FACENA, Vol. 20, pp. 13-22, 2004 13

ANALISIS DE RIESGOS EN LA ELABORACION DE QUESO ARTE-
SANAL DE CORRIENTES (ARGENTINA)

Olga M. VASEK®), R. CABRERA(, G. J. CORONEL®), G. S. de GIoRI®@ y A. J. V. Fusco®

RESUMEN: Con este estudio se determind la calidad higiénico-sanitaria de materia prima y quesos
elaborados artesanalmente en Corrientes (Argentina) y se evalu6 el riesgo para la salud que implica
el consumo de estos quesos.

Se analizaron veinte muestras de leche y veinte de agente coagulante usualmente utilizados en la ela-
boracion de queso artesanal de Corrientes (preparado con leche cruda, cuajo artesanal, fermentacion
espontanea y poca o ninguna maduracion) al igual que cien muestras de quesos. En todas ellas, se
cuantificaron los microorganismos contaminantes y bacterias lacticas. Porciones superficiales de
veintitrés de estos quesos fueron empleadas para el aislamiento e identificacion de mohos.

Los resultados muestran que el porcentaje (98.00%) de quesos Rechazables (GMC N°69/93) indica
un alto riesgo epidemiol6gico para el consumidor. La leche utilizada como materia prima presenta
condiciones sanitarias deficientes. La elevada incidencia de Escherichia coli (80.00%) en el interior
y Fusarium moniliforme (54.54%) en la superficie de los quesos, sugieren un alto riesgo de infeccion
cuando se consumen frescos y una potencial produccion de metabolitos toéxicos cuando se los esta-
ciona.

ABSTRACT: The hygienic-sanitary quality of raw material and homemade cheeses produced in Corri-
entes (Argentina) were evaluated together with the risk on human health when consuming these kind
of cheeses.

Contaminating microorganisms and lactic acid bacteria were counted in: i) twenty samples of both
milk and rennet frequently used by the homemade cheese manufacture made in Corrientes (Argen-
tina) which preparation contain raw cow’ milk, homemade rennet, spontaneous fermentation and lit-
tle or none ripening, ii) one hundred samples of homemade cheeses. Superficial portions of twenty-
three of these cheeses were employed for isolation and identification of molds.

Our results shows a percentage (98.00%) of Unacceptable’ cheeses (GMC N°69/93) which, indicate
a high epidemiological risk to consumers. The milk used as raw material exhibit deficient sanitary
conditions. High incidence of Escherichia coli (80.00%) within the cheeses and Fusarium monili-
forme (54.54%) at surface of cheeses, suggest a high risk of infection when these foods are fresh
consumed and these number means also a potential production of toxic metabolites when that
cheeses are ripened.
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INTRODUCCION

En los altimos afos, ha existido una creciente demanda de productos elaborados
artesanalmente, con particular atencion puesta en quesos de diferentes estadios de ma-
duracién y origen de la materia prima.

En la Provincia de Corrientes (Argentina), la produccion de quesos artesanales
tiene un volumen apreciable, que se veria incrementado en tanto y en cuanto pudiera
ofrecerse al consumidor un producto seguro desde el punto de vista de la salud publica
y con caracteristicas estables en el tiempo. El producto mencionado no se halla con-
templado en la legislacion vigente, ni posee Denominacion de Origen Protegida. Ello
implica que las autoridades sanitarias estan obligadas a retirarlos del comercio, ocasio-
nando una pérdida econdmica importante para los pequefios productores, porque la
manufactura quesera se desarrolla como actividad complementaria a la ganaderia. La
realidad es que esta produccidn se mantiene en actividad por vias informales.

