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RESUMEN

La inocuidad y calidad de los productos lacteos en México es un tema de estudio
muy importante, dado el alto indice de enfermedades transmisibles alimentarias,
por el consumo de dichos productos, ya sea por una incorrecta fabricacion del



productor y/o por mal manejo por parte del consumidor. En el 2019, México
report6 76, 670 casos de salmonelosis, 31,011 casos de intoxicaciones
alimentarias bacterianas y 1,633 casos de brucelosis por el probable consumo de
leche cruda. El objetivo de este trabajo fue estudiar la calidad e inocuidad de los
quesos frescos de leche de cabra elaborados en 4 municipios de San Luis Potosi,
México, Se analizaron quesos, mediante la cuenta de bacterias mesofilicas,
enterobacterias, de mohos y levaduras, analisis bacteriologicos de Listeria
monocytogenes, Brucella spp., Salmonella spp., Escherichia coli y Staphylococcus
aureus. La leche y los quesos presentan altos conteos de Unidades Formadoras
de Colonias (UFC) de mesofilos aerobios y coliformes totales, superando lo
recomendado por la NOM-243-SSA-2010 y por la NMX-F-728-COFOCALEC-2017,
en el caso de coliformes totales del conteo de leches del municipio de Villa Arista
fue significativamente mas alto que otros municipios; los conteos de coliformes de
los quesos fueron similares. En el queso se identificaron: Staphylococcus
coagulasa negativo SCN (91%), Klebsiella aerogenes (57%), E. coli (52%),
Citrobacter freundii y Streptococcus dysgalactiae con 31%, Proteus spp. y
Morganella spp. con 4%. Se aislaron levaduras Candida krusei y Candida
tropicalis con 17% y 9%, respectivamente. No se aislaron Brucella spp, Salmonella
spp, ni Listeria monocytogenes. En la técnica de PCR se detectd Salmonella spp.
en dos muestras de queso. Los microorganismos patdgenos aislados en la leche y
gqueso denotan contaminacidon que provocan enfermedades al hombre. La
elaboracion de los quesos se realiza con leche sin pasteurizar, cuajo natural y
cuajo comercial y no mantienen una cadena fria correcta. La relacion entre la gran
deficiencia de buenas practicas de manufactura y pecuarias con la calidad
sanitaria de la leche y quesos, muestra una correlacion entre la baja
implementacion de las buenas practicas y los altos valores de los indicadores
sanitarios obtenidos. Es necesaria la capacitacion de los productores para
implementar buenas practicas, y asi mejorar la calidad sanitaria de los quesos.

ABSTRACT

The safety and quality of dairy products in Mexico is a very important subject of
study, given the high rate of food communicable diseases, due to the consumption
of said products, either due to incorrect manufacture by the producer and/or
mishandling by the consumer. In 2019, Mexico reported 76,670 cases of
salmonellosis, 31,011 cases of bacterial food poisoning, and 1,633 cases of
brucellosis due to the probable consumption of raw milk. The objective of this work



was to study the quality and safety of milk and fresh goat milk cheeses made in 4
municipalities of San Luis Potosi, Mexico, by counting mesophilic bacteria,
enterobacteria, molds and vyeasts, bacteriological analysis of Listeria
monocytogenes, Brucella spp., Salmonella spp., Escherichia coli and
Staphylococcus aureus. Milk and cheeses presented high counts of CFU of
aerobic mesophiles and total coliforms, exceeding that recommended by NOM-
243-SSA-2010 and by NMX-F-728-COFOCALEC-2017, in the case of total
coliforms in the count of milk in the municipality of Villa Arista was significantly
higher than other municipalities; the cheese counts were similar. In the cheese
were identified: Staphylococcus coagulase negative SCN (91%), Klebsiella
aerogenes (57%), E. coli (52%), Citrobacter freundii, Streptococcus dysgalactiae
with 31%, Proteus spp. and Morganella spp. with 4%. Candida krusei and Candida
tropicalis yeasts were isolated with 17% and 9%, respectively. Brucella spp,
Salmonella spp, and Listeria monocytogenes were not isolated microbiologically.
Salmonella spp. was detected in the PCR technique in two cases of cheese
samples. Pathogenic microorganisms isolated from milk and cheeses indicate
contamination that causes human illness. The cheeses are made with
unpasteurized milk, natural and commercial and they do not maintain a correct cold
chain. The relationship between the great deficiency of good manufacturing and
livestock practices with the sanitary quality of milk and cheeses shows a correlation
between the low implementation of good practices and the high values of the
sanitary indicators obtained. Producers must be trained to implement good
practices and thus improve the sanitary quality of cheeses.

I. INTRODUCCION

En el ano 2015, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) informé que una de
cada 10 personas es afectada por una Enfermedad Transmisible por Alimentos
(ETA), (Ruiz et al, 2016). En México, en el reporte acumulado del afio 2019 el
Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (SINAVE), reportd 76, 670 casos
de ETAs por Salmonella spp. incluyendo Salmonella enterica serotipo Typhi 'y
Salmonella paratyphi; ademas, reporté 31,011 casos de intoxicaciones
alimentarias bacterianas y 1,633 casos de brucelosis por el probable consumo de
leche cruda; cabe destacar que el Estado de San Luis Potosi esta en segundo
lugar con mas casos de brucelosis en el 2019 con 189 casos. (SINAVE, 2020).



Derivado de ello, es posible decir que la inocuidad y calidad microbiologica de los
productos lacteos en México ha sido un tema de estudio importante, dado el alto
indice de ETAs por el consumo de dichos productos, ya sea por una incorrecta
elaboracion y/o manejo por parte del consumidor. Estudios al respecto han
encontrado principalmente bacterias como Salmonella spp y Listeria
monocytogenes, las cuales contaminan los alimentos por malas practicas
pecuarias, de limpieza, de manufactura y un mal manejo de la cadena fria en la
comercializacion. Asi mismo, en los estudios en los que se han encontrado estos
patogenos, se ha recomendado a los productores la implementacion de medidas
higiénicas para conseguir un producto de calidad e inocuo para el consumo
(Torres Vitela et al, 2012). La brucelosis se identifica como un problema de salud
animal por las implicaciones econdmicas en la ganaderia nacional, que forma
parte de las enfermedades de reporte obligatorio para la Organizacion Mundial de
Salud Animal (OIE), es importante identificarla como una zoonosis (enfermedades
transmitidas de animales a humanos) que se debe atender de forma conjunta
entre dependencias federales.

Para que el procesamiento de estos quesos sea inocuo, se requiere utilizar leche
pasteurizada y cuajo registrado por las autoridades competentes, tales como la
Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) y el
Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad. En el caso del cuajo natural,
debido a los usos y costumbres, les hacen creer que la microbiota natural le
confiere un sabor y olor mejor al queso, frente al que se elabora con leche
pasteurizada (Oliver et al, 2009). Sin embargo, se ha comprobado que el consumo
de subproductos de leche cruda de vaca puede provocar que se contraigan
enfermedades como: Salmonelosis, Listeriosis, Tuberculosis, Brucelosis y
Campilobacteriosis (Potter et al, 1984). Inclusive, se han tenido registros de
algunos brotes en México de salmonelosis por el consumo de quesos hechos con
leche de cabra cruda (Coddy et al, 1999; Torres Vitela et al, 2012).

l. ANTECEDENTES
Il. 1. Consumo de leche de cabra en México

A nivel mundial, la leche de cabra (Capra hircus) es consumida principalmente
como un producto fluido sin que medie una transformacion de la misma en otros
derivados lacteos. Se estima que existen mas personas en el mundo que
consumen leche de cabra, que las que consumen otro tipo de leche (Chacdn
2005). La leche de cabra es consumida de forma fluida y producida en su mayoria
por paises en desarrollo, como la India y parte de Africa, donde se ubica el 95%
de la poblacion caprina (Chacon, 2005); en México su consumo per capita en el
periodo 2004-2013 fue de 1.4 litros (Torres, 2016), ya que la leche de cabra no
tiene esa popularidad, los mexicanos tienen una percepcion negativa sobre su olor
y sabor. Cabe mencionar que dicha leche tiene una mayor concentracion de



nutrientes (vitaminas y minerales) que la de la vaca. La leche de cabra es
consumida de forma fluida por personas que tienen alergia a la proteina Alfa S1 de
la caseina (ya que tiene una concentracidon menor que la leche de vaca); también
es consumida por personas con problemas de digestibilidad, ya que una de sus
caracteristicas es el menor tamafio de sus glébulos grasos (2 um en la leche de
cabra contra un promedio de 3-5 um en la de vaca) (Chacén, 2005).

La leche constituye un producto altamente perecedero, que ademas puede ser
vehiculo de bacterias patogenas para el hombre (Brucella spp., Salmonella spp.,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus,etc.) (RSA-CONICET, 2019).

Il. 2. Consumo de queso de cabra en México.

En México, el consumo per capita anual de queso de cabra es de apenas 2.2 Kg,
el cual se considera muy bajo al ser el principal productor de ganado caprino del
continente Americano (Ministerio de Agricultura de Chile, 2011); esto se debe a
que la poblacion tiene una mayor aceptabilidad a los productos lacteos de origen
bovino, ya que estos son mas conocidos y distribuidos por todo el pais. El
consumo de leche de cabra se da, principalmentec, como en dulces, cajeta,
quesos frescos y maduros artesanales; estos quesos son vendidos en
supermercados o a nivel de carretera, ésta ultima es caracteristica de los estados
del Bajio, principalmente en Querétaro, ya que se ha incrementado la produccion
de vinos y por consecuencia, la venta de quesos de cabra como acompafiamiento.

En el queso, la presencia de microorganismos patdogenos depende principalmente
de la higiene durante el ordefio de las cabras, ademas la calidad de la leche como
materia prima, de su tratamiento térmico, la limpieza de la queseria, la calidad de
los cultivos, del manejo de la cuajada durante el procesamiento, de la temperatura
de almacenamiento, transporte y de la distribucion del queso (RSA-CONICET,
2019).

Il. 3. Sistemas de produccién caprina en México

La poblacion de caprinos en México en 2019 fue de 8,749,589 cabezas y en el
Estado de San Luis Potosi presentaron una poblacién de 700,995 cabezas (SIAP,
2020); es importante sefialar que es una actividad de complemento, caracteristica
de las zonas marginales del pais, donde algunos productores no implementan las
Buenas Practicas Pecuarias (BPP) ni las Buenas Practicas de Higiene y
Manufactura (BPHyM), como rutinas higiénicas del ordefio y la pasteurizacion de
la leche, asi como el uso de cuajo natural en la elaboracién de quesos frescos, por
creencias de que el sabor de la leche cambia y no es aceptado por los
consumidores (Oliver et al, 2009).

La mayor poblacién caprina en México, se encuentra en las zonas aridas, las
cuales, abarcan mas del 50% de la superficie nacional y mas de la mitad de esta
es cubierta por vegetacion xerdfila.



El 64% de las cabras del pais se concentra en los sistemas de produccién
caracteristicos de las zonas aridas y semiaridas y el 36% restante en la region
templada del pais (Cantu et al.,1989).

La produccion caprina se divide en diferentes tipos de sistemas:

Sistema extensivo: Este sistema de produccion requiere de grandes extensiones
de terreno ya que las cabras se alimentan pastoreando a voluntad en forma semi-
nomada o sedentaria. Presenta la ventaja de abaratar costos en la alimentacion e
instalaciones pero generalmente sus rendimientos productivos son menores.

Sistema intensivo: Este sistema requiere de instalaciones para una produccion
estabulada, y de la provision de concentrados alimenticios de gran valor proteico y
energético. Presenta la desventaja de requerir mayores costos, pero facilita el
manejo de los animales y se obtienen mejores indices productivos en produccion
de carne y leche.

Semi-intensivos: Este sistema representa una combinacién de los anteriores. Los
animales pastorean y ramonean, en la tarde-noche, se estabulan y se les
proporciona un suplemento alimenticio. Requiere la inversion en instalaciones vy
alimentos concentrados. Generalmente, presenta mejores rendimientos
productivos que el sistema extensivo (Arechiga et al. 2008).

Il. 4. Sistemas de produccion caprina en el Estado de San Luis Potosi.

El sistema de produccion dominante en el Norte del Estado de San Luis Potosi, es
el semi-intensivo; sus objetivos de produccion son la produccion de cabritos,
donde se ordefa a la cabra durante un tiempo corto y cuya actividad principal es la
venta de cabritos mamones de corta edad, que consumen unicamente leche, y
son vendidos a la edad de destete, cuyo mercado principal es la Ciudad de
Monterrey, con un peso aproximado de 10kg y 45 dias de edad.

En este sistema predominan animales con diversos grados de mestizaje de las
razas Nubia y Granadina, los rebafios son manejados por un pastor y su
alimentacion es a base de arbustos y plantas xerdfilas en terrenos aridos y
accidentados, no es comun la complementacion alimenticia en la época de
escasez de forraje ni la aplicacién de programas de medicina preventiva; la mayor
mortalidad ocurre en animales pequefios durante invierno y primavera (Arechiga et
al. 2008).

