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GLOSARIO

ANMAT: Administracion nacional de medicamentos, alimentos vy
tecnologia.
AOAC: Asociacion Cientifica Dedicada a la Excelencia Analitica

BCIG: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucurénido

BPM: Buenas practicas de manufactura.

DIGESA: Direccion general de salud ambiental e inocuidad Alimentaria.
EST: Extracto seco total

ETA: Enfermedades transmitidas por alimento

EUA: Estados Unidos de América

FAO: Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la
alimentacion.

g: Gramos

ISO: Organizacion Internacional de Normalizacién

mL: mililitro

NMP: Numero mas probable

NTP: Norma técnica peruana

NTS: Norma técnica sanitaria

OIE: Organizacion internacional de referencia para la salud animal
OMS: Organizacion Mundial de la Salud

OPS: Organizacion Panamericana de la Salud

pH: Potencial de hidrogeno

PRODAR: Programa Cooperativo de Desarrollo de la Agroindustria Rural
de América Latina y el Caribe.

RAE: Real Academia Espanfiola

ST: Solidos totales



e UFC/g: Unidades formadoras de colonia por gramos
¢ VRB: Bilis rojo-Violeta

e VRBG: Bilis rojo-violeta glucoronidasa

Xi



RESUMEN
El objetivo de la presente investigacion fue evaluar la carga microbiolégica de
Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales
qgue se expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco. La toma de muestra se
realizé al azar, para lo cual se compré un molde de queso fresco artesanal por cada
puesto de venta, haciendo un total de 20 muestras. De cada muestra se utilizé 10 g
para la evaluacion de E. coli, 25 g para Salmonella y 10 g para Staphylococcus
aureus. Segun el método reconocido por la AOAC ™ internacional como método
oficial de andlisis de las Placas 3M™ Petrifilm™ las muestras fueron inoculadas en
Placas petrifim™ para recuento de E.coli, Staphylococcus aureus y para determinar
presencia de Salmonella. Los analisis se llevaron a cabo en el laboratorio institucional
de investigacion de Sanidad Animal “M.V. Atilio Pacheco Pacheco”, de la Escuela
Profesional de Zootecnia - Facultad de Agronomia y Zootecnia de la Universidad
Nacional de San Antonio Abad del Cusco. Se determind que el recuento promedio de
Escherichia coli fue de 4.8 x 10* UFC/g de queso, y el 40 % de quesos no cumplen
con los limites permisibles. Se determind que el recuento promedio de
Staphylococcus aureus fue de 6.09 x 10* UFC/g de queso, y que el 70 % de quesos
no cumplen con los limites permisibles. No se encontrd la presencia de Salmonella
en las muestras evaluadas. De los 20 quesos frescos artesanales evaluados, el 80 %
son NO APTOS para el consumo humano segun NTS N° 071-MINSA/DIGESA-2008,
considerandose de mala calidad sanitaria y representando un alto riesgo para la salud

publica.

Palabras claves: E. coli, Salmonella, Staphylococcus aureus, queso fresco artesanal.
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INTRODUCCION
Los quesos frescos artesanales elaborados por pequenos productores en las
diferentes zonas, asi como Anta, Ayaviri, Chumbivilcas, Ocongate y otros, se
expenden en los diferentes mercados de la ciudad del Cusco, como el mercado

central de San Pedro del Cusco, a un costo econdmico.

El queso contiene grasa, vitamina, sales minerales y principalmente proteinas.
Este producto lacteo ayuda especialmente a nifios y adultos fortaleciendo el sistema
0seo (Juarez et al., 2011). Asi mismo las personas que comen queso; yogurt u otros
productos lacteos tienen tasas mas bajas de anemia que las que no comian nada (Al-
kassab et al., 2020). Sin embargo, los quesos frescos se consideran inseguros debido
a la presencia de patogenos en la materia prima que es la leche cruda, en la
fabricacion del queso, en la conservacion y durante la comercializacion (Merchan

et al., 2019).

Cada productor no siempre tiene condiciones sanitarias adecuadas en la
elaboracion, almacenamiento, transporte y los lugares de expendio, por ende, existe
alta posibilidad de contaminacion por patdégenos como la Escherichia coli, Salmonella
y Staphylococcus aureus, que puede perjudicar severamente al consumidor,
causandole enfermedades gastrointestinales. La Escherichia coli es causante
principal del sindrome urémico hemolitico, diarrea brusca con dolor abdominal,
descarga hemorragica y fiebre que posteriormente puede llevar a una anemia o a
causar insuficiencia renal créonica (Parra, 2020). La causa nauseas, vomitos,
calambres abdominales, diarrea, fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, sangre en las
heces. Algunas variedades de la bacteria Salmonella provocan fiebre tifoidea, una
enfermedad que puede ser mortal y que es mas frecuente en los paises en desarrollo

(Mayo Clinic, 2021). El Staphylococcus aureus causa nauseas, dolor abdominal,
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emesis, diarrea y postracion, y en los casos mas graves se pueden presentar cefalea

y choquen (Zendejas, et al., 2014).

Hoy en dia se realizan diferentes campafas de capacitacion y entrega de
manuales para una adecuada elaboracion de los quesos frescos, pese a ello algunos
productores no toman en cuenta las técnicas de elaboracion. Por lo tanto, el presente
estudio de investigacion pretende evaluar la carga microbiolégica de Escherichia coli,
Salmonella y Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales que se expenden

en el mercado central de San Pedro-Cusco.
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CAPITULO |

PROBLEMA OBJETO DE INVESTIGACION
A nivel de Cusco en el afo 2019 se registro el mayor numero de pacientes
afectados con 269 enfermos en un solo brote a causa de las ETA frente a otros
departamentos del Peru, siendo los principales patdgenos Salmonella sp.,
Escherichia coli, Clostridium spp., Staphylococcus aureus, Bacillus cereus y Vibrio
cholerae, considerados como agentes clasicos; y Listeria monocytogenes,

Campylobacter sp., y Yersinia sp. como bacterias emergentes (MINSA, 2019).

En la ciudad del Cusco - mercado central de San Pedro, el queso fresco
artesanal es preferido por el consumidor por los habitos de consumo existentes; sin
embargo, este derivado lacteo es elaborado de forma artesanal por pequefios
productores, quienes, en el proceso de elaboracién, transporte y expendio, no aplican
las buenas practicas de manufactura. Por lo cual ¢Los quesos frescos artesanales
que se expenden en el Mercado Central de San Pedro presentaran las bacterias de

E. coli, Salmonella y Staphylococcus aureus?

La E. coli es una de las principales causas del sindrome urémico hemolitico,
diarrea brusca con dolor abdominal, secrecién sanguinolenta y fiebre que
posteriormente puede provocar anemia o causar insuficiencia renal cronica (Parra,
2020). La Salmonella causa nauseas, vomitos, calambres abdominales, diarrea,
fiebre, escalofrios, dolor de cabeza, hemorragia en las heces, incluso algunas
variedades de la bacteria Salmonella provocan fiebre tifoidea, una enfermedad que
puede ser mortal y que es mas frecuente en los paises en desarrollo (Mayo Clinic,
2021). El Staphylococcus aureus causa nauseas, dolor abdominal, emesis, diarrea y

postracion y en los casos mas graves se puede presentar cefalea y choque (Zendejas
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et al., 2014). Estos microorganismos se encuentran en la polucidon que se genera por
la actividad humana, representando un peligro para el consumidor. Estos
microorganismos son patdégenos que afectan a la salud del consumidor,
representando un peligro para los mismos. A pesar de que se realizan diferentes
campanas de capacitacion y entrega de manuales para aplicar las buenas practicas
durante la manipulacion de los quesos frescos, algunos productores no toman en
cuenta las buenas practicas de manufactura. Por consiguiente, Escherichia coli,
Salmonella y Staphylococcus aureus pueden estar presentes en los quesos frescos
artesanales que se expenden en el mercado central de San Pedro — Cusco. Por tales
razones, los objetivos especificos de la presente investigacion fue determinar el
recuento de E. coli, Determinar la presencia o ausencia de Salmonella y determinar
el recuento de Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales que se

expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.
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CAPITULO I

OBJETIVO Y JUSTIFICACION
2.1 Objetivo general
Evaluar la carga microbiolégica de Escherichia coli, Salmonella y
Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales que se expenden en el

mercado central de San Pedro-Cusco.

2.1.1 Objetivos especificos
e Determinar el recuento de Escherichia coli, en quesos frescos artesanales que
se expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.
e Determinar la presencia o ausencia de Salmonella en quesos frescos
artesanales que se expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.
e Determinar el recuento de Staphylococcus aureus en quesos frescos

artesanales que se expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.



2.2 Justificacion

Los quesos frescos artesanales elaborados por pequeinos productores en las
diferentes zonas (Anta, Ayaviri, Chumbivilcas, Ocongate y otros), se expenden en los
diferentes mercados de la ciudad del Cusco, como en el mercado central de San
Pedro a un costo econdémico. Por otra parte, durante el proceso de elaboracion,
manipulacion, transporte y expendio este derivado puede ser contaminado por
patdgenos, asi como las bacterias (Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus

aureus).

Mediante la presente investigacion se determind el recuento de Escherichia
coli, ausencia de Salmonella y se determind recuento de Staphylococcus aureus en
quesos frescos artesanales que se expenden en el mercado central de San Pedro-
Cusco, con la finalidad de conocer la calidad microbiolégica de este derivado lacteo.
Asimismo, servira para aportar al conocimiento del consumidor final y permitira poner
en conocimiento de las entidades correspondientes que apoyan a este importante
sector econdmico, sobre la calidad del producto que se expende, con la finalidad de
mejorar los procesos mediante capacitaciones, entrega de manuales de buenas
practicas de manufactura, implementacién de proyectos que ayuden a mejorar las
capacidades de los productores en procesos tan importantes como la elaboracion del
queso. De tal forma se puede prevenir la contaminacién por patégenos como
Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus aureus y reducir las enfermedades
transmitidas por alimentos en humanos. Por las razones antes mencionadas se

realizd el presente trabajo de investigacion.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO
3.1. Antecedentes de la investigacion

3.1.1 Internacional
Segun Bullon & Silva (2021) la revision virtual a nivel mundial sobre la calidad
microbiolégica y prevalencia de patdgenos causantes de enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) en queso fresco artesanal pasteurizado y sin
pasteurizar, publicado dentro de 2000-2020. Los microorganismos patdégenos
mas comunes encontrados en los quesos frescos artesanales fueron L.
monocytogenes, E. coli y Salmonella spp. Demostraron una mayor prevalencia
de microorganismos patdgenos en el queso fresco artesanal sin pasteurizar a

comparacion de aquellos pasteurizados.

Merchan et al. (2019) para identificar los microorganismos comunmente
reportados causantes de las enfermedades trasmitidas por el queso fresco en
las Américas entre los afos 2007 a 2016, realizaron una busqueda virtual, en
el cual calcul6 una prevalencia de patégenos presentes en el queso fresco de
aproximadamente 43,71 % de Staphylococcus aureus, 18,51 % de Escherichia
coli. Los microorganismos identificados con frecuencia en las Américas son
Staphylococcus aureus 'y Salmonella spp, indicadores de incorrecta

manipulacion y de deficiente calidad sanitaria.

3.1.2 Nacional
Ccaso & Huallpa (2020) quienes realizaron el analisis Microbioldgico en
relacion a las condiciones higiénicas sanitarias de expendio de quesos frescos

comercializados en los mercados de la ciudad de Juliaca-2020, obtuvieron



recuentos promedios donde las muestras excedieron el limite establecido por
las NTP, el 96 % de las muestras presentan Staphylococcus aureus, 92 %
Escherichia coli, 91 %, coliformes y determinaron la ausencia de Listeria

monocytogenes en la mayoria de las muestras.

Carhuas et al. (2020) determinaron las caracteristicas sensoriales,
fisicoquimicas, microbiolégicas y condiciones de almacenamiento de las
muestras de queso fresco de origen nacional, expendido en mercados del
cercado de la ciudad de Ica, determinaron que los microorganismos de E. coli
y Salmonella aprobaron lo especificado por la Norma Técnica Sanitaria del

ministerio de salud. En su totalidad de las muestras.

Holguin (2019) tuvo como obijetivo determinar la Calidad bacterioldgica
de queso fresco artesanal comercializado en mercados del distrito de Trujillo -
La Libertad, Peru — 2019, encontrd que, los valores promedio en 75 muestras,
fueron de: E. coli 31.51 x 10 NMP/100 g, el recuento promedio de S. aureus
fue 8.02 x 102 UFC/g superando los limites permisibles. Demostré que el 100
% de las muestras analizadas superan los limites permisibles de la Norma
Técnica Sanitaria N°071 y por lo tanto no son aptas para el consumo humano

presentando un alto riesgo para el consumidor.

