cruz, 2017).

Aqui la bacteria altera su punto diana dificultando la accion de los
antibidticos, el ADN girasa (Resistencia de quinolonas), del ARNr 23S
(macrdlidos) de las enzimas PBPs (proteinas fijadoras de penicilina)
necesarias para la formacion de la pared celular (resistencia a
betalactdmicos). La misma bacteria esta en la capacidad de desarrollar
varios mecanismos de resistencia ante uno o varios antimicrobianos, asi
también un antibiotico puede ser inactivado por diferentes mecanismos de

diversas especies bacterianas (Daza, 1998).

a) Salmonella resistente a antimicrobianos

Cruz (2017) se ocasiona debido a la captacion de nuevo material
genético, ejerciendo resistencia ante antibi6ticos como: el cloranfenicol, la

ampicilina y trimetropima-sulfametoxazol, la resistencia por otra parte
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puede ser por las mutaciones en el cromosoma bacteriano, como es el caso
de la resistencia ante las fluorogquinolonas, cuando se autorizé para su uso
en los animales destinados al consumo se aumentd notablemente la
ocurrencia de Salmonella resistente a fluroquinolona en los animales y
alimentos, luego en las infecciones humanas. Esto es una evidencia
alarmante frente al uso de este antimicrobiano en terapias profilacticas

para los pacientes.

b) Escherichia coli posee varios mecanismos de resistencia

antimicrobiana

Alteraciones en la permeabilidad: acompafiado de  Lactamasa
denominada (BLEA): Clase A (Ambler) Grupo 2b KB: TEM-1, TEM-2y
SHV-1 son resistentes a ampicilina. La excesiva produccion de TEM-1 o
SHV-1 genera esta resistencia a ampicilina, amoxicilina/clavulénico,
ampicilina. (BLEE): Grupo 2be KB: TEM, SHV, CTX-M, PER, VEB,
GES, OXAs son resistentes a ampicilina, cefalosporinas 1°, 2°, 3°
(cefotaxima, ceftriaxona, ceftazidima) y de 4° generacion (cefepime) y
monobactames presentan resistencia a quinolonas y aminoglucdécidos.
Resistencia a quinolonas: mecanismos por mutaciones cromosoémicas
commutacion en gyr/par (QRDR: 51-106 GyrA) vi, vii, enzimas que
inactivan todos los antibidticos betalactamicos (penicilinas, cefalosporinas
y carbapanemes). Puntos de corte para sospechar presencia de
carbapenemasa: CAZ<22 y MER<23. Vii. Durante los Ultimos afios se ha
alertado de la presencia de KPC en Enterobacterias, siendo Klebsiella

pneumoniae portador de esta resistencia, sin embargo, ya se han detectado
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casos en Escherichia coli, C. freundii, Serratia marcescens y Enterobacter

cloacae (Ruiz, 2015).

2.2.2.3 Generalidades de los antibioticos

a) Penicilina

Este medicamento se puede obtener de los siguientes hongos: P.
notatum y P. chrysogenum méas que todo del Penicillium glaucum, se
obtienen a través de diferentes técnicas diversas penicilinas
semisintéticas, las penicilinas o la meticilina son variedades de la
penicilina resistentes a las bacterias que producen la penicilinasa; sin
embargo, la ampicilina, amoxicilina se hidrolizan por betalactamasas de
bacterias gram negativas como Escherichia coli, este antibidtico es de
caracteristica semisintética estable en medios &cidos y su dosis es por via

oral (Lazarte, 2022).

b) Tetraciclina

Inhibe la sintesis de proteinas a nivel de las bacterias susceptibles,
la tetraciclina se obtiene por la deshalogenacion catalitica de la
clortetraciclina, la tetraciclina actia a nivel robosomal de las bacterias
gram negativas penetrdndola una vez dentro se unen a los receptores
subunidad 30S del ribosoma para bloquear la fijacion del aminoacil-tRNA
en el complejo mMRNA-robosoma, de esta manera los aminoacidos no se
incorporan a la cadena peptidica inhibiendo la sintesis de proteinas , este
medicamento es eficaz para las bacterias gram positivas y negativas tanto
aerobios y anaerobios, la tetraciclina es resistente cuando hay: “1) perdida

0 disminucion de la permeabilidad bacteriana para el antibidtico o la
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adquisicion de una via de salida dependiente de energia; 2) menor acceso
de la tetraciclina al ribosoma bacteriano y 3) formacion de enzimas

bacterianas que metabolizan al antibidtico” (Mendoza y Campos, 2008).

c) Gentamicina

“La gentamicina es un antibiético aminoglucésido bactericida,
cuya accion antimicrobiana resulta de la actuacion sobre la subunidad 30S
de los ribosomas impidiendo la sintesis proteica. Impide sobre todo la fase
de iniciacion, perturbandose la ordenacion del RNA mensajero y
provocando una lectura incorrecta del cddigo genético por el RNA de
transferencia. Perturba ademéas la permeabilidad de la membrana

bacteriana” (MISAN, 2011).

d) Trimetoprim sulfa

Usado para tratar infecciones causados por microorganismos o
gérmenes, considerado como posible agente antibacteriano, la shigelas,
Escherichia coli, P. pseudomallei y salmonelas son los mas sensibles a su
efecto bacteriostatico, trimetroprim sulfa actda impidiendo la conversién
del dihidrofolato al inhibir la reductasa del dihidrofolato, enzima que
también utilizan las células del huésped, su accion comienza después de 2
a 4 horas alcanzando niveles plasmaticos altos y bajan en el curso de 24

horas aproximadamente.

Segun estudios realizados dan a conocer que la mezcla de TMP-
SMZ, si se usa dos veces al dia con dosis de 160 y 180 mg resulta ser mas
efectiva que la ampicilina para tratar infecciones urinarias ocasionados por

Escherichia coli sensible a la penicilina respectivamente, las molestias
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mas comunes de su uso son: necrosis epidérmica; sindrome de Stevens-
Johnson; anorexias; anemias; ictericia; vémitos etc. Dicho antibacteriano
se absorbe bien del tracto gastrointestinal y es excretado a través de la orina

(Tenorio y Rodriguez, 1976)

e) Cloranfenicol

Es el primer antibiotico cuya sintesis quimica fue desarrollada
para la produccion comercial, raras veces, se usa como antibiotico
sistémico. la molécula de cloranfenicol es pequefia y con caracteristicas
poco polares para tratar las infecciones localizadas de dificil acceso, como

el cerebro (Morales et al., 2007).

Vulgarin (2005) cloranfenicol Interfiere en la sintesis de proteinas
bacterianas a través de la inhibicion de la union con la subunidad ribosomal
50 s en organismos susceptibles ya que se extiende a través de la
membrana celular de las bacterias por difusion facilitada y a nivel del
citoplasma bacteriano actia impidiendo la formacion del complejo

aminoacido — ribonucleico del RNA de transferencia.

f) Ciprofloxacino

Las quinolonas son usadas para tratar infecciones urinarias,
gastrointestinales, de las vias respiratorias u otras localizaciones.
Pertenece a antibidticos de segunda generacion son eficaces para
microorganismo gram negativas, su uso indiscriminado e inadecuado

genera resistencia (Suarez y Vera, 2011).
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g) Ac. Nalidixico

Se ha detectado que las bacterias han desarrollado mecanismos
de tolerancia ya que sus plasmidos de la bacteria poseen genes que
codifican propiedades adaptativas que permite su supervivencia en
condiciones ambientales adversas. Se usan para tratar infecciones del trato

urinario, bacterias gram negativos (Chavez et al., 2015).
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CAPITULO 11
MATERIALES Y METODOS

3.1 AREA DE ESTUDIO

El trabajo se realizé en la Plaza del Centro poblado de Progreso ubicado dentro
del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro, en la Region de Puno, en las coordenadas
geograficas a una altitud de 3922 m.s.n.m. 14°41°12.5” latitud sur y 70°21°31.1” latitud
oeste del meridiano de Greenwich, los anélisis microbioldgicos y resistencia se realizo en

el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos de la Facultad de Ciencias Biologicas.
3.2 TIPO DE ESTUDIO

El trabajo es de tipo descriptivo, de corte transversal, ya que se determiné el
contenido bacterioldgico que indicara la calidad y resistencia antimicrobiana de

enteropatdgenos aislados en quesos frescos artesanales en un tiempo determinado.
3.3 POBLACION Y MUESTRA

La poblacion estuvo constituida por quesos que se expenden en los puestos de la
plaza del Centro Poblado de Progreso del Distrito de Asillo, Provincia de Azangaro,
Region Puno, se tomaron en cuenta tres puestos de venta para recolectar 3 muestras por
cada puesto con 3 repeticiones haciendo un total de 27 muestras a analizar de quesos
frescos artesanales, segun lo establecido por el ISO 13843-2017 entidad que vela por la
inocuidad de los alimentos junto a la Norma Sanitaria que establece los criterios
microbiologicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo
humano NTS N° 071-Minsa Digesa-v.01 que indica que los alimentos deben estar libre
de enteropatogenos no sobrepasando los limites permitidos para prevenir enfermedades

de transmisién alimentaria.
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La recoleccion de quesos frescos, se realiz aleatoriamente, de tres puestos de
venta del Centro Poblado de Progreso-Azéngaro en los meses de Octubre — Diciembre
del afio 2023. Las muestras fueron adquiridas directamente de los vendedores de quesos,
con un peso de 200 g, se obtuvo en envases de plastico estériles, se rotularon y
transportaron en cooler al Laboratorio de Microbiologia de los Alimentos de la Facultad
de Ciencias Bioldgicas de la Una-Puno para los respectivos analisis, como lo indica la

tabla 4.

Tabla 4

Ndmero de muestras recolectadas por puesto de venta y el total de repeticiones

Puestos de venta N° de Total. de

Puesto N° de muestra repeticiones muestras
Puesto 1 3 3 9
Puesto 2 3 3 9
Puesto 3 3 3 9
Total 9 7

Fuente: Elaboracion propia

3.4 METODOLOGIA

e Métodos de Anélisis Microbioldgicos de los Alimentos (Laura, 2017)

e “Para la calidad microbioldgica se aplic6 Norma Sanitaria que establece los
criterios microbiol6gicos de calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y
bebidas de consumo humano™ de acuerdo a la NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01 con
RM N° 591-2008/MINSA y el Manual de Analisis Microbioldgico de Alimentos
Direccion General de Salud Ambiental-2001.

e Para la resistencia antimicrobiana se tomd en cuenta el manual del INS-
procedimientos para la prueba de sensibilidad antimicrobiana por el método de

disco difusion N°30-2002.
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3.4.1 Carga bacterioldgica de mesoéfilos viables en quesos frescos

artesanales, segun el método del recuento en placa (Laura, 2017)

3.4.1.1 Fundamento

El método se basa en la hipdtesis de que las células microbianas
que contienen la muestra de alimento mezclado en un medio de agar,
forman cada una de ellas una colonia, el método permite determinar la
carga microbiana en un gramo de alimento, las bacterias, mesofilos viables
indican las condiciones de manipulacion, el estado de alteraciéon y la

calidad sanitaria del alimento (Laura, 2017).

