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RESUMEN

Palabras clave

Obijetivos. Evaluar la calidad bacterioldgica de quesos frescos artesanales y la supuesta
accion bactericida de Lactobacillus spp.

Métodos. Se tomaron 39 muestras de 100 g cada una de queso fresco artesanal (de leche de
vaca) adquiridas en los 7 mercados municipales del distrito Pueblo Libre, Lima, Perd, entre
septiembre y diciembre de 2001. Se registraron el pH de la muestra y sus caracteristicas
organolépticas (olor y color), asi como la temperatura y la humedad ambiental el dia del
muestreo. Mediante técnicas microbioldgicas convencionales de cultivo se evalud la carga
microbiana de bacterias aerobias mesdfilas, coliformes totales y fecales, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis y Lactobacillus spp. y se analizé la
correlacion entre la presencia de esta Gltima bacteria y la de las anteriores.

Resultados. Se hallaron los siguientes valores promedio de carga microbiana: bacterias
aerobias mesofilas, 7,1 3 108 UFC/g; coliformes totales, 9,3 3 102 NMP/g; coliformes fecales, 8,3
3 10?2 NMP/g; Es. coli, 2,6 3 10> NMP/g; S. aureus, 3,1 3 10° UFC/g; En. faecalis, 4,6 3 10°
NMP/g; y Lactobacillus spp., 1,6 3 10° UFC/g. En general, la carga microbiana de 97,4% de
las muestras estuvo por encima de los valores maximos permitidos por la Norma Técnica
Peruana 202.087 para los diferentes microorganismos o grupos de microorganismos: coliformes
totales (74,2% de las muestras), coliformes fecales (58,6%), Es. coli (28,1%) y S. aureus
(87,2%). La presencia de Lactobacillus spp. no impidié la presencia de S. aureus y En.
faecalis.

Conclusiones. La elevada carga microbiana en las muestras de queso analizadas refleja
deficiencias higiénicas en la manipulacién del queso fresco artesanal que se comercializa en los
mercados estudiados, lo cual representa un riesgo para la salud del consumidor. No se observo
que la presencia de Lactobacillus spp. impidiera el crecimiento de los otros microorganismos
estudiados en los quesos.
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Queso, enterobacteriaceae, Escherichia y medidas necesarias para garantizar
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus  la seguridad y salubridad de los
faecalis, Lactobacillus, Peru. productos alimentarios, incluida la

La higiene de los alimentos com- manipulacién por el consumidor
prende el conjunto de condiciones  desde el momento en que adquiere el
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de la hoja de datos de cada muestra.
Las muestras fueron recolectadas y
analizadas entre los meses de septiem-
bre y diciembre de 2001. Después
de ser codificadas, se transportaron
en bolsas nuevas de polietileno a
4 °C para su procesamiento en los
laboratorios de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. A cada
muestra se le determiné el pH
mediante un medidor de pH
Zeromatic IV (Beckman, EUA).

Anélisis microbioldgico

Preparacion de la muestra. La
preparacion de las muestras se realizé
segin la metodologia de la
Organizacion de las Naciones Unidas
para la Agricultura y la Alimentacién
(FAO), la Administracion de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de
los Estados Unidos de América y la
Comisién Internacional para las
Especificaciones Microbiolégicas de
los Alimentos. Se homogeneizaron 50
g de cada muestra en 450 mL de
solucién de Butterfield (tampén de
fosfato pH 7,2 + 0) (8) durante un
minuto en una licuadora doméstica de
ocho velocidades (Oster, Per(), lo que
constituyé la dilucién 101, A partir de
esta se realizaron diluciones decimales
consecutivas hasta una concentracion
10 en solucién de Butterfield (18-21).

Bacterias aerobias meso6filas. Se
realizaron siembras de las diluciones
1073, 10 y 1075 en agar para conteo en
placas (Difco, EUA). Los resultados se
informaron como unidades formadoras
de colonias por gramo (UFC/Q)
(18-21).