Vasquez et al. (2018) quien realizé la evaluacion de la calidad
bacteriolégica de quesos frescos en Cajamarca de acuerdo a la Norma
Sanitaria, reportdé los siguientes valores promedio de carga microbiana:
muestras positivas para Escherichia coli 33.3 %, Staphylococcus aureus

4.02x103 UFC/g y ausencia de Salmonella.



3.1.3 Regional

Vargas (2019) quien evalué las condiciones higiénicas sanitarias en la
manipulacion de alimentos por los expendedores del mercado central de San Pedro,
cusco - 2019, consider6 a 188 expendedores. Se observa un alto porcentaje de
contaminacion en el entorno 84.20 %, la conservacion 87.50 %, la higiene y limpieza
89.50 % no son adecuados, agua potable 91.4 %, fuentes desordenadas e

inoperativas 95.40 %, el aseo personal de los manipuladores no adecuado 96.70 %.

3.2 Bases teodricas

3.2.1 Queso

La palabra queso proviene del latin Caseus. Donde este es un producto
adquirido mediante la maduracion del cuajo de leche, posee peculiaridades propias
de acuerdo a los tipos de queso, origen y de qué manera se esta elaborando este

queso. Real Academia espafola (RAE, 2018).

Para (Alais, 1985), el queso es un derivado de la leche que fue adquirida
mediante la coagulacion y desuerado, es una forma de conservar la caseina y grasa

lactea.

Respecto a su origen y difusion, El queso es un alimento muy antiguo para el
hombre se originé hace 8 o 9 mil afios en el Oriente Medio en la regién sumeria
conocida como la media luna roja entre los rios Eufrates y Tigris en el que hoy es Irak,

y asi se expandio hasta el Occidente (Scott, 1986).

El queso se caracteriza por contener grasa, proteinas y otros componentes
lacteos, para obtener el queso se coagula la leche con la ayuda del acido lactico
producido por bacterias o por la incorporacién del cuajo del cuarto estomago de un

ternero donde este tiene enzimas que coagulan la leche (Kurlat, 2011).



El queso blanco o queso campesino, andino, es fresco y esta procesado de la
leche de vaca pasteurizada o cruda. Primeramente se filtra, luego calienta, se
incorpora los fermentos para el cuajado, se corta y se pone en moldes, se escurre el

suero, se prensa y finalmente se hace madurar de 3 a 7 dias (Vidal et al., 2020).

3.2.2 Tipos de queso
De acuerdo a (Kurlat, 2011), depende de la elaboracién de queso hay muchos
tipos de quesos y tenemos las siguientes clases:

e quesos frescos no madurados, como el queso blanco.

queso de pasta blanda, como el cuartirolo, portsalut o cremoso.

queso de pasta semidura como el queso criollo, mar de la plata o fontina.

queso de pasta dura como el reggianito o sardo.

quesos procesados o fundidos
Segun (Franklin et al., 2011) lo clasifican en:
a) Quesos frescos: Segun (Franklin et al., 2011) tiene un sabor suave, no
tiene corteza, su consistencia es untable a rebanable y debe ser refrigerado ya
que contiene humedad y una vida de anaquel corta. Se dividen en:
¢ Frescales: Panela, Canasto, Sierra, Ranchero, fresco, blanco,
enchilado y adobado, entre otros.
e De pasta cocida: Oaxaca, Asadero, Mozzarella, Morral y
Adobera, entre otros.
¢ Acidificados: Cottage, crema, doble crema, Petit Suisse y
Neufchatel, entre otros.
b) Quesos maduros: Segun (Franklin et al., 2011) no siempre requiere
refrigeracion, estan hechos con microorganismos de acuerdo a la humedad y

temperatura requerida para obtener cambios fisicos y bioquimicos del queso
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ya que de eso pende su vida de anaquel. Son semiduras o blandas, con o sin
corteza, pasta dura pueden tener ojos tipicos de fermentacion (agujeros) o
vetas coloreadas de los mohos empleados para su maduracion. Se dividen en:

o Madurados prensados de pasta dura: Afejo, Parmesano y
Grana Padano, entre otros.

o Madurados prensados: Segun (Franklin et al., 2011) Cheddar,
Chester, Chihuahua, Manchego, Brick, Edam, Gouda, Gruyere, Emmenthal,
Cheshire, Amsterdam, butterkase, Coulomiers, Ambo, Erom, Friese, Fynbo,
Havarti, harzerkase, Herrgardsost, Huskalsost, Leidse, Maribo, Norvergia,
Provolone, Port Salut, Romadur, Saint Paulin, Samsoe, Svecia, Tilsiter, Jack,
entre otros.

o De maduracién con mohos: Segun (Franklin et al., 2011) azul,
Cabrales, Camembert, Roquefort, Danablu, Limburger, Brie, entre otros.

c) Procesados: Segun (Franklin et al., 2011) a estos quesos procesados
se le agregan aditivos, sales fundente y otros ingredientes, esta intervenido
con un proceso térmico para que tenga larga vida de anaquel y pueden ser

para untar o fundidos.



3.2.3 Medidas higiénicas para la elaboracién del queso fresco

Figura 1.

Cloruro de calcio

38-39°C

Cuajo liquido 7 - 10 cc

20 — 30 min

10 min

70 -80 %

Agua potable 35° C

Sal 400-500¢g

Voltear 3 veces cada 20 min

5°C X 5 dias maximos

Diagrama de flujo de queso fresco
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Fuente: PRODAR (2014)
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a) Recepcidén: Se pesa la leche para ver la cantidad, luego se filtra con un
pano fino para obtener un queso libre de materia extrana (PRODAR, 2014).
b) Analisis: Se hace analisis de acido, donde la acidez de la leche debe
estar de 16° a 18°(grados Dornic), ademas se analiza contenido de grasa,
antibioticos, analisis sensorial (sabor, olor, color) (PRODAR, 2014).

c) Pasteurizacién: Se pasteuriza la leche a 65°C durante 30 minutos con
el fin de eliminar bacterias patdgenas que pueden causar enfermedades, para
elaborar un queso de buena calidad. Aqui debe agregarse cloruro de calcio en
una proporcion del 0.02-0.03 % en relacion a la leche que ingresa al proceso
(PRODAR, 2014).

d) Enfriamiento: Luego de pasteurizar se debe enfriar de 38-39 °C, con
agua fria corriente o utilizando sacos con hielo (PRODAR, 2014).

e) Adicion del cultivo lactico: Al pasteurizar la leche es necesario anadir
un 0.3 % de cultivo lactico (bacterias seleccionadas y reproducidas) (PRODAR,
2014).

f) del cuajo: Se adiciona cuajo liquido de 7 a 10 cc (centimetro cubico)
para 100 litros de leche, o 2 tabletas para 100 litros (segun las instrucciones
del fabricante). Se remueve la leche durante 1 minuto para su dilucion del cuajo
luego dejamos coagular, a una temperatura de 38-39 °C. durante 20 a 30
minutos (PRODAR, 2014).

g) Corte: Para el corte en cubos se utiliza la lira y para pequefias porciones
el cuchillo, se realiza el corte con el fin de realizar el desuerado. Esta operacién
de cortar y batir tiene una duracién de 10 minutos y dejamos por 5 minutos con

una acidez de 11 a 12 Dornic (PRODAR, 2014).



h) Desuerado: En este punto debemos separar el 70 y el 80% de suero de
la masa con la ayuda de un colador (PRODAR, 2014).

i) Lavado de la cuajada: consiste en lavar la cuajada con el fin de eliminar
residuos de suero y bloquear el desarrollo de microorganismos perjudiciales
para el queso. Por cada 100 litros de leche que entra para su elaboracion sale
35 litros de suero y se debe suplir con 30 litros de agua tibia de 35°C
(PRODAR, 2014).

i) Salado: Para 100 litros de leche de vaca se afade de 400 a 500 gramos
de sal fina Segun el gusto de los consumidores (PRODAR, 2014).

k) Moldeo: Se tapa con un pafo para rellenar con el cuajo haciendo una
presion para que el queso quede compactado luego se pasa a voltear cada 15
minutos luego se deja en reposo 3 horas para concluir se saca del molde y se
refrigera (PRODAR, 2014).

1) Pesado: Este procedimiento se desarrolla para ver el rendimiento, por
cada litro de leche, cuantos quesos se obtiene (PRODAR, 2014).

m) Empaque: Habitualmente se usa un empaque de plastico un material
que no admita el paso de la humedad (PRODAR, 2014).

n) Almacenado: Los quesos deben estar en refrigeracion durante 5 a 7
dias, ya que de esta mansera se mantienen fresco y al mismo tiempo se evita

la proliferacién de microorganismos (PRODAR, 2014).
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3.2.4 Elaboracion del queso artesanal

Figura2.  Diagrama de flujo de elaboracion de queso artesanal

ORDENO

4

30-90 min a T° ambiente CUAJADO

4

15-30 min  QUIEBRE Y PRESION CON LA CON LA MANO SOBRE LA CUAJADA

4

AMASAR Y AGREGAR SAL

4

PONER EN UN PANO CON MOLDE

4

PRENSAR PONIENDO UNA PIEDRA PESADA SOBRE EL MOLDE

4

OBTENCION DEL QUESO ARTESANAL

Fuente: Revilla (1982).

La mayoria de estos quesos estan elaboradas en fincas y se consumen frescas

en algunos casos son prensados para almacenar al menos dos meses y el proceso

de elaboracion en fincas es la siguiente:

a) Después del ordefio se deja reposar 2 a 3 horas para que se acidifique

y luego se pone leche entera en la quesera (Revilla, 1982).

b) Se cuaja la leche durante 30 a 90 minutos a temperatura ambiente

(Revilla, 1982).
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c) Con la mano se quiebra la cuajada y se hace presion suave sobre la
cuajada durante15 6 30 minutos (Revilla, 1982).

d) Sacar la cuajada del molde y amasar la cuajada para agregar sal
(Revilla, 1982).

e) Amasar bien antes de poner en un pafo con molde (Revilla, 1982).

f) Se prensa los quesos poniendo una piedra pesada sobre el molde de 2
a 3 dias (Revilla, 1982).

g) Este queso obtenido es de color blanco y duro y no se desmorona tiene
un sabor salado porque conteniente el 5 % o mas de sal y cada queso varia

segun el lugar de produccion (Revilla, 1982).

3.2.5 Composicién y rendimiento del queso

Composicion: Varia de un tipo a otro segun el contenido de agua y grasa
especialmente. Especialmente varia, porque contiene extracto seco total (EST) o
solidos totales (ST), estos pueden ser desde 25 hasta 75 %, y su contenido de materia
grasa con base en ST, la cual varia de 40 a 50 % en quesos producidos con leche

entera 3.30 a 3.50 % de grasa (Revilla, 1982)

a) La parte no grasa del queso: Esta compuesto por materias nitrogenadas en
un 85 a 91 %. y lo demas constituye las sales y los productos procedentes de
la lactosa. en La materia nitrogenada la caseina es lo mas importante, donde
es degradada y se hace parcialmente soluble durante la maduracién (Revilla,
1982).

b) La lactosa: Durante los primeros 10 dias la lactosa es transformada en acido
lactico, después el acido se ausenta, casi completamente, en los quesos muy

maduros (Revilla, 1982).
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c) Las sales minerales: Las sales minerales se determina como cenizas donde
varian de 0.90 a 2.60 % del queso (Revilla, 1982).
Podemos decir que en la composicion nutricional del queso resalta su aporte

proteico, tiene buena calidad, ademas contiene calcio, potasio y vitamina D, con

variables cantidades de grasa (Gottau, 2018).

Tabla 1. Analisis de composicion en 100 g de queso fresco.

Calorias Proteinas Grasas Colesterol Calcio Potasio Sodio VitaminaD

(Keal) (9) (9 (mg) (mg) (mg)  (mg) (UG)
200 14,03 14,9 14,5 1905 200 294 0

Fuente: Gottau (2018)

Rendimiento: Se puede indicar que el rendimiento del queso varia al tipo de
queso que se requiere obtener y también depende mucho de la composicién de la
leche con la que va a obtener el queso. Por ejemplo, el rendimiento de la leche en
quesos duros esta entre 8 y 14 % y en quesos frescos y blandos entre 12 y 18%
podemos calcular mediante el porcentaje de grasa y caseina de la leche (Revilla,

1982).

Segun (Arenas, 2019) el rendimiento que ha obtenido en Huamanruro — Puno,

es 1 kilo de queso por 8 litros de leche.