3.4.1.2 Homogenizacion del alimento

Se pes6 10 g de muestra, se diluy6é y homogenizd en 90 ml de
solucion reguladora de peptona, a través de este método se obtiene la

dilucion 1:10.

3.4.1.3 Serie de diluciones

e Después de la homogenizacién del queso fresco y la dilucion 1: 10,
se tomd 1,0 ml con una pipeta estéril y se vertio en un tubo que
contenia 9 ml de solucién reguladora de peptona; se mezcld con
cuidado, aspirando diez veces con la pipeta y se obtiene la dilucion

1:100.

e Con la misma pipeta se tomé 1,0 ml de la dilucion anterior y se
vierte en otro tubo conteniendo 9 ml de solucién reguladora de
peptona, se mezcld aspirando repetidas veces y asi se obtuvo la
dilucion 1:1000; con una pipeta nueva, se tomé 1,0 ml de la
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dilucion anterior y se vertio a otro tubo para una cuarta dilucion, se
repite la operacion con méas tubos hasta obtener el numero

requerido de diluciones.

3.4.1.4 Recuento de mesdfilos viables (Version en placas)

Se vertié con una pipeta, 1,0 ml del alimento homogenizado de
cada una de las diluciones en cada una de las placas adecuadamente
rotuladas y se vertié en cada placa Petri, 15 ml del agar licuado, que se ha
mantenido en bafio maria a 45 °C, se mezclé uniformemente la muestra
diluida con el Agar Plate Count (APC), realizando movimientos en sentido
de las agujas del reloj y en forma de L en ambos sentidos y se dejo
solidificar a medio ambiente. Las placas preparadas se incubaron,

invertidas, durante 48 a 72 horas a 37 °C.

3.4.1.5 Célculos

Luego de haber incubado se procedio al conteo de las colonias,
de cada una de las placas, correspondiente a cada dilucion del queso
homogenizado. Todas las colonias encontradas se multiplicaron por su
dilucién, la sumatoria se dividio por el nimero de diluciones, el resultado
es el numero total de bacterias por gramo de alimento, que se representa

como el nimero de unidades formadoras de colonias (UFC/qg).

Dilucién 1/100: 185 colonias x 100

Dilucion 1/1000: 208 colonias x 1000

Dilucion 1/1000: 75 colonias x 10000
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Resultado: Sumatoria total de colonias 975500/3=325167
bacterias o unidades formadoras de colonias (ufc/g), el resultado

representa: 3.2 x 10° ufc/g.

Segun Norma Sanitaria (NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01 con
RM N° 591-2008/MINSA) nos indica los limites m=minimos permisibles
(2x10? UFC/g); M= méaximos permisibles (10 UFC/g), por lo tanto, si se
obtuvo 3.2 x 10° UFC/g estaria en el limite maximo inaceptable ya que el

recuento bacteriologico es alto.

3.4.2 Carga bacterioldgica de Escherichia coli en quesos frescos
artesanales, segun Analisis Microbiolégico de los Alimentos (Laura,

2017)

3.4.2.1 Fundamento del Nimero mas probable (NMP) para

Escherichia coli

Es la determinacion de la densidad probable de bacterias
coliformes fermentadoras de lactosa y productoras de gas, presenta el 95
% de confianza para el limite para cada valor determinado, su presencia
indica contaminacion fecal, si los alimentos evaluados exceden los limites

permisibles, significa que existe mala calidad higiénica (Laura, 2017).
3.4.2.2 Homogenizacion y dilucion del alimento

Se pes6 10 g de muestra de queso fresco en una balanza digital,
luego se trituré con un mortero estéril y se vertid en un recipiente estéril al
que se le afiadié 90 ml de agua peptonada que se procedié a homogenizar

(Laura, 2017).
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3.4.2.3 Inoculacién

Se inoculé en cada uno de los tres tubos que contienen caldo
lactosa o de triptona sulfato de lauril (con tubos Durham invertidos) 1,0 ml

del alimento homogenizado y diluido (1:10).

Se repiti6 la operacion inoculando la segunda dilucién (1:100) en
tres tubos siguientes con caldo lactosa o caldo triptona sulfato de lauril; la
misma operacion se repitié para la cuarta dilucion (1:1000) y diluciones
sucesivas, utilizando para cada una de estas diluciones una nueva pipeta
esterilizada, posteriormente se incubaron los tubos con muestra durante 24

a 48 horas, a 37 °C (Laura, 2017)

3.4.2.4 Lectura de los tubos enriquecidos

Se utilizé6 9 tubos de ensayo que contenian 9 ml de caldo

Lactosado con un tubo Durham invertido.

e Test presuntivo

Se interpretan los tubos en los que han fermentado la lactosa y
han producido gas al cabo de 24 horas, se vuelven a incubar, los de
fermentacion lenta, durante otras 24 horas, volviendo a realizar la lectura

y anotando como positivos aquellos tubos que han producido gas y acidez

e Prueba confirmativa

De los tubos presuntamente positivos con fermentacion de
lactosa, y produccion de gas se obtuvo un inoculo con el asa de platino y

se sembraron por el método de agotamiento en el medio selectivo Agar
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Eosin Methil Blue (EMB), las placas fueron incubadas por 24 a 48 horas
a 37°C. posterior se hizo la lectura de las caracteristicas de las colonias de
Coliformes (Escherichia coli), seleccionando las colonias de color verde
metalico, seguidamente se realizo el calculo utilizando la tabla del nimero
mas probable, y fueron inoculados en los medios bioquimicos o
diferenciales, Triple Sugar Agar (TSI) Lisina Iron Agar (LIA), Citrato
Simmons (CS) y caldo peptona para Indol. Los tubos inoculados se
incubaron a T° de 37 °C por 48 horas, finalmente se hizo la lectura de las

reacciones bioquimicas.

3.4.2.5 Calculo (NMP): Recuento de bacterias coliformes en

alimentos

La lectura de los tubos positivos confirmados para coliformes se
realiz6 mediante la tabla del nimero méas probable, cuyo indice de

confianza es del 95% de probabilidad.

Ejemplo: 3 tubos positivos en 1:10; 01 tubo positivo 1:100y 0 en
1:1000: 3-1-0=43 y Segun Norma Sanitaria (NTS N° 071-Minsa/Digesa-
V.01 con RM N° 591-2008/MINSA) nos indica los limites m=minimos
aceptables son (3 NMP/g); M= maximos inaceptables (10 NMP/qg), por lo
tanto, si se obtuvo 43 NMP/g estaria en el limite maximo inaceptable ya

que el recuento bacterioldgico es alto.
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3.4.2.6 ldentificacion bioquimica en medios diferenciales

e Agar Triple Azucar (TSI)

Se realiz6 una puncion en la base del medio y estrias sobre la
superficie del medio, se incubo por 24 a 48 horas a 37°C, el medio esta
constituido por glucosa, lactosa y sacarosa, para acentuar la produccién de
hidrogeno sulfato. Su color original es rojo ladrillo pH de 7,4. La
produccion de acido por efecto de la degradacion de la lactosa, glucosa y

sacarosa (Laura, 2017).

e Citrato de Simmos

El medio contiene citrato, se inoculd realizando una estria
superficial, luego se incubo6 por 48 horas a 37°C, su cambio de color de

verde a azul es por la utilizacion del citrato como fuente de carbono.

e Descarboxilacion de la Lisina (L1A)

Se realizé dos punturas en el fondo y estrias, se incubaron por 24
horas a 37°C, si se torna violeta después de la proliferacion, la reaccion es
positiva LIA (+) debido a la descarboxilacién del aminoacido lisina, la

lectura es K/K (Laura, 2017).

e Reaccion en Indol

Se inoculé en caldo de peptona se incubo por 48 horas a 37°C,
luego se agrego6 1 o 2 gotas de reactivo de Kovac, en la parte del medio se

forma un anillo rojizo siendo esta reaccidn positiva. Las muestras positivas
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con la identificacion de Escherichia coli, se compararon en las tablas de

Hoskin para determinar la carga bacteriana (Laura, 2017).

3.4.3 Presencia de Salmonella spp en quesos frescos artesanales segun
Meétodos de Analisis Microbioldgicos de los Alimentos (Laura, 2017)

y NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01

3.4.3.1 Fundamento

En este método se observa microorganismos moviles que
producen &cido sulfhidrico (H2S). La glucosa si es fermentada se
observara gas y é&cido, el citrato es una fuente de energia para su
crecimiento, la lisina es descarboxilado, y no hidroliza la urea. (Laura,

2017) .

3.4.3.2 Procedimiento

Homogenizacion y dilucion del alimento, se pes6 25 g de la

muestra en una balanza digital para luego triturarlo con un mortero estéril.

3.4.3.3 Fase de pre-enriquecimiento

Para el cultivo se vertio la muestra de queso triturado en un matraz
esterilizado que contenia 225 ml de caldo lactosado, luego se homogeneizé

y procedio a incubar por 24 horas a 37°C (Laura, 2017).

3.4.3.4 Fase de enriquecimiento

Se vertié con una pipeta estéril 10 ml del cultivo preenriquecido

en un volumen de 100 ml de caldo tetrationato y otros 10 ml en 100 ml del
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medio de selenito, previamente homogenizado y calentado a temperatura

de 42 0 43 °C, se incub6 durante 48 horas.

3.4.3.5 Fase aislamiento-version en placas

Del cultivo desarrollado, se obtuvo con un asa de platino estéril
un inoculo y se sembr6 en el agar Salmonella Shigella (SS) y en agar
Xilosa Lisina (XLD), empleando el método de estrias de superficie y por
agotamiento, se incubd por 24 a 48 horas a 37 °C. luego se reconocid
colonias tipicas de Salmonella, colonias traslucidas lactosa negativas y

algunas con punto negro se consideraron sospechosas a Salmonella spp.

3.4.3.6 Identificacion bioquimica en medios diferenciales

Usando el aza de platino en la punta se cogioé cinco colonias
sospechosas y se extendieron en estrias sobre placas o tubos de agar
nutriente, se incubaron por 24 horas a 37°C. las colonias aisladas en agar

nutriente se inocularon en los medios diferenciales:

e Agar triple hierro aztcar (TSI)

Con el asa de platino se realiz6 una puncién en el fondo del
medio y estrias sobre la superficie inclinada del agar, se incubaron durante
24-48°C a 37 °C. Los cambios en el medio se interpretan de la forma

siguiente:
e Agar lisina hiero (LIA)
El inoculo realizando dos piques en el fondo y estria en la

superficie del medio inclinado para luego incubarlo a 37°C por 24 horas.
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e Citrato de Simmons (Cs)

Se inocul6 realizando una estria superficial y se incubo a 37°C
por 48 horas, el cambio de color de verde a azul es ocasionado por el uso

de citrato como fuente de carbono.

e Medio de indol

Se inoculo la colonia en el medio para indol y se incubo por 24
horas a 37°C, posteriormente se afiadié 1 ml de reactivo de Kovac. La

formacion de un anillo rojo indico una reaccion positiva.

e Agar Urea

Se realiz0 estrias sobre la superficie inclinada del agar se incubo

24-48 horas a 37°C. El color rosado indica reaccién positiva.