La produccién de leche caprina se realiza en la mayor parte en los municipios del
Norte del Estado de San Luis Potosi, que incluyen los municipios de: Matehuala,
Villa de Arista, Cerritos, Villa Juarez y Guadalcazar, normalmente se hace en
forma estacional, concentrandose en la temporada de lactancia a partir de enero-
febrero, donde gran parte de la produccion se usa para la elaboracién y venta de
queso frescos, que se venden en las mismas localidades, sin considerar, en
general, buenas medidas higiénicas durante el ordefio. En estas granjas, los
pezones de las cabras no son lavados y desinfectados, ademas de que tampoco



se lleva a cabo el presellado y el despunte de las glandulas mamarias y en
ocasiones, ni el lavado de las manos de los ordefiadores entre cada cabra a
ordenar.

En muchos casos, tampoco se cuenta con agua potable, por lo que el lavado de
los utensilios y manos se lleva a cabo con agua que no es potable.

La elaboracion del queso artesanal incluye, en casi todos los casos, de la
utilizaciéon de cuajo natural para su fabricacion, tratando de mantener de forma
ancestral el método de procesamiento.

Il. 5. El cuajo

El cuajo es una sustancia que contiene enzimas peptidasas, que se utiliza para
cuajar la leche y elaborar quesos. Los cuajos principalmente utilizados en el
mercado son los de origen animal y sintéticos. El cuajo de origen animal se extrae
de la mucosa del abomaso de las crias lactantes de los rumiantes (vaca, borrega,
y en este caso, cabras). El cuajo contiene principalmente la peptidasa quimiosina,
también conocida como renina, la cual causa la protedlisis de la caseina (proteina
de la leche), provocando la coagulacion de la leche y formando la cuajada. (RSA-
CONICET, 2019).

Tradicionalmente, se ha utilizado cuajo animal para la elaboracion de quesos
artesanales (Harboe et al., 2010). Las dificultades para contar con el cuajo animal,
junto con el aumento de precio de las preparaciones comerciales de la enzima,
han favorecido el desarrollo de otras enzimas coagulantes, tanto de origen animal
(quimiocinas bovinas, ovinas y caprinas) (Fox et al.,, 2017), como de origen
microbiano (proteasas fungicas, etc.) o vegetal como el cardo (flores de Cynara
cardunculus) (Harboe et al., 2010). La renina tiene como funcién coagular la leche
en el estbmago de los lactantes. El cuajo se puede considerar como un preparado
enzimatico funcional que es eficaz y naturalmente adaptado a los fines de la
queseria (Crabbe, 2004), que actua sobre los enlaces peptidicos de las proteinas
hidrolizandolas (precipitandolas). Se encuentra en distintas presentaciones:
liquido, polvo o pastillas y se le afiade en las cantidades adecuadas. El cuajo debe
mezclarse con agua antes de aplicarlo a la leche en una relacion 1:40 (un ml de
cuajo por 40 ml de agua limpia). (RSA-CONICET, 2019).

La calidad del cuajo animal, en términos de su inocuidad ha sido estudiada por
Palladino et al. (2012 y 2016), quien determind que el cuajo obtenido por
deshidratacion y ahumado en Argentina, alcanza valores que aseguran la
conservacion del mismo sin desarrollo de ningun tipo de microorganismo y sin
generar compromiso con la inocuidad alimentaria. Mientras tanto, otros autores
sefalan que la utilizacion de cuajos naturales, demuestran tener altos niveles de
patogenos e indicadores microbiolégicos que demuestran ser un peligro para la
salud de quienes consumen esos quesos (RSA-CONICET, 2019).

La utilizacion de cuajo animal, en la fabricacion de quesos artesanales elaborados
con leche de cabra, es una practica comun entre los productores de la region
Norte del Estado de San Luis Potosi, México.



Il. 6. Inocuidad de los productos lacteos y microorganismos comunes en las
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAs) en México

La produccién y elaboracion de alimentos, asi como su conservacion hasta el
consumo, con una adecuada calidad higienico sanitaria debe ser un requisito
indispensable para permanecer en el mercado. Esta adecuada calidad puede ser
definida como una suma de atributos 6 caracteristicas que dan satisfaccién al
consumidor y cumplimiento de las normas vigentes que permitan la seguridad
biolégica y mitigacion del riesgo de microorganismos patdégenos, aumentando
ademas su vida util (control de microorganismos alteradores). (RSA-CONICET,
2019).

Las ETAs constituyen un importante problema de salud publica dado su
incremento, debido a la dinamica en la comercializacion de los alimentos a nivel
mundial, aspecto que ha facilitado formas de transmision, la aparicion de grupos
poblacionales vulnerables, el aumento de la resistencia a los antimicrobianos vy el
impacto socioecondomico que ocasionan. La calidad higiénico-sanitaria de un
alimento se logra con la implementacion de buenas practicas a través de toda la
cadena de transformacion del alimento, desde la medicina preventiva en los
animales para abasto hasta el consumidor. La incidencia de las ETAs es un
indicador directo de la calidad higiénico-sanitario de los alimentos y se ha
demostrado que la contaminacion de estos puede ocurrir durante su
procesamiento o por el empleo de materia prima contaminada, pues algunas
bacterias patdogenas para el hombre forman parte de la flora normal o bien por
animales infectados (Gonzalez et al, 2005).

A la fecha se han descrito mas de 250 ETAs. Entre las bacterias comunmente
reconocidas como causantes de ellas en México se encuentran especies de los
generos Campylobacter, Salmonella y E. coli (Gonzalez et al, 2005).

Se han realizado varios estudios en México sobre la inocuidad de productos
lacteos, donde se ha comprobado que los quesos frescos son los vehiculos
principales para agentes patdgenos que representan un riesgo severo para la
salud del ser humano (Torres-Vitela et al, 2012; Guzman-Hernandez et al, 2016;
Morales et al, 2012; Soto et al, 2015 Ortiz et al 2008; Velazquez et al. 2016).

Para el auxilio y la prevencion de riesgos en el manejo inadecuado o presencia de
contaminacion de los alimentos, de manera sencilla, rapida y economica, se utiliza
la identificacion de los microorganismos indicadores, ya que su deteccion puede
resultar efectiva y brindar informacion oportuna. Los principales microorganismos
indicadores suelen ser:

Mesofilos aerobios totales.
Hongos y levaduras.
Coliformes totales.

Coliformes fecales.
Staphylococcus aureus.
Salmonella spp. (Palma, 2015)
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Los mesofilos aerobios totales incluyen todos los microorganismos capaces de
desarrollarse en presencia de oxigeno a una temperatura entre 20°C y 45°C
especialmente, entre 30°C y 40°C. EIl recuento de microorganismos aerobios
mesofilos, estima la microflora total sin especificar los tipos de microorganismo
existentes y refleja la calidad sanitaria de los productos analizados, indicando
ademas de las condiciones higiénicas de la materia prima y la forma como fueron
manipulados durante su elaboracion. El recuento elevado generalmente se asocia
a una excesiva contaminacion de la materia prima, deficiente manipulacion
durante el proceso de elaboracién e indica la posibilidad de que existan patdogenos
(Palma, 2015 y RSA-CONICET, 2019).

Para su determinacion se utiliza el método de recuento en placas, que se basa en
la presuncion de que cada célula bacteriana puede crecer en un medio sélido
formando colonias y que cada colonia presente en la placa proviene de una célula
bacteriana, por lo cual la cantidad de colonias presentes corresponden a la
cantidad de bacterias viables presentes en el alimento. Teniendo en cuenta la
dilucién realizada antes de la siembra, se obtiene la concentracidén bacteriana del
alimento por mililitro.

Otro indicador de practicas higiénicas inadecuadas ya sea de produccion o de
manufactura, es el grupo de los microorganismos coliformes, que es el mas
ampliamente utilizado en la microbiologia de los alimentos y su conteo en placa
nos ayuda a la:

* Deteccidn de practicas sanitarias deficientes en el manejo de los animales y
en la fabricacién de los alimentos, como el queso.

* Evaluacion de la calidad microbiolégica de un producto.

* Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo
de ordefio.

» Calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes areas del
procesamiento de alimentos. (Palma, 2015 y RSA-CONICET, 2019)

Los coliformes totales son un grupo de bacterias que comprenden todos los
grupos de bacilos Gram negativos aerobios y anaerobios facultativos, no
formadores de esporas, que se caracterizan por su capacidad para fermentar la
lactosa con produccion de acido y gas, mas o menos rapidamente (24h) y con una
temperatura de incubacion alrededor de 37°C.

Los coliformes se encuentran en el intestino del hombre y animales, asi como
también en el suelo, plantas, etc., por lo que su hallazgo en muestras de leche
cruda esta relacionado con la contaminacion de origen fecal y, por lo tanto, es un
indicio de la posible presencia de microorganismos patéogenos de dicho origen
(RSA-CONICET, 2019).

En un estudio hecho en leche cruda de cabra, en el Estado de Puebla, se
identificd que el 50% de las muestras superaron los limites maximos permitidos de
Bacterias Coliformes Totales de la NOM-243-SSA1-2010 (<10UFC/mL o gr)
(Morales et al, 2012). Otro estudio en quesos frescos vendidos en la CDMX,
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mostro aislamientos de Coliformes Totales (CT) en cantidades superiores a los
recomendados, en un 13% de las muestras (Velazquez et al. 2016).

También es de gran importancia cuantificar los mohos y levaduras en los
alimentos, puesto que, al establecer la cuenta de estos microorganismos, permite
su uso como un indicador de practicas sanitarias inadecuadas durante la
produccion y el almacenamiento de los productos, asi como el uso de equipos
desinfectados inadecuadamente, (Camacho et al, 2009 y NOM-111-SSA1-1994).

Los mohos y levaduras estan ampliamente distribuidos en la naturaleza y se
pueden encontrar formando parte de la flora normal de un alimento, o como
agentes contaminantes, y en los equipos desinfectados inadecuadamente,
provocando el deterioro fisicoquimico de los alimentos, debido a la utilizacion en
su metabolismo de los carbohidratos, acidos organicos, proteinas y lipidos,
originando mal olor, alterando el sabor y el color en la superficie de los productos
contaminados. Ademas, los mohos y levaduras pueden sintetizar metabolitos
toxicos termoresistentes, capaces de soportar algunas sustancias quimicas, asi
como la irradiacion y presentan capacidad para alterar sustratos desfavorables,
permitiendo el crecimiento de bacterias patdogenas (Camacho et al 2009).

Otros microorganismos de gran importancia en la supervision de la inocuidad de
los alimentos son: Salmonella spp., Escherichia coli, Listeria monocytogenes,
Brucella spp y Staphylococcus Coagulasa Negativa (SCN) y Staphylococcus
aureus.

El género Salmonella pertenece a la familia Enterobacteriaceae y esta constituido
por bacilos gram-negativos, generalmente moviles por flagelos peritricos,
anaerobios facultativos y no esporulados. No fermentan la lactosa, intracelulares
facultativos, que se han agrupado en las especies S. enterica'y S. bongori; siendo
S. entérica y subespecies: S. enteritidis y S. typhimurium las mas patdgenas,
poseen un amplio rango de hospederos y la mayoria de las veces generan una
enfermedad gastrointestinal en el ser humano. Esta bacteria es una de las mas
importantes al hablar sobre la inocuidad de los alimentos (Barreto et al 2016). Su
incidencia es mas frecuente en quesos frescos elaborados con leche cruda (sin
pasteurizar). Algunos estudios han encontrado Salmonella spp. en dichos
productos en varios puntos de venta en México, como en un mercado de la Ciudad
de México donde se tiene la referencia de una frecuencia de 2.5% en los quesos
(54 muestras), de las cuales las mas representativas fueron S. montevideo
(22.5%), S. anatum (16.9%) y S. typhi (1.5%) (Torres-Vitela et al, 2012); en un
estudio en Guadalajara, Jalisco, en queso panela y adobera, se identificaron 142
cepas de Salmonella spp. Otro estudio realizado en el Estado de Tabasco, en 52
quesos frescos artesanales de leche cruda, 2 muestras salieron positivas a
Salmonella spp. (Guzman-Hernandez et al, 2016).

La salmonelosis es considerada una zoonosis de distribucion mundial y de origen
alimentario. La via de transmision es fecal-oral a través de vehiculos como
alimentos y agua contaminada con heces humanas o animales, asi como por
materiales y utensilios de cocina contaminados o por contacto directo de persona
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a persona. Se ha demostrado asociacion epidemiologica en los siguientes
alimentos: carne de res, de aves, carne de cerdo, huevos, leche y productos
lacteos sin pasteurizar y pescado. Por lo tanto, las medidas preventivas para evitar
que Salmonella llegue a los alimentos y en minimizar/ controlar su proliferacion y
contaminacion cruzada, son: practicas higiénico sanitarias tanto en el proceso del
alimento (pasteurizacién), en su transportacion (cadena fria) y consumo de
productos lacteos pasteurizados (Barreto et al, 2016).