Segun (Juarez et al., 2011) el rendimiento que obtuvo con 10 litros de leche

semidescremada o entera fue de 3 libras de queso fresco, en promedio.

3.2.6 Beneficios microbiolégicos asociados al queso fresco
a) Bacterias acido-lacticas
En la elaboracion del queso, los cultivos lacticos son microorganismos muy

importantes para su elaboracion del queso y pertenecen a los géneros Lactobacillus
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spp Gram-positivas, forma bacilo., Leuconostoc spp. y Lactococcus spp. (Sanz,
2021).

Lactobacillus spp. Es de género Gram-positivas su forma es de bacilo.

Leuconostoc sp. Es de género Gram-positivas y tiene forma de coco y forman
cadenas.

Lactococcus sp. Es un género de bacterias Gram-positivas con forma de coco
aparecen agrupados por pares o realizan cadenas cortas. Los microorganismos
descritos no son esporulados pero si son anaerobios facultativos, donde se realizan
la fermentacion lactica a partir de la leche dando lugar a la elaboracién de queso. Por
eso, utilizamos para estos cultivos iniciadores en la produccion de queso (Sanz,
2021).

e Apoya con su accion de enzimas proteoliticos sobre las micelas de caseina
para la formacion del cuajo.

e Afecta a la actividad de la plasmina, una proteasa alcalina de la leche que se
vuelve inestable cuando el pH se vuelve acido.

e Inicia la sinéresis del cuajo, para la separacion y eliminacidén del suero de la
leche.

¢ Induce la solubilizacién del calcio y el fosfato, desestabilizando las micelas de
caseina y afectando a la textura del queso.

e Ayuda al queso a retener la sal, afecta el sabor y la sinéresis de las enzimas e
obstruye el crecimiento microbiano en el queso.

e Ayuda al queso en su vida util, segun la accion de agua y pH.

e Impide el desarrollo de microorganismos patégenos y destructivos por la

acidificacion del medio y a la accion de las bacteriocinas.
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e Debido al metabolismo del acido lactico, las propiedades organolépticas del

queso se ven afectadas (Sanz, 2021).

b) Streptococcus Thermophilus

Es de origen exopolisacaridos y termofilica e incrementa las propiedades
reoldgicas del queso, esta bacteria apoya en la retencion de agua para mejorar el
rendimiento (Sanz, 2021).

c) Propionibacterium spp.

Este acido ayuda a conservar el queso, también evita la proliferacion de
hongos dando caracteristicas aromaticas al queso, es capaz de metabolizar el acido
lactico formando por las bacterias acido-lacticas para producir acido propionico, acido
acético y CO2 (Sanz, 2021).

d) Mucor spp., Rizhopus spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.

En algunos quesos mejoran las propiedades organolépticas y son
responsables de reacciones de protedlisis y lipdlisis, como el metabolismo del lactato
durante la maduracion del queso, reduciendo la acidez del cuajo y produciendo
compuestos quimicos que suministran el aroma, la textura y el aspecto de
determinados tipos de quesos (Sanz, 2021).

3.2.7 Microorganismos patdégenos y alterantes que pueden colonizar el queso
a) Pseudomonas spp. y otros microorganismos psicrotrofos

Tienen enzimas lipasas y proteasas muy estables, la caseina es degradada
por su actividad proteolitica y dan lugar a péptidos donde estos producen un sabor
amargo. Por otro lado, es capaz de disgregar los lipidos y dan lugar a los acidos
grasos donde ayudan en el su actividad lipolitica es capaz de desintegrar los lipidos
dando lugar a acidos grasos que contribuyen al mejorar sabores desagradables

(Sanz, 2021).
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b) Coliformes

Produce hinchazén prematura en un tiempo de 24 a 48 horas luego de la
produccion y salado del queso. Estos microorganismos pueden resultar por falta de
higiene en la leche cruda, materiales sucios asi como: tuberias, tanques, equipos.
Esta bacteria Metaboliza la glucosa originando acido lactico, acido acético, etanol,
CO2y H2 (Sanz, 2021).

c) Clostridium spp

Causan una hinchazon tardia metabolizando acido lactico para dar lugar al
acido butirico, acido acético, CO2 y H2 todo ello da lugar a rajaduras cambios en sus
caracteristicas organolépticas y agujeros en el queso (Sanz, 2021).

d) Listeria spp.

El queso elaborado de leche cruda da lugar a esta bacteria produciendo
listeriosis, zoonosis rara y muy grave donde afecta al consumidor como a personas
inmunocomprometidas, a nifios, embarazadas y personas adultas. Incluye especies
patdgenas como Listeria monocytogenes (Sanz, 2021).

e) Levaduras

Las levaduras normalmente se originan en la salmuera originando una
fermentacion alcohdlica, hinchazén del envase del queso. Donde se metaboliza la
lactosa y se produce etanol, acido acético y CO2 (Sanz, 2021).

f) Bacteriéfagos

Es un virus e infecta a una bacteria especifica, provocando una lisis para que

no disminuya el pH en consecuencia la leche no se fermenta (Sanz, 2021).
g) Mucor spp., Penicillium spp., Aspergillus spp.
Aspergillus sp. Aparecen quesos curados causan cambios en las

caracteristicas organolépticas asi como sabores amargos colores extrafios, su
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ambiente favorable es la humedad puede estar en aguas estancadas, salas de
maduracién, o en la condensacién de vapor de paredes y techos. El género
Penicillium spp., produce xerosporas, que son esporas hidrofébicas y, por ello, las
corrientes de aire favorecen su diseminacion (Sanz, 2021).
3.2.8 Coliformes

Son especies bacterianas que tienen indicadores de contaminacion en los
alimentos y agua, Significa el tipo Escherichia coli, en referencia a la bacteria principal
de esta flora, Escherichia coli, fue descubierta por el bacteridlogo aleman Theodor
von Escherich en 1860 y von Escherich la denominé Escherichia coli ("bacteria del

intestino", del griego koAov, kolon, "intestino") (Castro, 2007).

Tabla 2. Clasificacion cientifica

Reino: Bacteria

Filo: Proteobacteria
Clase: Gamma Proteobacteria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Entebacteriaceae
Géneros e FEscherichia

o Kilebsiella

e FEnterobacter

o Citrobacter
Fuente: Castro (2007)

a) Caracteres bioquimicos de coliforme

Segun Castro (2007) el grupo coliforme agrupa a todas las bacterias entéricas

que tienen caracteristicas segun estas propiedades bioquimicas.

e Aerobias o anaerobias facultativas

e bacilos Gram negativos

e Oxidasa negativos

e No ser espordgenas

e Fermentar la lactosa a 35 °C en 48 horas, produciendo acido lactico y gas.
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b) Habitat del grupo coliforme

Su habitad de esta bacteria son animales de sangre caliente los homeotermos
donde también estamos incluidos, también lo encontramos en la naturaleza se origina
en las heces de humanos y animales 6sea de origen fecal. También existe coliformes

de vida libre (Castro, 2007).

c) Los coliformes como indicadores

Las heces de animales y humanos o el origen fecal es un indicador clave para
determinar presencia de coliforme. El grupo coliformes ha sido divido en dos grupos:

coliformes totales y coliformes fecales (Castro, 2007).

e Coliformes totales: Se refiere a la totalidad del grupo coliforme, y se utiliza
para evaluar la calidad de la leche pasteurizada y podemos encontrarlos en el
aire el agua, el suelo y alimentos (Castro, 2007).

e Coliformes fecales,

Esta bacteria integra el grupo de los coliformes totales, son termotolerantes y
se diferencian cuando son indol positivo, su temperatura 6ptima para su desarrollo es
muy amplio (hasta 45 °C) y son la clave para ver los indicadores de higiene en los
alimentos y el agua. La presencia de esta bacteria es un indicador de contaminacién
fecal de origen humano o animal, ya que las heces contienen coliformes
termotolerantes que estan presentes en la microbiota intestinal, siendo E. coli la mas

representativa, con un 90-100 % (Larrea et al., 2013).

d) Bacterias que integran el grupo coliforme

Segun Castro (Castro, 2007) el grupo coliforme esta formado por los siguientes

géneros.

. Escherichia coli
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° Klebsiella
° Enterobacter

J Citrobacter
No todos los autores incluyen al género Citrobacter dentro del grupo coliforme.

3.2.9 Escherichia coli
Esta bacteria habita en el tracto gastrointestinal tanto de animales como de

humanos y puede estar en ambientes contaminados con heces (Lobos et al., 2021).

Segun Parra (Parra, 2020) en cuanto a la toxina que este microorganismo

produce puede ser muy variado, existe 5 tipos o clones de E. coli:

v Enteropatdégena. — Causa diarrea secretora, asociado a la fiebre si no
se controla conduce a la deshidratacion y luego la muerte (Parra, 2020).

v Enterotoxigénica. — Causa de 8 a 12 evacuaciones al dia por un
periodo de 4 a 5 dias y causa la llamada diarrea del viajero (Parra, 2020).

v Enteroagregativa. — Causa cuadros de diarreas persistente s que duran
mas de14 dias y estan acompanadas de moco y sangre también puede
presentar fiebre en bajo grado (Parra, 2020).

v Enteroinvaciva. — Puede producir evacuacién en poca cantidad
acompanado de moco y sangre dolor abdominal tipo cdlico y fiebre (Parra,
2020).

v Enterohemorragica.- podemos describir a una de las Escherichiacolis
mas peligrosas en nuestro organismo hablamos de la 0157H7 ES Un patégeno
entérico y principal causante del sindrome urémico hemolitico causa diarrea
brusca con dolor abdominal y descarga hemorragica que posteriormente

puede llevar a una anemia o a causar insuficiencia renal cronica. (Parra, 2020).
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v' Escherichia coli 0157 se descubrié por primera vez como patégeno humano
en 1982. E. Coli O157 Lo encontramos en las heces de los animales sanos
donde la transmision a humanos es a través del agua o alimentos
contaminados con residuos fecales o por contacto directo con personas o
animales contagiados. La infeccion humana puede ser asintomatica o con
diarrea no sanguinolenta, sindrome urémico hemolitico, colitis hemorragica y
muerte. E. coli O157 las personas también puede contagiarse por consumir
carnes molidas semi cocidas, jugos y leche sin pasteurizar y por no lavarse las

manos (Mead & Griffin, 1998).

3.2.9.1. Medio de cultivo para Escherichia coli

Las Placas Petrifilm para el Recuento de E.coli / Coliformes (Placa Petrifilm,
EC) contienen nutrientes de Bilis Rojo-Violeta (VRB), es un agente gelificante que es
disoluble en agua fria, un indicador de actividad de la glucoronidasa y también facilita
enumerar las colonias. Se vio en mayor cantidad de E. coli (en un 97%) causa beta-
glucoronidasa, y al mismo tiempo produce una precipitacion azul asociada a la
colonia. La parte superior tiene la funcion de atrapar gas producido por E. coli y
coliformes que son los fermentadores de lactosa. El 95% de las bacterias de E. coli
producen gas, donde se representa por colonias de color entre azules y rojo-azules
conjuntamente con el gas atrapado en la Placa Petrifim EC (dentro del diametro
aproximado de una colonia) El tiempo para incubar y temperatura para E. coli: es de

48 h+2ha35°Cx1oC (Placas Petrifiim, 2006).

3.2.10 Salmonella

Este género pertenece a la familia Enterobacteriaceae, tienen forma de bacilos
y son Gram negativos, de 0,7-1,5 x 2-5 ym, anaerobios facultativos, no forman de
esporas, habitualmente se movilizan a través de sus flagelos peritricos (excepto S.
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gallinarum). Fermentan glucosa, maltosa y manitol, pero no fermentan lactosa ni
sacarosa. Son generalmente catalasa positiva, oxidasa negativa y reducen nitratos a

nitritos (ANMAT et al., 2011).

Se encuentra en los intestinos de animales de sangre caliente sanos, el
indicador de contaminacion son los residuos fecales presentes en el alimento o agua,
este patdgeno se multiplica rapidamente y es causa por el cual un alimento con esta

bacteria causa una infeccidén gastrointestinal, la "Salmonelosis" (Alfaro, 2018).

En la actualidad se habla de dos Salmonellas solamente: S. bongori y S.
entérica. La especie Salmonella entérica contiene las subespecies: Salmonella
entérica sub sp. entérica (1), Salmonella entérica sub sp. salamae (ll), Salmonella
entérica sub sp. arizonae (llla), Salmonella entérica sub sp. diarizonae (llIb),
Salmonella entérica sub sp. houtenae (IV) y Salmonella entérica sub sp. indica (VI),
mientras que la especie S. bongori (V) no posee subespecies asociadas, siendo esta
originalmente clasificada como subespecie de S. entérica, y por eso mantiene la

denominacién "V" (Alfaro, 2018).