3.4.4 Resistencia antimicrobiana de Escherichia coli y Salmonella spp
aisladas en quesos frescos, segun el método para la sensibilidad

antibiograma Disco-Placa (Kirby Bauer)

3.4.4.1 Fundamento

Utilizado para microorganismos de rapido crecimiento, se
seleccionaron antimicrobianos que sean activos contra el microorganismo
causante de las enfermedades infecciosas, luego del aislamiento del agente
etiologico se verificoO mediante esta técnica rapida, practica y reproducible
si estos son sensibles o resistentes, asi evitar el uso indiscriminado de
medicamentos y la posibilidad de que en un futuro se genere resistencia,

asi el medico podra dar un tratamiento eficaz. (Bernal y Guzman., 1984).
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3.4.4.2 Susceptibilidad del disco

Se utilizd el procedimiento del disco para evaluar una
susceptibilidad, es una técnica modificada por Bauer, Kirby, Sherris y
Turk. Esta prueba es sencilla y rapida. Los procedimientos de diluciones
en agar o diluciones en caldo para determinar la concentracion inhibitoria

minima (CIM).

3.4.4.3 Materiales

Incubadoras, autoclave, refrigeradores, bafio maria, regla, pinza,
placa petri, erlenmeyer, hisopos, tubos con tapa rosca, pipetas, agar
Mueller Hinton, caldo Mueller Hinton, Mueller Hinton con 5% de carne

de carnero, cloruro de bario (BaCl2), &cido sulfarico (H2SO4)

3.4.4.4 Procedimiento

e Preparacién de Agar Mueller Hinton

Segun INS (2002) de la base deshidrogenada autoclavar para
posterior medir el pH y enfriar en bafio de agua 45°C-50°C ya estéril y
solidificado debe alcanzar una temperatura ambiente de 7,2-7,4, mezclar
el medio en agua destilada y solidificar con electrodo del potenciometro,
el agar en las placas debe tener 4mm de 60, 70, 25, 30 ml (para placas de

100- 150mm), incubar 30°C-35°C por 24 horas.
e Seleccidon de los discos de sensibilidad antibiética
Se dio segun los grupos bacterianos orientadas al tratamiento de

infecciones, cuya inclusion en el antibiograma y reporte es obligatorio.
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e Preparacion del inoculo

Se us6 el método directo a partir de 3-5 colonias aisladas, de una
placa de cultivo con agar Mueller Hinton por 18-24 h, se selecciond
colonias aisladas y se prepard una suspension directa en solucion salina o

caldo, la solucion debe ser ajustada a la escala 0,5 Mc. Farland.

e Inoculacion de las placas

De 15 minutos se sumergio un hisopo estéril en la suspension del
tubo, se inoculd en la placa de Mueller Hinton estriando en tres direcciones

luego se dejé enfriar 3-5 minutos.

e Aplicacion de discos

Se coloco los discos con una pinza estéril a una distancia de
25mm uno del otro y el disco debe tener un didmetro de 6mm y no se debe
colocar mas de 12 discos en una placa de 15mm, ni mas de 6 en placa de

100mm.

e Incubacién

De 15 minutos se coloco las placas en posicion invertida a 35°C

por 18-19 horas posterior a ello se medi6 los halos de inhibicion.

e Lectura e interpretacion del resultado

Con una regla milimetrada se midié la zona de inhibicion desde
el exterior de la placa, los diametros de inhibicion fueron interpretados
como si es sensible, las cepas bacterianas fueron reportadas como (S),
Intermedia (1) y Resistente (R).
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3.45

3.4.4.5 Antibiograma para enterobacteriaceae

Medio de cultivo: Agar Mueller Hinton; Inoculo: Método de
crecimiento directa de la colonia. Se ajusto a la turbidez equivalente al

estandar 0,5 de la escala de Mc. Farland.

3.4.4.6 Discos de sensibilidad antibidtica a incluir en el

antibiograma

Para Escherichia coli se usd: ampicilina, &cido nalidixico,
trimetoprim Sulfa, nitrofurantoina, ciprofloxacino y Para Salmonella spp:

ciprofloxacino, cloranfenicol, gentamicina, ampicilina, tetraciclina.

La Incubacion para antibiograma se realiz6 a 35 °C; su lectura se

realizé de 15-18; Interpretacion de los didmetros criticos.

Variables

Carga bacterioldgica de meséfilos viables, Escherichia coli, Salmonella

spp en quesos frescos artesanales.

Susceptibilidad Antimicrobiana de: Escherichia coli (Ampicilina,
Trimetoprim sulfa, Nitrofurantoina, Ciprofloxacino, Ac. nalidixico) y
Salmonella spp (Tetraciclina, Ampicilina, Cloranfenicol, Ciprofloxacino,

Gentamicina).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

41 CARGA BACTERIOLOGICA DE MESOFILOS VIABLES EN QUESOS
FRESCOS ARTESANALES DE LA PLAZA DEL CENTRO POBLADO

DE PROGRESO, REGION PUNO-2023.

Tabla 5
Carga bacterioldgica de mesofilos viables (UFC/g) en quesos frescos artesanales

comercializados en el Centro Poblado de Progreso, Regién Puno-2023.

Puestos de venta  Muestras  Recuento de mesofilos viables UFC/g

m M
M1 - 1.5X10°
M2 - 2.1X10°
M3 - 1.2X10°
M4 - 2.4X10°
PUESTO 1 M5 - 3.8 X10°
M6 - 1.2X10°
M7 - 3.9X10°
M8 - 4.4X10°
M9 - 2.1X10°
M1 - 2.7 x 10°
M2 - 1.2 x10°
M3 - 2.2 x10°
M4 8.3 x10? -
PUESTO 2 M5 - 1.7 x 108
M6 - 7.3x10°
M7 9.7 x 102 -
M8 - 7.8 x10*
M9 - 1.9 x 103
M1 - 1.8 x10°
M2 - 1.3x10°
M3 9x10? -
M4 - 1.1x10°
PUESTO 3 M5 8 x 10? -
M6 7.3x10?
M7 9.3 x10?
M8 4.3 x10?
M9 8.3 x10? -
Promedio (x) M27 8 X 10? 3X10*

Nota: Muestras (Quesos); m= limite minimo permisible (2 x10? UFC/g); M: limite maximo permisible
103UFC/g); UFC: (Unidades formadoras de colonias)

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 5 se observa los resultados del analisis microbiolégico realizados en
quesos frescos artesanales procedentes del Centro Poblado de Progreso, Region Puno. El
trabajo se realizd con 9 muestras por puesto. Los resultados para cada uno de los puestos
muestreados para quesos frescos artesanales, se determind que en el puesto 1 las 9
muestras se encontraron en el limite maximo permisible, siendo 1.2X10° UFC/g el valor
mas bajo y 4.4X10° el valor mas alto por la elevada carga bacterioldgica; para el puesto
2 se encontrd dentro del minimo permisible 8.3X10% UFC/g siendo el valor bajo y el valor
alto fue 9.7X10?, en el maximo permisible se encontr6 un valor bajo de 1.7X10° UFC/g
y valor alto con 2.7X10%; en el puesto 3 se encontr6 en el minimo permisible 4.3X102
UFC/g siendo el valor bajo y 9.3X10? siendo el valor alto, con respecto al maximo

permisible se encontrd 1.1X10% UFC/g siendo el valor bajo y 1.8X10?siendo el valor alto.

En los puestos del Centro Poblado de Progreso se determind que el valor mas alto
del recuento fue 3X10*estando en el limite maximo permisible de mesofilos viables no
cumpliendo con lo que establece la Norma Sanitaria de criterios microbiol6gicos de
calidad sanitaria e inocuidad para los alimentos y bebidas de consumo humano™ NTS 071-
Minsa/Digesa-V.01, cuyos resultados se asemejan a los obtenidos por Calampa (2017)
analizo quesos frescos artesanales provenientes de la ciudad de Amazonas, Chachapoyas-
Perd, valores superiores a 10° UFC/g de mesofilos viables, igualmente Rodriguez et al.
(2015) evaluaron 50 quesos frescos artesanales que se comercializan en el mercado
Tunja-Colombia encontraron: 12X10° UFC/g de recuento de mesdfilos viables por las
malas condiciones higiénicas de manufactura y que la leche empleada era de baja calidad
o los utensilios carecian de higiene. También Vasquez et al. (2018) analizaron quesos
frescos en la ciudad de Cajamarca-Pert meséfilos viable de seis empresas (A,B,C,D,E,f)
de las cuales en la empresa A se hall6é 16 X10* UFC/g , empresa B: 14x10*,C: 11X10*

UFC/g Y D con 10X10* UFC/g. Asi mismo, Garcia (2023) quien analizd quesos frescos
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en la Ciudad de Chachapoyas-Pert, encontré un promedio total de 6,4X10%a 7,1 X108
UFC/g de mesofilos viables cuyo resultado sobrepasa a todas las investigaciones
realizadas del recuento para mesofilos viables e incluso presentando valores superiores a
los obtenidos de los diferentes puestos de venta del presente estudio, el investigador

sostuvo que se debe a la inadecuada practica de manipulacion e higiene.

En los puestos del Centro Poblado Progreso se encontré en el limite minimo
aceptable 8X10% UFC/g representando una carga baja de mesofilos viables, ya sea debido
a que los productores elaboraron el queso en mejores condiciones, desde su extraccion,
elaboracion, transporte y expendio del producto; se debe tener en cuenta que un recuento
bajo de mesdfilos viables no necesariamente asegura la usencia de microorganismos o
sus toxinas. Mesofilos viables son aerobias, se desarrollan entre 30°C a 37°C, su alto
recuento indica que hay mayor probabilidad que se perjudique el alimento (Gonzales,
2010). por lo tanto, estos resultados difieren a los obtenidos por Merchéan et al. (2019) En
la ciudad de Tunja evalud la inocuidad de los quesos artesanales analizando 31 muestras
de tiendas comercializadoras encontrando aerobios meséfilos con un valor promedio de

6X10° UFC/g sobrepasando las normas establecidas y reflejan falta de higiene.