Otro microorganismo importante en la industria lechera es Escherichia coli, la cual
es un indicador de proceso que evidencian el grado de implementacion de las
BPHyM (OMS, 2018).

Escherichia coli pertenece a un grupo de bacterias fermentadoras de lactosa
presentes en el intestino del ser humano y otros animales, siendo, la gran
mayoria, inocuas en ellos. Sin embargo, hay algunas cepas productoras de
toxinas, llamadas verotoxinas o toxinas de tipo shiga que pueden causar cuadros
gastrointestinales graves en el ser humano. La infeccion que provoca E.coli es una
zoonosis de origen alimentaria (OMS, 2018).

En el estudio de Torres-Vitela, et. al. en México, se observd una frecuencia del
20% de quesos panela con E. coli cepa O157:H7 y 4% en el queso adobera. Otra
investigacion llevada a cabo en Culiacan, Sinaloa donde se muestrearon 75
quesos frescos, se encontro que el 94% fueron positivos a E. coli (Soto et al,
2015). En México con respecto a Escherichia coli, se ha aislado en el 1.33% de
quesos artesanales, donde se utiliz6 la pasteurizacion de la leche en su
elaboracion (Ortiz et al 2008) y 68.75% en quesos elaborados con leche no
pasteurizada (Gutiérrez et al 2008).

Escherichia coli puede transmitirse al hombre a través de los alimentos por varias
vias:

° En origen, en las unidades de produccion ganaderas por una falta de
higiene; a través del contacto directo con animales o canales infectadas con E.coli
o indirectamente a través de los alimentos de origen animal y del agua
contaminados. La presencia de E.coli en los alimentos de origen animal es debida
a contaminacion de origen fecal.

) En proceso de preparacion de alimento, por falta de higiene e inadecuada
manipulacion, provocando una contaminacion cruzada en los rastros o en las
fases finales de transformacion de los alimentos y en la preparacion y cocinado de
los alimentos en el hogar.

° Por las personas, quienes manipulan los alimentos pueden ser portadoras
de E.coli, de forma que al manipular los alimentos, sin tener en cuenta unas
buenas practicas de higiene, contaminan los alimentos.

° Por el agua, ya que el riego puede estar contaminado con estiércol,
contaminando frutas y verduras.

° Para controlar su crecimiento hay que mantener los alimentos refrigerados
con temperaturas de 0-4°C y considerar que durante la congelacién se inactiva
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con temperaturas menores a los -18°C. Son termorresistentes, pero se pueden
eliminar con un tratamiento térmico a 65°C (OMS, 2018).

Listeria monocytogenes provoca una enfermedad zoondtica de gran relevancia, es
otro de los microorganismos de importancia en estos productos al tener un alto
nivel de patogenicidad. Estudios sobre esta bacteria, la identificaron en un 18% de
muestras (Torres-Vitela 2012); otro estudio detectd 9.3% de 75 muestras positivas
de quesos frescos a dicho microorganismo (Soto et al, 2015).

Las bacterias del género Listeria spp. son bacilos gram-positivos cortos, regulares,
no esporulados ni ramificados, que suelen observarse en disposicion individual o
formando filamentos de 6-20 mm de longitud. Presentan de 1 a 5 flagelos
peritricos que les confieren movilidad a 28°C. Las especies de Listeria spp. estan
muy extendidas en el medio ambiente. Se han aislado del suelo, materia vegetal
en putrefaccidn, aguas residuales, comida animal, pollo fresco y congelado,
alimentos frescos y procesados, queso, leche no pasteurizada, desechos de los
rastros, asi como en el tracto digestivo de humanos y animales asintomaticos.
Debido a su amplia distribucion, este microorganismo tiene muchas oportunidades
de contaminar alimentos en los distintos pasos de la produccion alimentaria,
siendo ésta la via mas frecuente por la que el ser humano adquiere la infeccion
(Elika, 2006)

Brucella spp. es un género de bacterias que provocan una zoonosis, se encuentra
en los animales y se transmite al ser humano, principalmente, por consumo de
alimentos derivados de animales infectados, como leche cruda y quesos frescos
elaborados con leche cruda, produciendo la enfermedad conocida como
Brucelosis.

Brucella, posee una gran capacidad para sobrevivir y persistir en el ambiente. El
principal tratamiento para inactivarla durante la transformacion de los alimentos es
la pasteurizacion o tratamientos térmicos superiores a 60°C durante 30 minutos.
Se han realizado varios estudios (Ontiveros et al 2008; Velazquez et al 2016;
Gutiérrez et al 2008) para su identificacion en leche y en sus derivados como los
quesos frescos y yogurt, mismos que tuvieron un resultado negativo a las pruebas
de aislamiento tanto para Brucella spp. y Listeria monocytogenes, 1o que indica
que existe una correcta pasteurizacion de la leche y/o un rebafo libre de
brucelosis.

Staphylococcus spp. es un género de bacterias gram-positivas productoras de
enterotoxinas termoestables ampliamente distribuido en el medio ambiente y
presente en las mucosas de los animales y personas, se transmiten al ser humano
a través de alimentos contaminados, provocando problemas de salud como
diarrea, vomito, endocarditis, neumonia o infecciones de la piel (Ruiz et al,. 2013).
Los Staphylococcus Coagulasa Negativa (SCN) son en la actualidad los
microorganismos mas aislados en animales de ordefio y se consideran patdogenos
emergentes en infecciones de mastitis (Pyorala & Taponen, 2009). Se encuentran
en la piel sana del pezdén y en las manos del ordefiador, son denominados
microorganismos oportunistas, ya que habitan en zonas donde les es sencillo
colonizar el canal del pezon y penetrar hasta el tejido secretor de la glandula
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mamaria (Fernandez et al, 2012). Hay mas de 50 especies de Staphylococcus
coagulasa negativo (Pyodrala & Taponen, 2009). Las especies mas comunes
aisladas de mastitis son S. chromogenes, S. epidermidis, S. hyicus 'y S. simulans.
Especies como S.epidermidis, S. saprophyticus, S. simulans y S. warneri,
pertenecen a la flora bacteriana normal de la piel del pez6n, mientras S. xylosus y
S. sciuri entre otras parecen provenir del medio ambiente (Rivera-Salazar et al,
2011).

Las infecciones por SCN pueden causar procesos graves y persistentes en la
ubre, lo que provoca un aumento en el recuento de células somaticas y una
disminucién en la calidad y produccién de la leche debido al dafio causado en el
tejido secretor (Pyorala & Taponen, 2009).

También se ha observado que en este microorganismo el pH acido, la elevada
actividad del agua y la concentraciéon de cloruro de sodio (NaCl) favorece su
crecimiento en el queso fresco (Merchan et al, 2016).

1.7. Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Esta técnica de diagndstico permite producir in vitro, grandes cantidades de una
secuencia de ADN concreta sin recurrir a la clonacién en un organismo huésped.
Se fundamenta en la propiedad natural de las ADN polimerasas para replicar
cadenas de ADN, para lo cual se emplean ciclos de altas y bajas temperaturas,
alternadas para separar las cadenas de ADN recién formadas entre si, tras cada
fase de replicacion y a continuacion, dejar que vuelvan a unirse a polimerasas
para que vuelvan a duplicarlas. (Martinez et al, 2004).

Las aplicaciones de la PCR son practicamente ilimitadas:

Permite realizar muchos estudios de expresion genética

Secuenciacion directa de secuencias amplificadas

Deteccion de mutaciones

Seguimiento de la efectividad del tratamiento de enfermedades
Diagnésticos de enfermedades genéticas e infecciosas

Ciencia forense: identificacion de restos biologicos, determinacion de
paternidad, pruebas periciales en criminalistica

° Arqueologia y paleontologia (Martinez et al, 2004).

La PCR es un proceso que consta de tres pasos:

1. Desnaturalizacion: La primera reaccion consiste en la desnaturalizacion del
ADN, separandose las dos cadenas por ruptura de los enlaces de hidrogeno; las
condiciones tipicas de desnaturalizacion son 95°C por 30 segundos.

2. Alineacion: La segunda reaccion consiste en la hibridacion de los primers.

Para ello se baja la temperatura y las condiciones seran tales que se facilitara la
unién de los primers a las cadenas.
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3. Extension: La tercera reaccién se efectua a 72°C, temperatura a la cual la
polimerasa lleva a cabo su accion, insertando los diferentes nucledétidos
complementarios en el orden que le va indicando la cadena que actua como molde
(Martinez et al, 2004).

Los tres pasos anteriores constituyen un ciclo. La repeticion de este ciclo unas 40
veces, por ejemplo, permite obtener, como resultado de un experimento de
amplificacion, millones de copias del fragmento de interés.

Un primer, oligonucle6tido o cebador es una secuencia corta de ADN de cadena
simple que se utiliza en el PCR; se utiliza un par de primers para hibridar con el
ADN de la muestra y definir la region del ADN que sera amplificada (Gonzalez et
al, 2014).

Para encontrar bacterias del género Salmonella spp., se utiliza un fragmento de
204 pares de bases (pb) del gen OMPC; este gen es el responsable de la proteina
C involucrada en la invasion en células epiteliales y se encuentra en todas las
bacterias de este género. (Guimaraes de Freitas 2008)

En varios estudios se han encontrado patdégenos (Listeria monocytogenes y
Salmonella spp.) de la leche y sus productos por el método PCR (Poutou et al,
2005; Alcazar et al, 2006), se han aislado a partir de muestras de leche cruda y
muestras de quesos. Estas técnicas permiten llevar un control mas eficiente del
proceso de produccion, monitorear las practicas de limpieza e higiene durante su
obtencion para asi, tomar decisiones a corto plazo (Poutou et al, 2005).

M. JUSTIFICACION

Los productores de los municipios de Villa de Arista, Cerritos, Villa Juarez y
Guadalcazar en San Luis Potosi, México, solicitaron apoyo para mejorar la calidad
e inocuidad en su produccién y venta de sus quesos. Para ello, en el proyecto se
realiz6 la busqueda y aislamiento bacteriologico de Salmonella spp., Brucella
spp., Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Escherichia coli y el
diagnoéstico por PCR para Salmonella spp. Con los aislamientos microbiologicos
que se obtengan, los productores podran conocer las posibles causas de
contaminacion en sus productos, incluyendo los factores de riesgo que afectan la
produccion y aplicar recomendaciones que permitan implementar practicas
sanitarias adecuadas.

IV. HIPOTESIS

Los quesos elaborados con leche de cabra y cuajo natural no son inocuos al
rebasar los limites permitidos de microorganismos de las NOM; se encontrara
presencia de algunos microorganismos zoonoticos.

V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad higiénico sanitaria e inocuidad de los quesos frescos de
leche de cabra producidos en los municipios de Villa de Arista, Cerritos, Villa
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Juarez y Guadalcazar del Estado de San Luis Potosi, México; a través de analisis
bacteriologicos y PCR para obtener informacion que oriente a los productores para
que produzcan productos de mayor calidad higiénico-sanitaria e inocuos.

VI. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Conocer la cuenta de bacterias mesofilas aerobias y de coliformes totales
de leche y de los quesos como reflejo del manejo sanitario de los productos y
practicas higiénicas.

- Determinar la cuenta de mohos y levaduras de leche y queso como
indicador de practicas sanitarias durante la produccion y el almacenamiento de los
productos.

- Aislar en la leche, cuajo y queso Listeria monocytogenes, Brucella spp.,
Salmonella spp., Escherichia coli y Staphylococcus aureus para conocer una
posible contaminacién alimenticia.

- Detectar Salmonella spp. en los quesos por medio de la técnica de PCR
para corroborar el diagndstico bacterioldgico, dada su importancia como zoonosis
en la salud publica.

- Determinar los posibles factores de riesgo que afectan la produccion del
queso.

- Ofrecer recomendaciones a los productores que permitan implementar
practicas sanitarias adecuadas.

VIl. MATERIAL Y METODOS
VII. 1. Estrategia General

Este proyecto se realizé en los municipios de Villa de Arista, Cerritos, Villa Juarez
y Guadalcazar del Estado de San Luis Potosi, México (Fig 1).
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Fig 1. Localizacion del area de trabajo.

Se aplicé un cuestionario de implementacién de BPP (Anexo 1) en cada unidad de
produccion muestreada; se tomaron muestras de leche, queso de cabra y el cuajo
utilizado por dichos productores; se analizaron microbiolégicamente y se realizé
una PCR para corroborar el aislamiento de Salmonella spp.; al tener los resultados
de las pruebas microbiolégicas e identificar los factores de riesgo que estan
afectando la produccion de quesos, se ofrecieron recomendaciones a los
productores que los orienten para obtener quesos de mejor calidad higiénico-
sanitaria e inocuos y obtener un mayor costo-beneficio (Fig 2 y 3).

SRRTAL 3 5 2 :
Fig 2 y 3. Corrales de cabras del municipio de Cerrito

VII. 2. Muestreo

Se realizd6 un muestreo no aleatorio, de conveniencia a 34 productores de los
cuatro municipios antes mencionados, se recolectaron 18 muestras de leche de
cabra, 23 muestras de queso fresco de cabra y 11 muestras de cuajo utilizado por
los productores, en frascos estériles, como se observa en el Cuadro 1.