3.2.10.1. Clasificacion y taxonomia de Salmonella
Desde el punto de vista epidemiolégico Salmonella sp. se puede clasificar en

tres grupos (Caffer & Terragno 2001).

¢ No tienen preferencia por ningun hospedero en especial e infectan a los
animales y al hombre en este grupo se encuentran la mayoria de las
serovariedades responsables de las salmonelosis (Caffer & Terragno
2001).

e Salmonella typhi, Salmonella paratyphi A y Salmonella paratyphi C

infectan solamente al hombre y se contagian en forma directamente o
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indirectamente, puede ser de una persona a otra (Caffer & Terragno
2001).

o Este tipo de Salmonella requiere de un hospedero especialmente de los
animales asi como: S. abortusovis, infecta a ovinos; S. abortusequi,
infecta equinos y S. gallinarum, infecta directamente a las aves. Estos
cuantiosos serotipos de Salmonellas presentan distintas patogeneicidad
y virulencia y se clasifican de acuerdo a su adaptacién en el hospedador

como indica en el cuadro (Caffer & Terragno 2001).

Tabla 3. Serotipos de Salmonella sp. adaptados segun la especie
Humano Animales Varias especies
S typhi Aves: S. pullorum y S. S. enteritidis
gallinarum
S. paratyphi A, B y C  Vacuno: S. dublin S. typhimurium
S. sendai

Ovino: S. abortusovis
Equino: S. abortus equi
Cerdo: S. cholerasuis

Fuente: Caffer & Terragno (2001).

3.2.10.2 Condiciones de vida de la Salmonella
La Salmonella no soporta temperaturas de 70 °C o superior empieza a morir,
pero las condiciones apropiadas para su desarrollo es de <7 °C enun pH de 3,8 y

una actividad acuosa de 0,94 (Alfaro, 2018).

Tabla 4. Parametro de vida de Salmonella sp.
Parametro Minimo Optimo Maximo
Temperatura 2-4 °C 35-37 °C 54 °C
pH 4 6,5-7,5 9
NaCl 0,4% 0 4
Actividad acuosa 0,94 0,99 0,99

Fuente: Alfaro (2018)
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3.2.10.3 Epidemiologia de Salmonella

Se considera como una zoonosis 0 sea se puede transmitir de los animales al
hombre, sin embargo el foco de infeccidn se encuentra en el intestino de los animales,
mas que todo en las aves de granja y también animales estabulados, algunos autores
también indican que se dan por los animales salvajes, en la diseminacion de este

microorganismo en el medio ambiente (Goope & Jose, 2014).

3.2.10.4 Transmision de Salmonella

La S. typhi y la S. paratyphi colonizan Unicamente a los humanos, donde el
contagio de da de un hombre infectado a otro asi como la fiebre tifoidea donde se ve
con mayor frecuencia en los paises en desarrollo, manejo inapropiado de desechos
existe un rapido crecimiento de la poblacion, aumento de la urbanizacion, y fuentes
de agua potable en mal estado. La Salmonella no-typhi se da por consumir alimentos

de origen animal con estos microorganismos (Alfaro, 2018).

El ciclo de transmision de Salmonella se puede observar en esta figura.

Alimentos
de consumo < Aguas de cursos
animal naturales, Efluentes,
/ Aguas servidas
A

Reservorio
en animales
silvestres

Alimento

Plantas
faenadoras

v Personas
Animales

domésticos
de consumo
(aves, ganado)

Animales Personas
de compafiia portadoras

Fuente: Alfaro (2018)
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La transmision depende de una serie de factores predisponentes que se ven

en el ambito gastrointestinal y sistémico (Alfaro, 2018).

e Gastrointestinales: Segun Alfaro (2018) aclorhidria, uso previo de
antibidticos y medicamentos que disminuyen la motilidad (Ejemplo:
Anticolinérgicos).

e Sistémicos: SIDA, Linfomas, Anemias hemoliticas (sobrecarga de
hierro), uso de corticoides, Schistozomiasis, lupus eritematoso
sistémico, trasplante de 6rganos y deficiencia congénita de interferén y

de interleucina 12 o sus receptores (Alfaro, 2018).

3.2.10.5 Diagnéstico de la Salmonelosis

Se pude diagnosticar viendo estas causas en un paciente: Diarrea, Fiebre,
Escalofrios, Vémitos, Nauseas, Dolor de cabeza, Calambres abdominales, Sangre en
las heces Algunas variedades de la bacteria Salmonella provocan fiebre tifoidea,
donde esta enfermedad puede ser mortal y lo vemos con mas frecuencia en paises

de desarrollo (Mayo Clinic, 2021).

Los sintomas se ven entre 6 a 72 horas luego de consumir un alimento
contaminado con la bacteria y dura de 5 a 7 dias y la mayor parte de los infectados
no necesitan tratamiento, pasado el tiempo de duracion se mejoran poco a poco

(Parra et al., 2002).

3.2.10.6 Cultivos de Salmonella

Existen muchos métodos para aislar Salmonella sp. que son de uso universal.
El establecimiento progresivo de programas para la garantia externa de la calidad ha
impulsado la utilizacion creciente de meétodos estandar, como la norma ISO

6579:2002; que se establecio para los alimentos y los forrajes. Lo esencial del método
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estandar es el pre-enriquecimiento en agua de peptona tamponada, el
enriquecimiento en caldo tetrationato y la adicién de 10 ml de caldo selenito — cistina

(OIE, 2008).

Medios selectivos de Salmonella: El sistema 3M™ Petriflm™ Salmonella
Express (SALX) es una prueba cualitativa contiene agentes selectivos para poder
detectar patdgenos donde la deteccion es mas rapida y se puede confirmar con una
prueba bioquimica de Salmonella en muestras enriquecidas de alimentos y ambientes
de plantas de alimentos. A una temperatura de 41.5°C durante 24 horas (3M

Company, 2014).

3.2.11 Staphylococcus aureus

Son células esféricas en forma de esfera son Gram positivas y estan
distribuidas en grupos irregulares a manera de racimos de uva; Tiene un diametro
cerca de un micrén, es un microorganismo inmévil y no esporulan. Si se ve
Staphylococcus aureus en alimentos podemos ver un indicador de contaminacion a
partes de la piel, boca y fosas nasales de los que manipularon el alimento y falta de
higiene en los materiales y equipos que utilizaron. Estos microorganismos crecen
normalmente en medios bacteriolégicos en condiciones aerobias, producen catalasa,
fermentan muchos carbohidratos con lentitud y producen &acido lactico, pero no
producen gas. Se desarrolla rapido a 37 °C, pero forman su pigmentacion mejor a
temperatura ambiental, de 20 a 25 °C; tiene colonias de color gris a amarillo dorado
intenso. Se identificd varios tipos serologicos que se denominan A, B, C,D,E,F, Gy
H. Esta bacteria no cambia el olor ni el sabor de un alimento. Las toxinas son
termoestables pueden soportar hasta una hora a 100 °C; se ven poco afectadas por
la deshidratacion y las radiaciones gamma. En general, los tipos que mas resisten
son la Ay la B. La enterotoxina A es la que se agrupa mas con brotes de intoxicacion

25



alimentaria, por lo tanto las toxinas resisten, a pesar de que la bacteria ha muerto
durante la elaboracion del alimento. Para prevenir las bacterias tiene que haber
higiene personal de los que manipulan los alimentos y al mismo tiempo la
temperatura. La temperatura 6ptima para almacenar debe ser menor a 6,6 °C o
superior a 60 °C, cuando se dejan en una tabla de vapor de agua para ser consumidos

(Kopper et al., 2009).

Staphylococcus aureus Se encuentra diseminado en el ambiente y tiene
caracteristicas especificos de virulencia y resistencia contra antibiéticos, donde puede
presentar graves problemas de salud en el hombre, causa muchas enfermedades
infecciosas principalmente por las cepas de S. aureus, donde son muy resistentes a
la meticilina (MRSA) y otros antibiéticos donde antes eran eficaces contra el

tratamiento de las infecciones (Zendejas et al., 2014).

3.2.11.1 Familia Staphylococcaceae

Staphylococcus aureus pertenece a la familia Staphylococcaceae. Afecta
especialmente a los mamiferos, incluido al hombre. Ademas, S. aureus se puede
contagiar facilmente de una especie a otra. Quiere decir la transmisiéon puede ser

entre animales y humanos (Mandal, 2019).

3.2.11.2 Intoxicacion alimentaria por Staphylococcus aureus
La intoxicacién alimentaria por estafilococos se produce por consumir comidas
contaminadas donde contenian toxinas de tipo de Staphylococcus causando vémitos

y diarrea (Boyce, 2019).

También se puede contagiar una persona mediante gotitas de aire o aerosol

del medio ambiente, Esto ocurre cuando una persona infectada empieza a estornudar
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y toser, libera muchas gotitas de saliva que se mantienen suspendidas en el ambiente.

(Mandal, 2019)

3.2.11.3 Sintomas

La intoxicacion alimentaria por estafilococos se da de un momento a otro con
muchos vomitos y nauseas fuertes en un tiempo de 2 a 8 horas después de haber
consumido un alimento contaminado. Otros sintomas particulares son dolores
abdominales, dolor de cabeza, diarrea y fiebre. Todo ello puede causar la

deshidratacion y bajar la presion arterial (Boyce, 2019).

Esta bacteria puede ser mortal, en personas adultas, nifios 0 personas con

enfermedades prolongadas (Boyce, 2019).

3.2.11.4 Medios de cultivo y analisis microbiolégico para Staphylococcus
aureus
Una opcion son las Placas Petrifilm Staph Express que sirven para el recuento
de Staphylococcus aureus, es un medio de cultivo para su uso inmediato, contiene un
agente gelificante soluble en agua fria. EI medio modificado cromogénico Baird-
Parker en la placa, es selectivo y diferencial para el Staphylococcus aureus. Si se
observa colonias rojo-violetas en la placa son S. aureus, su incubacién es de 24 h +

2ha35°C+1°C0637°C<+1°C (3M, 2017).

También se pueden usar otras pruebas bioquimicas. Esta identificacion se
fundamenta en las enzimas y las toxinas y produce microorganismos. Que son Baird-
Parker, agar salado manitol, agar estafilococos N° 110, agar DNAs (Zendejas et al.,

2014)

o Agar Salado Manitol. Es utilizado para el aislamiento selectivo de

Staphylococcus aureus. El agar sal manitol tiene una concentracion de cloruro
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sédico de 7.5%, es un agente activo del medio e inhibe parcial o total a las
bacterias diferentes de los estafilococos. Los estafilococos coagulasa (+)
(Staphylococcus aureus) tienen colonias de color amarillo y un medio
circundante de color amarillo, mientras que los estafilococos negativos a la
coagulasa producen colonias de color rojo y no generan cambios en el color

del indicador rojo fenol (Zendejas et al., 2014).

3.2.12 Peligros microbiolégicos, quimicos y fisicos para el consumidor de
queso fresco artesanal

a) Peligros microbioldgicos

Existen microorganismos benéficos para fermentar lacteos, también existen
microrganismos que descomponen los alimentos y ultimamente tenemos a los
microrganismos patdgenos que ocasionan enfermedades (Lobos & Pavez, 2021).

b) Peligros quimicos

Podemos encontrar estos peligros en varios productos como productos de las

veterinarias, residuos durante la limpieza, agroquimicos en la alimentacion del ganado

y puedan contaminar la leche para evitar debemos (FAO, 2003).

e Llevar registros de su existencia y utilizacion.

e En el caso de farmacos respetar dosis de aplicaciéon y periodos de
carencia, fechas de vencimiento.

e Guardar productos en sitio separado a las materias primas del queso
Segun la (FAO, 2003).

c) Peligros fisicos

Pueden contaminar la materia prima o sea la leche o nuestro producto final que

seria el queso, pueden ser organicos O inorganicos también podemos
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encontrar estos peligros en restos de material de limpieza o durante la

elaboracién de los quesos (Lobos et al., 2021).

Para evitar contaminacion debemos tener en cuenta la limpieza desde el
ordeno, todo el proceso de elaboracion y su distribucion al consumidor (Lobos &

Pavez, 2021).

3.2.13 Enfermedades transmitidas por alimentos ETA

Las ETA es causada por consumir alimentos contaminados con
microorganismos patogenos, como Salmonella, E. coli, Staphylococcus aureus
Shigella, el virus de la hepatitis A, Trichinella spirallis y otros. Las ETA principalmente
son causadas por alimentos de origen animal. En los afios de 1973 y 1987 en los
Estados Unidos de América (EUA), el 48% de los productos involucrados eran carne
de bovino, huevo, carne de porcino, carne de aves, mariscos y productos lacteos.
Organizacion panamericana de la Salud y Organizacién Mundial de la Salud (OPS &

OMS, 2003).