Los puestos de venta presentaron elevadas cargas bacterianas superando
ampliamente los limites minimos permisibles, reflejando la presencia de
microorganismos termorresistentes 0 a una mala pasteurizacion, escasas condiciones de
manipulacion e higiene, grado y conservacion e infraestructura y tiempo de vencimiento,

por ello mesdfilos viables son indicadores calidad sanitaria.
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Tabla 6

Frecuencia de mesofilos viables segun limites permisibles en los quesos frescos

artesanales que se comercializan en los puestos del Centro Poblado de Progreso,
Regién Puno-2023.

Limites
permisibles  Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3 Total
N° % N° % N° % N° %
m 0 000% 2 22.22% 6 66.67% 8  29.63%
M 9 100% 7 77.78% 3  33.33% 19 70.37%
Total 9 100.00% 9 100.00% 9 100.00% 27 100.00%

Nota: m: minimo permisible; m: méaximo permisible
Fuente: Elaboracion propia

Figura 4

Frecuencia de mesdfilos viables segun limites permisibles en los quesos frescos

artesanales.

100.00%

100.00%

80.00% 77.78%

0,
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40.00%
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33.33%
20.00%

Limite permisible

0.00%

Puesto 1
Puesto 2

Puesto 3

Puestos de venta
B Minimo permisible B Maximo permisible

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 6 y figura 4 se observa que las 9 (100%) muestras del puesto 1 se
encontr6 en el limite maximo permisible y 0 muestras con (0.00%) en el limite minimo
permisible, para el puesto 2 solo 2 muestras con (22.22%) se encontraron en el minimo

permisible y 7 (77.78%) en el maximo permisible, para el puesto 3 las 6 muestras con
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(66.67%) se encontraron en el minimo permisible y 3 (33.33%) en el maximo permisible,
por lo tanto los quesos frescos expendidos en el Centro Poblado Progreso, region Puno el
29.63% de las muestras se encontraron en el limite minimo permisible y el 70.37% en el
limite méximo permisible, los resultados de la presente investigacion reflejan una alta
carga bacteriana, excediendo los limites debido a la deficiencia de las condiciones
higiénicas de salubridad y malas practicas en el momento de su elaboracion,
manipulacion y transporte, por ende, existe la presencia de estos microorganismos

indicadores de mala calidad sanitaria.

En el presente estudio el 70.37% de los quesos frescos estuvieron en el maximo
permisible, este valor se asemeja a los obtenidos en el estudio realizado por (Merchan
et al., 2019) en Tunja-Colombia de 33 tiendas de quesos frescos analizados encontrd un
recuento de mesofilos viables valores muy altos con un 90% de las muestras resultaron
estar en el maximo permisible esto debido a la falta de conocimiento de la higiene en los
elaboradores artesanales del queso fresco. Por otra parte, estudios similares realizados por
Cano y Laura (2017) determinaron en la ciudad de Juliaca, regién Puno en los mercados
de Tupac Amaru, Santa Barbara y Dominical, en 45 muestras de queso, encontraron un
71.11% de mesdfilos viables e incluso Escherichia coli con 55.56%, por lo tanto, para la
calidad sanitaria bacteriologica el 86,67 % de muestras estuvo por encima de los valores
méaximos permitidos, siendo un riesgo para salud del consumidor segin las normas
técnicas peruanas (NTP). El 29.63% de los quesos frescos analizados resultaron estar
dentro del limite minimo aceptable, estos se asemejan a los obtenidos por Vasquez et al.
(2018) en Cajamarca evalud 30 quesos frescos en el que encontré que la mayoria de las
muestras analizadas de las empresas A,B,C,D,E Y F resultaron en el maximo permisible

y solo las empresas E y F se detectaron 25 % recuentos bajos de mesofilos viables estando
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en el minimo permisible de esta manera cumple con lo establecido por la ICMSF (2006)

ya que se tuvo mas cuidado en la elaboracién, almacenamiento y transporte del producto.

4.2  CARGA BACTERIOLOGICA DE Escherichia coli EN QUESOS
FRESCOS ARTESANALES DE LA PLAZA DEL CENTRO POBLADO

DE PROGRESO, REGION PUNO-2023.

Tabla 7
Carga bacterioldgica de Escherichia coli (NMP/g) en quesos frescos artesanales

comercializados en el Centro Poblado de Progreso, Regién Puno-2023.

Recuento de Escherichia coli NMP/g

Puestos de venta muestras
m M
M1 - 2 x 103
M2 - 1x 103
M3 - 5x10?
M4 - 1x 103
PUESTO 1 M5 - 5 x 102
M6 - 2 x 103
M7 - 3 x 102
M8 3 -
M9 - 1x 103
M1 - 2 x 10!
M2 9 -
M3 - 3x 10!
M4 3 -
PUESTO 2 M5 3
M6 3 -
M7 - 5 x 10!
M8 - 5 x 102
M9 7 -
M1 - 5 x 102
M2 - 2 x 10!
M3 3 -
M4 - 1x 103
PUESTO 3 M5 3 -
M6 - 5 x 102
M7 3 -
M8 3
M9 3 -
Promedio (X) M27 4 7X10?

Nota: Muestras (Quesos); m= limite minimo permisible (3 NMP/g); M: limite maximo permisible (10
NMP/g); NMP: (Numero més probable)

Fuente: Elaboracion propia
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En la Tabla 7 muestran los resultados del analisis microbiolégico realizados en
quesos frescos artesanales procedentes del Centro poblado de Progreso, Region Puno. El
trabajo se realizd con 9 muestras por puesto. Los resultados para cada uno de los puestos
muestreados en quesos frescos artesanales del Centro Poblado de Progreso Regidn, Puno.
Se determind que en el puesto 1 se encontraron en el limite maximo permisible siendo
3X102 NMP/g el valor mas bajo y 2X10° NMP/g el valor més alto por la elevada carga
bacteriana, en el minimo permisible se encontr6 3NMP/g siendo un valor bajo; para el
puesto 2 se encontrd dentro del minimo permisible 3NMP/g siendo el valor bajo y el valor
alto fue 7NMP/g, en el maximo inaceptable se encontré un valor bajo de 2X10' NMP/g y
un valor alto de 5X10% NMP/g; en el puesto 3 se encontré en el minimo aceptable 3SNMP/g
siendo un valor bajo, con respecto al maximo permisible se encontré 2X10! siendo el

valor bajo y 1X10% NMP/g siendo el valor alto.

Para los puestos del Centro Poblado Progreso, Region Puno, los valores obtenidos
fueron altos 7X10? NMP/g no cumpliendo con lo que estable la Norma Técnica Peruana
(NTP), MINSA (2008), determinando que los pequefios productores que elaboran los
quesos no aplican las buenas practicas de higiene durante el ordefio ya que facilmente se
puede encontrar materia fecal en la ubre de la vaca y la leche sin pasteurizar y
posteriormente son transportados y expendidos, en el momento de la toma de muestra se
observo que los puestos de venta que expenden los quesos frescos no usan gorros ni
guantes, exponiendo los productos al ambiente en las superficies polvorientas sobre
plasticas, manteles. Un producto en estas condiciones tiene todas las posibilidades de
presencia de Escherichia coli y son productos de riesgo que afectaria la salud del
consumidor debido a su alta carga bacterioldgica ya que indica la presencia de materia

fecal de origen intestinal humana o animal en los alimentos, también son indicadores de
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la presencia de bacterias patdgenas entéricas en los productos lacteos como el queso

fresco, estos microorganismos podrian ocasionar enfermedades ETAS.(Calampa, 2017)

Los resultados obtenidos de la presente investigacion, se encontrd recuentos
maximos permisibles de 7X102 NMP/g, estos resultados son similares a la investigacion
realizada por Holguin (2019) quien estudié 5 mercados de Trujillo-Peru evaluando 75
muestras de queso fresco artesanal encontrando un valor promedio de 31.51 X103 NMP/g
de Escherichia coli., de igual forma Vasquez et al. (2018) en Cajamarca determino la
carga microbiana de Escherichia coli en 30 quesos frescos con 5 repeticiones en el que
obtuvo un promedio de 4.75 X 103 NMP/g cuyo valor super6 los limites establecidos por
la Norma Técnica Peruana N°071. Asi también, (Vasquez et al., 2012) en Lara-Venezuela
evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas y microbioldgicas del queso a nivel de
distribuidores para Escherichia coli encontré 1.3x10* NMP/g y sostiene que su resultado
no cumple con los pardmetros minimos establecidos por CONIVEN ya que se emplearon
malas practicas de manufactura. De igual forma, Condo (2016) en su estudio de quesos
frescos artesanales del mercado Andrés Avelino Caceres Regidn Arequipa encontrd
Escherichia coli con valores superiores a 3,69x10> NMP/10g en la que concluy6 que su
consumo es no apto por la mala higiene y conservacion y que muchas veces se
comercializan sin envoltura o cubiertos con plasticas. ya que al momento de la toma de
muestra observé que los quesos estaban expuestas al ambiente y que los comerciantes no

usaban guantes ni cubrebocas.

En los puestos el Centro Poblado Progreso se encontré6 4 NMP/g estando dentro
del limite minimo permisible aceptable, por lo tanto la presente investigacion se difiere
al estudio realizado por (Trujillo, 2016) evaluo el analisis microbioldgico y resistencia a
antimicrobianos del queso fresco en Riobamba-Ecuador, encontrd: 7x10° UFC/g de

Escherichia coli, asi también segiin Cansaya (2018) estudio el proceso de estandarizacion
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del queso tipo paria pasteurizado en san pedro de Huacullani-Puno, cumpliendo los
pardmetros microbiol6gicos de la NTP-591-2008 y teniendo en cuenta las buenas
practicas de manufactura del queso y ordefio de la leche los resultados fueron: para
Escherichia coli=0 UFC/g no se encontr0 y recomienda pasteurizar los quesos y tener en

cuenta las buenas précticas de manufactura (BPM) para lograr obtener quesos inocuos.

Los puestos del Centro Poblado de Progreso presentaron altos valores de carga
bacterioldgica de Escherichia coli, por lo tanto, su presencia indica que los quesos frescos
se encuentran contaminados por origen fecal, debido a la falta de higiene ya sea en la
manipulacion del producto o malas préacticas de ordefio en la extraccion de la materia

prima, asi también los quesos frescos se expenden al aire libre.

Tabla 8
Frecuencia de Escherichia coli segun limites permisibles en los quesos frescos
artesanales que se comercializan en los puestos del Centro Poblado de Progreso,

Region Puno-2023.

Limites Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3 Total
permisibles

N° % N° % N° % N° %

m 1 1111% 5 5556% 5 55.56% 11 40.74%
M 8 8889% 4 4444% 4 4444% 16 59.26%
Total 9 100.00% 9 100.00% 9 100.00% 27 100.00%

Nota: m: minimo permisible; m: méximo permisible

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 5

Frecuencia de Escherichia coli segun limites permisibles en los quesos frescos

artesanales.