Cuadro 1: Relacion de productores y niumero de muestras por municipio en el
Estado de San Luis Potosi
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Municipio | Productores | Muestra | Muestra | Muestra
de leche | de queso | de cuajo
Villa Juarez 6 5 2 1
Cerritos 11 4 9 6
Villa de 6 1 6 4
Arista
Guadalcazar 11 8 6 0
Total 34 18 23 11

La leche se recolectd a nivel de tanque o perola en un frasco estéril. EI queso se
recolectd en las unidades de produccién en bolsas estériles. Se tomd la muestra
del cuajo directo en el lugar de la produccién de los quesos en un frasco estéril. Se
trasladarén las muestras a una temperatura de refrigeracion (0-4°C) al laboratorio
de bacteriologia en el CENID Salud Animal e Inocuidad del Instituto Nacional de
Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP).

Durante el muestreo se aplicé un cuestionario a cada productor donde se
incluyeron preguntas cerradas a fin de identificar posibles factores de riesgo que
afectan la produccion de queso, considerando las Buenas Practicas de Produccion
(BPP) descritas en el Manual de Buenas Practicas de Produccion de Leche
Caprina que publica el Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad y Calidad
Agroalimentaria (SENASICA) (SENASICA, 2020) (Fig 4,5y 6).

F 4. Ordefio manual

Fig 5. Cuajo comercial

Fig 6. Refrigeracion de quesos
VII. 3. Analisis microbiolégico:

Se realizé de acuerdo a lo descrito en la NOM-110-SSA1-1994, Bienes y servicios.
Preparacion y dilucion de muestras de alimentos para su analisis microbiolégico;

se basa en la preparacién de diluciones primarias, para obtener una distribucién lo
mas uniforme posible de los microorganismos presentes en la porcion de muestra:

a) Para las muestras de leche y cuajo en las cuales la distribucion de
microorganismos es homogénea o facilmente homogeneizable por medios
mecanicos (agitacion, etc.). Se tom6 1mL de la muestra y se diluyé en 9mL del
diluyente, evitando el contacto entre la pipeta y el diluyente.

b) Para las muestras de queso, a 10g de la muestra, se les adicion6 90mL del
diluyente a temperatura de refrigeracién, se trituroé el queso con el diluyente en una
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bolsa estéril con ayuda de un rodillo hasta que se obtuvo una mezcla homogénea
(Fig7,8y9).

c)  Se utilizaron las diluciones 10", 102,10, 10*, 10°,10°, 107, 10® para
trabajar con las muestras.

\ - i
Fig. 7. Muestras de quesos Fig. 8. Macerado de las muestras

Fig. 9. Muestras péra procesar

- Conteo de mesofilos aerobios en las muestras de leche y queso:
Para la cuantificacion de mesodfilos aerobios en las muestras se utilizé la

metodologia de la NOM-092-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la
cuenta de bacterias aerobias en placa:

1. Se colocd por duplicado en cajas Petri estériles, 1.0mL de cada una de las
diluciones (8) de la muestra.

2. Se fundié el medio de agar estandar en agua destilada y esterilizd a
121°C+1°C durante 15 minutos.

3. En cada caja de Petri se pus6 1mL de indculo, se vertio de 15.0 a 20.0 mL
de agar estandar.

4. Se mezclé cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a

izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido contrario y
seis de atras hacia adelante, sobre una superficie lisa, teniendo cuidado de no
humedecer con el medio la tapa de la caja de Petri.

5. Se permiti6 que la mezcla en las cajas Petri se solidificara dejandolas
reposar sobre una superficie horizontal fria.

6. Se voltearon las cajas y se colocaron en la incubadora a 35+1°C (Fig 10 y
11).

7. Se contaron las colonias con el contador de colonias de cada placa

después de 48h de incubacion. Seleccionando aquellas placas que contenian
entre 10 y 150 colonias y se multiplicé por el inverso de la dilucién.

8. Se informaron las unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro
(UFC/g o mL).
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Fig. 10 y 11. Cajas e pruebas de conteo total

- Conteo de coliformes totales en las muestras de leche y queso:

Para la cuantificacion de coliformes totales en las muestras se utilizd la
metodologia de la NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para la
cuenta de microorganismos coliformes totales en placa:

1. Se coloco por duplicado en cajas Petri estériles, 1.0mL de cada una de las
diluciones (8) de la muestra, utilizando una pipeta estéril.

2. Se fundié el medio de agar rojo bilis violeta en agua destilada.

3. En cada caja de Petri se coloc6 1mL de indculo, se vertié de 15.0 a 20.0mL
de agar estandar.

4. Se mezcld cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a

izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido contrario y
seis de atras hacia adelante, sobre una superficie lisa, teniendo cuidado de no
humedecer con el medio la tapa de la caja de Petri.

5. Se permitid6 que la mezcla en las cajas Petri se solidificara dejandolas
reposar sobre una superficie horizontal fria.

6. Se voltearon las cajas y se colocaron en la incubadora a 35+1°C por 24h
(Fig 13).

7. Después del periodo especificado para la incubacién, se contaron las
colonias con el contador de colonias (Fig 12) y se multiplicé por el inverso de la
dilucion.

8. Se seleccionaron las placas que contenian entre 15 y 150 colonias. Las
colonias tipicas son de color rojo oscuro, generalmente se encuentran rodeadas
de un halo de precipitacién debido a las sales biliares.

9. Se informaron las unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro
(UFC/g o mL).
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P e
Fig. 12. Conteo con contador de colonias Fig. 13. Cajas de pruebas de coliformes totales

Los resultados obtenidos fueron comparados con lo establecido en la
NOM:243:SSA1:2010 Productos y servicios. Leche, formula lactea, producto
lacteo combinado y derivados lacteos. Disposiciones y especificaciones sanitarias.
Métodos de prueba y con la NMX-F-728-COFOCALEC-2017 Sistema producto
leche-alimentos-lacteos-leche cruda de cabra-especificaciones fisicoquimicas,
sanitarias y métodos de prueba.

- Conteo de mohos y levaduras (MyL) en las muestras de leche y queso:
Los hongos filamentosos (mohos) y levaduras se cuantificaron de acuerdo a la

NOM-111-SSA1-1994 Bienes y Servicios. Método para la cuenta de mohos y
levaduras en alimentos:

1. Se coloco por duplicado en cajas Petri estériles, 1.0mL de cada una de las
diluciones (8) de la muestra, utilizando una pipeta estéril.

2. Se fundio el medio de agar papa dextrosa en agua destilada y se esterilizo
a 121°Cx1°C durante 15 minutos.

3. Para lograr acidificar los medios a un pH de 3.5, se adicion6 por cada
100mL de agar, 1.4mL de acido tartarico al 10% esterilizado.

4. En cada caja de Petri con 1mL de in6culo, se vertio de 15.0 a 20.0mL de
agar papa dextrosa acidificado.

5. Se mezclé cuidadosamente el medio con seis movimientos de derecha a

izquierda, seis en el sentido de las manecillas del reloj, seis en sentido contrario y
seis de atras hacia adelante, sobre una superficie lisa, teniendo cuidado de no
humedecer con el medio la tapa de la caja de Petri.

6. Se permitid que la mezcla en las cajas Petri solidifique, dejandolas reposar
sobre una superficie horizontal fria.

7. Se voltearon las cajas y se colocaron en la incubadora a 35+1°C (Fig 14 y
15).

8. Se contaron los hongos y las levaduras por separado de cada placa
después de 48h de incubacién con el contador de colonias.

9. Se informaron las unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro

(UFC/g o mL).
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Fig. 14. Hongo en conteo MyL Fig. 15. Levaduras en conteo de MyL

Los resultados obtenidos también fueron comparados con lo establecido en la
NOM:243:SSA1:2010.

- Aislamiento e identificaciéon de microorganismos:

Para el aislamiento bacteriano cada muestra de leche, queso y cuajo se
sembraron en diferentes medio de cultivo:

Agar Sangre

Agar MacConkey

Agar Farrell (Farrell, 1974)
CHROMagar Salmonella
Agar Listeria

- Aislamiento de Salmonella spp. segun la NOM-114-SSA1-1994, Bienes
y servicios. Método para la determinacion de Salmonella en alimentos y las
colonias sospechosas se sembraron en CHROMagar Salmonella:

De acuerdo a la NOM-114-SSA1-1994: Se peso asépticamente 25g de la muestra
en bolsa estéril y se adiciond 225 ml del medio de preenriquecimiento estéril
(caldo lactosado) (Fig 16). Se mezclé y cubrid el recipiente enroscando
suavemente la tapa y se incubaron 24h a 35°C. Se estriaron los productos que
fueron pre enriquecidos en el CHROMagar (Fig 17 y 18) y se incubaron las placas
24h a 35°C. Se identificaron las cepas por el color de las colonias: azul (E. coli,
Citrobacter freundii y Klebsiella pneumoniae) y morado (Salmonella spp.) y se
realizé la tincion de Gram a las cepas aisladas. Después las muestras
sospechosas se sometieron a las pruebas de oxidasa, catalasa y pruebas
bioquimicas en los agares lisina-hierro (LIA) y triple azucar-hierro (TSI) para
determinar la presencia de acido sulfhidrico.
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Fig. 17 y 18. Aislamientos sembrados en hromoagar, donde se observan colonias de color azul tipicas de E. Coli y
Klebsiella aerogenes

- Aislamiento de Brucella spp. en medio selectivo Farrell (Farrel, 1974):

1. El medio de cultivo selectivo Farrell, el cual esta constituido de una base de
agar Brucella, suplemento selectivo de antimicrobianos y 5% de suero de ternera
estéril.

2. Para preparar las muestras de leche se centrifugaron a 4000rpm durante 15
min con la finalidad de separar la grasa del sedimento. Se realiz6 la siembra del
sedimento en las placas que se inocularon por duplicado para su incubacion en
presencia y ausencia de COx.

3. Las muestras del queso se maceraron con solucion salina fisioldgica (SSF)
y al igual que la leche, se inocularon por duplicado para su incubacion en
presencia y ausencia de CO,. Las muestras del cuajo se sembraron directamente
en el medio por duplicado para su incubacién en presencia y ausencia de COa».

4. Se incubaron las placas durante 10 dias, unas a 37°C con atmodsfera
normal y las otras a 37°C con atmosfera con 5% de CO,. Se realizé una revision
diaria de las cajas para ver algun crecimiento sospechoso de Brucella spp. (Fig
19).

5. Se realiz6 la tincion de Gram a las colonias sospechosas.
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Fig. 19. Muestras sembradas en el medio Farrel

- Aislamiento de Listeria spp:
. Pre-enriquecimiento de las muestras:

1. Se inocularon 100 ul de leche o de cuajo en caldo de enriquecimiento (tubo
A), después se tomo6 100 pl del tubo A y se inoculé en 100 ul del mismo caldo
(tubo B).

2. Para las muestras de queso, se pes6 10g de la muestra, se adicioné 90mL
del diluyente, se trituré el queso con el diluyente en una bolsa estéril con ayuda de
un rodillo hasta que se obtuvo una mezcla homogénea y se obtuvé la dilucién 107,
se inoculd 100 pl de la dilucion 107" del queso en 100 pl del caldo enriquecedor
(tubo A), después se tomd 100 ul del tubo A 'y se inoculé en 100 ul del mismo caldo
(tubo B).

3. Se incubaron por 6h a 35°C.

. Siembra de muestras:

1. De cada tubo (A y B) se sembraron por duplicado 20 pl en el agar Listeria
spp que contenia suplemento (Fig 20).

2. Las cajas fueron incubadas a 37°C en una atmosfera normal de 24 a 48h.

3. Se observaron las colonias y se realizé tincion de Gram a las colonias
encontradas.

4. Se realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa y las bioquimicas

tradicionales.

Fig 20. Caja de aislamiento de Listeria spp.

- Aislamiento de Escherichia coli en medio MacConkey:

25



1. Las muestras de leche, queso y cuajo se sembraron directamente en el
agar MacConkey.

2. Las cajas fueron incubadas a 37°C en una atmaosfera normal de 24 a 48h.

3. Las colonias se identificaron por no fermentadoras y fermentadoras de
lactosa (Fig 21 y 22).

4. Se realiz6 la tincion de Gram a las colonias sospechosas.

5. Se realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa y las bioquimicas

tradicionales (medio lisina y hierro (LIA), medio sulfhidrico indol movilidad (SIM),
rojo de metilo, citrato, ureasa, medio indol y ornitina (MIO), reduccion de nitratos,
medio hierro triple azucar (TSI) y 6xido/fermentacion (O/F) para conocer el género
y especie de las cepas encontradas (Fig. 23) y (Fig. 24).