El queso artesanal de Corrientes se elabora a partir de leche cruda entera de va-
cas criollas, sin maduracion, con el agregado de agente coagulante artesanal, obtenido a
partir de la inmersion en suero, de trozos de cuajar de ganado bovino seco y salado,
fermentacion espontanea, dandole forma en moldes de variados materiales (hojas de
palma cosida, madera, plastico, hojalata y/o acero inoxidable). Los productos resultan-
tes, con un contenido aproximado de humedad del 57%, materia grasa 49% (sobre ma-
teria seca), proteinas 48% (sobre materia seca) y NaCl 1.2%, se comercializan a partir
de las 24 horas de elaborados, exhibiéndolos para la venta a temperatura ambiente con-
juntamente con diversos productos de granja de origen vegetal (manies, maiz, zapallos,
plantas ornamentales) y animal (huevos, miel) sin cubierta protectora, en mercados fru-
tihorticolas y a la vera de los caminos.

El presente trabajo tuvo como objetivo determinar la calidad higiénico-sanitaria
de materia prima y quesos elaborados artesanalmente en Corrientes y evaluar el riesgo
que implican para la salud de los consumidores.

MATERIALES Y METODOS

Muestras. Cien unidades de queso con dos a cuatro dias de maduracion, veinte de le-
ches obtenidas a partir del ordefie matutino y veinte de agente coagulante de cuarenta y
ocho horas de preparado, usados en la manufactura, se recolectaron durante dos afios
consecutivos (1997-1998) de acuerdo con métodos estandares (FIL-IDF 50B:1985), a
partir de diferentes productores queseros de la region rural de Corrientes (Argentina).
Las muestras se remitieron al laboratorio refrigeradas (4-7°C) y se analizaron antes de
24 h.

Porciones superficiales a partir de veintitrés quesos se usaron para la investigacion de
mohos y levaduras.

Analisis microbioldgico. Diez gramos del interior de los quesos se obtuvieron en forma
representativa a partir de cada muestra, después de descartar la corteza se reunieron en
un conjunto para su analisis. Las submuestras se homogeneizaron en 90 ml de solucion
estéril de citrato de sodio 2% (p/v) atemperada (40+2°C).
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Diez ml de leche o agente coagulante se usaron para la preparacion de las diluciones.
Apropiadas diluciones decimales seriadas se prepararon en agua de peptona 0.1% (p/v)
esteril.

La biota aerobia mesofila se enumerd sobre agar para recuento en placa estandar
(Merck) luego de incubar a 30°C durante 72 h. Coliformes totales (Método Britanico,
I.C.M.S.F., 1983) y coliformes fecales (Método Europeo, I.C.M.S.F., 1983) se sembra-
ron en caldo Mc. Conkey (Merck) y caldo verde brillante bilis lactosa (BBLB; Merck),
y se incubaron a 30°C durante 48 h y 45°C durante 24 h, respectivamente. A partir de
cada tubo con produccidn de gas positivo en BBLB, se estrio sobre agar eosina azul de
metileno (Merck) usando una placa por cada tubo, incubando a 37°C durante 24 h para
el aislamiento de posibles cepas de Escherichia coli; por cada placa, cinco colonias re-
presentativas tomadas al azar, se re-estriaron sobre agar nutritivo e incubaron a 37°C
durante 24 h para su purificacion; cinco colonias se emplearon para realizar el test IM-
VIiC, las cepas que presentaron resultados concordantes con los criterios de Orskov
(1986) se consideraron Escherichia coli (E. coli) tipica. El recuento de Staphylococcus
aureus coag. (+) se realizo segin la Norma FIL-IDF 145:1990 en agar Baird Parker
(Merck) luego de incubar 48 h a 35°C. Las bacterias lacticas (BAL) se contaron en me-
dio LAPTg,, (Raibaud et al., 1961). Mohos y levaduras se determinaron en agar papa
dextrosa (Merck) segin la Norma IDF 94B:1990; y Salmonella spp. se investigé de
acuerdo con IDF Standard 93A:1985.

La viabilidad se expres6 como logaritmo (log) de unidades formadoras de colonia (ufc)
por gramo de queso o mililitro de leche y agente coagulante.

Para el aislamiento de mohos y levaduras de la superficie del queso, se cortaron con
escalpelo porciones (1 cm?) de la corteza, se colocaron sobre agar dicloran-rosa de
bengala-cloranfenicol (Merck) propuesto por King (1992) como medio estdndar y se
incubaron a 25°C durante 5-7 dias.

