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RESUMEN

Con €l objetivo de evaluar lacalidad microbiol 6gicade que-
sos frescos artesanales se estudiaron 15 muestras de dife-
rentes productores en las provincias VillaClaray Artemisa.
Para su estudio se emplearon los métodos tradicionales y
dos kits de deteccion rgpida. Se demostré que los conteos
microbianos paralas muestras analizadas estaban por enci-
made 1,5 x 10°UFC/g en los conteos de hongos filamentosos
y levaduras, coliformes termotolerantesy Escherichia coli,
lo que evidencio la deficiente calidad sanitaria de los pro-
ductos. En cuanto a la presencia de patégenos,
Saphylococcus coagulasa positiva presentd valores supe-
rioresal,5x 10*UFC/g, representando un peligro a conside-
rar su dosis infectiva. Para Salmonella spp. y Listeria spp.
los andlisis resultaron negativos tanto por los métodos tra-
dicionales como por el método rapido Reveal 2.0, pueslos
positivos encontrados fueron falsos ya que se comprobd
por el sistemaAPI 20E que las presuntas cepas aisladas co-
rrespondian a Citrobacter freundi, poniendo de manifiesto
reacciones de antigenos cruzados entre Enterobacterias.
Palabras clave: quesos frescos artesanales, calidad
microbiol gica, métodostradicionales, kits répidos.
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ABSTRACT

Evaluation of microbiological quality of artesanal
fresh cheeses using traditional methods and two
fast kits

In order to evaluate the microbiological quality of artisanal
fresh cheeses, 15 samples from different producers in the
VillaClaraand Artemisaprovinceswere studied. Traditional
methods and two rapid detection kits were used for their
study. The microbia counts for the analyzed samples were
shown to be above 1.5 x 10° CFU/g in the counts of
filamentous fungi and yeasts, thermotolerant coliforms and
Escherichia coli, which evidenced the poor sanitary quality
of the products. Regarding the presence of pathogens,
Staphylococcus coagul ase positive presented values higher
than 1.5x 10* CFU/g, representing adanger when considering
itsinfective dose. For Salmonella spp. and Listeria spp. the
analyzes were negative by both the traditional methods and
the Reveal 2.0 rapid method, since the positives found were
false since it was verified by the APl 20E system that the
presumed isolated strains corresponded to Citrobacter
freundi, showing reactions of crossed antigens between
Enterobacteriaceae.

K eywor ds: fresh handmade cheeses, microbiological quality,
traditional methods, rapid kits.
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INTRODUCCION

Lalechey los productos | &cteos constituyen una fuen-
te abundante y accesible de nutrientes para la pobla-
ciénanivel mundial. El volumen del comercio interna-
cional de productosderivadosdelalecheesconsidera-
ble, se encuentra en continuo crecimiento y en un alto
desarrollo (1). El queso es el derivado lacteo obtenido
por coagulacion de laleche u otros productos como la
nata, laleche parcia mente desnatada, lanatade sueroola
mezcladevariosdedlos, a queselehaseparado e suero.
Este producto puede ser blando, semiduro, duroy extraduro,
meadurado o no, y puede 0 no estar recubierto (2).

Dentro de la gama de productos |acteos elaborados,
los quesos frescos artesanal es son |os que cuentan con
mayor nimero de microorganismos patdgenos a mo-
mento de ser comercializados, por estarazon sele aso-
ciacon mayor frecuencia con brotes de intoxicaciones
alimentarias (3). Numerosos estudios realizados a ni-
vel mundia coinciden enquelacalidad sanitariade estos
alimentos es deficiente pues asi |o evidencian los re-
cuentos de mi croorgani smosindicadores, encontrdndose
en la mayoria de los casos por encima de los valores
normados (4, 5). Se debe en gran medida, a que €l
desconocimiento delos factores que determinan la ca-
lidad y que garantizan la inocuidad de |os quesos, ha
sido uno delos principal es problemas alos que laque-
seriaartesanal sehaenfrentado. También han sido causa
frecuente de diversas enfermedades transmitidas por
alimentos cuando son consumidos después de estar
expuestos a condiciones no apropiadas durante su pro-
ceso de elaboracion o en el aimacenamiento. Los
microorgani Smos mas asociados alacontaminacion de
estos quesos y que se consideran entre |as principales
causas de ETA son: Staphylococcus aureus,
Salmonella, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes, entre otros (6). Durante la elabora-
cién de este producto es posible que muestren unagran
variabilidad composicional y sensoria, unalimitadacon-
Servaciony que estén propensos acontaminacionesque
pueden afectar su inocuidad. En Cuba no existen nor-
mativas que establ ezcan en que condiciones higiénico-
sanitarias se deben producir y comercializar estos ali-
mentos, solo existe oficialmente la Instruccion 01:91
del Ministerio de Salud Publicay no se aplicaen laac-
tualidad. Se refiere alos reguisitos sanitarios minimos
para la produccion de queso con leche cruda donde se
define que no es apto para el consumo humano y que
sentregaalaindugriaparasu pogterior transformacion (7).