[ — "‘

Fig 23. Bioquimica de Klebsiella aerogenes Fig 24. Bioquimica de Escherichia coli

- Aislamiento de Staphylococcus spp. en agar sangre:

1. Las muestras de leche, queso y cuajo se sembraron directamente en el
agar sangre para identificar las bacterias (Fig 25 y 26).

2. Las cajas fueron incubadas a 37°C en una atmosfera normal de 24 a 48h.

3. Las colonias que crecieron se separan por el tipo de hemdlisis que

producian: a hemdlisis (lisis parcial de glébulos rojos), B hemdlisis (lisis total de
glébulos rojos) y Y hemdlisis (no hay hemalisis).

4. Se realizé la tincién de Gram.

5. Se realizaron las pruebas de oxidasa, catalasa y oxido/fermentacion (Fig 27
y 28) para conocer el género y especie de las cepas aisladas.

6. Para diferenciar Staphylococcus spp. se realizo la prueba de coagulasa en
tubo.

26



Fig 27. Pruebas de 6xido/fermentacién para cocos + Fig 28. Pruebas de catalasa y oxidasa

VII. 4. Deteccion de Salmonella mediante PCR

VIl.4.1. Obtencion de ADN

Antes de la extraccion del ADN directo de los 23 quesos, se empled la técnica del
lavado del queso para eliminar la grasa (Fig 29 y 30), propuesta por (Akihiko Hirai,

2011) (Anexo 2):

1l

\L\\l(\‘g\'-‘\hl

.l
,}\‘

-

Fig. 29 y 30. Proceso de lavado de queso

Al terminar el lavado de los quesos, se realizo la extraccion de ADN con la técnica
de CTBA (Anexo 3) (Poutou et al. 2005) y se realizaron geles de una
concentracion de agarosa al 2.5% para obsevar la integridad del ADN de las

muestras de quesos y se vieron por electroforesis (Fig 31y 32).
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Fig. 31 y 32. Electroforesis de la integridad de ADN de muestras de queso

VII. 5. PCR

Para determinar la inclusividad de los primers, el ADN obtenido de cultivos puros
de Salmonella typhi ATCC 19430, Salmonella sonnei ATCC 25931 y Salmonella
typhimurium ATCC 14028, fueron sometidos a PCR, y para determinar la
exclusividad, microorganismos patdgenos genéticamente relacionados con
Salmonella como E. coli ATCC 35218 y como control negativo Staphylococcus
aureus ATCC 2913, fueron sometidos a PCR, empleando los mismos parametros
y condiciones de amplificacién (Guimaraes de Freitas, 2008).

Cuadro 2: Primers especificos utilizados del género de Salmonella spp.:

Agente Primer Secuencia Taman | Referencia
0
Salmonella Primer (5 ATCGCTGACTTATGCAATCG | 204Kb | Guimarades de
spp, gen | OMPCF 3) Freitas, 2008
ompC Primer (5 CGGGTTGCGTTATAGGTCTG
OMPCR 3"

Para el PCR de Salmonella spp se realizé en un volumen final de 25uL, con la
utilizacion de 23ul de Go Tag® Green Master Mix, 2X, mas 2uL de ADN. Se utilizd
como control positivo Salmonella typhimurium ATCC 14028 y como control
negativo Staphylococcus aureus ATCC 29213. Se empledé un termociclador,
programado de la siguiente manera (Guimaraes de Freitas, 2008) (Fig 33 y 34)
(Cuadro 3):

Cuadro 3: Programacién del PCR

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturilizacién inicial 95eC 5min
29 ciclos Desnaturalizacion 95eC 2min
Alineacién 57°C 2min 30seg
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| Extension 729C 2min 30seg
Extension final 72°C 5min

Después se tomd 15uL de cada producto de PCR y fueron cargados en gel de
agarosa al 2% durante 40min a 70V y fotografiado sobre iluminacion UV
(Camacho et al, 2008; Leotta et al 2005).

-
Fig. 33. Termociclador Fig 34. Ciclo programado para PCR

VII. 6. Analisis de los datos

Se realizaron medidas descriptivas que se presentan en cuadros y graficas que
muestran la frecuencia de aislamiento de las bacterias, hongos y levaduras, tanto
para la leche, queso y cuajo.

Se realiz6 la prueba de ANOVA y prueba de Tukey comparando las medias de
indicadores sanitarios de la leche cruda y de queso de cabra producidos en los
diferentes municipios, considerando las BPP incluidas en los cuestionarios
utilizados para su identificacion.

Tambien se realizaron correlaciones entre la implementacion de las BPMeH vy la
calidad sanitaria de la leche cruda y del queso producido.

VIll. RESULTADOS
VIIl. 1. Identificacién de posibles factores de riesgo

El sistema de produccién de las unidades encuestadas, es de pastoreo sin
suplementacién, todos presentan deficiencias en las instalaciones, contando solo
con los corrales utilizados para el ordefio, permiten que los animales estén en
pastoreo la mayoria del tiempo, excepto por las noches que son reclutados a los
corrales adonde permanencen hasta el ordefio del dia siguiente. Aunque el ordefo
se realiza en espacios con espacio suficiente entre cabras antes y después del
mismo, y aunque cuentan con pendientes y drenaje apropiados, el ordefio se
realiza en pisos de tierra sin una limpieza previa y posterior de los corrales.

Al analizar los cuestionarios aplicados a los productores evaluados, se pudo

identificar que existen deficiencias importantes en las condiciones higiénico
sanitarias que se utilizan para el ordefio de las cabras (Anexo 1).
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Todos los productores utilizan agua potable para la limpieza de la ubre y los
utencilios requeridos para el ordefio y el almacen de la leche.

De las practicas de ordefo realizadas, se observo que solo se realiza la limpieza
de los pezones antes del ordefo, sin realizar el presello previo al ordefo, ni el
sellado al final del mismo.

Todos los productores almacenan la leche en tambos que son limpiados
diariamente, observando que todos los quesos elaborados son fabricados con la
leche sin pasteurizar, para ello utilizan cuajo natural en el 90 % de los
encuestados, ya que solo 3 utilizan el cuajo comercial para la fabricacion de los
quesos.

La leche utilizada para la elaboracién de los quesos se mantiene a la intemperie
hasta su fabricacién, la que sucede pocas horas después del ordefio. Los quesos
se mantienen en refrigeracion hasta su venta, la cual se realiza en forma local.
Ningun productor realiza pruebas microbiologicas de control de calidad, ni a la
leche ni al cuajo (Cuadro 4).

Cuadro 4. Resultados de los 34 cuestionarios de BPP aplicados.
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VIIl. 2. Resultados de muestras de leche de cabra

Conteos de bacterias mesoéfilas aerobias y coliformes totales.

Cuestionario % Cuestionario % Cuestionario % Cuestionario %
Animales estan El operador usa
) . vestimenta Pasteuriza la
identificados adecuada, limpia leche para
Agua potable  |100% | individualmente y se | 0% a impiay | g0, P 0%
conoce su etapa e exclusiva para elaborar los
S p_ llevar a cabo la quesos
historial productivo ordefia
El traslado o arreo de Se realiza
. . los animales se evita enjuagado y lavado Venta local de
Monitoreo de calidad | 0% ! V'3 | 1000p | STIUAGACO Y 1AVAAOH 4 30, 100%
golpear o estresar a de los pezones con quesos
los animales agua potable
Realiza alguna
Se controla el Se usa y aplica prueba
Suficiente 100% crecimiento de 0% correctamente el 0% | microbiolégica de | 0%
pezufas y pelo pre-sello sus quesos o de
la leche
Las paredes y piso Guarda los
de la sala de ordefio Se usa y aplica quesos en
Pastoreo 100% |evitan la acumulacion| 0% correctamente el 0% refrigeracion al | 100%
de contaminantes y sello finalizar su
su facil limpieza elaboracion
La sala o espacio de Se secan los Transporta los
. ordefio se encuentra ezones con toallas esos a
Complementacion | 0% . UeNa | oo, |PEZ 0% & 100%
en ambiente tranquilo desechables temperatura de
y limpia individuales refrigeracion
Corrales de .
maternidad Se dispone de agua Se realiza el Utiliza cuajo
0% potable en todo 100% 100% . / 9%
separados, seguros momento despunte comercial
y limpios
La sala o espacio No hay animales
Disefio y limpieza de ordefio tiene suelo domeésticos de Conserva el cuajo
los corrales reduce el| 0% |firme con pendiente a| 0% otras especies 0% natural en 0%
riesgo de mastitis. los drenajes y estos dentro de la sala o refrigeracion
son eficientes. espacio de ordefo
Disefio de corrales y LOS. .equlpos Y Se respetan los
asillos permiten el Uitmsiies NS ¢ tiempos de retiro de Pasteuriza el
P . 0% | iniciar la ordefia se [100% 100% ) 0%
acceso de equipo de verifica y se productos cuajo natural
limpi o f duti
impieza encuentran limpios. armaceuticos
Corrales con espacio E(Lgrpree(';?;;;ﬁ:“;a Almacena la leche Realiza pruebas
suficiente parala [100% lavado de manos 100% en tambos o 100% | microbioldgicas al | 0%
carga animal S cubetas cuajo
antes de iniciar
El operador no tiene
Se evitan lugares de heridas, o Almacena la leche
anidacion y 0% infecciones 0% | &N refrigeracién en 0%
alimentacion de ? aparentes en la piel y temperaturas de 2- ?
fauna nociva esta aparentemente 4°C
sano

Ninguna de las muestras recabadas cumplen con lo estipulado por la NMX-F-728-

COFOCALEC-2017 ni por la NOM:243:SSA1:2010 al rebasar los limites
aceptados, en todos los casos.
En el Cuadro 5 se muestran los resultados de las 18 muestras de leche

procesada, los recuentos de mesoéfilos aerobios encontrandose conteos en
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promedio de 7,07 log10 UFC/ml con un maximo de 7,56 log10 UFC/ml y un
minimo de 5,67 log10 UFC/ml.

Al evaluar los recuentos de coliformes totales en la leche de los mismos
productores se obtuvo en promedio 5,98 log10 UFC/mI, encontrando un recuento
maximo de 7,27 log10 UFC/ml y uno minimo de 3,30 log10 UFC/ml, resultados
muy superiores a lo recomendado.

En ambos conteos se encuentran 2 muestras de leche donde no se pudo realizar
el conteo (SM).

Cuadro 5. Bacterias mesofilas aerobias y coliformes totales en muestras de leche
de cabra en municipios del Estado de San Luis Potosi.

Mesofilos Coliformes
MuestralAerobios Totales
log 10 log 10

1 7,56 6,18
2 7,51 6,09
3 7,46 6,16
4 7,44 7,12
5 7,14 5,79
6 7,23 6,16
7 7,24 6,05
8 7,11 7,18
9 7,30 7,27
10 5,67 5,18
11 7,38 6,58
12 6,65 5,11
13 7,05 5,65
14 7,04 5,70
15 7,48 6,23
16 SM SM
17 SM SM
Sin Muestra (SM) 18 5,88 3,30

Se compararon las medias de los indicadores sanitarios de la leche cruda de
cabra producida por municipio, se puede observar en el Cuadro 6 que todos los
conteos mostraron un comportamiento similar, excepto el caso de coliformes
totales, donde se obtuvo que el municipio de Villa Arista fue significativamente
mas alto que el resto de los municipios.

Cuadro 6. Comparacién de medias de indicadores sanitarios de la leche cruda de
cabra producida en diferentes municipios del Estados de San Luis Potosi.

Desviacion Error
N Media Estandar Estandar
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Mesofilos aerobios leche Cerritos 11 6.718 548 .165

Guadalcazar 11 6.831 .605 .182
Villa Arista 6 6.843 573 .233
Villa Juarez 6 7.387 .168 .068
Total 34 6.895 559 .095
Coliformes totales leche Cerritos 11 5.644 .865 .261
Guadalcazar 11 6.136 782 .236
Villa Arista 6 6.768* 485 .198
Villa Juarez 6 6.169 .509 .207
Total 34 6.094 799 137
Mohos leche Cerritos 11 .709 717 .216
Guadalcazar 11 .090 .301 .090
Villa Arista 6 .166 408 .166
Villa Juarez 6 .267 .654 .267
Total 34 335 .588 .100
Levaduras leche Cerritos 11 7.111 1.133 .341
Guadalcazar 1 6.990 .981 .296
Villa Arista 6 6.940 958 .391
Villa Juarez 6 6.677 .642 .262
Total 34 6.965 .951 .163

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

Al realizar el analisis de subconjuntos por medio de la prueba de Tukey, se obtuvo
que las poblaciones de mesofilicos se comportaron de manera diferente en los 4
Municipios analizados, aunque la diferencia no es significativa, en el Cuadro 7 se
muestra que el Municipio donde se obtuvieron mayores cuentas de mesofilicos fue
el de Villa Juarez.

