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Resumen

La calidad microbioldgica del queso de produccién
artesanal, normalmente fabricado con leche cruda
depende basicamente de las condiciones higiénico-
sanitarias adoptadas en el sistema de produccion, en
el procesamiento y en la comercializacién de estos
productos. El objetivo del trabajo fue la evaluacién
microbiolégica de los quesos de elaboracién
artesanal.

En el periodo de enero a mayo del 2011, fueron
analizadas 30 muestras de quesos artesanales
obtenidas de los comercios de la ciudad de
Encarnacién. Los resultados evidenciaron que para
coliformes totales, coliformes fecales y E. coli 25
muestras (83%) estaban en desacuerdo con los
patrones microbioldgicos establecidos por la norma
FIL 73A 1985. Para Staphylococcus coagulasa positiva,
el 100% de las muestras se encontraron aceptables
segun la norma FIL 145 1990 y no fueron aislados
patdogenos como Salmonella sp, Shigellas sp vy
Pseudomonas sp. También se describe la
susceptibilidad a lactamicos de 25 aislamientos de E.
coli, 5 (20%) de los mismos presentaron resistencia a
cefalosporinas de 1ra, 2da y 3ra generacion. Se
concluye que los quesos de elaboracion artesanal
presentaron alta carga microbiana, demostrando un
perfil se resistencia que afectan a los antibioticos
betalactamicos.
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Abstract
The microbiological quality of cheeses farmhouse
produced, normally made with raw milk, is basically
dependent on hygienic and sanitary conditions
adopted in the production system, processing and
commercialization these products.

From January to May 2011 was analyzed 30 samples of
cheese farmhouse produced were obtained at different
commerce places in Encarnacion city. The results
obtained show clearly that for fecal and total coliforms
and E. Coli 25 samples (83%) were according to FIL 73A
1985 and APHA 1992 standards. For Staphylococcus
coagulase-positive 100% of the samples were found
acceptable according to FIL 145 1990 standard and
were not isolated pathogens such as Salmonella sp,
Shigella sp. and Pseudomonas sp.

We describe the susceptibility to ?-lactam of 25 isolates
of E. coli, 5 (20%) of these patients presented resistance
to cephalosporins of 1°, 2°. and 3° generation.We
conclude that handmade cheeses presented high
microbial load, showing a profile that affect resistance
to beta lactam antibiotics.

Keywords: Quality, cheese, microbiology.

Introduccion

La produccion de queso artesanal a partir de la leche
cruda, esunaactividad tradicional en varias ciudades
del Paraguay.

El queso es un producto fresco o madurado que se
obtiene por separaciones parciales del suero de la
leche, coaguladas porlaaccién fisica del cuajo, de

enzimas especificas, de acidos organicos, aditivos
especialmente indicados, sustancias aromatizantes y
materiales colorantes. Se entiende por queso fresco el
que esta listo para el consumo poco después de su
fabricacion. (1)

La elaboracion de cualquier producto alimenticio debe
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La produccion de queso artesanal a partir de laleche
cruda, es una actividad tradicional en varias
ciudades del Paraguay.

El queso es un producto fresco o madurado que se
obtiene por separaciones parciales del suero de la
leche, coaguladas por la accion fisica del cuajo, de
enzimas especificas, de acidos organicos, aditivos
especialmente indicados, sustancias aromatizantes
y materiales colorantes. Se entiende por queso
fresco el que esta listo para el consumo poco
después de su fabricacién. (1)

La elaboracién de cualquier producto alimenticio
debe partir de materias primas seguras y ser
manufacturadas de acuerdo a un plan que cerciore su
calidad.

Entre los puntos criticos que interfieren en la calidad
microbiologica de la leche cruda y quesos de
produccion artesanal, normalmente elaborados con
leche cruda, se destacan: materia prima y agua de
mala calidad bacterioldgica, higiene deficiente de los
utensilios utilizados en el transporte de la leche y
comercializacién a granel de los quesos,
temperaturas impropias de refrigeracién, habitos
poco higiénicos de los ordefadores y todas las
condiciones inadecuadas de limpieza e higiene
realizada en el proceso y comercializaciéon de los
productos lacteos. (3)

El queso casero por presentar elevada humedad,
siendo un producto altamente perecederoy pasar por
una gran manipulacion presenta condiciones
propicias para la contaminacién, sobrevivencia y
multiplicacion bacteriana, muchas de estas bacterias
pueden ser patogénicas o producir metabolitos
microbianos y causar intoxicaciones y/o infecciones
alimentarias en los seres humanos, lo que representa
un grave problema de salud publica. En términos
generales, dentro del campo de la microbiologia de
alimentos, sin duda las contaminaciones microbianas
de los alimentos, son indeseables e inclusive nocivas.
Este aspecto es encarado con tal rigor paraconocerla
existencia de posibles deficiencias higiénicas, las
cualesimplican contaminaciones alimentarias. (2)

La resistencia bacteriana considerada una verdadera
emergencia sanitaria, incide en la vida psiquica, fisica,
individual y social, aumentando notoriamente en los

individuos sanos que se convierten asi en portadores
de gérmenes resistentes (5).