Las especies de Penicillium (P.), Aspergillus (A.) y Fusarium (F.), se identificaron de
acuerdo con las claves de Pitt (1991), Klich y Pitt (1994), y Gerlach y Nirenberg
(1982), respectivamente.

Reproducibilidad. Los resultados representan la media de determinaciones correspon-
dientes a tres experiencias independientes.

Analisis estadistico. Se determind el coeficiente de correlacion de Pearson (rp) entre los
recuentos efectuados, particionando los resultados segun los tres tipos de muestras ana-
lizadas (leche, agente coagulante y quesos), y se realizd el andlisis de varianza simple
para cada grupo microbiano evaluado, usando el test de comparacién posterior de Tu-

key (a = 0.05) empleando el Software Infostat (2002).

RESULTADOS Y DISCUSION

Los recuentos microbianos en leche empleada para la elaboracién de queso arte-
sanal de Corrientes, agente coagulante y queso, se muestran en la Tabla 1. Los valores
de desviacion estdndar (DE) de los datos obtenidos, evidencian una gran variabilidad
de la biota presente en este ambiente de manufactura, con una dispersion de importan-
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cia, que probablemente surge de la diversidad de factores sanitarios y cuidados propios
de cada elaborador que influyen en la calidad de estos productos.

En leche, los mas altos recuentos correspondieron a bacterias aerobias mesofilas
(x Y2 = 2.95 10° ufc ml™), valores similares fueron hallados por otros autores en leche
cruda de vaca (Adesiyun et al., 1995; Rodriguez Medina et al., 1995), pero mas eleva-
dos (2 y 1 ciclo logaritmico, respectivamente) a lo informado para leche de oveja (Pé-
rez Elortondo et al., 1993) o cabra (Zéarate et al., 1997).

Los valores medios de coliformes totales y fecales se encontraron en el nivel in-
formado por otros autores (Rodriguez Medina et al., 1995; Cuesta et al., 1996; Zarate
et al., 1997). E. coli se detect6 en la mayoria de las muestras (90.00%), con elevados
porcentajes de incidencia (45.00%) en niveles comprendidos entre 10° y 10° NMP ml
1). Estos resultados indican serias fallas sanitarias durante la recoleccion de la leche,
presentando una fuerte asociacion entre estos tres grupos de microorganismos indica-
dores de calidad higiénica (r, = 0.96 y r, = 0.60), para coliformes totales-fecales, coli-
formes totales-E. coli, respectivamente.

Tabla 1: Microbiota presente durante la elaboracion de queso artesanal de Corrientes (x¥2+DE y
minimo-maximo).

Leche Agente coagulante Queso
(n =20) (n =20) (n =100)
. . e 6.47£1.20 . 0.76+1.98
Biota aerobia mesofila 4.30-8.80 ND 580-12.04
. 4.17+1.35 4.87+1.55 4.92+1.44
b —
Coliformes a 30°C 2.20-6.80 3.33-7.90 <0.48-9.04
. 3.82+1.36 4.41+1.65 4.04+1.42
b
Coliformes a 45°C 1.50-6.60 2.50-7.70 <0.48-9.04
Escherichia coli 2.85+1.42 3.97+1.46 3.03+1.68
scherichia coll <0.48-5.04 2.50-7.50 <0.48-7.70
Stanhl . 3.07+1.30 3.01+1.49 2.68+1.12
aphylococeus aureus™ 5 0.5 50 <2.00-6.90 <2.00-6.50
Mohos v levadurass 266142 4.85+1.40 5.44+1.51
onhosy levaduras™ -5 n0-6.40 <2.00-7.20 <2.00-9.70
Bacterias lActicas’ 5.79+1.12 7.95+0.59 7.49+1.87
acterias facticas 3.50-7.70 6.30-8.87 3.00-12.00

Unidades: ®log ufc ml ™ 0 g™, "NMP mI™ 0 g, ®no determinado.