Cuadro 7. Prueba de Tukey en conteos de mesofilos aerobios en leche de cabra
en municipios de San Luis Potosi

Mesofilos aerobios leche

HSD Tukey®®
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Cerritos 11 6.718
Guadalcazar 11 6.831
Villa Arista 6 6.843
Villa Juarez 6 7.387
Sig. .083

En el caso del conteo de coliformes totales en el Cuadro 8 se encuentran
comportamientos diferentes entre los Municipios, encontrando una muestra que
tuvo diferencia significativa, mostrando en general que el Municipio de Villa Arista
fue donde hubo mayor presencia de coliformes.
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Cuadro 8. Prueba de Tukey en conteos de coliformes totales en leche de cabra

Coliformes totales leche

HSD Tukey®®

Subconjunto para alfa = 0.05
Municipio N 1 2
Cerritos 11 5.644
Guadalcazar 11 6.136 6.136
Villa Juarez 6 6.169 6.169
Villa Arista 6 6.768
Sig. .503 .342

Resultados de conteos de hongos y levaduras en leche.

Cuadro 9. Resultados de conteos de hongos y levaduras en muestras de leche de
cabra

El recuento de hongos y levaduras de las muestras de leche procesadas (18) en
los municipios de Villa de Arista, Cerritos, Villa Juarez y Guadalcazar del Estado
de San Luis Potosi, se muestran en el Cuadro 9, donde se puede ver que el 77:7%
(14/18) de las muestras no tuvo crecimiento de hongos y en las 4 muestras
restantes, donde si se tuvo crecimiento se cumple con lo establecido en la
NOM:243:SSA1:2010. El conteo mas alto de hongos, fue de 1,60 log10 UFC/m.
Por el contrario, en el caso del crecimiento de levaduras, se encontré que el 94.4%
(17/18) no cumple con lo establecido con la NOM:243:SSA1:2010 y que solo una
muestra de leche correspondiente al 5.5% (1/18), cumple, al tener conteos de 2,52
log10 UFC/ml.

Muestra Hongos|Levaduras
log 10 log 10
1 1,60* 6,40
2 0,00 6,25
3 0,00 6,02
4 0,00 7,54
5 0,00 7,43
6 0,00 7,47
7 0,00 7,55
8 0,00 7,50
9 0,00 7,05
10 1,00* 5,60
11 0,00 4,85
12 0,00 7,32
13 0,00 7,20
14 1,60 7,40
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15 0,00 8,43
16 1,00* 3,45
17 0,00 2,52™
18 0,00 4,98

* Muestras que no cumplieron con la NOM:243:SSA1:2010
** Unica muestra que cumplié con la NOM:243:SSA1:2010

El analisis de subconjuntos por medio de la prueba de Tukey, al considerar los
mohos aislados de las leche, mostré que el Municipio de Cerritos presentd los
mayores conteos, existiendo diferencia entre los Municipios, pero sin observarse
una diferencia estadistica significativa (Cuadro 10).

Cuadro 10. Prueba de Tukey en conteos de mohos en leche de cabra

Mohos leche

HSD Tukey®®
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Guadalcazar 11 .090
Villa Arista 6 .166
Villa Juarez 6 267
Cerritos 11 .709
Sig. 141

En el caso del conteo de levaduras en la leche, habia diferencia entre Municipios,
observandose que el Municipio de Cerritos presento las cuentas mas elevadas, sin
presentar tampoco diferencias estadisticas significativas (Cuadro 11).
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Cuadro 11. Prueba de Tukey en conteos de levaduras en leche de cabra

Levaduras leche

HSD Tukey®”
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Villa Juarez 6 6.677
Villa Arista 6 6.940
Guadalcazar 11 6.990
Cerritos 11 7.111
Sig. .821

Resultados de microorganismos aislados en las leches.

En la grafica 1 se muestran los porcentajes de los microorganismos aislados en
las diferentes muestras de leche (18), donde se observa que SCN son los
microorganismos mas aislados con el 95% (17/18), seguido de E. coli con el 84%
(15/18), Klebsiella aerogenes con el 61% (11/18) y Streptococcus dysgalactiae
34% (6/18).

Se aislaron levaduras como Candida krusei y Candida tropicalis en un 12% (2/18)
respectivamente.

No se aislé en ninguna de las muestras Salmonella spp., Listeria monocytogenes
ni Brucella spp., respecto a los microorganismos patégenos mencionados en el
estudio.

Grafica 1. Porcentaje de microorganismos aislados en las 18 muestras de leche de
los municipios.
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Correlaciones entre la implementacién de las BPP y la calidad sanitaria de la
leche cruda

Al evaluar la correlacidén entre la implementacion de las BPP y la calidad sanitaria
de la leche cruda se puede observar que existe una correlacion entre la baja
implementacion de las buenas practicas pecuarias y los altos valores de los
indicadores, lo que significa que al no implementarse BPP entre los productores
de leche los conteos de indicadores de calidad sanitaria en la leche, seran
mayores (Cuadro 12).

Cuadro 12. Correlaciones entre la implementacion de las BPP y La calidad
sanitaria de la leche cruda

Indicador sanitario

Rho de Spearman

Significancia bilateral

Mesofilicos aerobios 0.608 0.023
Coliformes totales 0.612 0.046
Levaduras 542 0.042

*. La correlacion es significativa en el nivel 0,05 (bilateral).

VIIl. 3. Resultados de muestras de quesos artesanales de leche de cabra.
Conteos de bacterias mesoéfilas aerobias y coliformes totales.
Las 23 muestras de quesos artesanales elaborados en los municipios de Villa de

Arista, Cerritos, Villa Juarez y Guadalcazar del Estado de San Luis Potosi, arrojan
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recuentos de mesodfilos aerobios, donde se puede ver que solo 2 muestras el 8.6%
(2/23), obtuvieron cantidades por debajo del limite propuesto por la NMX-F-728-
COFOCALEC-2017, que indica que el limite maximo deberia ser 5 log10 UFC/g,
mientras que las 21 muestras restantes, 91.3%, resultaron con recuentos en
promedio de 6,67 log10 UFC/g y cuentas maximas de hasta 8,17 log10 UFC/g,
rebasando los limites maximos propuestos por la NMX-F-728-COFOCALEC-2017.
En los resultados de crecimiento de coliformes totales, también se puede ver que,
hay 2 muestras de queso, el 8.6% (2/23), que cumplen con la NOM-243-SSA1-
2010 al estar por debajo del limite; mientras que el 91.3% (21/23) de muestras
restantes, resultaron con un conteo en promedio de 4,68 log10 UFC/g y conteos
maximos de 7,78 log10 UFC/g, incumpliendo lo permitido en esa NOM, al estar por
arriba del limite establecido, que es de 2 log10 UFC/g. (Cuadro 13).

Cuadro 13. Resultados de conteos de bacterias mesdfilas aerobias y coliformes
totales en muestras de quesos de leche de cabra
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Muestra Aerobios | Totales
log10 log10

1 7,23 6,28

2 7,25 3,31

3 5,26 SM

4 6,83 3,48

5 7,20 3,60

6 7,59 3,70

7 5,94 1,00**

8 7,54 5,45

9 5,70 5,06

10 7,68 6,23

11 6,10 SM

12 6,02 4,00

13 7,05 5,00

14 6,86 6,48

15 7,11 5,48

16 5,39 4,63

17 8,17 6,95

18 6,95 4,36

19 4,90* 1,60**

20 7,20 5,70

21 8,01 7,78

* Si cumple con lo 22 4.91* 4,58 establecido por la
NMQEUZS.S%;O? Kow- 23 6,53 3,69 543.55A1-2010

Al comparar las medias de los indicadores sanitarios de la produccion de queso
artesanal de cabra producida por municipio, se puede observar en el Cuadro 14
que todos los conteos mostraron un comportamiento similar sin existir diferencia
significativa entre los municipios analizados.

Cuadro 14. Comparacion de medias de indicadores sanitarios del queso de cabra
producida en diferentes municipios

Desviacion Error
N Media Estandar Estandar
Mesdfilos aerobios queso Cerritos 11 6.537 1.116 .336
Guadalcazar 11 6.420 .846 .255
Villa Arista 6 6.954 .695 .283
Villa Juarez 6 7.043 .970 .396
Total 34 6.662 .937 .160
Coliformes totales queso Cerritos 11 5.358 1.726 .520
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Guadalcazar 11 5.367 2.381 717
Villa Arista 6 5.564 1.301 .531
Villa Juarez 6 6.607 .886 .361
Total 34 5.617 1.794 .307
Mohos queso Cerritos 11 .545 1.293 .389
Guadalcazar 11 .923 1.116 .336
Villa Arista 6 .333 .816 .333
Villa Juarez 6 .166 408 .166
Total 34 .563 1.045 179
Levaduras queso Cerritos 11 6.413 1.797 .542
Guadalcazar 11 6.772 1.141 344
Villa Arista 6 6.842 1.861 .760
Villa Juarez 6 7.401 .639 .261
Total 34 6.779 1.441 .247

El analisis de subconjuntos por medio de la prueba de Tukey, al considerar los
Mesofilicos aerobios aislados del queso, mostré que el Municipio de Villa Juarez
presentd los mayores conteos, sin existir una diferencia estadistica significativa

(Cuadro 15).

Cuadro 15. Prueba de Tukey en conteos de Mesofilicos aerobios de queso de

En el caso del

cabra

Mesofilos aerobios queso

HSD Tukey®®
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Guadalcazar 11 6.420
Cerritos 11 6.537
Villa Arista 6 6.954
Villa Juarez 6 7.0436
Sig. 571

conteo de coliformes

totales en el

queso,

existieron

comportamientos diferentes entre los municipios, mostrando también, en general,
que el Municipio de Villa Juarez fue donde hubo mayor presencia de coliformes
(Cuadro 16).

Cuadro 16. Prueba de Tukey en conteos de Coliformes totales de queso de cabra

Coliformes totales queso

HSD Tukey®”
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Cerritos 11 5.358
Guadalcazar 11 5.367
Villa Arista 6 5.564
Villa Juarez 6 6.607
Sig. .536
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Resultados de conteos de hongos y levaduras.

En el Cuadro 17 se muestra el recuento de hongos y levaduras de las muestras de
queso artesanal procesados, de los municipios de Villa de Arista, Cerritos, Villa
Juarez y Guadalcazar del Estado de San Luis Potosi, donde se puede ver que el
69.5% (16/23) de las muestras no tienen crecimiento de hongos. También se
observa que el 91.3% (21/23) de las muestras cumple con lo marcado por la NOM-
243-SSA1-2010 y que los conteos mas alto de hongos obtenidos fueron de 3,48
log10 UFC/g y 4,00 log10 UFC/g, encontrandose por arriba del limite, que es de
2,69 log10 UFC/g.

En los resultados obtenidos en el conteo de levaduras se puede observar que
ninguna de las muestras (0/23) cumplen con la NOM-243-SSA1-2010, al
encontrarse conteos que estan por arriba del limite, encontrando conteos de hasta
8,23 log10 UFC/g y un promedio de 6,35 log10 UFC/g. (Cuadro 17).

Cuadro 17. Resultados de conteos de hongos y levaduras en muestras de quesos
de leche de cabra.

Muestra Hongos|Levaduras
log 10 log 10
1 1,00 7,53
2 3,48* 7,28
3 1,70 3,99
4 1,95 6,83
5 0,00 6,08
6 0,00 6,76
7 0,00 5,95
8 4,00* 6,08
9 0,00 6,57
10 0,00 8,81
11 0,00 3,47
12 0,00 3,08
13 0,00 6,61
14 0,00 7,93
15 0,00 8,43
16 2,00 5,47
17 0,00 8,23
18 0,00 6,34
19 0,00 5,08
20 0,00 6,68
21 0,00 7,61
22 0,00 4,49
23 2,00 6,65

* No cumple con lo establecido por la NOM-243-SSA1-2010

El analisis de subconjuntos por medio de la prueba de Tukey, al considerar los
mohos aislados de los quesos, mostré que el Municipio de Guadalcazar present6
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los mayores conteos, existiendo diferencia entre los municipios, pero sin
observarse una diferencia estadistica significativa (Cuadro 18).

Cuadro 18. Prueba de Tukey en conteos de mohos en queso de cabra

Mohos queso

HSD Tukey®”
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Villa Juarez 6 .166
Villa Arista 6 .333
Cerritos 11 545
Guadalcazar 11 923
Sig. .501

En el caso del conteo de levaduras en el queso, hubo diferencia entre municipios,
observandose que el Municipio de Villa Juarez presentd las cuentas mas
elevadas, sin presentar diferencias estadisticas significativas (Cuadro 19).

Cuadro 19. Prueba de Tukey en conteos de levaduras en queso de cabra

Levaduras queso

HSD Tukey®®
Subconjunto

para alfa = 0.05
Municipio N 1
Cerritos 11 6.413
Guadalcazar 11 6.772
Villa Arista 6 6.842
Villa Juarez 6 7.401
Sig. .555

Resultados de microorganismos aislados de quesos artesanales de leche de
cabra.