88.89%

90.00%
80.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%

55.56%

55.56%

44.44%
44.44%

limites permisibles

20.00% 11.11%
10.00%
0.00%

Puesto 1

Puesto 2
Puesto 3

Puestos de venta

B Minimo permisible B Maximo permisible
Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 8 y figura 5 se observa que las 8 (88.89%) muestras del puesto 1 se
encontrd en el limite maximo permisible y 1 muestras con (11.11%) en el limite minimo

permisible, para el puesto 2 y puesto 3 las 5 (55.56%) muestras se encontraron en el

minimo permisible y 4 (44.44%) en el maximo permisible.

Por lo tanto, los quesos frescos expendidos en el Centro Poblado Progreso, region
Puno el 40.74% de las muestras se encontraron en el limite minimo permisible y el
59.26% en el limite méximo permisible, claramente los resultados nos indican que hay
deficiencia de lavado de manos en la manipulacion del producto, presencia de materia

fecal e incluso se podria decir que desde el momento del ordefio de la vaca la materia

prima se ha contaminado con sus propias heces del animal.
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Los resultados de la presente investigacion se difieren con los hallazgos realizados
por Chambillo (2019) en los mercados de Huamanga, Ayacucho-Per( evaluo la carga
microbiana de los quesos frescos artesanales de la cual obtuvo 14.1% fuera del minimo
permisible y 85.9 % dentro del limite permisible, establecidas de acuerdo a las normas.,
por lo tanto, estos resultados en su mayoria no sobrepasan los limites minimos permisibles
que a diferencia del presente estudio. Asi mismo de manera similar Trujillo (2016)
encontro en el mercado santa Rosa-Riobamba quesos frescos con Escherichia coli en un
100% que estaban por encima del limite méaximo aceptable por la Norma NTE INEN
1528:2012 por lo cual, da la explicacion que se debe a las inadecuadas técnicas de ordefio,
lavado de las ubres. Sin embargo., para el presente estudio los resultados obtenidos en su
mayoria para el puesto 1 superan los limites méaximos aceptables que podria ser por el
inadecuado lavado de manos del ordefiador por ende la exposicion de la leche al ambiente
contaminandose con las mismas heces del animal, también el ambiente como clima,
temperatura y humedad podrian jugar un rol muy importante para el crecimiento de este
microorganismo, los expendedores demuestran una deficiencia higiénica en la
manipulacion del “producto que se expenden debido a que no usan guantes ni cubrebocas.
Por otro lado Aviles (2016) Estudié una carga elevada para Escherichia coli por lo tanto
sostiene que se debe que en el proceso de fabricacion del queso existen deficiencias
practicas de manufactura, asi como en los procesamientos de higiene de los materiales y
operarios y el investigador recomend6 adoptar medidas correctivas debido a las
deficiencias halladas, también Villavicencio (2007) sostiene que los quesos fabricados a
nivel artesanal contienen una elevada contaminacion fecal (Escherichia coli), esto se debe
a la falta de higiene desde la obtencidén de la materia prima y durante las etapas de

fabricacion del producto no cumpliendo con las Normas Sanitarias.
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4.3 PRESENCIA DE Salmonella spp EN QUESOS FRESCOS ARTESANALES
DE LA PLAZA DEL CENTRO POBLADO DE PROGRESO, REGION

PUNO-2023.

Tabla 9
Presencia de Salmonella spp en quesos frescos artesanales comercializados en el

Centro Poblado Progreso, Regién Puno-2023.

Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3 Total
Salmonella

SPp.

N % N % N % N %

Presencia 0 00% 1 11.1% 2 22.2% 3 11.1%

Ausencia 9 1000% 8 889% 7 77.8% 24 88.9%

Total 9 100.0%

Fuente: Elaboracion propia

©

100.0% 9 100.0% 27 100.0%

En la Tabla 9 se observa 9 muestras por puestos, se determino que en el puesto 1
el 0 (0.0%) de las 9 muestras analizadas no presentaron presencia de Salmonella spp y el
9 (100.0%) presento ausencia de Salmonella spp; en el puesto 2: se encontr6 1 (11.1%)
de muestras analizadas presentaron presencia de salmonella spp y 8 (88.9%) presentaron
ausencia; en el puesto 3: se encontro 2 (22,22 %) de las muestras analizadas presentaron
presencia de Salmonella spp y 7 (77.8%) presentaron ausencia de Salmonella spp. Por lo
tanto, los puestos de venta presentan presencia de Salmonella spp en un 11.1%, con

ausencia de 88.9%.
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Figura 6
Frecuencia de la presencia de Salmonella spp en quesos frescos artesanales

comercializados en el Centro Poblado Progreso, Region Puno-2023.
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Fuente: Elaboracién propia

Segun se aprecia en la figura 6, en el puesto 1 de las muestras analizadas no se
encontrd presencia de Salmonella spp y las 9 muestras resultaron ausentes; en el puesto
2: se encontro presencia de Salmonella spp en 1 muestra y una ausencia con 8 muestras
y en el puesto 3: se encontrd 2 muestras para la presencia de Salmonella spp y 7 muestras
resultaron ausentes. La Norma Técnica sanitaria (NTS N° 071-Minsa/Digesa-V.01)
indica que no deberia existir la presencia de Salmonella spp en los alimentos, de esta

manera se garantiza su consumo e inocuidad del mismo.

Salmonella es un microorganismo altamente patdgeno, se encuentra en el intestino
de los reptiles, animales domésticos, mamiferos, aves e incluso insectos, salmonella se
desarrolla de 5,3 a 6,2 °C en bajas temperaturas, no toleran la sal y son destruidas a

temperatura de pasteurizacién de la materia prima, las enterobacterias pueden transmitirse

81

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

a través de la ingesta de alimentos contaminados provocando una infeccion intestinal

Ilamada Salmonelosis. (Herrera y Jabib, 2015)

La presencia de Salmonella en alimentos indica que no hay buenas préacticas de
higiene y manipulacion en la elaboracion de alimentos. Por tanto, deberian ser
refrigerados (<6°C) para evitar su multiplicacion a temperatura ambiente. La bacteria
puede sobrevivir varios meses bajo el agua o sobrevivir por semanas en un ambiente seco,
también puede sobrevivir en alimentos deshidratados durante afios, y tiene la habilidad

de formar biofilms.

La presencia de Salmonella en quesos frescos, probablemente se deba a la
elaboracion de los productos sin condiciones higiénico sanitarias adecuadas,
almacenamiento inapropiado, uso de batas, guantes gorros o tapa bocas contaminados e
inadecuada disposicion de desechos salidos por parte de los manipuladores ya que esto
favorece la propagacion del agente infeccioso (Méndez et al., 2011). Algunas personas
pueden ser portadoras de la bacteria o los animales infectados excretan sus heches en los
pastizales y aguas, contaminando de esta manera otros animales o personas, por otra parte,
los insectos pueden ser un vehiculo de contaminacion al posarse sobre las heces
contaminadas y llevarlas a multiples lugares o pueden posarse en los quesos expendidos

y posterior llegan al hombre a través del consumo (INS, 2011).

En el momento de la toma de muestras se observd la presencia de animales y es
comudn ver palomas trasladandose por todas partes de la plaza, por lo general los
comerciantes acostumbran vender los productos en los suelos expandiendo los plasticos

y sobre ello ponen los quesos exponiéndolos al ambiente.

En los puestos del Centro Poblado Progreso el 88.9% no hubo presencia de
Salmonella spp, estudios similares realizados por Aviles (2016) investigo la carga de
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microorganismos en las diferentes etapas de procesamiento de quesos, no detectd la
presencia de Salmonela spp y sostiene que se debe a la utilizacion de sal que actta como
inhibidor de microorganismos, asi mismo, Cansaya, (2018) y Vésquez et al., 2018) no
encontraron presencia de Salmonella spp.= ausencia/g en quesos frescos, tanto en la
ciudad de Cajamarca-Per( proveniente de cinco empresas y en San Pedro Huacullani-
Puno ya que los productores aplicaron buenas précticas de ordefio en el momento de la
extraccion y que las vacas bien alimentadas con complemento de concentrado dan una
leche de calidad y es de vital importante aplicar la pasteurizacion para evitar ETAs, De
igual modo, Calampa (2017), investigd que el 100% de los quesos frescos provenientes
de Leymebamba, Molinopampa y Florida Amazonas, Chachapoyas-Peru presentaron
ausencia de Salmonella spp, porque reinen mejores condiciones microbioldgicas y

conservacion.

Los puestos del Centro Poblado Progreso analizados el 11,1% (3/27) presentaron
presencia de Salmonella spp, los cuales se asemejan a los obtenidos por Plaza (2013)
quien avalu6 en los mercados de Guayaquil-Ecuador quesos frescos y solo encontro
Sallmonella spp en un 13.71% (8/51) ya que se comercializaron en vitrinas refrigeradas

y muy pocos se expendieron al ambiente y es por eso gque no encontrd en su gran mayoria.

La presencia de Salmonella spp en los puestos de venta es un peligro para la salud,
su ingesta puede desarrollar enfermedades gastrointestinales que afecten a los grupos mas
vulnerables como nifios, ancianos, gestantes, ocasionando como fiebre 102 °F, sintomas
como: Diarrea, vémitos, ocasionar hospitalizacién o llegar hasta la muerte si no se tratan.
(INS, 2011). La deficiencia higiénica al momento de la manipulacion es un gran problema
ya que no se usan mandilones ni guantes, también se observo con frecuencia la presencia

de animales y palomas y que los productos son expuestos al ambiente.
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44  CALIDAD BACTERIOLOGICA DE LOS QUESOS FRESCOS
ARTESANALES DEL CENTRO POBLADO DE PROGRESO, REGION

PUNO-2023 SEGUN NORMA SANITARIA MINSA.

Tabla 10
Calidad bacteriologica en quesos frescos artesanales del Centro Poblado de Progreso,

Regién Puno-2023.