Coliformes. Para la prueba presuntiva
se inocularon las diluciones 1071, 102y
103 en caldo lauril triptosa (Merck,
Alemania). Como prueba
confirmatoria de la presencia de
coliformes totales se us6 el caldo bilis
verde brillante (Merck, Alemania) y en
el caso de coliformes fecales, el medio
EC (Merck, Alemania). Para la
confirmacion de Escherichia coli se
usaron placas de agar Levine eosina
azul de metileno (EMB) (Merck,

Alemania) y, para un mejor
aislamiento, se pasaron después a agar
para conteo en placas. La
identificacion se realiz6 mediante la
prueba de indol, rojo de metilo, Voges-
Proskauer y citrato (Difco, EUA),
ademas de la prueba de fermentacién
en agar hierro triple azucar (Difco,
EUA) y la tincion de Gram. Los
resultados se informaron como
nimero mas probable por gramo
(NMP/g) (18-21).

Estreptococos. Se hicieron siembras a
partir de las diluciones 102, 103 y 10
en agar Baird-Parker (Difco, EUA).
Como confirmacién de S. aureus se
usaron las pruebas de coagulasa,
catalasa, DNasa y fermentacion de
manitol, asi como la tincién de Gram.
Los resultados se informaron como
UFC/g (18-10).

Enterococos. Para la prueba
presuntiva se sembraron las diluciones
101,102y 10-3 en caldo azida dextrosa
(Difco, EUA), vy la prueba
confirmatoria de Enterococcus faecalis
se realizé
en caldo azida etilo de violeta (EVA)
(Difco, EUA) con la prueba de catalasa
y la tincién de Gram. Se informé como
NMP/g (18-20).

Lactobacilos. Se emplearon las
diluciones 102, 102 y 10* para su
aislamiento en agar Rogosa (Oxoid,
Reino Unido). Para la identificacion del
género Lactobacillus se usaron las
pruebas de fermentacion de glucosa y
lactosa, asi como las tinciones de Gram
y de endosporas, el crecimiento en agar
Mac Conkey y la prueba de catalasa.
Los resultados se informaron como
UFC/g (22).

Analisis estadistico

Se evalu6 si la presencia de
Lactobacillus spp. influye en la
presencia de bacterias patégenas
mediante analisis de regresion. La
prueba de correlacién se utilizé para
evaluar la relacién entre las diferentes
especies y grupos bacterianos y la
presencia de Lactobacillus spp. Para el

analisis se emple6 el programa
estadistico SPSS v. 10 para Windows
(SPSS Inc., Chicago, EUA).

RESULTADOS

La temperatura ambiental en los
diferentes mercados estuvo entre 14 y
22°C, la humedad estuvo entre 69 y
98% y el pH de las muestras se
mantuvo dentro de los limites
aceptables (de 4,9 a 6,5). En cuanto a
las caracteristicas organolépticas de las
muestras, 32 (82%) eran de color
blanco y 7 (18%) eran de color
amarillento, todas con olor
caracteristico a leche, aceptables seglin
la NTP 202.087.

No se investigé la forma de
elaboracién de los quesos. Estos se
comercializaban sin envoltura o solo
cubiertos por una bolsa plastica. En
pocos casos el producto se conservaba
en vitrinas o refrigeracion.

En el cuadro 1 se presentan los
resultados del recuento de cada especie

0 grupo bacteriano analizado
(bacterias aerobias mesofilas,
coliformes totales, coliformes fecales,
Es. coli, S. aureus,

En. faecalis y Lactobacillus spp.) en cada
una de las 39 muestras de quesos. Los
valores promedio para cada micro-
organismo o] grupo de
microorganismos, asi como los valores
extremos encontrados, se presentan en
el cuadro 2.

Es. coli constituyd aproximadamente
la cuarta parte de las enterobacterias
encontradas en las muestras. En la
figura 1 se indica la distribucion por-
centual de enterobacterias distintas de
Es. coli.