Teniendo en cuenta la importancia de la leche y sus
derivados en la alimentacion humana, las condiciones
propicias de deterioro y los riesgos de transmision de
enfermedades para el hombre(6); se realizo el presente
trabajo, que tuvo por objetivo evaluar la calidad
microbioldgica del queso artesanal comercializado en
la ciudad de Encarnacion, a través de la cuantificacion
de los Coliformes totales y Coliformes fecales,
Staphylococcus coagulasa positiva, busqueda de
Salmonella sp, Shigellas sp y Pseudomonas
aeruginosa,.

Fueron analizadas 30 muestras de queso artesanal de
distintos puntos de ventas de la ciudad de Encarnacion.
Durante el transporte, las muestras fueron mantenidas
en bolsas térmicas con hielo, para evitar la accion del
calor sobre el producto. Los mismos fueron llevados al
laboratorio de Microbiologia de alimentos de la
Universidad Nacional de Itapua en donde se realizaron
las determinaciones de coliformes totales 35 a 37 C°,
coliformes fecales a 45 °C por el método del Numero
mas probable / gramo (NMP/g) y determinacion de
Staphylococcus coagulasa positiva por el método de
Unidad Formadora de Colonias/ gramo (UFC/qg).

Presencia o ausencia de patdégenos Salmonella sp.
Shigella spy Pseudomonas aeruginosa.

Se realizaron antibiograma por el método de
KirbyBawer a las cepas de E. coli aisladas a partir de
coliformes totales y fecales a determinados
antibioticos: Ampicilina, Ampicilina sulbactam,
Cefalotina, Nitrofurantoina, Gentamicina,
Cotrimoxazol, Ceftazidima, Amoxicilina clavulanico,
Cefotaxima, Ciprofloxazina, Imipenem, Meropenem.

El periodo de estudio comprende los meses de enero a
mayo del 2011, segun los criterios microbioldgicos, en
este trabajo se ha utilizado los patrones permitidos
para los quesos cuartirolo, cremoso, criollo y minas
frescal (46% < humedad <55%). Determinacion del
Numero Mas Probable de coliformes fecales por gramo
(NMP/g) (APHA 1992) (FIL 73A: 1985)

Técnica para Coliformes totales
Se utilizd caldo Mc Conkey en la prueba de tubo de
ensayo multiples.
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Procedimiento:

Se colocaron los tubos de fermentacién en filas de 3
y por triplicado cada uno en una gradilla de tubo de
ensayo. El nimero de filas y los volimenes de
muestra seleccionados fueron las tres ultimas
diluciones utilizando para las mismas agua
peptonada’.

Se incubaron los tubos inoculados a 35 +/- 0,5 ° C.
Después de 24 hs se examind el crecimiento, gas, yla
reaccion acida (tonos de color amarillo) reincubando
y examinando alas48hs.Registrando la presenciao
ausencia de crecimiento, gas y la produccion de
acido.

Interpretacion: La produccién de una reaccién acida
o gas en los tubos dentro de las 48 hs constituye un
presunto positivo. La ausencia de reaccion acida o la
formacién de gas, constituye una prueba negativa.

Confirmacion: Todos los tubos donde hubo un
crecimiento, gas, o una reaccion acida en 24-48 hs de
incubacion, agitando suavemente o rotando los
tubos. Se inocula a un tubo de fermentacién de la
lactosa que contiene verde brillante caldo de bilis.
Incubar los tubos inoculados a 35+/- 0,5 ° C. La
formacién de gas en cualquier cantidad invertida en el
tubo de caldo de fermentacién en cualquier
momento en las 48 hs constituye una fase positiva
confirmada. Se procedié al calculo del nimero mas
probable /gramo (NMP/g).

Procedimiento de coliformes fecales

Se realizaron pruebas de elevada temperatura para
distinguir los organismos del grupo de coliformes
totales, que también pertenecen al grupo de
coliformes fecales. Los tubos positivos de coliformes
totales se re suspendey se inoculd 1 mldel mismo en
9 ml de caldo Mc Conkey se incuba a45 C 24-48 horas.
La formacién de gas y produccién de acido hasta las
48 hs constituye una fase positiva confirmada.
Calculando el valor del nimero mas probable / gramo
(NMP/q).