En la Grafica 2 se muestran los porcentajes de los microorganismos aislados en
las diferentes muestras de quesos (23), donde se observa que los SCN son los
microorganismos mas aislados con el 91% (21/23), seguido de Klebsiella
aerogenes con el 57% (13/23), E. coli con el 52% (12/23), Citrobacter freundii y
Streptococcus dysgalactiae 31% (7/23) y Proteus spp. y Morganella spp. con
aislamientos equivalentes al 4% (1/23).

Ademas se observa que se aislaron levaduras como Candida krusei y Candida
tropicalis con el 17% (4/23) y 9% (2/23), respectivamente.

En la muestras de queso tampoco se aisld Salmonella spp., Listeria
monocytogenes ni Brucella spp.

Grafica 2. Porcentajes de microorganismos aislados en las 23 muestras de queso
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Al evaluar la correlacion entre la implementacion de las BPM y la calidad sanitaria
de los quesos de cabra, se puede observar que existe una correlacion entre la
baja implementacion de las buenas practicas de manufactura y los altos valores de
los indicadores (Cuadro 20).

Cuadro 20. Correlaciones entre la implementacion de las BPM y la calidad
sanitaria de los quesos

Indicador sanitario Rho de Spearman Significancia bilateral
Mesofilicos aerobios 0.617 0.014
Coliformes totales 0.546 0.045
Levaduras 0.630 0.046

Deteccién de Salmonella spp. en quesos artesanales por la técnica de PCR

En los quesos artesanales, se observo que solo 2 muestras de queso fresco de
leche de cabra el 8.6% (2/23), generaron resultados de amplificacion positivos
para el gen ompC de Salmonella spp., lo que significa que, aunque no se aislaron
bacterias de este género en los quesos en los analisis bacterioldgicos, si existian
al encontrarse por esta técnica utilizada (Figuras 35 y 36).
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Figura 35: Determinacion de las condiciones para la amplificacion simultanea de ADN proveniente de Salmonella spp del
gen OMP. Carril 1. Testigo positivo de Salmonella typhimurium ATCC 14028 Carril 2,3,4 y 5. Muestras de ADN de los
quesos muestreados negativos. Carril 6. Testigo negativo Staphylococcus aureus ATCC 29213. Carril 7. Testigo negativo
de agua. Carril 8. Marcador de peso molecular.

Figura 36: Amplificacion de ADN proveniente de Salmonella spp del gen OMP. Carril 1. Testigo negativo de agua. Carril 2.
Testigo negativo Staphylococcus aureus ATCC 29213. Carril 3. Muestra de ADN de queso muestreado negativo. Carril 4 y
5. Muestras de ADN de los quesos muestreados positivos al gen OMP de Salmonella spp. Carril 6. Muestra de ADN de
queso muestreado negativo. Carril 7. Testigo positivo de Salmonella typhimurium ATCC 14028. Carril 8. Marcador de peso
molecular.

VIIl. 4. Resultados de muestras de cuajo.

Resultados de microorganismos aislados de cuajos.

En la Grafica 3 se muestran los porcentajes de los microorganismos aislados en
las diferentes muestras de cuajo obtenidos (11), donde se observa que E. coli es

el microorganismo mas aislados con el 82% (9/11), seguido de SCN y Proteus
spp. con 73% (8/11) y 18% (2/11), respectivamente.
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Ademas se observa que en el cuajo solo se aislaron levaduras del género Candida
tropicalis con el 9% (1/11), ya que Candida Krusei no se encontré en ninguna
muestra.

En ninguna de las muestras de cuajo se detectd la presencia de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes y Brucella spp., respecto a los microorganismos
patdogenos mencionados en el estudio.

Cabe destacar, sin embargo, que 3 de los cuajos muestreados eran de origen
comercial y que no tuvieron ningun aislamiento bacteriano, siendo estos inocuos.

Grafica 3. Porcentaje de microorganismos aislados en las 11 muestras de cuajo
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IX. DISCUSION
IX. 1. LECHE

En lo relacionado al recuento de Mesofilicos aerobios y coliformes, en este estudio
se comprobd que ninguno de los productores, de la regién estudiada, cumple con
lo estipulado por la  NMX-F-728-COFOCALEC-2017 ni por la
NOM:243:SSA1:2010, respectivamente, ya que todas las muestras de leche
rebasaron los limites permitidos, situacion que pone en manifiesto la existencia de
deficiencias en todo el sistema de obtencidn del producto, es decir, evidencia una
insuficiente higiene y desinfeccion en el establecimiento (Calvinho et al., 1998;
2001). También se demuestra la contaminacion microbiana de la leche cruda y las
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malas practicas de manipulacion e higiene realizadas, la refrigeracion a
temperaturas inadecuadas y el prolongado almacenamiento de la leche, que
incrementan el numero de microorganismos en la leche, desde su obtencién hasta
llegar al consumidor (RSA-CONICET, 2019). Otras causas por las cuales se
puede obtener un nivel alto de conteo de microorganismos indicadores de mala
calidad higiénico-sanitaria son el ordefio de pezones sucios 0 mojados y la
imposibilidad de enfriar rapidamente la leche a temperatura inferior a 4-6°C,
denotando presencia en la leche de microorganismos mesofilos, en cantidades
gue superan los niveles permisibles También es importante considerar, que entre
las posibles razones de los altos recuentos de este grupo marcador se pueden
mencionar las infecciones de la ubre, la falta de aplicacion de correctos protocolos
de limpieza y desinfeccion de los equipos y de los procedimientos de ordefio, asi
como la utilizacién de agua de calidad microbiolégica inadecuada, sumado a las
deficientes condiciones de almacenamiento de la leche (RSA-CONICET, 2019).

En estudio realizado con leche de cabra en Miravalles, Puebla, R. (Morales et al,
2012), reporta una media de mesofilicos aerobios de 2.82 Log10 UFC/ml, cantidad
por debajo del limite minimo obtenido en este estudio, cumpliendo con lo
establecido en la NMX-F-728-COFOCALEC-2017 que es de 5.0 Log10 UFC/ml.
(Frau. et al, 2012) también reporta resultados menores a los obtenidos en este
estudio, al tener conteos de mesofilos aerobios en promedio de 5,71 log10
UFC/ml.

La leche cruda de las cabras, mostroé elevados recuentos de coliformes totales,
reflejo de las malas condiciones de higiene durante el proceso de ordefio. Cuando
se evaluaron los recuentos de coliformes totales se obtuvo en promedio 5,98 log10
UFC/ml, resultados superiores a los mostrados por Frau et al (2012), que reportd
un promedio de CT de 3.83 log10 UFC/g, sobrepasando ambos estudios los
limites establecidos en la NOM:243:SSA1:2010. En la investigacion realizada en
Miravalles, Puebla por R. Morales et al (2012), se presentaron resultados
contrarios a los obtenidos en este estudio, que muestran que el conteo de CT de
mayor cantidad obtenido fue de 2.32 Log10 UFC/m.

Sin embargo, se menciona que, la presencia de un numero elevado de CT
constituye una evidencia patente de la contaminacion fecal de la leche y del
inadecuado manejo higiénico-sanitario, generalmente debido a la higiene
deficiente durante la rutina de ordefo y la falta limpieza de corrales, sumado a la
falta de higiene durante el ordefo, la falta de agua en corrales para limpieza e
higiene adecuada de utensilios para el traslado y procesamiento de la leche,
ademas de ser un indicativo de la probable presencia de cepas patogenas
ocasionantes de enfermedades infecciosas (Higgins et al., 2007). (Murphy & Boor,
1998, RSA-CONICET, 2019)

Cabe mencionar que altas concentraciones de microorganismos propician un
deterioro acelerado del producto, por lo que es necesario mejorar la calidad
integral de la leche de cabra, incluyendo la pasteurizacion antes de su uso, con el
fin de ofrecer un producto seguro para la poblacion y una buena materia prima
para la elaboracion de quesos, razén por la cual es imprescindible ademas de
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contar con animales sanos, implementar buenas practicas de manejo, higiene y
procesamiento durante todo el proceso de produccién (RSA-CONICET, 2019).

El recuento de hongos obtenido en este estudio indica, que todas las muestras
cumplen con lo estipulado en la NOM:243:SSA1:2010 y que por el contrario, los
conteos de las levaduras muestran que solo una muestra esta dentro de lo
permitido por la misma NOM:243:SSA1:2010. En un estudio (Palladino et al, 2011)
reportaron cuentas de hongos de 2 a 4 log10 UFC/ml, las cuales son bastante mas
altas que las encontradas en este estudio.

Es importante mencionar que solo una muestra de leche, 5.5% (1/18), cumple con
lo estipulado en la NOM:243:SSA1:2010 tanto para hongos como para levaduras,
a pesar de ello, se encontraron grandes deficiencias durante el manejo del ordefo
y el almacenaje de la leche, que denotan falta de higiene en todos los procesos
realizados, como se observé en los cuestionarios realizados, donde se mostré que
solo se realiza la limpieza de los pezones antes del ordeio, sin realizar el presello,
ni el sellado al final del mismo, observandose ademas que la leche utilizada para
la elaboracion de los quesos se conserva a la intemperie hasta su fabricacion,
pocas horas después del ordefio, utilizando leche sin pasteurizar y cuajo natural
en el 90 % de los encuestados, ya que solo 3 productores utilizan el cuajo
comercial para la fabricacion de los quesos.

En las muestras de leche obtenidas en este estudio, se observa que SCN son los
microorganismos mas aislados con el 95%; (Frau et al, 2012) en Tequisquiapan,
Qro. aislaron un 63.1% de muestras positivas a SCN, resultados similares a los
que reportan (Ruiz R., et al, 2013) donde refieren que las especies aisladas con
mayor frecuencia en leche de cabra fueron también los SCN con un 63.9%
(62/97), en sistemas de produccion intensivo y semi-intensivo de cabras con
mastitis subclinica. En el estudio de (Salaberry et al 2016), se indica que del total
de muestras recogidas para analisis microbiolégico (94) un 73,8% fue positivo a
SCN y que todos estos resultados obtenidos y analizados se reflejan en la
obtencion de leche con baja calidad higiénico sanitaria.

En el aislamiento de E. coli en este estudio se obtuvo un 84%, en Miravalles,
Puebla, (Morales et al 2012) en un estudio similar, reporta un 40% de aislamiento
de dicho microorganismo, poniendo de manifiesto que el uso de agua no potable
para la limpieza de los utensilios, los equipos de ordefio, los tanques de
refrigeracion, la higienizacion de la ubre y del personal, puede ser una fuente
importante de contaminacion de bacterias coliformes y Pseudomonas spp.

No se aislé en ninguna de las muestras Salmonella spp., Listeria monocytogenes
ni Brucella spp., respecto de los microorganismos patégenos mencionados en el
estudio, denotando el gran esfuerzo del gobierno mexicano en su Campana
Nacional de Brucelosis, mostrando buenos resultados, ya que de ninguna muestra
se aislé Brucella spp.; coincidiendo con los datos reportados en Suiza e ltalia
quienes tampoco aislaron este género bacteriano tan importante, de la leche
utilizada para los quesos elaborados. (Muehlherr et al 2003 y Foschino et al 2002).
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Otros microorganismos aislados en las muestras de leche fueron Klebsiella
aerogenes con un 61% y Streptococcus dysgalactiae con un 34%, resultados que
muestran la posibilidad de ocasionar enfermedades zoondticas relativas a estos
dos agentes patdgenos, ademas de tener relacion directa con procesos de mastitis
en los rebafos con ordefio manual principalmente, donde la higiene del ordefiador
es fundamental para evitar la contaminacion de la leche, favoreciendo el
crecimiento de los microorganismos e impidiendo obtener productos lacteos con
una calidad higiénico-sanitaria adecuada.

En este estudio, también se observa que en la leche se aislaron levaduras como
Candida krusei y Candida tropicalis cursé con el 12% cada una, al tener presencia
de mohos y levaduras se muestra la deficiencia en la higiene y almacenamiento de
los utensilios que se usan en los procesos de ordefio y almacenaje de la leche y
queso con una mala cadena fria (Camacho et al, 2009 y NOM-111-SSA1-1994).

Es importante mencionar que, a pesar de que no se aislaron otros
microorganismos patdégenos, las muestras de leche evaluadas en este estudio
presentan altas concentraciones de microorganismos indicadores, mostrando que
la presencia de patogenos infecciosos tales como SCN, E. coli, Klebsiella
aerogenes y Streptococcus dysgalactiae es factible, representando un alto riesgo
para la salud publica.

IX. 2. QUESO

En este estudio, es importante considerar que los quesos aqui evaluados, son
elaborados con leche sin pasteurizar, por lo tanto se asocian a altos conteos de
UFC de mesdfilos aerobios y coliformes totales, encontrandose por arriba de lo
recomendado por la NOM-243-SSA-2010 y por la NMX-F-728-COFOCALEC-2017,
incluyendo la presencia de los microorganismos patdgenos en todas las muestras
procesadas. tales como Escherichia coli, SCN, Klebsiella aerogenes, Citrobacter
freundii, Streptococcus dysgalactiae, Proteus spp. y Morganella spp

Los resultados obtenidos, coinciden con los reportados por otros autores en
muestras de quesos con caracteristicas similares, donde se reporta un promedio
de 8,14 £+ 0,48 Log10 UFC/g de mesofilicos aerobios (Gonzalez-Montiel et al
2015). De igual manera, en el estudio de (Palladino et al 2011) se puede apreciar
que el recuento promedio para mesofilos aerobios fue de 7.65 + 0.34 log 10
UFC/g.