Mesofilos Escherichia

Pugztos viables Coli Salmonella spp Total

venta m M m M  Presencia Ausencia Bc % Mc %
Pvl 0 9 1 8 0 9 10 37.04% 17 62.96%
Pv2 2 7 5 4 1 8 0 0% 27 100%
Pv3 6 3 5 4 2 7 0 0% 27 100%

Total 81 10 12.35% 71 87.65%
% 100%

Nota: Pv: Puestos de venta; Bc= buena calidad; Mc=mala calidad

Fuente: Elaboracion propia

La tabla 10 muestra los resultados de la carga de organismos microbioldgicos, que
definen la calidad higiénica sanitaria de los quesos frescos artesanales, en el puesto 1 se
encontr6 37.04% (10/27) con buena calidad y el 62.96% (17/27) fue de mala calidad, para
el puesto 2 y 3 se encontrd que el 100% resultaron de mala calidad por la presencia de
Salmonella spp y se consideran no aptos para el consumo humano. Por lo tanto, los quesos
frescos artesanales que se expenden en el Centro Poblado de Progreso, Region Puno el
12.35 % son de buena calidad y el 87.65% de mala calidad por lo tanto estos alimentos
no son aptos para su consumo, debido a la deficiencia higiénica, constituyendo un riesgo
para la salud del consumidor, ocasionando malestares estomacales y por ello es de gran
importancia aplicar las buenas practicas de higiene y salubridad e incluso desde el
momento de su elaboracion y recoleccion de la leche, asi como lo indica (Ramirez y
Velez, 2012).
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Los resultados de la presente investigacion se difieren a los obtenidos por Guzman
et al. (2015) evaluaron microrganismos presentes en los quesos como Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Salmonella spp, mesofilos viables tuvieron resultados negativos
en un 100% encontrandose dentro de los estandares y aptos para el consumo humano
cumpliendo con las Normas Técnicas Peruanas. Por otra parte, estudios similares
realizadas por Aguirre (2016) evalud la calidad microbioldgica de quesos frescos
expendidos en tres mercados de Trujillo, obtuvo 100% de las muestras presento
Escherichia coli y ausencia de Salmonella spp, los resultados evidencian que lo quesos
presentan condiciones higiénicas deficientes durante las etapas de elaboracion y no
cumplen con las Normas y regulaciones sanitarias vigentes, restando calidad siendo no
aptos para su consumo, asi mismo Ccaso y Huallpa (2020) en la ciudad de Juliaca
evaluaron la calidad de quesos frescos en los Mercados: Mercedes, Santa Barbara, Tupac
Amaru, y Pedro Vilcapaza, encontraron que el 86.67% fueron de mala calidad
bacterioldgica con valores que sobrepasaron los méximos permitidos por la norma técnica
peruana (NTP). Asi mismo, Holguin (2019) evalué la calidad bacteriol6gica de queso
fresco artesanal en los mercados de Tunja-Colombia, encontrando Escherichia coli,
mesofilos viables con valores que superan a lo establecido aceptable por la norma

sanitaria, siendo el 100% de las muestras contaminadas y no aptas.

Escherichia coli muchas veces ocasiona diarrea (liquida, grave con sangre),
colicos abdominales, vomitos, debido a que dafia el revestimiento del intestino delgado.
si los gérmenes son ingeridos los sintomas aparecen dentro de 17-72 horas con fiebre,
vomitos, presencia de moco en la diarrea, pero sin sangre, este germen se transmite de
persona a persona debido a la falta de higiene (Pascual y Calderon, 2000). La salud es el
bienestar fisico y psicoldgico de las personas sin embargo se altera cuando es invadido

por microorganismos patégenos como Salmonella spp que ocasionan salmonelosis.
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Los resultados en esta investigacion demuestran que los quesos frescos
expendidos en la plaza del Centro Poblado Progreso, el 87.65% son de mala calidad,
determinando que existe deficiencia en la manipulacion del producto, presencia de
materia fecal e incluso se podria decir que desde el momento del ordefio de la leche
extraida de la vaca ha ido contaminandose con sus propias heces y frente a ello deberia
intervenir instituciones como la Municipalidad de Asillo conjunto a la Municipalidad de
Orurillo que convoquen personales expertos en el area para que puedan brindar charlas,
capacitaciones sobre higiene sanitaria, elaboracién de los quesos, uso de indumentarias a
los expendedores de los puestos para de esta manera evitar enfermedades de transmision

alimentaria (ETAS).

45 RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Escherichia coli AISLADOS EN
QUESOS FRESCOS ARTESANALES DEL CENTRO POBLADO DE

PROGRESO, REGION PUNO-2023.

Tabla 11
Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Escherichia coli en los quesos

frescos artesanales del Centro Poblado Progreso.

. . N° de Sensible Resistente
Antimicrobianos . .

aislamientos N©° % N©° %

Ampicilina 27 0 0% 27  100%
Trimetoprim sulfa 27 19 70% 8 30%
Nitrofurantoina 27 24 89% 3 11%
Ciprofloxacino 27 26 96% 1 4%
Ac. Nalidixico 27 27 100% 0 0%

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 11 muestra las respuestas de susceptibilidad antimicrobiana de
Escherichia coli aisladas de quesos frescos artesanales expendidos en el Centro Poblado

de Progreso, Region Puno-2023, para la prueba se realizd con 27 aislamientos de
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Escherichia coli como se observa en la Tabla 19 y 21 del Anexo 4 y frente a ello se
emplearon cinco antibidticos (ampicilina, trimetoprim sulfa, nitrofurantoina,
ciprofloxacino, ac. nalidixico) de los cuales los resultados fueron: para ampicilina
presentd resistencia del 100%; frente a trimetoprim tuvo una respuesta resistente del 30%,
la Nitrofurantoina mostré respuesta resistente del 11%; para ciprofloxacino mostr6 una

respuesta resistente del 4%, ac. nalidixico no mostro resistencia.

Figura 7
Frecuencia de susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Escherichia coli en

los quesos frescos artesanales.
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Fuente: Elaboracion Propia

En la Figura 7 se muestran los aislamientos de Escherichia coli, en total se trabajo
con 27 aislamientos de las cuales los resultados fueron: ampicilina fue resistente a 27
aislamientos; trimetoprim sulfa resulto ser resistente para 8 muestras; nitrofurantoina tuvo
resistencia a 3 muestras; ciprofloxacino fue resistente con 1 muestra, por Gltimo, ac.

nalidixico no se mostro resistente.

En el presente estudio, se aisld Escherichia coli de los quesos frescos, luego se

hizo la prueba de susceptibilidad antimicrobiana, encontrando resistencia variable a los
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antimicrobianos como se observa en la Tabla 21 del Anexo 4. Segun los resultados
obtenidos frente a la ampicilina la resistencia fue del 100 %, trimetoprim sulfa presento
resistencia 30%; nitrofurantoina 11%; ciprofloxacino 4%; ac. nalidixico no presento
resistencia. Estos resultados difieren con los hallazgos realizados por Guillen et al. (2014)
obtuvieron 45 aislamientos de Escherichia coli de productos lacteos artesanales en
Venezuela de los cuales el 24 % resultd ser resistente a ampicilina, sin embargo, para el
presente estudio estos antibioticos usados para Escherichia coli se asemejan mucho para
ac. nalidixico el 2,2 % fue resistente y para ciprofloxacino no mostré resistencia.
Generalmente los antibioticos mas usados en veterinaria son penicilinas como la
ampicilina para tratar la mastitis en vacas lecheras, gentamicina: para tratar problemas
respiratorios e infecciones gastrointestinales, ciprofloxacino para tratar diferentes tipos
de infecciones. Los resultados en este trabajo muestran el hallazgo de los aislados de
Escherichia coli resistentes, existe la necesidad de promover el uso racional de estos
antibioticos en veterinaria y clinica para evitar la aparicion de cepas resistentes. Por otra
parte, Trujillo (2016) obtuvo resultados similares para ampicilina y ac. nalidixico del
analisis microbioldgico y resistencia a antimicrobianos del queso fresco que se expende
en un mercado de Riobamba-Ecuador, Escherichia coli mostro resistencia a ampicilina
en un 66.7%, amoxicilina 57%, penicilina con 76.2 %. Mientras para ac. nalidixico con
100%, gentamicina 90.5% obtuvo altos niveles de sensibilidad debido a que estos
antibidticos no son usados por los ganaderos en caso de infecciones mastiticas en las
vacas o infecciones urinarias, respiratorias o del tracto gastrointestinal y es por ello que

no se desarrolld resistencia.

De acuerdo a los resultados obtenidos para aislamiento de Escherichia coli de los
quesos frescos artesanales del Centro Poblado de Progreso, se observo lo siguiente: acido

nalidixico no mostro resistencia, trimetroprim sulfa se mostro resistente en un 30%, para
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ciprofloxacino la resistencia fue del 4% estos valores son inferiores a los obtenidos por
Camacho (2022) quien reporto el aislado de 5 cepas de Escherichia coli productora de
betalactamasa en quesos de los mercados de Chincha alta-lca donde el 60 % fueron
resistentes frente a ac. nalidixico, trimetroprim sulfa y cloranfenicol, la resistencia para
ciprofloxacino fue del 20%, para tetraciclina fue 80% y un 100% para amoxicilina, lo que
indica que los alimentos analizados presentan riesgo para la salud de los consumidores
debido a la contaminacién por Enterobacteriaceae con una diversidad de resistencia a los
antibioticos empleados. por lo tanto, se concluye que los quesos presentan bacterias
resistentes que podrian resultar mortales con el paso de los afios por la utilizacion

irracional de antibidticos.

De esta manera se puede concientizar a la poblacion que se dedica a la ganaderia
que con el pasar de los afios se ha adquirido resistencia en los alimentos y su uso de
antibidticos veterinarios en las vacas ya sea para tratar la mastitis, diferentes infecciones
o0 dosificados deben tratarse bajo una estricta receta médica veterinaria y supervision
constante, en muchos casos la leche se extrae normalmente para la elaboracién de los
quesos sin pasteurizar y quizas a ese factor se deberia la presencia de resistencia
antimicrobiana, frente a ello seria interesante investigar sobre la relacion directa que
existe entre el uso de antibidticos en las vacas y su susceptibilidad en la leche, asi mismo.,
Lopez (2016) nos da a conocer que en el medio ambiente hay cepas resistentes y la posible
contaminacion de agua y alimentos, muchos investigadores ante ello han postulado que
los microorganismos consumidos diariamente con los alimentos podrian estar sirviendo
como reservorio para el mantenimiento de la resistencia a los antibidticos, cuya
investigacion se centrd en saber si existe resistencia y asi evitar que, a su vez, pueden

infectar al ser humano a través de la cadena alimentaria.
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Los antimicrobianos presentan sensibilidad frente a Escherichia coli ya que tienen
la funcion de inhibir la sintesis de proteinas, la replicacion del ADN, la formacion de la
pared celular bacteriana, inhibir la sintesis del peptidoglicano, lo que resulta en la muerte
de la célula bacteriana. Los antimicrobianos tienen mecanismos propios para eliminar y

producir la muerte bacteriana

46  RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE Salmonella spp AISLADOS EN
QUESOS FRESCOS ARTESANAL DEL CENTRO POBLADO DE

PROGRESO, REGION PUNO-2023.

Tabla 12
Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Salmonella spp en los quesos frescos

artesanales del Centro Poblado Progreso.