Las pruebas de Escherichia coli

Procedimiento

Las muestras a partir del caldo Mc Conkey positivos
para coliformes fecales, se replicaron en agar EMB y
se incubaron a 35 +/-0,5 por 24 hs. A las colonias
caracteristicas de E.coli se realizd las pruebas de
tipificacion correspondientes: IMVIC.

Determinacion de Staphylococcus coagulasa positiva
(FIL 145:1990) Fueron seleccionadas tres diluciones de
las muestras, de las cuales 0,1 ml fue sembrado en
superficie de placas de Baird Parker. A partir de las
colonias tipicas fueron realizadas las pruebas de
catalasa, manitol y coagulasa.

Determinacion de Salmonella spp. (FIL 93A: 1990)

25 gramos de cada muestra fueron transferidos a
frascos conteniendo 225 ml de caldo pre enriquecido y
fueron incubados a 42 °C durante 24 horas.
Posteriormente fue realizado el enriquecimiento
selectivo, con 10 ml de la muestra que fue transferida a
dos tubos, uno conteniendo caldol00ml
Selenito/cistinay 100ml Tetrationato. Incubados a 35 °C
durante 24 horas. Luego fueron sembrados en eosina
azul de metileno, posteriormente se realizd la
identificacion con IMVIC.

Resultados y discusién

Los datos de latabla1l muestran los valores obtenidos
en las 30 muestras de quesos artesanales de acuerdo
con los microorganismos buscados.

Tabla 1- NuUmeros mas probables (NMP/g) de
coliformes totalesy fecales.

Coliformes

NMP/g

de la Totales Fecales
munestra

N |% N |%

<3 3 17%
-1t | 1 3%
10°- 108 | 5 17% 1|37
10¢-
10 18 | 60% 12 |40%
lﬂnr .
10" 1 3% 5 1 7%
o= .
0™ 1 3% 1 3%
Total |30 | 100% 30 | 100%
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El analisis de estos datos revela que las mayores
contaminaciones son a coliformes totales con valores
entre 108/g a 1010/g. Recuentos elevados de estos
microorganismos en alimentos indican condiciones
deficientes de higiene, situacion verificada en el
estudio, pues 25 (83%) muestras revelaron la
presencia de coliformes totales y fecales (Tabla 2).

Tabla 2- Porcentaje de muestras analizadas segun la
Norma FIL 73A: 1985, para coliformes totales y la
Norma APHA 1992 para coliformes fecales

Coliformes
ads*C
Muestras
Totales (NMP/g)
N LT N %
De acuerdo a
la Norma 5 17% 5 17%
En
Desacuerdo
conla Nomma | 25 83% 25 83%
Total 30 10084 30 100%%

La identificacion de estos microorganismos en
numero elevado puede representar riesgos para la
salud de los consumidores. La frecuente presencia de
coliformes totales en las muestras de queso proviene
probablemente de materia prima, agua o aditivos de
mala calidad bacterioldgica, situaciones también
descritas por Flowers et al. (1992) y Richter et al.
(1992).

No se han aislado Salmonellas sp, Shigellas sp,
Pseudomonas aeruginosa en las muestras analizadas,
coincidiendo con el trabajo realizado por Dionizio et
al. 2003. La presencia de Staphylococcus aureus
estan dentro del rango permitido por las normas
establecidas (FIL 145:1990). Los resultados obtenidos
difieren con el trabajo realizado por Gomes y Gallo
(1995). Quienes encontraron un elevado nimero de
Staphylococcus aureus.

En cuanto sensibilidad a los antibidticos se  encontrd
que de las 25 cepas de Escherichia coli, 5 de ellas
mostraron resistencia a las cefalosporinas de 1ra, 2day
3ra generacion, siendo sensibles a los demas
antibidticos ensayados. Las contaminaciones pueden
también estar asociadas a la deficiente limpieza e
higiene de los utensilios utilizados en el transporte y/o
produccion de los quesos, como asi también en la
manipulacién inadecuada. Basicamente, las situaciones
que contribuyeron para que haya un elevado nimero
de coliformes en quesos artesanales son las
condiciones higiénicas deficientes e inadecuada
refrigeracion, lo que contribuye a la calidad
insatisfactoria del producto analizado.

Conclusion

El nimero elevado de muestras artesanales (83%) se
encontraron en desacuerdo con las normas:  FIL145:
1990, FIL 73A 1985. utilizadas para quesos de
elaboracion artesanal, demostrando asi la necesidad
de una efectiva fiscalizacion de los érganos
competentes, de educacién sanitaria a los productores,
vendedores y consumidores en la ciudad de
Encarnacién, una vez que estos valores pueden
producir enfermedades transmitidas por alimentos
(ETAS).
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