En Cuba, en los Ultimos afios se han realizado estudios
dirigidos aevaluar lacalidad higiénico-sanitariade la
elaboracion artesanal de quesos frescos en diferentes
provincias por lo que el objetivo de este trabajo fue
evaluar la calidad microbiolégica de quesos frescos
artesanal es de dos provincias mediante métodos tradi-
cionalesy doskitsrépidos paraladeteccion de Listeria
spp. y Salmonella spp.

MATERIALES Y METODOS

Seanalizaron 15 muestras de quesos frescos artesanal es
pertenecientes a productores de dos provincias
(Artemisay VillaClara). El andlisisdemicroorganismos
indicadores de calidad sanitariay de microorganismos
patégenos se realizo seguin las normas correspondien-
tes: Coliformes termotolerantes NC 1096:2015 (8);
Escherichia coli NC 1SO 16649-2:2013 (9); Hongos
filamentosos y levaduras NC 1SO 6611/I1DF 94:2013
(10); Staphylococcus aureus NC 1SO 6888-1:2003
(11); Listeria monocytogenes UNE-EN-1SO-11290-
1=1997(A1=2005) (12); Salmonella NC ISO
6579:2008 (13). Seutilizaron doskitsrapidosdelacom-
pafiiaNeogen Reveal 2.0 paraladeteccion deListeria
spp. (14) y Salmonella spp. (15) donde se siguieron
lasindicacionesdel productor.

RESULTADOS Y DISCUSION

En cuanto alosindicadores de calidad todas |as mues-
tras de Villa Clara estuvieron fuera de los limites de
aceptabilidad segiin laNC 585 (16). Las muestras pro-
cedentesdeArtemisacomparadasconlasdeVillaClara
tuvieron mejores resultados para algunos de los
indicadores analizados, aunque todas las muestras te-
nian deficiente calidad microbiolégica (Tabla 1). Los
resultados de coliformes termotolerantesy E. coli de-
notan una pésima calidad sanitaria en estos produc-
tos y un incumplimiento de las buenas préacticas de
higiene en el proceso de elaboracion pues son
indicadores de contaminacién fecal principal mente E.
coli (17). En un estudio en Tuzuapan (Puebla, M éxi-
o), se analizaron 100 muestras de queso artesanal
donde el promedio de carga microbianafueron bacte-
riasaerobiasmesdfilas7,5x 10° UFC/g; coliformesfecaes
8,4 x 10?° NMP/gy E. coli 2,5x 10?° NMP/g (18). Tam-
bién se analizaron 95 muestras de quesos frescos
artesanal es procedentes de seis provincias del pais, ex-
cepto VillaClaray Artemisa, se obtuvieron resultados
similares alos de este estudio paralosindicadores (7).
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LaTabla2 muestraque, parad recuento de Saphylococcus
coagulasa positiva, lamayoria de las muestras andizadas
dieronvaoresmayoresde1,5x 10* UFC/g, lamayor inci-
denciafue por Saphylococcus coagul asa positiva con
51,6 % de positividad y concentraciones superiores a
1,5x 10* UFC/g (7). En otros estudios de S. aureus en
guesos artesanales, los conteos resultaron mayores de
1 x 10°* UFC/g para todas las muestras (19) y de 39
muestras de queso fresco artesanal se obtuvo 87,2 %
de positividad a S aureus (20). S. aureus cuando esta
en cantidades superiores a 1 x 10° UFC/g es capaz de
producir una enterotoxina termostable (21, 22) por 1o
gue su presencia en alimentos se considera un riesgo
parala salud humana.

Delas 15 muestras de queso fresco artesanal analiza-
das por e método Neogen Revea 2.0 para la detec-
cion de Listeria spp. no se obtuvo resultado positivo
ocurriendo lo mismo por el método tradicional, lo que
constata la ausencia de Listeria spp. por ambos méto-
dos. De las 15 muestras analizadas por el método
Neogen Revea 2.0 para la deteccion de Salmonella
Spp., Se encontraron dos muestras procedentes de Villa
Claradébiles positivasy un positivo franco (Fig. 1). En
un trabajo reportado no seaisl L. monocytogenes pero
S se obtuvo aislamiento de Listeria spp. (18,9 %) (7).

De 83 muestras de queso elaborados en la zona de
Colonia, Uruguay, se obtuvieron resultados queindica-
ron ausencia de L. monocytogenes en todas las mues-
tras analizadas (23). En el andlisis de 60 muestras de
guesos expendidos en cuatro mercados principales de
la ciudad de Cuenca (México), €l aislamiento de L.
monocytogenes resultd negativo (24). La ausencia de
esta bacteria en las muestras de quesos analizadas
puede deberse al almacenamiento sin envasar al aire
libre, lo cual aumentala desecacion delasuperficie ex-
terna de los quesos por pérdida de humedad, disminu-
yendo la supervivencia de estos microorganismos (25).
En €l caso de la determinacion de Salmonella spp. a
partir delosresultados positivosseredlizaron otras prue-
bas bi oquimicas tradicional es, ademés de complemen-
tarias como APl 20E. Los resultados obtenidos en
Reveal 2.0 resultaron falsos positivos, ya que se de-
mostro que las colonias lactosa negativa sugestiva de
Salmonella pertenecian a Citrobacter spp., lo cua se
verifico medianteel kit APl 20 E'y cuyo resultado final
fue Citrobacter freundi con 99,9 % de probabilidad.