3.2.14 Buenas practicas de manufactura

Las buenas practicas de manufactura es un requisito para la parte
agroalimentaria para que el alimento sea inocuo, sano, saludable un alimento de
calidad, para lograr un alimento de calidad cada productor industrial y manipuladores
de alimento deben tener en cuenta la correcta elaboracion y manipulacion con el
alimento. Para que esto se cumpla existen requisitos y leyes que son basicos para
manipular los alimentos y aplicar las BPM asi obtener alimentos inocuos o de calidad

(Aleu et al., 2018).
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3.2.15 Criterios microbiolégicos segun el Ministerio de Salud

El ministerio de salud nos da sus criterios microbiolégicos para alimentos vy
bebidas, esto con el fin de cumplir en su totalidad estos criterios de acuerdo al grupo
0 sub grupo y asi un alimento sea considerado apto o no apto para el consumidor

(Ministerio de Salud, 2008).

Tabla 5. Criterios microbiolégicos para quesos no madurados
Agente microbiano Categoria Clase n C Limite porg
m M
Staphylococcus aureus 7 3 5 2 10 10 2
Escherichia coli 5 1 3 10
Salmonella sp. 10 5 0 Ausencia/25
g

Fuente: MINSA (2008)

Leyenda

“Categoria: Grado de riesgo que presentan los microorganismos en relacion
a las condiciones previsibles de manipulacién y consumo del alimento” (MINSA,

2008).

“n (minuscula): Numero de unidades de muestra seleccionadas al azar de un
lote, que se analizan para satisfacer los requerimientos de un determinado plan de

muestreo (MINSA, 2008).

“c” Numero maximo permitido de unidades de muestra rechazables en un plan
de muestreo de 2 clases o numero maximo de unidades de muestra que pueden
contener un numero de microorganismos comprendidos entre “m” y “M” en un plan de
muestreo de 3 clases. Cuando se detecte un numero de unidades de muestra mayor

a “c” se rechaza el lote (MINSA, 2008).
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‘m (minuscula): Limite microbiolégico que separa la calidad aceptable de la
rechazable. En general, un valor igual o menor a “m”, representa un producto
aceptable y los valores superiores a “m” indican lotes aceptables o inaceptables

(MINSA, 2008).

“‘M (mayusculas): Los valores de recuentos microbianos superiores a “M” son

inaceptables, el alimento representa un riesgo para la salud” (MINSA, 2008).
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CAPITULO IV

METODO Y DISENO DE LA INVESTIGACION
4.1. Ubicacién espacial y temporal de la investigacion

4.1.1 Ambito de Investigacion
El presente trabajo de investigacion se realizd en el mercado central de San Pedro,

distrito Cusco, regién Cusco.

Figura3.  Ubicacion del mercado Central de San Pedro en el mapa google Earth

Fuente: (Google Earth Pro, 2021), Fecha:8/11/2021

Coordenadas: -13°31'15.46", -71°58'57.60" (Google Earth Pro, 2021)
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4.1.2 Ubicacion politica

e Pais : Peru

e Region : Cusco

e Provincia ; Cusco

e Distrito ; Cusco

e Localidad : Mercado central de San Pedro — Cusco

4.1.3 Ubicacién geografica

e Latitud sur : 13°31'15.46"
¢ Longitud oeste : 71°58'57.60"
e Elevacion : 3415 msnm

Fuente: (Google Earth Pro, 2021)

4.2. Tipo de investigacion
La investigacidn es basica, descriptivo, no experimental y transversal, debido
a que las variables del estudio se midieron una sola vez y con esa informacion se

realizé el andlisis. La medicion y el analisis fue cualitativo y cuantitativo.

4.3. Equipos y materiales
4.3.1 Poblacién

La poblacion estuvo conformado por 20 moldes de queso fresco artesanal, que
se muestrearon al azar en los diferentes puestos del mercado central de San Pedro

— Cusco.

4.3.2. Muestra
Durante la evaluacién microbiolégica en laboratorio las muestras fueron: Para

determinar el recuento de E. coli se utilizd 10 g de queso fresco artesanal por cada
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muestra, para determinar presencia o ausencia de Salmonella se utilizé 25 g de queso
fresco artesanal por cada muestra y para determinar el recuento de Staphylococcus

aureus se utilizoé 10 g de queso fresco artesanal por cada muestra.

4.3.3. Equipos de laboratorio
e Cabina de flujo laminar (Biobase)
e Autoclave (Prestige medical)
¢ Incubadora (Memmert)
e Balanza de precision (Kern, Ninbus)
e Contador de colonia (Shuett biotec)
e Microscopio (Leica)
e Refrigeradora (LG)

e Medidor de pH (Metrohm)

Agitador Vértex - genie

4.3.4. Materiales de laboratorio
e Placas Petrifilm™ para recuento de E. coli/Coliformes

e 3M™ Placas Petriflm™ Staph Express para recuento de
Staphylococcus aureus

e 3M™ Agua de peptona Buferada ISO 500 g.

e Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

e 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella 500 g

e 3M™ Suplemento para Enriquecimiento base para Salmonella frasco 1
g

e Difusor 3M™ Petrifilm™ para cada bacteria

e Agua destilada
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Asa desechable de 10 uL (3 mm de diametro)
Matraz de Erlenmeyer de 1000 ml, 500 ml y 250 ml
Pipeta electronica graduada de10 mi
Micropipeta electrénica con punta desechable de 1 mi
Tubos de ensayo de 150 x 16 (23 ml)
Probeta 250 ml
Porta objeto
Cubre objeto
Aceite de inmersion
Alcohol 96°
Algodon
Pabilo
Cristal violeta
Azul de metileno
Papel toalla
Mechero bunsen
Gradillas
Piseta
Vaso precipitado de 50 ml
Papel kraff
Algodon
Tenedor y cuchillo de plastico paquete de 100
Mandil
Guantes desechables
Barbijo
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e Gorros desechables de laboratorio
e Muestra de queso

e Bolsas tipo ziploc

4.3.5 Materiales de escritorio
e Boligrafo
e Cuaderno de anotes
e Papelbond A4
e Laptop
e Impresora
e Camara fotografica

e Marcador indeleble

4.4. Metodologia

4.4.1 Método de toma de muestras de quesos frescos artesanales

Las muestras de quesos frescos artesanales, se tomaron en el mercado central
de San Pedro Cusco, donde se realizé la compra de un molde de queso al azar por
cada puesto. Dichas muestras se colocaron en bolsas tipo ziploc de primer uso
debidamente rotulados, Seguidamente las muestras se llevaron al laboratorio
institucional de investigacion de Sanidad Animal “M.V. Atilio Pacheco Pacheco”, de la
Escuela Profesional de Zootecnia - Facultad de Agronomia y Zootecnia de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, para su respectiva evaluacion

microbiologica.

4.4.2 Método de laboratorio
4.4.2.1 Preparaciéon de materiales

e Se inici6 con la desinfeccion de los equipos y toda el area a trabajar.
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e Se realizé el lavado de los materiales de vidrio (tubos de ensayo, matraz
Erlenmeyer, probeta graduada, pipeta graduada) con agua destilada; y se
esterilizé en autoclave a 121°C por 15 minutos.

e Se esterilizdé con rayos UV en la cabina de flujo laminar por media hora todos
los materiales de plastico, equipos, marcadores, gradillas, papel toalla, pipetas

desechables de 1ml y mechero.

4.4.2.2 Metodologia para determinar el recuento de Escherichia coli, en quesos
frescos artesanales, segin el método reconocido por la AOAC ™
internacional como método oficial de analisis de las Placas 3M™

Petrifilm™

4.4.2.2.1 Fundamento de las Placas Petrifilm para el Recuento de E. Coli /
Coliformes

La parte donde se desarrollan los microorganismos esta hecha de una pelicula
intermedia de espuma y en la parte de arriba se completa con otra lamina de
polipropileno que tiene gel soluble en agua fria y tricloruro de trifenil tetrazolio (TTC)
que trabaja como indicador redox cambiando de color cuando pasa de su forma
oxidada a reducida o viceversa, asimismo esta elaborada con una lamina de papel
impreso con cuadros y cubierto de polipropileno, contiene nutrientes del medio VRBG
agar utilizado para enumerar coliformes en los lacteos compuesto por extracto de
levadura, peptona, sales biliares, lactosa, cloruro de sodio, rojo neutro, cristal violeta,
el indicador 5-bromo-4-cloro-3-indolil-beta-D-glucoronido (BCIG) y un agente
gelificante soluble en agua fria. Esto debido a que. La mayor parte de las E. coli (cerca
del 97%) produce beta-glucoronidasa y a la vez causa una precipitacién azul asociada

con la colonia. La pelicula de la parte de arriba atrapa gas que produce la E. coli y
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Coliformes fermentadores de lactosa, por eso las colonias se ven entre azules y rojo-

azules asociadas a gas atrapado en las placas (Placas Petrifilm, 2006).

4.4.2.2.2 Procedimiento para el aislamiento de Escherichia coli

Segun la metodologia (Placas Petrifilm, 2006).

1. Se peso 51 g de 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado para
2000 ml de agua destilada, la cantidad pesada se calculé segun la
proporcion de 25.5 g de medio de cultivo deshidratado por litro de agua
destilada, y considerando el volumen suficiente para el analisis de 20
muestras de queso fresco artesanal.

2. Se preparo el diluyente 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado
En un matraz de Erlenmeyer se vertié 2000 ml de agua destilada estéril y
se agrego 51 g de 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado. La
solucién se homogenizo6 con la ayuda de un agitador vortex.

3. Eldiluyente 3M™ Agua de peptona Buferada ISO se esterilizé en matraces
de 500 ml, en autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos.

4. Se cortd y se peso 10 g de queso fresco artesanal. Se coloco en una bolsa
estéril de primer uso ziploc y se cerré inmediatamente.

5. Se triturd la muestra de queso fresco artesanal cuidadosamente dentro de
la bolsa ziploc con la mano, se trabajé al lado de un mechero encendido y
dentro de la cabina de flujo laminar, con la finalidad de evitar la
contaminacion.

6. Se midio 90 ml de diluyente estéril 3M™ agua de peptona buferada 1SO.
Luego se vertid el diluyente, previamente enfriado, dentro de cada bolsa

ziploc conteniendo el queso triturado.
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7. Se homogenizd bien la muestra mas el diluyente 3M™ agua de peptona
buferada ISO, utilizando un vortex.

8. Se midi6 el pH de la muestra diluida. El rango del pH de las muestras vario
de 6.6 y 7.2, encontrandose dentro del rango normal.

9. Para cada muestra se uso 3 tubos de ensayo con 9 ml de agua destilada
estéril para las diluciones correspondientes.

10.A continuacién, se realizé las diluciones hasta llegar a la dilucién 10#
Considerando que la primera dilucion 10" es la mezcla de queso y diluyente
3M™ agua de peptona buferada ISO.

11. Se realizo la dilucion 102 para lo cual se agregé 1 ml de la dilucién 10" al
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada, y se mezclé bien con el agitador
vortex.

12. Se realizo la dilucion 103 para lo cual se agregdé 1 ml de la dilucion 102 al
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada, y se mezcld bien con el agitador
vortex.

13.Se realizo la dilucion 104 para lo cual se agregd 1 ml de la dilucion 103 a
un tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada, y se mezcl6 bien con el
agitador vortex, esta dilucién se utilizé para el analisis microbiolégico de
cada muestra.

14.Se coloco las Placas Petrifilm™ para recuento de E. coli/Coliformes en una
superficie plana y nivelada al costado de un mechero encendido.

15.En forma perpendicular a la placa Petrifilm, se colocé 1ml de la dilucién
10 de la muestra de queso fresco artesanal, en el centro de la pelicula

cuadriculada inferior, con la pipeta electrénica.
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16. Se bajé con cuidado la pelicula superior para evitar que atrape burbujas de
aire, sin dejar caer.

17.Con el lado liso hacia abajo, se coloco el dispersor en la pelicula superior
sobre el indculo y se presiond suavemente el dispersor, para poder distribuir
el inéculo sobre el area circular, luego sin girar ni deslizar se levant6 el
dispersor. Se esperd 1 minuto hasta que solidifique el gel.

18.Se prepard la incubadora disponiendo de agua destilada en un vaso
precipitado para mantener la humedad.
Luego se llevd todas las placas inoculadas a incubar cara arriba segun
AOAC método oficial 991.14 durante 48 h+2ha35°C+ 1 0 C 35°C.