En general, 97,4% de las muestras se
encontraban fuera de los valores limite
de carga microbiana establecidos por
la NTP 202.087, por lo que esos
productos no estaban aptos para el
consumo humano. Se encontré que
74,2% de las muestras sobrepasaban el
valor limite de carga microbiana
establecido para coliformes totales,
58,6% excedian la carga permitida de
coliformes fecales, y 28,1% no
cumplian con lo establecido en esa
norma para E. coli.
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CUADRO 1. Carga microbiana encontrada en las muestras de queso fresco artesanal analizadas

Bacterias aerobias Coliformes Coliformes Staphylococcus Enterococcus
mesdfilas totales fecales Escherichia aureus faecalis Lactobacillus
Muestra (UFClg) (NMP/g) (NMP/g) coli (NMP/qg) (UFClg) (NMP/g) spp. (UFC/g)

1 2,8310° >1,1310° >1,1310° 1,1310 6,8310* 4,6 3102 2,2310*

2 1,1310° >1,1310° 4,6 3102 6 9,7310* >1,1310° 4,8310*

3 2,2310° 4,6 3102 4,6 3102 3 8,2310* >1,1310° 2,5310*

4 2,8310° >1,1310° >1,1310° 15310 7,3310* >1,1310° 2,2310*

5 2,1310° >1,1310° 4,6 3102 2,4310? 1,6 310* >1,1310° 1,3310*

6 2,03 10° >1,1310° >1,1310° 1,2310 8,2310* >1,1310° 443108

7 7,2310° >1,1310° >1,1310° 1,6310 6,8310* 3,8310 1,9310*

8 10,6 3 10° >1,1310° >1,1310° Ausente 8,0310* 1,4 3102 2,1310°

9 2,3310° >1,1310° 15310 7 7,3310* >1,1310° 7,4310%
10 5,53 10° >1,1310° 2,7310 Ausente 6,5310* >1,1310° 1,3310*
11 2,7310° 3,3310 9,3310 2,3310 2,4310° 1,13108 153108
12 1,6310° >1,1310° >1,1310° 9 2,7310° >1,1310° 8,8310*
13 28,53 10° >1,1310° >1,1310° 3,8310 1,33108 19310 1,2310°
14 29,43 10° 3,7310 4,4310 4,4310 5,6 310* 1,13108 2,2310°
15 3,03 10° >1,1310° >1,1310° 1,2310 2,0310° >1,1310° 5,6 310*
16 3,1310° >1,1310° 1,13108 1,1310 3,7310° >1,1310° 53310*
17 28,1310° 1,13108 4,6 3102 2,4 3102 7,2310° 3,1310 7,0310°
18 25,7310° 1,13108 2,13102 Ausente 6,6 310* 3,8310 2,6310°
19 46,8 3 10° >1,1310° >1,1310° 6 5,5310° >1,1310° 1,1310°
20 47,43 10° >1,1310° >1,1310° 1,6310 Ausente 4,4310 5,5310*
21 49,43 10° 1,4 3107 >1,1310° 1,13108 8,1310° 19310 4,7 3102
22 37,8310° >1,1310° >1,1310° 2,3310 3,9310° 2,7310 2,9310°
23 31,8310° 2,1310 2,43102 2,7310 1,4310° 2,7310 2,9310°
24 24,6310° >1,1310° >1,1310° >1,1310° 1,6310* 1,6310 5,6 310°
25 53,03 10° 4,6 3102 4 4 Ausente 1,4 3102 3,03102
26 51,4310° 1,13108 1,13108 1,13108 51310* 7 1,1310°
27 49,23 10° >1,1310° >1,1310° 2,1310 2,7310* 9 2,3310°
28 78,03 10° >1,1310° >1,1310° 4,6 3102 8,7310* >1,1310° 7,2310°
29 76,4 3 10° >1,1310° 1,13108 1,13108 1,9310° 1,4 3102 6,7310*
30 21,7310° >1,1310° >1,1310° 3,3310 7,0310° 3,1310 2,4310*
31 0,123 10° >1,1310° >1,1310° >1,1310° 1,03 108 8,6 310 3,6310*
32 48,6 3 10° >1,1310° >1,1310° >1,1310° Ausente 3 1,83108
33 1,4310° >1,1310° 1,13108 3,3310 Ausente Ausente 2,83102
34 43,83 10° >1,1310° >1,1310° 2,7310 9,4310° 19310 1,6310*
35 3,4310° >1,1310° >1,1310° >1,1310° 1,03 108 3,1310 7,6310%
36 14,73 10° >1,1310° >1,1310° 8,6 310 Ausente 3,7310 153108
37 27,43 10° 43310 43310 15310 9,4310° 2,7310 1,03108
38 73,23 10° >1,1310° >1,1310° >1,1310° 5,3310° 3,1310 473108
39 46,4 3 10° >1,1310° >1,1310° 1,4 3102 8,3310° >1,1310° 3,6310%