Estafilococos coag. (+) se presentaron en el 45.00% de las muestras. La mas alta
frecuencia de aparicion (20.00%) correspondi6 al orden de 10°-10* ufc ml*, estos valo-
res sugieren leche obtenida a partir de animales no controlados sanitariamente, cuestion
que podria mejorarse con tratamientos veterinarios adecuados, e instruccion a los pro-
ductores para no utilizar este insumo mientras dure la enfermedad y medicacién de los
animales.



Andlisis de riesgos en la elaboraciéon de queso...Olga M. VASEK et al. 17

Mohos y levaduras (indicadores de contaminacién ambiental), se hallaron en ni-
veles (x %2 = 4.6 10% ufc ml™) similares a los encontrados para leche cruda en Espafa
(Pérez Elortondo et al., 1993; Rodriguez Medina et al., 1995; Cuesta et al., 1996).

La mayor frecuencia de distribucién de coliformes totales (75.00%) y fecales
(80.00%) en el agente coagulante (n = 20), correspondid a los rangos de 10°-10° y 10°-
10* NMP ml*, respectivamente (r, = 0.91). E. coli fue detectada en el total de las mues-
tras analizadas, y el 80.00% de ellas mostrd recuentos en el orden de 10%-10* NMP ml
! presentando una correlacion positiva con coliformes totales y fecales (r, = 0.76 y
0.86, respectivamente), y también con estafilococos coag. (+) (r, = 0.69). Estos tltimos
microorganismos, no fueron detectados en el 50.00% de las muestras, y en el 35.00%
presentaron niveles bajos (10° ufc ml™) de aparicion.

La carga microbiana de estos agentes coagulantes, significativamente mayor (P
< 0.05) a la encontrada en leche e incluso quesos, a excepcion de E. coli y Staphylo-
coccus aureus (P < 0.05), manifiesta que la preparacion artesanal y conservacién del
agente coagulante se realiza con muy pocos cuidados higiénicos, al considerar los bajos
valores de pH (4.00-5.00 aproximadamente) que se generan en el mismo, infravaloran-
do el rol higiénico de esta materia prima en la elaboracion de los quesos y el peligro
potencial que representa en la calidad de estos productos.

Teniendo en cuenta que los queseros artesanos utilizan esta materia prima duran-
te siete dias conservada a temperatura ambiente, y que los resultados aqui presentados
corresponden al dia 2 de su preparacion, se evidencia la necesidad de profundizar el
estudio del agente coagulante como probable fuente de contaminacion en las condicio-
nes de uso actuales.

En quesos (n = 100), la distribucion en rangos de frecuencia de coliformes tota-
les y fecales, indico que el 80.00 y 72.00% de los mismos, respectivamente, estuvieron
comprendidos en el rango de 10*-10° NMP g™, con una alta y esperable correlacion (rp
=0.82).

Los valores elevados de microorganismos contaminantes considerados indicado-
res de las condiciones higiénico-sanitarias, revelan deficiencias de importancia en la
preparacion de los quesos artesanales de Corrientes, donde el mayor riesgo reside en
que estos productos se comercializan muy frescos, con tiempo insuficiente para permi-
tir que las bacterias lacticas naturalmente presentes sean capaces de producir una ade-
cuada concentracion de &cido y actuar como biopreservantes.

E. coli se detecto en el 80.00% de los quesos y el 61.00% presento recuentos en-
tre 10* y 10°NMP g™. Si bien no se identificaron seroldgicamente las especies de E. co-
li aisladas, es significativa la variedad de serotipos toxigénicos conocidos (Saad et al.,
2001) y el riesgo de sintomatologia clinica, considerando que el producto se comercia-
liza generalmente con poca o ninguna maduracion, lo cual implica un riesgo para la sa-
lud de los consumidores.