19.Pasado las 48 horas, se realizé el recuento de las colonias usando el
contador de colonias. El recuento de las colonias se realizd en las placas
que presentaron colonias positivas, es decir, colonias azules con gas.

20. Inmediatamente se hizo el frotis de las colonias desarrolladas en las placas.

21.Se observo al microscopio a 100 X.

4.4.2.3 Metodologia para determinar la presencia o ausencia de Salmonella en

quesos frescos artesanales, Segun el método reconocido por la AOAC ™
internacional como método oficial de andlisis de las Placas 3M™

Petrifilm™

4.4.2.3.1 Fundamento de las placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

Esta placa tiene un medio de cultivo cromogénico con un agente gelificante

que es soluble en agua y es diferencial y selectivo para Salmonella, esta placa se usa

conjuntamente con estos insumos adicionales: 3M™ base para Enriquecimiento de

Salmonella que ayuda en la recuperacion y el desarrollo de las especies de
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Salmonella y el Suplemento para el Enriquecimiento de Salmonella 3M™. El caldo R

10 (R-V R 10) cuya férmula tipica es: (Science. Applied to Life, 2013).

e Cloruro magnésico (anhidro) 13,4 gramos

e Cloruro de sodio 7,2 gramos

e Peptona caseina 4,54 gramos
e Fosfato monopotasico 1,45 gramos
e Verde de malaquita 0,036 gramos
e Agua desmineralizada 1000,0 mi

e pH 5,1 mas menos 0,2 a 25°C

El medio de cultivo Rappaport-Vassiliadis: contiene un sistema buffer de
fosfatos, mucha concentraciéon de sales de magnesio y sodio y la presencia del
colorante verde de malaquita (oxalato). Las especies de Salmonella tienen capacidad
de multiplicarse y sobrevivir a presiones osmdéticas aproximadamente altas esto
ocurre por el contenido de cloruro de magnesio en el medio y un pH aproximadamente
bajo ademas se elimina el efecto toxico del verde de malaquita hacia la Salmonella
esto sucede por la presencia de cloruro de magnesio. La incubacion de 41 a 42 °C es

favorable para la selectividad en esta bacteria (Britania, 2021b).

4.4.2.3.2 Procedimiento para aislamiento de Salmonella

Segun la metodologia (Placas Petrifilm, 2006).

1. Se pesd 185 g de 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella
deshidratado. La cantidad pesada se calcul6é segun la proporcion de 37 g.
de medio de cultivo deshidratado por litro de agua destilada, y considerando
el volumen suficiente para el analisis de 20 muestras de queso fresco

artesanal.
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. Se preparo el diluyente 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella
deshidratado. En un matraz de Erlenmeyer se vertié 5000 ml agua destilada
estéril y se agrego 185 g de 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella
deshidratado. La soluciéon se homogenizé con la ayuda de un agitador
vortex.

. El diluyente 3M™ enriquecimiento base para Salmonella se esterilizd en
matraces de 500 ml, en una autoclave a una temperatura de 121°C por 15
minutos.

Se enfrio el medio 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella
aproximadamente a 25°C, Se midi6 el pH; el rango del pH de las muestras
se encontro dentro del rango ideal (7.0£0.2).

. Se agregd asépticamente 0.25 g de 3M™ Suplemento para
Enriquecimiento base para Salmonella a los 5000 ml de caldo estéril 3M™
Enriquecimiento base para Salmonella a 25°C.

. Se homogenizé la solucion con la ayuda del agitador vortex.

. Se cortd y se pesd 25 g de queso fresco artesanal. Se colocé en una bolsa
ziploc estéril; y se cerr6 inmediatamente la bolsa.

. Se triturd la muestra de queso fresco artesanal cuidadosamente dentro de
la bolsa ziploc con la mano, se trabajé al lado de un mechero encendido y
dentro de la cabina de flujo laminar, con la finalidad de evitar contaminacion.
. Se midid6 225 ml del medio diluyente 3M™ Enriquecimiento base para
Salmonella y 3M™ Suplemento para Enriquecimiento base para
Salmonella. Luego, se agregd el medio dentro de cada bolsa ziploc

conteniendo el queso triturado.
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10.Se homogenizé bien la muestra mas el medio diluyente 3M™
Enriquecimiento base para Salmonella y 3M™ Suplemento para
Enriquecimiento base para Salmonella.

11.Se incubd las muestras enriquecidas a 41.5°C durante 24 horas.

12.Después de la incubacion se enfrié las muestras enriquecidas.

13.Se coloco las Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX) en una
superficie plana y nivelada.

14.Se colocd 2 ml de diluyente estéril (agua destilada) sobre el centro de la
pelicula inferior de la placa Petrifilm, con la pipeta electrénica.

15. Se dejé caer suavemente la pelicula superior sobre el diluyente para evitar
atrapar burbujas de aire.

16.Se colocd el dispersor plano en el centro de la placa y se presiono
ligeramente el centro del difusor para distribuir el diluyente de manera
uniforme, sin girar ni deslizar se levanto el dispersor.

17.Se coloco las placas Petrifilm hidratadas en una superficie plana, nivelada
y estéril durante 1 hora a temperatura ambiente (20 — 25°C) protegida de la
luz para que se forme el gel.

18.Se sembrd las muestras enriquecidas en las placas Petrifilm, con un asa
estéril desechable de 3 mm de diametro, para lo cual se transfirid el
volumen completo del asa y distribuy6 en forma de estrias desde la parte
superior hasta la parte inferior de la placa.

19.Se bajo la pelicula superior para cerrar la placa Petrifilm, sin formar
burbujas.

20.Se prepard la incubadora disponiendo de agua destilada en un vaso

precipitado para mantener la humedad. Luego, se llevo todas las placas
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inoculadas a incubar en posicién horizontal con el lado coloreado hacia
arriba a una temperatura de 41.5°C durante 24 horas.

21.Pasado las 24 horas, se realiz6 el recuento de colonias usando el contador
de colonias. El recuento de las colonias se realiz6 en las placas que
presentaron colonias positivas, es decir, aquellas que presentan coloracion
roja con zona amarilla y asociada a burbujas de gas, colonia roja con zona
amarilla y colonia roja asociada a burbuja de gas sin zona amarilla.

22.El resultado se obtuvo en base a presencia y ausencia de Salmonella.

4.4.2.4 Metodologia para determinar el recuento de Staphylococcus aureus en
quesos frescos artesanales, Segun el método reconocido por la AOAC ™
internacional como método oficial de analisis de las Placas 3M™

Petrifilm™

4.4.2.41 Fundamento de las Placas Petrifilm Staph Express para recuento de
Staphylococcus aureus

Este medio esta elaborado a base de un agente gelificante soluble en agua
fria. Tiene un medio modificado cromogénico Baird-Parker en cada placa, es
diferencial y selectivo para la bacteria de Staphylococcus aureus que se identifica

observando colonias rojo-violetas en la placa (3M, 2017).

Baird-Parker es un medio de cultivo muy nutritivo donde la peptona de caseina
y el extracto de carne forman la fuente de C y N. El extracto de levadura contribuye
con vitaminas del complejo B asi como la glicina y piruvato, estos ayudan en el
desarrollo de los Staphylococcus. Este agar es un agente solidificante que admite el
desarrollo selectivo ya que el telurito de potasio y el cloruro de litio que inhiben el
desarrollo de la flora acompanante presente en la muestra. La yema de huevo accede

a manifestar la accién de lecitinasica de los microorganismos. Los estafilococos
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coagulasa (+) reducen el telurito a teluro dando lugar a colonias de color grisaceo-
negro y tienen una accion lecitinasica, por esa razon actuan sobre la yema de huevo

ocasionando un halo claro en torno a la colonia (Britania, 2021a).

4.4.2.4.2 Procedimiento para aislar Staphylococcus aureus

Segun a la metodologia de (3M, 2017)

1. Se peso 51 g. de 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado. La
cantidad pesada se calculé segun la proporcion de 25.5 g de medio de
cultivo por litro de agua destilada estéril, y considerando el volumen
suficiente para el analisis de 20 muestras de queso fresco artesanal.

2. Se preparé el diluyente 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado.
En un matraz de Erlenmeyer se vertié 2000 ml de agua destilada estéril y
se agrego 51 g de 3M™ agua de peptona buferada ISO deshidratado. La
solucién se homogenizo6 con la ayuda de un agitador vortex.

3. El diluyente 3M™ agua de peptona buferada ISO se esterilizd en matraces
de 500 ml, en una autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos.

4. Se cortd y se peso 10 g de queso fresco artesanal. Se coloco en una bolsa
estéril de primer uso ziploc; y se cerré inmediatamente la bolsa.

5. Se triturd la muestra de queso fresco artesanal cuidadosamente dentro de
la bolsa ziploc con la mano. Se trabajé al lado de un mechero encendido y
dentro de la cabina de flujo laminar, con la finalidad de evitar la
contaminacion.

6. Se midié 90 ml de diluyente estéril 3M™ agua de peptona buferada 1ISO
luego, se vertio el diluyente, previamente enfriado dentro de cada bolsa

ziploc conteniendo el queso triturado.
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7. Se homogenizd bien la muestra mas el diluyente 3M™ agua de peptona
buferada I1SO.

8. Se midi6 el pH de la muestra diluida. El rango de pH de las muestras vario
entre 6.5 y 7.5 encontrandose dentro de este rango normal.

9. Se colocoé 9 ml de agua destilada estéril en 2 tubos de ensayo por cada
muestra, para las diluciones correspondientes.

10.A continuacion, se realizo las diluciones hasta llegar a la dilucion 103
considerando la primera dilucién 10" a la mezcla de queso y diluyente 3M™
agua de peptona buferada I1SO.

11.Se realizo la dilucién 102 para lo cual se agregd 1 ml de la dilucién 10" al
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril, y se mezclé bien con el
agitador vortex.

12. Se realizo la dilucion 10-3, para lo cual se agregd 1 ml de la dilucion 102 al
tubo de ensayo con 9 ml de agua destilada estéril y se mezclé bien con el
agitador vortex. Esta dilucion se utilizé para inocular en las placas Petrifilm.

13.Se coloco las 3M™ Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de
Staphylococcus aureus en una superficie plana y nivelada.

14. En forma perpendicular a la placa Petrifilm, se colocé 1 ml de la dilucion de
la muestra en el centro de la pelicula cuadriculada inferior, con la pipeta
electronica.

15. Se bajé con cuidado la pelicula superior para evitar que atrape burbujas de
aire, sin dejar caer.

16.Con el lado liso hacia abajo, se coloco el dispersor en la pelicula superior

sobre el indculo y se presion6 suavemente el dispersor para poder distribuir
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el inéculo sobre el area circular, sin girar ni deslizar, se levanto el dispersor.
Se esperd 1 minuto hasta que solidifique el gel.

17. Se prepard la incubadora disponiendo de agua destilada en un vaso
precipitado para mantener la humedad. Luego, se llevo todas las placas
inoculadas a incubar segun AOAC meétodo oficial 2003.08 para productos
Lacteos durante 24 h+2ha35°C+1°C637°C+1°C.

18.Pasado las 24 horas, se realizo el recuento de colonias usando el contador
de colonias. El recuento de las colonias se realizd en placas que
presentaron colonias positivas, es decir, rojo violeta como Staphylococcus
aureus.

19. Inmediatamente se hizo el frotis de las colonias desarrolladas en las Placas

Petrifilm y se observo al microscopio 100 X.

4.4.3 Método para conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/ml o UFC/g)

Para el conteo de colonias se utilizé el contador de colonias de campo oscuro,
con luz adecuada, placa de cristal cuadriculada y lente amplificador, el cual esta
disefiado para el conteo rapido y preciso de las colonias de bacterias en placas de
cultivo. Permite el conteo de las colonias por cada pulsacién del contador quedando
grabado en la pantalla digital el nUmero de colonias presentes en la placa. (Sanchez

et al., 2017).
a) Dilucion (3M, 2017)
Dilucién = Titulo de la dilucion inicial x Titulo de diluciones sucesivas
b) Factor de dilucién (3M, 2017)

1

FD = ———
Dilucion
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c) UFC/g 6 UFC/ml g (3M, 2017)

Numero de colonias en placas petrifilm X FD

UFC/g =
/9 Volumen inicial sembrado (1 ml)

4.4.4 Métodos para comparar resultados
e Se comparo los resultados de E. Coli y Staphylococcus aureus con valores
mMaximos y minimos segun criterios microbiolégicos de las NTS N° 071-
MINSA/DIGESA-2008. Se evalué si estan dentro o fuera de los limites
permisibles para el consumo humano.

e Se evalud presencia o ausencia de Salmonella segun las NTS N° 071-

MINSA/DIGESA-2008.
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CAPITULO V

RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Recuento de Escherichia coli, en quesos frescos artesanales que se
expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.
Tabla 6. Recuento de E. Coli en quesos frescos artesanales del mercado central

de San Pedro.