En el caso de S. aureus, 87,2% de las
muestras sobrepasaban el limite
establecido por la NTP 202.087. Se
observaron  recuentos de este
microorganismo de hasta 1,3 3 109
UFC/g (muestra 13).

No se observd correlacion
significativa entre la presencia de
Lactobacillus spp. y la de otros
microorganismos (cuadro 2). Aunque
se observo una relacion inversa entre la
presencia de Lactobacillus spp. y de S.
aureus y En. faecalis, el analisis de
regresion entre estos tres
microorganismos no confirmé que la
presencia de Lactobacillus spp.

influyera significativamente en el nivel
de contaminacién con esos dos
patégenos.

DISCUSION

El queso es un alimento fermentado
gue durante su elaboracién alcanza
normalmente recuentos de bacterias
fermentadoras de hasta 10° UFC/g,
necesarias para la transformacion de la
leche en queso. Esto podria restarle
importancia al elevado recuento de
microorganismos encontrados (19). Sin
embargo, los recuentos de hasta 7,3 3
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10" UFC/g de bacterias aerobias
mesofilas encontrados en algunas
muestras podrian indicar que durante
la manipulacién de la materia prima o
su procesamiento no se han observado
las medidas sanitarias de rigor. Una
carga microbiana elevada puede
afectar a la calidad del producto, ya
gue la presencia de estos micro-
organismos se asocia con el deterioro
precoz de los quesos o con fermentaci-
ones anormales. Ademas, debe tenerse
en cuenta que entre las bacterias
aerobias mesofilas pueden encontrarse
muchas especies patégenas (19).
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CUADRO 2. Correlacion de la carga bacteriana encontrada con la presencia de Lactobacillus spp.

Carga bacteriana encontrada

Correlacion con

Especies o grupos bacterianos Promedio Minima Méaxima Lactobacillus spp.2
Lactobacillus spp. (UFC/g) 1,6310° 2,83 102 1,8310° —
Bacterias aerobias mesdfilas (UFC/g) 7,13108 1,23 10* 73107 0,175
Coliformes totales (NMP/g) 9,33 102 21 >1,1310°% 0,069
Coliformes fecales (NMP/g) 8,33 102 4 >1,1310°% 0,118
Escherichia coli (NMP/g) 2,6 3102 3 >1,1310°% 0,355
Staphylococcus aureus (UFC/g) 3,1310° 1,6 3 10* 1,3310°8 -0,267
Enterococcus faecalis (NMP/g) 4,6 3 102 3 >1,1310°% -0,267

Nota: UFC/g: unidades formadoras de colonia por gramo; NMP/g: nimero mas probable por gramo.

2 Correlacion de Pearson.

El aumento del nimero de bacterias
meséfilas en las UGltimas muestras
recolectadas refleja aparentemente un
sesgo que puede atribuirse a que las
Gltimas muestras fueron tomadas en
mercados que presentaban mayores
deficiencias higiénicas y sanitarias.

Si bien es cierto que con el método
utilizado no se pueden diferenciar las
bacterias patégenas de las que no lo
son, la presencia de Es. coli es un
indicador de contaminacion fecal
directa o indirecta y refleja falta de
higiene durante la elaboracién o
manipulacion del producto (19,
23-26). La presencia de coliformes
fecales y Es. coli es un importante
indicador de contaminacion fecal que
advierte de la posible presencia de
otros patégenos.