Estafilococos coag. (+) se presentaron en el 37.00% de los quesos, y solamente
en el 8.00%, los niveles fueron preocupantes (>10° ufc g*). Sin embargo, por el amplio
rango de hallazgo (10%-10° ufc g, su origen tanto humano como animal (por ubres en-
fermas con mastitis subclinica) y su persistencia en quesos (Psoni et al., 2003) no debe-
ria descartarse una concientizacion de los manipuladores durante la elaboracion del
producto.
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Salmonella spp. mostrd un porcentaje de aparicion del 3.00% en quesos de Co-
rrientes, otros autores (Margolles et al., 1996; Papageorgiou et al., 1998; Manolopou-
lou et al., 2003) no aislaron este agente en quesos similares. Sin embargo, Salmonella
juega un rol importante en la epidemiologia de las enfermedades transmitidas por ali-
mentos, por haber sido responsable altamente frecuente de incidentes con etiologia co-
nocida de origen bacteriano en diferentes regiones y paises del mundo (Wallace et al.,
2000).

Mohos y levaduras, presentes en elevado nimero, mostraron un rango muy am-
plio (10-10° ufc g™) de recuperacion (Tabla 1) y la mayor incidencia (71.00%) se hall6
en el subrango de 10%-10" ufc g™. En un estudio previo, Pereira et al. (1995) encontra-
ron un 92.42 % de ocurrencia para este subrango, otros autores (Rodriguez Medina et
al., 1995; Cuesta et al., 1996; Zarate et al., 1997), informaron niveles variables de estos
microorganismos para diferentes quesos a iguales tiempos de maduracion.

Cabe destacar que en el recuento informado en este trabajo, solamente se detec-
taron mohos en el interior de 2 quesos (A. flavus, 20 ufc g™ en uno de ellos y A. niger,
10 ufc g™ en el otro), mientras que levaduras, se encontraron en el total de las muestras.

La ocurrencia de levaduras en productos lacteos artesanales es frecuentemente
alta, dado que estan presentes en el ambiente agropecuario, pudiendo encontrarse en
leche o ambiente de elaboracion quesero. Algunas especies pueden desarrollar sabores
anormales y otras, sintetizar enzimas que pueden contribuir benéficamente a las carac-
teristicas organolépticas (Deiana et al., 1997). Los valores de levaduras en el interior
de los quesos analizados son mayores a los informados por otros autores (Papageor-
giou et al., 1998; Tavaria y Malcata, 1998; Psoni et al., 2003). Esta discrepancia podria
deberse a diferencias de metodologia en el procesamiento y ambientes en que se lleva a
cabo la preparacion, transporte y comercializacion del producto.

En los quesos (n = 23) en que se estudio la presencia de mohos y levaduras en
superficie, se encontraron levaduras sélo en 4 de ellos (17.39%).

En las muestras en que se aislaron mohos en superficie (n = 19), 8 muestras
(42.10%) estaban contaminadas con especies no reconocidas como potencialmente
riesgosas y 11 (57.89%) con especies productoras de toxinas.

La distribucion de frecuencias de las especies fungicas riesgosas detectadas, se
muestra en la Tabla 2. F. moniliforme fue la especie de mayor incidencia (54.54%). Su
aparicion y consecuente riesgo toxicoldgico, estan asociados frecuentemente a granos
de maiz (Marin et al., 1998). Sin embargo, su presencia no ha sido informada en rela-
cion a quesos o ambiente quesero (Kure et al., 2001; Erdogan et al., 2003), en los cua-
les los géneros dominantes son Penicillium y Aspergillus (Nielsen et al., 1998). La ele-
vada frecuencia de deteccion de esta especie en la superficie de quesos artesanales de
Corrientes, probablemente esta vinculada al medio ambiente en cual estos quesos se
exhiben para la venta.