N° de Procedencia N° UFCl/g Limite de
Muestra Colonias UFCl/g
M 1 Anta 0 0 3-10
M2 Anta 0 0 3-10
M3 Ayaviri 0 0 3-10
M4 Chumbivilcas 0 0 3-10
M5 Anta 0 0 3-10
M6 Anta 0 0 3-10
M7 Anta 0 0 3-10
M8 Anta Ancawasi 0 0 3-10
M9 Anta 1 1 x 104 3-10
M 10 Ocongate 0 0 3-10
M 11 Chumbivilcas 0 0 3-10
M 12 Anta 27 27 x10* 3-10
M 13 Ocongate 0 0 3-10
M 14 Ocongate 12 12 x 10* 3-10
M 15 Anta 45 45 x 104 3-10
M 16 Ocongate 6 6 x 10* 3-10
M 17 Ocongate 1 1 x 104 3-10
M 18 Ocongate 1 1 x 104 3-10
M 19 Chumbivilcas 0 0 3-10
M 20 Anta 3 3x10* 3-10
Promedio total 4.8 x 10* 3-10

En la tabla 06. Se puede observar los resultados del recuento de Escherichia
coli en quesos frescos artesanales que se expenden en el mercado central de San
Pedro-Cusco, cuyo promedio fue de 4.8 x 10* UFC/g de E. coli, lo cual se encuentra

por encima de los limites permisibles de la norma NTS N° 071-MINSA/DIGESA-2008.
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Figura4. Porcentaje de quesos frescos artesanales permisibles y no permisibles

de acuerdo al recuento de E. coli.

40%
60 %

Permisibles No permisibles

En la figura 4, se muestra que, de las 20 muestras de queso fresco artesanal
o isi o isi , u imi
el 60 % son permisibles y el 40 % son no permisibles, segun los limites de la norma

técnica sanitaria NTS N° 071 —MINSA/DIGESA-2008.

Se realizo el frotis a partir de las colonias de E. coli aisladas el cual se identificd en
las muestras de quesos frescos artesanales del mercado central de San Pedro-Cusco

y se observo en un microscopio a 100 X (ver figura 3).

Figura 5. Observacion microscopica a 100 X de E. coli aislado en muestras de

queso fresco artesanal.
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5.2 Presencia o ausencia de Salmonella en quesos frescos artesanales que se

expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.

Tabla 7.

artesanales del mercado San Pedro.

Resultado para presencia o ausencia de Salmonella en quesos frescos

N° Muestra Procedencia Resultado/25g
M 1 Anta Ausencia
M 2 Anta Ausencia
M3 Ayaviri Ausencia
M 4 Chumbivilcas Ausencia
M5 Anta Ausencia
M 6 Anta Ausencia
M7 Anta Ausencia
M8 Anta Ancahuasi Ausencia
M9 Anta Ausencia
M 10 Ocongate Ausencia
M 11 Chumbivilcas Ausencia
M 12 Anta Ausencia
M 13 Ocongate Ausencia
M 14 Ocongate Ausencia
M 15 Anta Ausencia
M 16 Ocongate Ausencia
M 17 Ocongate Ausencia
M 18 Ocongate Ausencia
M 19 Chumbivilcas Ausencia
M 20 Anta Ausencia

100 %
Ausencia

En la tabla 07. Se puede observar los resultados de la determinaciéon de
presencia o ausencia de Salmonella en quesos frescos artesanales que se expenden
en el mercado central de San Pedro-Cusco, encontrandose que la Salmonella estuvo

ausente en el 100 % de las muestras.
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5.3 Recuento de Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales que se
expenden en el mercado central de San Pedro-Cusco.
Tabla 8. Resultado para Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales

del mercado San Pedro.

N° de Procedencia N° Colonias UFC/g Limite
Muestra UFCl/g
M1 Anta 176 176 x 103 10 - 102
M2 Anta 0 0 10 - 102
M3 Ayaviri 0 0 10 - 102
M4 Chumbivilcas 1 1x10° 10 - 102
M5 Anta 59 59 x 103 10 - 102
M 6 Anta 351 351 x 10° 10 - 102
M7 Anta 0 0 10 - 102
M8 Anta Ancawasi 147 147 x 103 10 - 102
M9 Anta 11 11 x103 10 - 102
M 10 Ocongate 0 0 10 - 102
M 11 Chumbivilcas 6 6 x 103 10 - 102
M 12 Anta 0 0 10 - 102
M 13 Ocongate 174 174 x 103 10 - 102
M 14 Ocongate 0 0 10 - 102
M 15 Anta 1 1x103 10 - 102
M 16 Ocongate 5 5x103 10 - 102
M 17 Ocongate 2 2x10° 10 - 102
M 18 Ocongate 3 3x103 10 - 102
M 19 Chumbivilcas 216 216 x 10° 10 - 102
M 20 Anta 66 66 x 103 10 - 102
Promedio total 60.9 x 10° 10 - 10

En la tabla 8. Se puede observar los resultados del recuento de
Staphylococcus aureus en quesos frescos artesanales que se expenden en el
mercado central de San Pedro-Cusco, cuyo promedio fue de 60.9 x 10° UFC/g de
Staphylococcus aureus, el mismo que se encuentra por encima de los limites

permisibles dada por la norma técnica sanitaria NTS N° 071 —MINSA/DIGESA-2008.
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Figura 6. Porcentaje de quesos frescos artesanales permisibles y no permisibles

de acuerdo al recuento de Staphylococcus aureus.

30%

70%

No permisibles
m Permisibles

En la figura 6, se muestra que, de las 20 muestras de queso fresco artesanal,

el 70 % son no permisible y el 30 % son permisibles, segun los limites de la norma

NTS N° 071 —-MINSA/DIGESA-2008.

Se realizo el frotis a partir de las colonias de Staphylococcus aureus aisladas en las
muestras de quesos frescos artesanales del mercado central de San Pedro-Cusco.
Se observo en un microscopio a 100 X (Figura 5).

Figura 7. Observacion microscopica a 100 X de Staphylococcus aureus aislado

en muestras de queso fresco artesanal.
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Tabla 9.

Resultado final de calidad microbiologica de las muestras evaluadas.

N° de Calidad Calidad Calidad Aptos y no
Muestra  Procedencia  njcrobiolég microbiolégica  microbiolégica aptos segun
ica E. coli Salmonella Staphylococcus estaﬁ
bacterias
aureus
M 1 Anta Apto Apto No Apto NO APTO
M2 Anta Apto Apto Apto APTO
M3 Ayaviri Apto Apto Apto APTO
M 4 Chumbivilcas Apto Apto No Apto NO APTO
M5 Anta Apto Apto No Apto NO APTO
M 6 Anta Apto Apto No Apto NO APTO
M7 Anta Apto Apto Apto APTO
M8 Anta Ancawasi Apto Apto No Apto NO APTO
M9 Anta No apto Apto No Apto NO APTO
M 10 Ocongate Apto Apto Apto APTO
M 11 Chumbivilcas Apto Apto No Apto NO APTO
M 12 Anta No apto Apto Apto NO APTO
M 13 Ocongate Apto Apto No Apto NO APTO
M 14 Ocongate No apto Apto Apto NO APTO
M 15 Anta No apto Apto No Apto NO APTO
M 16 Ocongate No apto Apto No Apto NO APTO
M 17 Ocongate No apto Apto No Apto NO APTO
M 18 Ocongate No apto Apto No Apto NO APTO
M 19 Chumbivilcas Apto Apto No Apto NO APTO
M 20 Anta No apto Apto No Apto NO APTO
80 % NO APTO

En el presente estudio respecto a la calidad microbiolégica de E. coli,

Salmonella y Staphylococcus aureus, en quesos frescos artesanales que se

expenden en el mercado central San Pedro-Cusco, se determind un promedio de 4.8

x 10* UFC/g para E. coli, 100 % ausencia de Salmonella y 60.9 x 103 UFC/g para

Staphylococcus aureus. Esto nos indica que los recuentos de dichos quesos se

encuentran por encima de los limites permisibles de la NTS N° 071 —-MINSA/DIGESA-

2008. El 80% de estos quesos artesanales son NO APTOS para el consumo humano

debido a que los recuentos de E. coli y Staphylococcus aureus se encuentran por

encima de los limites. EI consumo de estos quesos NO APTOS representa un alto
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riesgo para la salud publica ya que estas bacterias causan enfermedades

gastrointestinales que pueden perjudicar severamente al consumidor.

5.4 Discusion

A partir de los resultados encontrados podemos indicar que las bacterias
Escherichia coli, y Staphylococcus aureus estan presentes en los quesos frescos
artesanales que se expenden en el mercado central de San Pedro — Cusco, se
determind un recuento de colonias promedio de 4.8 x 10* UFC/g para E. coli, 60.9 x
103 UFC/g para Staphylococcus aureus y ausencia de Salmonella en el 100 % de las
muestras. Respecto a la calidad microbiologica de estos quesos, los recuentos de
colonia de E. coli y Staphylococcus aureus se encuentran por encima de los limites
permisibles de la norma NTS N° 071 —-MINSA/DIGESA-2008. Por lo tanto, el 80 % de

los quesos frescos artesanales son NO APTOS para el consumo humano.

El Resultado obtenido coincide con el autor Bullon & Silva (2021) quienes
reportan la presencia de E. coli y Salmonella spp en quesos frescos artesanales;
también se obtuvo la presencia E. coli en quesos frescos artesanales en la presente
investigacion, pero se rechaza la presencia de Salmonella en la presente

investigacion.

De igual manera, Merchan et al. (2019) Indican que los microorganismos
comunmente reportados como causantes de las enfermedades trasmitidas por el
queso fresco en las Américas entre los anos 2007 a 2016 son el Staphylococcus
aureus y Escherichia coli con prevalencias de 43,71 % y 18,51 % respectivamente,
en la presente investigacion también se reporta la prevalencia de en un 80 % de E.coli
y Staphylococcus aureus los cuales son indicadores de incorrecta manipulacion y de

deficiente calidad sanitaria, respectivamente.
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El resultado de esta investigacion también guardan relacion con los resultados
de Ccaso & Huallpa (2020) quienes evaluaron quesos frescos de los mercados de la
ciudad de Juliaca-2020, obtuvieron recuentos promedios que excedieron el limite
establecido por las NTP, y reportaron que el 96 % presentaron Staphylococcus
aureus, 92 % Escherichia coli, en la presente investigacion también presentaron un

80 % de E.coli y Staphylococcus aureus.

El resultado obtenido en esta investigacion difiere con lo reportado por Carhuas
et al. (2020) en quesos frescos artesanales expendidos en mercados de Ica, quien
indica que en cuanto a la calidad microbioldgicas de E. coli y Salmonella cumplen con
lo especificado en la Norma Técnica Peruana. Sin embargo, en la presente
investigacion la calidad microbioldgica para E. coli no cumplen con la Norma técnica
Sanitaria peruana, en lo que se refiere a Salmonella, sus resultados coinciden con
este estudio, ya que si cumple con lo especificado por la Norma técnica Sanitaria

peruana.

Holguin (2019) analiz6 quesos frescos artesanal comercializado en mercados
del distrito de Trujillo - La Libertad, reportando que el recuento promedio para E. coli
fue de 3.15 x 102 UFC/g, y el recuento para Staphylococcus aureus fue 8.02 x 102
UFC/g valores que superaron los limites permisibles, demostrando que el 100 % de
las muestras analizadas superan los limites permisibles de la Norma Técnica
Sanitaria N°071. Estos resultados concuerdan con el presente estudio, ya que en la
presente investigacion también se reporta un recuento de colonias promedio de 4.8 x
10* UFC/g para E. coli y 60.9 x 10° UFC/g para Staphylococcus aureus demostrando
que el 80 % de las muestras analizadas superan los limites permisibles de la Norma

Técnica Sanitaria N°071.
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Por otro lado, Vasquez et al. (2018) analizé quesos frescos en Cajamarca
reportando muestras positivas para Escherichia coli en un 33.3 %, recuento de
Staphylococcus aureus de 4.02x10% UFC/g y ausencia de Salmonella spp. Dichos
resultados son similares al resultado obtenido en esta investigacion reportando un
recuento de colonias promedio de 4.8 x 10* UFC/g para E. coli, 60.9 x 10° UFC/g

para Staphylococcus aureus y ausencia de Salmonella.