La NTP 202.087 establece requisitos
microbioldgicos para el queso fresco
solamente para los siguientes
microorganismos: coliformes de 102 a

10 NMP/g; Es. coli, de 10 hasta 102
NMP/ g; estafilococos coagulasa
positiva, de 10 hasta 102 UFC/g;
ausencia de Salmonella spp. en 25 g

La presencia de S. aureus podria
indicar una contaminacion a partir de
la piel, la boca o las fosas nasales de
portadores de la infeccion que
manipularon el alimento. Otras
fuentes de contaminacién pueden ser
el material, el equipo de trabajo y las
materias primas de origen animal
(leche de vaca). Del porcentaje de
muestras que no cumplian con la
norma, 53,4% tenian recuentos
superiores a 10° UFC/g, lo que podria
implicar la posible presencia de
enterotoxinas estafilocdcicas capaces
de provocar intoxicaciones
alimentarias (19, 25, 27, 28).

La NTP 202.087 no indica los valores
limite para la presencia de En. faecalis
en quesos frescos. La alta proporcion
de muestras con recuentos de este

microorganismo mayores de 1,1 3 103
NMP/g es realmente preocupante, ya
que refleja la posibilidad de
contaminacion fecal por practicas
inadecuadas de higiene o la exposicién
del alimento a condiciones que
favorecen el crecimiento y la
multiplicacién de este
microorganismo (19). Teniendo en
cuenta que En. faecalis es un buen
indicador de contaminacién fecal se
sugiere que en la norma peruana se
establezca un limite para este
microorganismo.

Estos hallazgos sugieren que las
condiciones de higiene durante la
elaboracién del gueso son
insatisfactorias o] que hubo
contaminacion después del proceso de
elaboracién antes de llegar al
consumidor.

Se encontraron niveles elevados de
Lactobacillus spp. de hasta 1,8 3 10°
UFC/g. Segun la bibliografia

FIGURA 1. Distribucidn porcentual de enterobacterias en queso fresco artesanal (excepto Escherichia coli)
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ABSTRACT  Objectives. To evaluate the bacteriological quality of fresh artisan cheeses and the
supposed bactericidal action of Lactobacillus spp.
. . Methods. A total of 39 samples of 100 g each of fresh artisan cheeses made from
Bacteriological assessment of  cow’s milk were purchased in the seven municipal markets of the Pueblo Libre
fresh artisan cheeses sold in  district of the city of Lima, Peru, between September and December 2001. The pH and
Lima, Peru, and the presumed the organoleptic characteristics (aroma and color) of each sample were recorded,
bactericidal action of along with the environmental temperature and humidity on the day of sampling.
. Using conventional microbiological growth techniques, an evaluation was made of
Lactobacillus Spp. the microbial load of mesophilic aerobic bacteria, total and fecal coliforms, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis, and Lactobacillus spp. In addition, the
correlation between the presence of Lactobacillus spp. and the presence of the other
microorganisms studied was analyzed.
Results. The following average values for the microbial load were found:
mesophilic aerobic bacteria, 7.1 3 10° colony-forming units per gram (CFU/g); total
coliforms, 9.3 3 10? most probable number per gram (MPN/g); fecal coliforms, 8.3 3
102 MPN/g; Es. coli, 2.6 3 102 MPN/g; S. aureus, 3.1 3 10° CFU/g; En. faecalis, 4.6 3 102
MPN/g; and Lactobacillus spp., 1.6 3 10° CFU/g. For 97.4% of the samples the
microbial load was above the maximum values permitted by the Government of
Peru’s Technical Standard 202.087 for the various microorganisms or groups of
microorganisms: total coliforms (74.2% of the samples), fecal coliforms (58.6%), Es. coli
(28.1%), and S. aureus (87.2%). The presence of Lactobacillus spp. did not preclude the
presence of S. aureus and En. faecalis.
Conclusions. The high microbial load in the cheese samples analyzed reflects
deficiencies in the hygienic handling of the fresh artisan cheeses sold in the studied
markets and also represents a health hazard for consumers. We did not find that the
presence of Lactobacillus spp. impeded the growth of the other microorganisms
studied in the cheeses.
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