Antimicrobianos _ N° _de Sensible Resistente
aislamientos N° % N° %
Tetraciclina 3 2 67% 1 33%
Ampicilina 3 1 33% 2 67%
Cloranfenicol 3 1 33% 2 67%
Ciprofloxacina 3 0 0% 3 100%
Gentamicina 3 0 0% 3 100%

Fuente: Elaboracion propia

En la Tabla 12 muestra las respuestas de susceptibilidad antimicrobiana de
Salmonella spp aisladas de quesos frescos artesanales expendidos en el Centro Poblado
de Progreso, para el analisis se realiz6 con 3 aislamientos positivos para Salmonella spp
de los quesos frescos como se observa en la Tabla 20 y 21 del Anexo 4, se emplearon
cinco antimicrobianos (tetraciclina, ampicilina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
gentamicina), los resultados fueron: para tetraciclina se mostro una respuesta resistente

del 33% ; frente a la ampicilina y cloranfenicol la resistente fue de 67 %; para
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ciprofloxacino y gentamicina se mostr6 una respuesta resistente del 100 %

respectivamente.

Figura 8
Frecuencia de Susceptibilidad antimicrobiana de aislamientos de Salmonella spp en los
quesos frescos artesanales.
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Fuente: Elaboracion propia

En la Figura 8 se muestra los aislados de Salmonella spp en total se encontré 3
muestras/aislados de los quesos frescos artesanales, los resultados fueron: tetraciclina fue
resistente a 1 muestra; ampicilina y cloranfenicol resultaron ser resistentes para 2

muestras; ciprofloxacino y gentamicina mostro resistencia a 3 muestras.

En el presente estudio, se aislé Salmonella spp, luego se hizo la prueba de
susceptibilidad antimicrobiana como se observa en la Tabla 21 del Anexo 4, se encontro
resistencia variable a los antimicrobianos. La resistencia frente a tetraciclina fue del 33
%; ampicilina y cloranfenicol 67%; ciprofloxacino y gentamicina presentaron resistencia

del 100%.
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Estos resultados se difieren a los estudios realizados por Calabuig (2014) investigd
la sensibilidad antimicrobiana de cepas de Salmonella spp aisladas de lacteos y derivados
en el que el 44.4% fueron resistentes a uno 0 mas antibidticos empleados., entre los
antibioticos usados ampicilina resulto ser resistente en un 22.2 %, tetraciclina con 11.1%
y cloranfenicol con 4% mientras que la gentamicina y ciprofloxacino fue sensible con
55,6%. La resistencia puede asociarse al uso de estos antimicrobianos en ganaderia como
aditivo para el tratamiento de infecciones en vacuno. Por otro lado, los resultados del
estudio se asemejan a los obtenidos por Villacis etal. (2020) de 383 muestras de
alimentos logro aislar 20 cepas de Salmonella spp y 148 para Escherichia coli, para
evaluar la sensibilidad y resistencia emplearon 12 antibiéticos y salmonella resulto ser
resistente a cloranfenicol, ampicilina, ciprofloxacino, tetraciclina y trimetoprim sulfa con
50%,75% ;25,7%, 90%, y 70% por lo tanto, se resalta que el 75% de Salmonella spp fue
multirresistente. y también informa el investigador segln a las investigaciones realizadas
fuera de Latinoamérica hay un bajo porcentaje de resistencia ante los antibiéticos, debido
a que se restringen su uso en animales. Por tanto, dentro de Latinoamérica también
deberian restringir su uso para evitar que las bacterias sufran mutaciones y por tanto la
aparicion de resistencia, Asi mismo Puig et al. (2008) evalué en la Habana Salmonella
spp aisladas de alimento para conocer los patrones de sensibilidad antimicrobiana
empleando 12 antibidticos, se estudiaron 65 cepas provenientes de provincias y el
instituto de nutricidn e higiene de los alimentos, de los cuales solo se encontro resistencia
a tres antibioticos que son: ampicilina en un 19,0%, tetraciclina 12,7% y carbenicilina
con 11,1% y las demas cepas fueron sensibles a amicacina con 100%, cloranfenicol con
98.4% y gentamicina con el 100% sin embargo para la resistencia estas cifras son bajas
comparandolos con otros estudios, el investigador afirmd que estas cifras tienen mayores

probabilidades de aumentar porque en su mayoria se encuentran en la susceptibilidad
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intermedia, quiere decir que en un futuro se podria adquirir mayor resistencia y sean un

problema mundial.

Quesada et al. (2016) en la ciudad de Lima hizo una busqueda bibliogréfica de
Ameérica latina cepas aisladas de alimentos de origen animal para el consumo humano
como queso, huevo, carne de pollo en la que encontr6 Salmonella spp. resistente a
ampicilina con 62.5%, tetraciclina 90.9%, cloranfenicol y ciprofloxacina 68.2%, por ello,
indico que laresistencia a los aislados de Salmonella spp en alimentos deben monitorearse
realizandose un control adecuado para consumo humano. Carhuapoma et al. (2020)
estudio la resistencia antibiotica, los aislados de Salmonella spp mostraron ser
multirresistentes resistente a ampicilina, tetraciclina, penicilina, gentamicina, y penicilina
posiblemente a que los antimicrobianos sufrieron modificaciones en su mecanismo de
accion como la inactivacion enzimatica de antibidticos, impermeabilidad de la membrana,
modificacion del sitio blanco del antimicrobiano en el microorganismo la cual reduce la

eleccion terapéutica.

La resistencia antibi6tica en alimentos se esta convirtiendo en una problematica
nacional e incluso mundial es recomendable que se implementen medidas de vigilancia
epidemioldgica para las bacterias presentes en los alimentos de origen lacteos como el
queso fresco artesanal no pasteurizado que se expende en el mercado del Centro Poblado
de Progreso. Guillen et al. (2014) indica que gentamicina es usado en su mayoria para
tratar problemas respiratorios e infecciones gastrointestinales en los animales. Sin
embargo, no solo el medio ambiente juega un rol importante ya que podemos encontrar
en el medio bacterias resistentes que llegan a los alimentos y establecen su mala calidad
indicando la presencia de estos, asi mismo las buenas practicas de higiene e inocuidad de

los alimentos es fundamental para evitar infecciones y por ende resistencia.
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V. CONCLUSIONES

- La carga bacteriana de mesodfilos viables el 29.63% se encontraron en el limite
minimo permisible (x: 8x10? UFC/g) y el 70.37% en el limite maximo permisible (X:

3x10* UFC/g), (limites = 2 x 102 — 10%) existiendo deficiencia calidad sanitaria.

- Lacarga bacteriana para Escherichia coli el 40.74 % se encontraron dentro del limite
minimo permisible (x: 4 NMP/g) y el 59.26% en el limite m&ximo permisible (x:
7x102 NMP/qg), (limites = 3-10NMP/g) debido a que existe contaminacion de origen

fecal.

- Los quesos frescos artesanales expendidos en el Centro Poblado Progreso
presentaron 11,1% de presencia de Salmonella spp, lo que hace no apto para su
consumo debido a la falta de inocuidad segiin Norma Técnica sanitaria (NTS N° 071-

Minsa/Digesa-V.01).

- Con respecto a la calidad para los quesos frescos artesanales del Centro Poblado
Progreso, se encontrd 12.35% fue de buena calidad y 87.65% de mala calidad

constituyendo un riesgo para el consumo humano.

- Los aislamientos de Escherichia coli fueron resistentes a ampicilina (100%),
trimetoprim sulfa (30 %), nitrofurantoina (11%) y ciprofloxacino (3,7%); Salmonella
sp fue resistente a ciprofloxacino y gentamicina (100%), cloranfenicol (67%) y

tetraciclina (33%).
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VI. RECOMENDACIONES

- Difundir a las pequefias empresas dedicadas a la elaboracion de quesos frescos

aplicar las buenas préacticas de manufactura (BPM).

- Investigar resistencia antimicrobiana en Staphylococcus aureus aislados en quesos

frescos artesanales

- Realizar estudios sobre control de calidad en las pequefias empresas que se dedican

a elaborar los quesos frescos y en que etapa se produce mayor contaminacion.

- Investigar si las palomas son un factor para que los alimentos se contaminen con

Salmonella spp y realizar antibiograma de sus heces.
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ANEXOS

ANEXO 1: Valores de Unidades Formadoras de Colonias

Tabla 13

Carga de mesofilos viables en quesos frescos artesanales del Centro Poblado Progreso.

Muestras Cargade  Muestras Cargade  Muestras Cargade
del mesofilos del mesofilos del mesofilos
Puesto 1 viables UFC/g Puesto 2 viables UFC/g Puesto 3 viables UFC/g

M1 150200 M1 272167 M1 11833
M2 214800 M2 116033 M2 1333
M3 116300 M3 224267 M3 900
M4 242500 M4 833 M4 1100
M5 384133 M5 1667 M5 800
M6 117800 M6 7333 M6 733
M7 386100 M7 967 M7 933
M8 444967 M8 78133 M8 433
M9 206933 M9 1867 M9 833

Nota: Muestras (Quesos; UFC: (Unidades Formadoras de Colonias)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 2: Valores Numero mas probable de Escherichia coli.

Tabla 14

Carga de Escherichia coli en quesos frescos artesanales del Centro Poblado Progreso.

Carga de Escherichia coli (NMP)

Puestos de  Numero de Placas Lectura del
venta muestras 01:10 100 1000 cuadro

PUESTO 1 M1 3 3 3 2400
M2 3 3 2 1100
M3 3 3 1 460
M4 3 3 2 1100
M5 3 3 1 460
M6 3 3 3 2400
M7 3 2 3 290
M8 0 0 1 3
M9 3 3 2 1100

Nota: Muestras (Quesos); NMP: (Numero mas probable en placas)

Fuente: Elaboracién propia
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Tabla 15

Carga de Escherichia coli en quesos frescos artesanales del Centro Poblado Progreso.

Carga de Escherichia coli (NMP)

Puestosde  Numero de Placas Lectura del
venta muestras 01:10 100 1000 cuadro

PUESTO 2 M1 1 3 1 20
M2 2 0 0 9
M3 1 3 3 29
M4 0 0 1 3
M5 0 1 0 3
M6 0 0 1 3
M7 2 3 3 53
M8 3 3 1 460
M9 1 1 0 7

Nota: Muestras (Quesos); NMP: (Numero mas probable)
Fuente: Elaboracion propia

Tabla 16

Carga de Escherichia coli en quesos frescos artesanales del Centro Poblado Progreso.

Carga de Escherichia coli

Puestosde ~ Numero de Placas Lectura del
venta muestras 01:10 100 1000 cuadro

PUESTO 3 M1 3 3 1 460
M2 0 3 2 16
M3 0 1 0 3
M4 3 3 2 1100
M5 0 0 1 3
M6 3 3 1 460
M7 0 0 1 3
M8 0 0 1 3
M9 0 1 0 3

Nota: Muestras (Quesos); NMP: (Numero mas probable)

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO 3: "Presencia de Salmonella spp

Tabla 17

Presencia de Salmonella spp en quesos frescos del centro Poblado de Progreso.