El resultado obtenido demuestra que no se aplica de forma adecuada las
buenas practicas de manufactura. Ya sea, en la extraccion de la materia prima,
durante el proceso de elaboracion, almacenamiento, transporte y expendio de este
derivado lacteo. Estos derivados lacteos son un medio de cultivo, para muchos
patdgenos como E. coliy Staphylococcus aureus, por lo tanto, son mas propensos
a sufrir cualquier tipo de deterioro causado por bacterias, los mismos que
repercuten directamente en el consumidor final, ya que podria ocasionar sintomas
de orden gastrointestinal por las toxinas que estas bacterias generan en el

alimento.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

El recuento promedio de Escherichia coli en muestras de queso fresco
artesanal fue 4.8 x 10* UFC/g.

No se encontré presencia de Salmonella en el 100 % de las muestras de
quesos frescos artesanales.

El recuento promedio de Staphylococcus aureus en muestras de quesos
frescos artesanales, fue 60.9 x 103 UFC/g.

El 80 % de las muestras de queso fresco artesanal son NO APTOS para el
consumo humano debido a que presentaron recuentos de colonias de E. coli y

Staphylococcus aureus superiores a los limites permisibles segun NTS N° 071.

6.2. Recomendaciones

Realizar evaluaciones de calidad microbiolégica de los quesos frescos
artesanales y no artesanales de los diferentes mercados de la region Cusco,
cuyos resultados sean de conocimiento de nuestras autoridades, con la
finalidad de que puedan implementar medidas de bioseguridad en el
procesamiento, transporte y comercializacion de estos productos lacteos.
Realizar estudios relacionados a la identificacion de puntos criticos de control
y la aplicacion de buenas practicas de manufactura (BPM) en el sector
productivo de lacteos.

Las entidades gubernamentales y no gubernamentales relacionados a esta
cadena productiva, deberan fortalecer las capacidades de los involucrados en

la produccién de estos derivados lacteos como el queso artesanal, con la
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finalidad de mejorar los procesos, mediante capacitaciones, entrega de
manuales de buenas practicas de manufactura, implementacion de proyectos
productivos. De tal manera se pueda prevenir la contaminacion de este
producto con patdégenos como Escherichia coli, Salmonella y Staphylococcus

aureus, y reducir las enfermedades transmitidas por alimentos en los humanos.
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Anexo 1. Método de Toma de muestras de quesos frescos artesanales en el

mercado central de San Pedro.

Figura 8. Compra de quesos frescos artesanales en bolsas de primer uso tipo

ziploc del mercado central de San Pedro. Previamente rotulados

Anexo 2. Método de esterilizacion de materiales de laboratorio.

Figura 9.  Esterilizacion de materiales en autoclave durante 15 min.
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Anexo 3. Metodologia de laboratorio para procesamiento de muestras para

E.coli y Staphylococcus aureus

Figura 10. Preparacioén de diluyente utilizando 51 g. de 3M™ Agua de peptona
Buferada ISO deshidratado.

Figura 11. Preparacion de diluyente utilizando 51 g de 3M™ Agua de peptona
Buferada ISO deshidratado a 2000 ml de agua destilada.
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Figura 12. Esterilizacién del diluyente 3M™ Agua de peptona Buferada ISO

Figura13. Pesado de 10 g de queso fresco artesanal de cada muestra con la
ayuda del tenedor y cuchillo de plastico esterilizado en la cabina de flujo laminar,
colocacion en una bolsa esteéril de primer uso ziploc previamente rotulada y cierre

inmediato.
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Figura 14. Muestras de 10 gramos de queso fresco artesanal dentro de su
respectiva bolsa ziploc-

Figura 15. Quesos frescos artesanales triturados

70



Figura 16. Preparacion de dilucion utilizando 90 ml de diluyente 3M™ Agua de

peptona Buferada ISO en cada bolsa ziploc con 10 g de queso triturado.

Figura 17. Homogenizacién de la muestra mas el diluyente 3M™ Agua de

peptona Buferada ISO.
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Figura 18. Medimos el pH de la muestra diluida donde el rango se encontr6 entre
6.5y 7.5.

Figura 19. Preparacioén de las diluciones para E. coli 10y para Staphylococcus

aureus 1073
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Figura 20. Agitacion de las diluciones con la ayuda del agitador vortex

Figura 21. Siembra en 3M™ Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de

Staphylococcus aureus.
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Figura 22. Siembra en Placas Petrifilm™ para recuento de E. coli/Coliformes

Figura 23. Preparacion de la incubadora disponiendo de agua destilada en un

vaso precipitado para mantener la humedad.
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Figura 24. Incubacion de las muestras inoculada para E. coli a una temperatura

de 35°C por 48 horas y para Staphylococcus aureus a 35°C por 24 horas.

Anexo 4. Método para conteo de unidades formadores de colonia (UFC/q)

Figura 25. Recuento de colonias de Staphylococcus aureus en las 3M™ Placas

Petrifilm™ Staph Express utilizando el Contador de colonia (Shuett biotec)
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Figura 26. Recuento de colonias de E. coli/Coliformes en las Placas Petrifilm™

para recuento de E. coli/Coliformes utilizando el contador de colonia (Shuett biotec).

Anexo 5. Resultados para Staphylococcus aureus y E.coli

Figura 27. Las colonias de Staphylococcus aureus se observaron rojo violeta en

las 3M™ Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de Staphylococcus aureus.
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Figura 28. Las colonias de E. coli/Coliformes se observaron de color azul en las

Placas Petrifilm™ para recuento de E. coli/Coliformes.

Figura 29. Frotis de las colonias desarrolladas en las placas petrifilm.
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Figura 30. Observacion de frotis en microscopio con el objetivo de inmersion 100
X.

Figura 31. Observacion microscopica a 100 X de E. coli aislado en muestras de
queso fresco artesanal.
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Figura 32. Observacion microscopica a 100 X de Staphylococcus aureus aislado

en muestras de queso fresco artesanal.
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Anexo 6. Metodologia para determinar la presencia o ausencia de

Salmonella en quesos frescos artesanales utilizando placas 3M™

Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

Figura 33. Pesaje de 185 g de 3M™ Enriquecimiento base para Salmonella
deshidratado

Figura 34. Pesaje de 0.25 g de 3M™ Suplemento para Enriquecimiento base para

Salmonella.
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Figura 35. Preparacion de diluyente utilizando 185 g de diluyente deshidratado
3M™ Enriquecimiento base para Salmonella en 5000 ml de agua destilada para las

20 muestras.

Figura 36. Homogenizacion del diluyente 3M™ Enriquecimiento base para

Salmonella utilizando el agitador vortex.
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Figura 37. Esterilizacién del diluyente 3M™ Enriquecimiento base para

Salmonella en autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos.

Figura 38. Medicion del pH de 7.0+0.2

82



Figura 39. Preparacion de suplemento utilizando 0.25 g de 3M™ Suplemento para
Enriquecimiento base para Salmonella en 5000 ml del caldo 3M™ Enriquecimiento
base para Salmonella para las 20 muestras.

Figura 40. Homogenizaciéon del medio de cultivo para Salmonella
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Figura 41. Pesado de 25 g de queso fresco de cada muestra y almacenamiento

inmediato en una bolsa ziploc de primer uso previamente rotulado.

Figura 42. Trituracion de muestras de 25 g de queso fresco con la mano.
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Figura 43. Adicion de 225 ml del medio a cada bolsa ziploc de queso triturado.

Figura 44. Homogenizacion de cada muestra de queso con el medio de cultivo.
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Figura 45. Incubacion del medio de cultivo mas el queso triturado por 24 h a una

temperatura de 41.5°C.

Figura 46. Hidratacion de las Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

con 2 ml de agua destilada en forma perpendicular.
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Figura 47. Diseminacioén del agua destilada en las Placas 3M™ Petrifilm™

Salmonella Express (SALX) utilizando el dispersor 3M.

Figura 48. Colocacion de las Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)
en una superficie plana y nivelada durante 1 hora a temperatura ambiente (20 —

25°C) protegida de la luz para que se forme el gel.
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Figura 49. Siembra de las Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)
por estriado, desde la parte superior hasta la parte inferior con un asa de 3 mm de

diametro.

Figura 50. Incubacion de todas las Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express
(SALX) sembradas en posicion horizontal con el lado coloreado hacia arriba a una

temperatura de 41.5°C durante 24 horas.
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Anexo 7. Método para conteo de unidades formadoras de colonia (UFC/q)

Figura 51. Interpretacion de Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

en el contador de colonia (Shuett biotec)

Figura 52. Observacion de placa 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX)

inoculado en el contador de colonia (Shuett biotec)
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Anexo 8. Placas petrifilm inoculadas

Figura 53. Placas Petrifilm™ para recuento de E. coli/Coliformes incubadas.

Figura 54. Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX) incubadas.
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Figura 55. 3M™ Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de

Staphylococcus aureus incubadas.

Figura 56. Placas Petrifilm™ Placas Petrifilm™ para recuento de E.
coli/Coliformes, Staph Express para recuento de Staphylococcus aureus 3M™ y
Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX).
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Anexo 9. Norma técnica sanitaria NTS N° 071 —-MINSA/DIGESA-2008.

NTSN° OF/ - MINSADIGESA-V.01
NORMA SANITARIA QUE ESTABLECE LOS CRITERIOS MICROBIOLOGICOS DE CALIDAD SANITARIA £ INOCUIDAD
PARA LOS ALIMENTOS Y BEBIDAS DE CONSUMO HUMANO

1.8 Quesos no madurados (queso fresco, mantecoso, ricotta, cabaha, crema, petit suisse, mozarella,
ucayalino, otros).

Agente micrebiana Categorfa| Clase n [ Limite por g
m M
Coliformes 5 3 5 2 5% 10° 10°
Stuphylococcus aursus 7 3 5 2 10 100 |
Escherichia coli . 8 3 5 1 3 10
Listeria monocylogenes 10 2 5 0 Ausencia /25 g -
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia /25 g -

1.9 Quesos madurados (camembert, brie, roquefort, gorgonzola, cuartirollo, cajamarca, tilsit, andino,
majes, characato, sabandia, dambo, gouda, edam, paria, emmental, gruyere, cheddar, provolone,
amazdnico, parmesano, otros).

Limite por g

Agente micrabiano Categorla | Clase n [~ o v
Goliformes ) 5 a 5 2 2310 10°
Staphylococcus aureus 8 3 5 1 10 107
Listeria monocytogenes 10 2 5 0 Ausencia /25 g -
Salmonefla sp. 10 2 5 G Ausencia /25 g ——
110 Quesos procesados (fundidos: laminados, rallades, en pasta, en polvo).

Limif

Agente microbiano Categoria| Clase n c e por 9

m - M
Coliformes 6 3 5 1 10 10°
Staphylococcus aureus 8 3 5 1 10 107
. HELADOS Y MEZCLAS PARA HELADOS.
i1 Helados a base de leche.

Limite por

Agente microbiano Categoria | Clase n c p porg M
Aersbigs messfilos 2 3 5 2 10t 10°
Coliformes g 2 5 2 10 10°
Staphylococcus awreus 8 3 5 1 10 102
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia /25 g -—
Listeria monoacyfogenas 10 2 5 0 <100 -—

Y il.2 Postres a base de helado$ de leche ¢on cobertura de mani, mermelada, frutas confitadas u otros.
C. Reyas J. i ] . Limite por g
Agente microbiano Categoria | Clase n ¢
m M
Aerobios mesofilos 2 3 5 2 10* 10°
Coliformas 5 3 5 2 107 | o2x10?
Staphylococcus sureus B 3 5 1 10 100 -
Salmonella sp. 10 2 5 0 Ausencia /25 g -
Listeria monocytogenes 10 2 5 1] Ausencia /25 g -
1.3 Helados a base de agua.
' . ] - P

Agente microbiang Categoria | Clase n = rr:- mite por g v,
Coliformes 5 3 5 2 10 10°
Salmonelta sp. () 10 2 5 ] Ausencia 25 g —
(*} Sélo para los que contienen pulpa de fruta.

I.4 Mezclas dashidratadas para helados.
8
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Anexo 10. Analisis de resultados microbiol6gicos de E.coli,

Salmonella y Staphylococcus aureus emitida por el laboratorio de

sanidad animal - K 'ayra— UNSAAC
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Anexo 11. Certificado de calidad de los medios de cultivos

microbiolégicos de las Placas Petrifilm™ para recuento de E.

coli/Coliformes, 3M™ Placas Petrifilm™ Staph Express para recuento de

Staphylococcus aureus, 3M™ Aqua de peptona Buferada ISO 500 g

Placas 3M™ Petrifilm™ Salmonella Express (SALX), 3M™

Enriquecimiento base para Salmonella 500 g, 3™ Suplemento para

Enriquecimiento base para Salmonella frasco X 1 g
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