En estos resultados hay que tener en cuenta que el gé-
nero Salmonella tiene una estructura antigénica similar
al resto de las Enterobacterias aungue es frecuente la

Tabla 1. Indicadores de calidad sanitaria

No. de Provincia ter(r:r?cl)!cgl)(rarmaﬁ& Hongos Levaduras E. Cali

muestra (UFC/g) (UFClg) (10°UFCI/g) (UFClg)
462 VillaClara >15x 10° <10 >15 >15x 10°
463 VillaClara >15x 10° <10 >15 >15x 10°
464 VillaClara >15x 10° <10 >15 >15x 10°
666 VillaClara >15x 10° <10 >15 >15x 10°
667 VillaClara >15x 10° <10 >15 Ausencia
668 VillaClara >15x 10° <10 >15 Ausencia
897 VillaClara >15x 10° >15x 10° >15 >15x 10°
898 VillaClara >15x 10° >15x10° >15 >15x 10°
899 VillaClara >15x 10° >15x10° >15 >15x 10°
586 Artemisa >1,5x 10* >15x 10° >15 >1,5x 10*
587 Artemisa <10 <10 >15 <10
781 Artemisa >15x%x10° Presenciaen 10 >15 Ausencia
782 Artemisa >15x 10° Presenciaen 10 >15 Ausencia
967 Artemisa 7,5 x 107 8,5x 10 >15 <10
968 Artemisa >15x 10° <10 >15 >15x 10°
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Tabla 2. Recuento de Staphylococcus coagulasa positiva

No. de muestra Procedencia Resultado (UFC/g)
462 VillaClara >1,5x 10°
463 VillaClara >1,5x 10°
464 VillaClara >1,5x 10°
666 VillaClara >15x 10
667 VillaClara <10°
668 VillaClara >15x 10°
897 VillaClara >15x 10°
898 VillaClara >15x 10°
899 VillaClara >15x 10
586 Artemisa >1,5x 10
587 Artemisa >15x 10
781 Artemisa >1,5x 10°
782 Artemisa >1,5x 10°
967 Artemisa 6,3x 10°
968 Artemisa >15x 10°

Fig 1. Determinacion de Listeria y Salmonella. a: negativo de Listeria; b, c: débil positivo para
Salmonella; d: positivo franco.

reactividad cruzada entre los géneros que estan muy
relacionados (€j., Salmonella con Citrobacter,
Escherichia con Shigella) (26).

En Cubaserealizo un trabajo en laprovinciade Sancti
Spiritus, donde no seaislé Salmonella spp. en 75 mues-
tras de leche cruday quesos frescos artesanales (27).
También de 83 muestras de queso elaborados en la
zonade Colonia, Uruguay, losresultadosindicaron au-
sencia de Salmonella (28). Salmonella es una de las
bacterias de mayor importancia en el queso, debido a
que puede presentarse en el alimento por contamina-
cion apartir de manos del ordefiador, heces de los ani-

mal es, contaminacién del equipo de ordefio, aguas con-
taminadas o por deficiente tratamiento térmico en la
materia prima (29).

En este trabajo no se obtuvieron resultados positivos
para Salmonella, 1o que Ilamala atencion pues a pesar
de lamalacalidad higiénico sanitaria que han demos-
trado los quesos por la presencia de Saphylococcus
coagulasa positiva, hongos filamentosos y levaduras,
coliformes termotolerantes y Escherichia coli, no se
aislé Salmonella, 1o que se debe a que el tamafio de
muestra del estudio no fue representativo.
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CONCLUSIONES

Los recuentos de microorganismos indicadores:
coliformes termotolerantes, E. coli, hongosy levadu-
ras y de Staphylococcus coagulasa positiva en las
muestras de quesos provenientes de ambas provincias
cubanas estuvieron por encimade losvalores permisi-
bles|o que manifestd ladeficiente calidad sanitariade
estos productos. El método Neogen Reveal 2.0 demos-
trd su eficacia a no encontrarse falsos negativos en

resul tados obtenidos mediante |os métodos tradiciona-
les estandarizados. No se demostré presencia de
Listeria spp. ni Salmonella spp. en las muestras de
quesos analizadas tanto por |os métodos tradicionales
como por €l kit Revea 2.0. Mediante €l sistema AP
20E las presuntas cepas de Salmonella spp. aisladas
resultaron ser identificadas como Citrobacter freundi
con 99,9 % de probabilidad, 10 que esta relacionado
con la presencia de antigenos cruzados entre esta
Enterobacteria y Salmonella spp.

losandlisisdelas muestras en correspondenciacon los
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