Los mohos producen metabolitos tdxicos bajo ciertas condiciones de cultivo.
Marin et al. (1998) encontraron que la velocidad de crecimiento de F. moniliforme au-
menta a temperaturas elevadas y alta actividad de agua (a,), y que la produccion de
fumonisinas es mayor a menores valores de a,,. Estos resultados deberian considerarse,
ya que la temperatura ambiental en la regidn de Corrientes (Argentina) es hormalmente
alta, y cuando se inicia la comercializacion los quesos artesanales poseen humedad ele-
vada, condiciones que favorecerian el crecimiento; ademas, al no poseer cubierta pro-
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tectora, estas temperaturas con la influencia del aire producen un répido secado de la
superficie, que posibilitaria la produccién de micotoxinas con el considerable riesgo
para la salud; peligro que se incrementa dado que estos quesos son generalmente ex-
hibidos en forma contigua a productos que podrian estar actuando como contaminantes
directos.

Tabla 2: Incidencia de mohos potencialmente toxicogénicos en la superficie de quesos (n = 11).

Frecuencia de ocurrencia %

Penicillium citrinum 18.18
Penicillium camemberti 9.09
Penicillium chrysogenum 9.09
Aspergillus fumigatus 9.09
Aspergillus flavus 9.09
Aspergillus tamarii 9.09
Aspergillus niger 9.09
Fusarium moniliforme 54.54
Fusarium sporotrichum 9.09
Fusarium oxysporum 9.09

La clasificacion de los quesos artesanales de Corrientes de acuerdo con los es-
tandares legales (Reglamento Técnico General del Mercosur, GMC N°69/93) se mues-
tra en la Tabla 3. Segun los cuales, el 98.00% de los quesos, se categorizaron como
“Rechazables” por iguales o diferentes motivos, lo que significa un alto riesgo epide-
mioldgico para los consumidores.

Tabla 3: Categorizacién de los quesos de acuerdo con la Norma Mercosur (los resultados se ex-
presan como frecuencia relativa porcentual).

Aceptables con-  Rechazables

Aceptables dici
icionalmente
Coliformes a 30°C* 3.00 8.00 89.00
Coliformes a 45°C* 8.00 3.00 89.00
Estafilococos coag. (+)" 64.00 0.00 36.00
Mohos y levaduras” 4.00 3.00 93.00

Unidades * NMP g . ®: ufc g*

En un estudio previo, Pereira et al. (1995), informaron como “Rechazables” al
75.36% de los quesos artesanales de Corrientes, con una humedad aproximada del
52.00%, de acuerdo con lo cual, se correspondian con el subgrupo “quesos de alta
humedad” de la reglamentacion mencionada (GMC N°69/93). Estudios exhaustivos
posteriores detectaron una humedad promedio en el rango 54-60% (datos no publica-
dos), situacion que implicaria una re-categorizacion de aquellos datos segun los estan-
dares de “quesos de muy alta humedad”, mas estrictos, que aumentarian el porcentaje
de “Rechazables”.
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No existen datos epidemioldgicos de esta Provincia, referentes a enfermedades
que involucren a quesos artesanales como vehiculo de infeccidn, posiblemente debido
al hecho conocido a nivel mundial de subreportes por ausencia de denuncias o porque
el enfermo no consulta a su médico general.

CONCLUSIONES
A partir del andlisis de resultados surgen las siguientes conclusiones:

1. El nivel de microorganismos contaminantes hallado en la leche cruda usada en la
elaboracién de quesos indica deficiencias sanitarias durante la recoleccién y condicio-
nes poco higiénicas del personal y medio ambiente involucrados.

2. El elevado porcentaje de muestras rechazables, de acuerdo con el estandar microbio-
l6gico adoptado, indica que el consumo de estos quesos constituye un elevado riesgo
para la salud.

3. La alta incidencia de E. coli en quesos implica un riesgo potencial de enfermedades
transmitidas por alimentos si los productos se consumen frescos.

4. La incidencia de F. moniliforme en la superficie de los quesos puede significar un
riesgo de produccion de metabolitos toxicos en las condiciones de conservacion y co-
mercializacion actuales.

Dada la inapropiada calidad de los quesos artesanales de Corrientes, seria nece-
sario, profundizar el estudio del agente coagulante como fuente de contaminacion en
las condiciones de uso actuales, y estudiar el efecto de las levaduras en la calidad in-
trinseca del producto.
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