Muestra Presencia de Salmonella sp

Puesto 1 Puesto 2 Puesto 3
M1 Ausencia ausencia Presencia
M2 Ausencia ausencia Presencia
M3 Ausencia Presencia Ausencia
M4 Ausencia ausencia Ausencia
M5 Ausencia ausencia Ausencia
M6 Ausencia ausencia Ausencia
M7 Ausencia ausencia Ausencia
M8 Ausencia ausencia Ausencia
M9 Ausencia ausencia Ausencia

Fuente: Elaboracion propia
111

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

ANEXO 4: Aislamiento de Escherichia coli y Salmonella spp
Tabla 18

Muestras aisladas de Escherichia coli, del queso fresco expendido en la plaza del

Centro Poblado de Progreso, Regién Puno-2023.

Antimicrobian Ac.
0sS Ampicilin ~ Trimetopri  Nitrofurantoi  Ciprofloxacin  Nalidixic
a m sulfa na 0 0
M1 R R S S S
M2 R S S S S
M3 R S S S S
M4 R R R S S
M5 R S S S S
M6 R S S S S
M7 R S S S S
M8 R R S S S
M9 R R S S S
M10 R S S S S
M11 R S S S S
M12 R S S S S
M13 R R S S S
M14 R S S S S
M15 R S S S S
M16 R R S S S
M17 R S S S S
M18 R S S S S
M19 R S S R S
M20 R R S S S
M21 R S R S S
M22 R S S S S
M23 R S S S S
M24 R S S S S
M25 R R S S S
M26 R S R S S
M27 R S S S S

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 19
Muestras aisladas de Salmonella spp. del queso fresco expendido en la plaza del Centro

Poblado de Progreso, Region Puno-2023.

Antimicrobianos Resistencia para los aislados de la presencia de
Salmonella Spp

MUESTRA (pv2) M 3 (pv3) M1 (pv3) M2
Ampicilina R R S
Tetraciclina R S S
Cloranfenicol R S R
Ciprofloxacino S S S
Gentamicina S S S

Nota: (pv): Puesto de venta; M1,2,3: Muestra 1,2,3

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 20
Porcentaje de la susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia coli y

salmonella spp.

Sensible Resistente Total
Bacterias  Antimicrobianos N° % N° % N° %
Ampicilina 0 0,0% 27 100,0% 27  100%
Trimetoprim sulfa 19 70,4% 8 29,6% 27  100%
Escherichia _ _
i Nitrofurantoina 24 88,9% 3 11,1% 27 100%
coli
Ciprofloxacino 26 96,3% 1 3, 7% 27  100%
Ac. Nalidixico 27 100,0% 0 0,0% 27  100%
Ampicilina 1 33,3% 2 66,7% 3 100%
Tetraciclina 2 66,7% 1 33,3% 3 100%
Salmonella i
Cloranfenicol 1 33,3% 2 66,7% 3 100%
Spp - -
Ciprofloxacino 3 100,0% 0 0,0% 3  100%
Gentamicina 3 100,0% 0 0,0% 3 100%

Fuente: Elaboracion propia
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Tabla 21

Antibidticos y didametros criticos para enterobacterias

ANTIMICROBIANO CONTENIDO DEL DIAMETRO EN mm

DISCO R l I S
PENICILINAS
Ampicilina | 10 pg | £13 | 14-16 ] 317
CEFALOSPORINAS
Cefalotina 30 pg £14 1517 318
Cefuroxima axetil (oral) 30 ug £14 15-22 323
Cefuroxima sodium (parenteral) 30 pg £14 15-17 318
Cefoxitina 30 pg £14 15-17 318
Cefotaxima 30 g £14 . 1522 323
Ceftriaxona 30 pg £13 14-20 321
Ceftazidima 30 pg £14 15-17 318
Cefixima 5 Jig £15 16-18 714
Cefpirome * 30 pg £14 15-17 318
Cefepime 30 pg £14 15-17 318
B LACTAMICO/ INHIBIDOR DE BETALACTAMASA
Ampicilina/Sulbactam : 10/10 pg £ 12-14 315
Amoxicilina/Acido Clavulanico 20110 pg £13 1417 18
Cefoperazona/sulbactam + 75 pg/30 pg £15 16-20 121
MONOBACTAMS
Aztreonam [ 30 yg e el | 2
CARBAPENEMS
Imipenem 10 pg £13 14-15 116
Meropenem 10 yg £13 14-15 216
AMINOGLUCOSIDOS
Gentamicina 10 pg £12 13-14 315
Amikacina 30 pg £14 15-16 17
QUINOLONAS
Acido nalidixico 30 yg £13 1418 19
Norfloxacina 10 yg £12 13-16 317
Ciprofloxacina 51g £15 16-20 321
Ofloxacina 59 £12 13-15 16
TETRACICLINA
Tetraciclina [ 30 g el | we - i)
OTROS
Cloramfenicol 30 pg £12 13-17 318
Trimetoprim/sulfametoxazol 1,25/23,754g £10 11-15 316

Nota: La Tabla muestra los Diametros criticos adaptados del CFA-SFM, 2000-2001.

Fuente: (INS, 2002)
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ANEXO 5: Unidades formadoras de colonias mesofilos viables (UFC/g)

Figura 9

Diagrama para la determinacion de mesofilos viables.

RECUENTO DE BACTERIAS MESOFILOS VIABLES

\\
\

1. ALIMENTO . 90ml de solucion reguladora
HOMOGENIZADO de peplona

—>» 10g de alimento agitese

1-10 a 1500 - 2000 rpm

1:10
imi
iml 1ml iml iml
| | | | | ' '
2. SERIE DE T ' ““‘“ “"_’ 2
: [ v
DILUCIONES v ¥ ¥ ¥
» 9ml de
solucion

de peptona

J U U U U

1:100 1:1000 1:10000 1:100000 1:1000000

3. Se vierte con
una PIPETA
1ml de cada dilucion

1 |
[
|
; iml iml iml iml 11ml
en una placa esteril ( .
\{ 0
1 1ml

| |
4. Se vierten 15 ml | g mi | dmi Ui

de agar APC @ @ @ @

5. INCUBACION a 35°C durante 72h

6. Se cuentan las colonias de las placas que contengan 30 - 300
colonias y se mulliplica el nimero de colonias por dilucion.

S —————

Fuente: (Laura, 2017)

115

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

ANEXO 6: Numero més probable de Escherichia Coli (NMP/g)

Figura 10

Diagrama para la determinacion de Escherichia coli.

NUMERO MAS PROBABLE DE ESCHERICHIA COLI (NMP)

(1 .ALIMENTO \

HOMOGENIZADO
» 20ml de solucion reguladora
de peptona
> 10g de alimento, agitese
110 a 1500 - 2000 rpm
1:10 iml iml
2. SERIE DE |
DILUCIONES
» 9mlde
soluciéon
de peptona
1100 11000 1:10000
3. ENSAYO DE  1ie "1 1d® ort "1l 108 1ot ” 1l 1}
PRE.ESUNCI'ON Caldo
Incubese a 37°C lactosado /
durante > caldo
24 - 48 horas liptosa
lauril
N sulfato
+ + + + +
4. ENSAYO DE vy v v Yy v,
CONFIRMACION
48 horas a \
455°C »' CALDOEC
5 :
» Gas positivo
; ‘
5. CULTIVO Y ¥ Y X ¥
DE £. ol QOO OO > AGAR DE LEVINE / EMB

'\s. REACCION CON: Indol +/-, RM +, VP-, C- J

Fuente: (Laura, 2017)
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ANEXO 7: Investigacion de Salmonella spp

Figura 11

Homogenizacion y dilucion del alimento.

INVESTIGACION DE SALMONELLA

———p alimento
1. PREENRIQUECIDO
Incubacién a 37°C

durante 24h » caldo reptona 1%

{ 10ml 10ml

4, EXAMEN
Sobre agar TSI

5. CONFIRMACION

_

a. Bioquimica

v v
2. ENRIQUECIDO
Incubacion a
42 -43°C
durante 48h m
TETRATIONATO CISTINAY SELENITO '
l [l ]
3 ﬁ
tml il | Aml | 1ml
3. VERSION » AGAR ROJO
EN PLACAS DE FENOL
Incubar a 37°C VERDE
durante 24 - 48h 1ml 1ml ¥ %l ymy  BRILLANTE
@ » AGAR
SULFITO

DE BISMUTO

« / » medio inclinado

» @xlremo amarillo, manchas negras,
burbujas

b. Serologia

Fuente: (Laura, 2017)
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ANEXO 8: Numero més probable para serie de diluciones

Tabla 22

indice del nmero méas probable (NMP) y limites de confianza para 3 tubos.

Numero de tubos positivos NMP por gramo o mL Indice de confianza 95%
0 1:100 1:1000 1:10 Inferior Superior
0 0 0 <3 <0.5 9
0 0 1 3 <0.5 13
1 1 0 3 <0.5 20
1 0 0 4 1 21
1 0 1 7 4 23
1 1 (4] 7T 3 36
1 1 1 11 3 36
2 2 0 11 1 36
2 0 (4] 9 3 37
2 0 1 14 3 44
2 1 (4] 15 7 51
2 1 1 20 4 60
2 2 (4] 21 10 100
3 2 1 28 4 120
3 0 0 23 7 130
3 0 1 30 15 380
3 0 2 64 74 210
3 1 (¢] 43 14 230
3 1 1 55 30 380
3 1 2 100 15 380
3 2 0 95 30 440
3 2 1 150 25 470
3 2 2 210 36 1300
3 3 0 240 71 2400
3 3 1 460 150 4800
3 3 2 1100
3 3 3 >2400

Fuente: (Laura, 2017)
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ANEXO 9: Galeria de fotografias

Figura 12

Puestos de expendio de quesos frescos en la plaza del Centro Poblado de Progreso.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 13

Recoleccion de muestras de quesos frescos.

~

Fuente: Elaboracion propia

Figura 14

Serie de diluciones Caldo Tetrationato.

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 15

Desarrollo de meséfilos viables en medio APC.

Fuente: Elaboracion propia

Figura 16

Recuento de mesofilos viables UFC/g.

Fuente: Elaboracién propia

Figura 17
Colonias para el recuento de Escherichia coli en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

y desarrollo de Salmonella sp. en Agar Xilosa Lisina Desoxicolato (XLD).

8

&
f

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 18

Pruebas bioquimicas para confirmar Salmonella spp.

Fuente: Elaboracidn propia

Figura 19

Recuento de Escherichia coli

Fuente: Elaboracion propia

Figura 20

Salmonella spp. en Agar Salmonella Shigella (SS).

Fuente: Elaboracion propia
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Figura 21

Escherichia coli en Agar Eosina Azul de Metileno (EMB).

Fuente: Elaboracion propia

Figura 22

Antibiograma y discos empleados para la resistencia antimicrobiana.

Fuente: Elaboracion propia
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