En otro estudio se muestran conteos de mesofilos aerobios igualmente altos de
muestras de quesos de cabra, indicando una nula o baja implementacion de
practicas higiénico-sanitarias y, como consecuencia, un riesgo de enfermedad
para el consumidor (Vasquez et al, 2012).

En los resultados de crecimiento de coliformes totales se tienen coincidencias con
los reportados por otros autores en muestras de quesos frescos de cabra y de
manufactura artesanal, donde se reportan un promedio de coliformes totales de
6,94 + 0,71 log10 UFC/g. (Gonzalez-Montiel et al 2015) También, en los estudios
de (Duran et al, 2010) y de (Palladino et al, 2011), reportaron, respectivamente,
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3,4 log10 NMP/g y < 3 log10 NMP/g de enterobacterias totales en quesos fresco,
resultados todos que denotan importantes deficiencias en el manejo de la leche y
de los procesos de manufactura y almacenaje. También en Argentina, en un
estudio realizado con queso de cabra el 55,9% de los quesos fueron positivos para
esta especie microbiana, la cual fue aislada tanto de muestras obtenidas del
centro (21,5%) como de la corteza (47,3%) de los quesos (RSA-CONICET, 2019).

Solo una muestra (1/23, 4.3%) obtuvo resultados, tanto de conteo de mesdfilos
aerobios como de coliformes totales, permitidos, al mismo tiempo, por la NMX-F-
728-COFOCALEC-2017 y por la NOM-243-SSA1-2010, aunque también se
aislaron, de estas muestras del estudio, otros microorganismos patéogenos y se
observdo ademas, deficiencias importantes de higiene en la elaboracion del
producto, asi como de su almacenaje para la venta.

En el recuento de hongos de las muestras de queso artesanal procesados, es
importante considerar que, aunque sean bajos los crecimientos de hongos
obtenidos en este estudio, la elaboracion de quesos muestra deficiencias
importantes que provocan una gran contaminacion del producto y que ponen en
peligro a los consumidores, tales como la deficiente limpieza e higienizacion de los
utensilios con que se fabrican estos quesos (RSA-CONICET, 2019).

En los resultados obtenidos en el conteo de levaduras se observa que ninguna de
las muestras (0/23) cumplen con la NOM-243-SSA1-2010, al encontrarse conteos
que estan por arriba del limite, teniendo conteos de hasta 8,23 log10 UFC/g y un
promedio de 6,35 log10 UFC/g; estos resultados coinciden con el estudio
(Gonzalez-Montiel et al, 2015), donde se report6 un promedio de 4,83 + 0,67
Log10 UFC/g de levaduras a una temperatura de incubacion de 22°C. El estudio
(Palladino et al, 2011) encontr6 conteos de hongos en el queso con un promedio
menor a los aqui reportados, donde se obtuvo un valor maximo de 1,60 log10
UFC/g.

Se aislaron en el queso de cabra 91% de muestras positivas a SCN, lo cual es un
porcentaje alto si consideramos lo encontrado en un estudio hecho en Venezuela
(Rodriguez et al. 2015), donde se obtuvo un 46.7% de pruebas positivas a SCN,
ambos resultados indican que los aislamientos muestran grandes deficiencias en
las practicas pecuarias y/o de manufactura e higiene durante su proceso, desde la
produccion hasta almacenamiento.

En este estudio se aislaron de Klebsiella aerogenes el 57% de las muestras,
seguido del 52% de muestras positivas a E. coli, microorganismos asociados a
importantes enfermedades zoonédtica, que podrian provocar ETAs a los
consumidores.

Es importante mencionar que no se encontro Salmonella spp, Brucella spp ni

Listeria monocytogenes lo que esta acorde con la NOM-243-SSA-2010, que indica
que 0 es el limite maximo para estos microorganismos.
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Los resultados de la técnica de PCR muestran casos positivos a la presencia de
Salmonella spp en dos muestras solamente, resultados diferentes a los obtenidos
en el estudio microbioldgico, donde no se logré aislar dicho microorganismo,
situaciéon que se puede deber a que las muestras tomadas para dicha técnica,
fueron tomadas de la parte central del queso y existen estudios que muestran la
presencia de este género en muestras tomadas del centro de los quesos de 8,7%
a diferencia de la obtenida en la toma de muestras de la corteza que ascendi6 a
33.3% (RSA-CONICET, 2019). Asimismo en el trabajo (Alcazar et al, 2006) no se
aislé Salmonella spp. en ningun queso.

En este estudio, se aislaron otros microorganismos, también importantes, como
Citrobacter freundii, que tuvo una presencia de 31% de las muestras y que es un
microorganismo de mucho interés y cuidado para el ser humano, ya que es muy
parecido al género de Salmonella spp. y, por lo tanto, puede provocar
enfermedades que ocasionen los mismos signos como: diarrea, vomitos, etc.

Otros estudios realizados en Venezuela (Duran et al. 2010) mostraron resultados
donde también se aislaron Citrobacter freundii spp. y Klebsiella aerogenes con el
57%, Streptococcus dysgalactiae con el 31%, Proteus spp. con 4% y Morganella
spp. con 4%, sin lograr aislamientos del género Salmonella spp., como sucedid en
este estudio. Existe también otro estudio donde se logré igualmente aislar de
quesos de cabra el género Morganella spp (Chavez, 2016).

En este estudio, también se aislaron levaduras como Candida krusei y Candida
tropicalis con el 17% y 9%, respectivamente. mismas que generalmente son
asociadas al crecimiento de mohos y levaduras por deficiencias en la higiene y
almacenamiento de los utensilios que se usan en los procesos de ordefio y
deficiencias en la cadena fria tanto de la leche como del queso Camacho et al,
2009 y NOM-111-SSA1-1994).

IX. 3. CUAJO

Los microorganismos aislados en las 11 muestras de cuajo obtenidos, muestran
que E. coli es el microorganismo mas aislados con el 82%, seguido de SCN y
Proteus spp. con 73% y 18%, respectivamente. Streptococcus dysgalactiae,
Klebsiella aerogenes, Citrobacter freundii y Morganella spp. no tuvieron
crecimiento en ninguna muestra de cuajo. En el estudio (Bonafede 2017), los 6
cuajos analizados tuvieron porcentajes de aislamientos parecidos a los de este
estudio, con un 100% de E. coli, <1,0 10 2 SCN y 100% Streptococcus spp. Asi
mismo en el estudio realizado por (Celis 2019), se analizaron muestras de cuajo
bovino donde se aisl6 E. coli en el 100% de las muestras, pero al igual que en este
estudio, de ninguna muestra se aislé Salmonella spp.

En ninguna de las muestras de cuajo se detectd la presencia de Salmonella spp.,
Listeria monocytogenes 'y Brucella spp. respecto a los microorganismos patogenos
mencionados en el estudio, resultados similares a otros autores, que mostraron
que en sus respectivos trabajos no se aislaron Salmonella spp, ni L.
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monocytogenes, ni Brucella spp., en ninguna de las muestras. (Moatsou et al,
2004; Moschopoulou et al, 2007: Palladino et al, 2011)

En los cuajos estudiados en este trabajo se observa que solo se aislaron
levaduras Candida tropicalis con el 9%, ya que Candida Krusei no se encontré en
ninguna muestra. Cabe destacar, sin embargo, que 2 de los cuajos muestreados
eran de origen comercial y que no tuvieron ningun aislamiento bacteriano, siendo
estos inocuos, por lo que su utilizacion, ademas, podria lograr estandarizar
sabores y texturas de los quesos fabricados (RSA-CONICET, 2019).

La utilizacion de cuajo animal, en lugar de la utilizacibn de preparados
comerciales, en la fabricacion de quesos artesanales elaborados con leche de
cabra, es una practica comun entre los productores de la region Norte del Estado
de San Luis Potosi, México, lo que denota una practica ancestral, que pasa de una
generacion a otra, pensando siempre que su utilizacion le dara un mejor sabor al
queso, situacion que es totalmente errénea, porque no consideran la calidad
higiénico sanitaria y el peligro del consumo de este tipos de quesos artesanales
elaborados con cuajo natural. La utilizacion de cultivos comerciales ha demostrado
obtener el mismo tipo de queso y con sabores aceptados, sin problema, por los
consumidores en otras regiones del pais.

X. RECOMENDACIONES

A partir de los resultados obtenidos, los productores de los municipios de Villa de
Arista, Cerritos, Villa Juarez y Guadalcazar del Estado de San Luis Potosi, México,
deberan mejorar las instalaciones para descanso y ordefio de las cabras,
colocando pisos de cemento con drenajes adecuados para evitar acumulaciones
de agua y establecer estrategias para la mejora y el control de la calidad del queso
de cabra que produzcan, que inicien, desde el proceso de ordefio para obtener la
leche, realizando una limpieza e higiene de los pezones adecuada, procurando
realizar el presello y pruebas de conteo de células somaticas en cada cabra,
después el despunte y el lavado de manos constante entre cada cabra, y al
finalizar el ordeno realizar el sellado, considerando después las buenas practicas
de manejo de la leche, procurando el filtrado de la leche utilizando material y
utencilios adecuados y limpios, usando POES incluso para los utensilios y equipo
de almacén, asi como, la recomendacion de enfriar la leche adecuadamente a
menos de 4°C, lo mas rapido posible.

Durante el proceso de elaboracion del queso, es necesario primero, realizar la
pasteurizacion de la leche, seguido de la utilizacion de cuajo comercial, que son
inocuos y no contaminan los quesos, durante el proceso de elaboracion, siempre
logrando la utilizacidon de equipo y utensilios muy limpios, siguiendo las BPM
minimas recomendadas por el SENASICA en el Manual de leche de cabra, para
finalmente poder buscar la certificacion de leche de cabra como lo marca
Direccion General de Inocuidad de SENASICA, SADER.

Estas recomendaciones pérmitiran a los productores, sin lugar a dudas, obtener
un producto inicial, la leche, que ayude a la aumentar la cantidad de queso con
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una mejor calidad higienico sanitaria, que permitira que mayor numero de clientes
conozcan sus productos y los consuman con seguridad, sin temor a provocar
enfermedades causadas por su consumo y por lo tanto también mejoraran sus
ingresos y habra cada vez mas productores que traten de imitar tales acciones en
general y asi, sin lugar a dudas, se mejorara la produccion de quesos de toda la
region.

Xl. CONCLUSIONES

Las explotaciones lecheras en los municipios del Norte del Estado de San Luis
Potosi, que incluyen los municipios Villa de Arista, Cerritos, Villa Juarez y
Guadalcazar, que destinan su produccién a la elaboracidén de quesos artesanales,
son mayoritariamente familiares (siguiendo una tradicion familiar) y de baja escala
productiva (entre 5 a 60 litros diarios).

La mayoria de los productores no cuentan con instalaciones, equipamiento ni
utensilios especificos para este tipo de actividad, que aseguren la inocuidad de la
materia prima.

Los establecimientos dedicados a la produccion y ordefio de cabras destinados a
la elaboracion de quesos artesanales son, en términos generales, pequefios y
cuentan con instalaciones inadecuadas, acordes con Sus escasOS recursos
econdémicos.

En la mayoria de estos establecimientos se ordefia manualmente en corral de piso
de tierra, no estan mecanizados y ademas no cuentan con protocolos de limpieza
y rutinas de ordefio y ningun productor pasteuriza la leche para la elaboracion de
los quesos, ademas las condiciones de produccion primaria caprina no son
optimas para la produccion de leche, y a su vez en muchos casos no se tiene
acceso a agua segura, tanto para la produccion de leche, como para la
elaboracion de quesos. Estos factores son de relevancia para asegurar la
inocuidad de los quesos.

Los quesos artesanales elaborados con leche caprina, presentan una elevada
probabilidad de no ser aptos para el consumo humano y tienen cierto riesgo de
generar efectos adversos en los consumidores.

Se aislaron tanto de la leche, como del queso de cabra, microorganismos
patdogenos importantes, tales como Escherichia Coli, SCN, Streptococcus
dysgalactiae, Klebsiella aerogenes, Citrobacter freundii, Proteus spp. y Morganella
spp., que denotan contaminacion de la leche y del queso y que provocan
enfermedades al hombre y que ponen en riesgo su salud.

No se aislaron microorganismos patdégenos como Brucella spp., Salmonella spp.,
ni Listeria monocytogenes, situacion que permite tanto la permanencia de los
fabricantes de queso, como de los quesos en el mercado, ya que no se han
presentado aun brotes de zoonosis importantes causantes por enfermedades
transmitidas por alimentos.

La elaboracion de los quesos, presenta una gran deficiencia de buenas practicas
de manufactura y pecuarias en su elaboracién, ademas de no mantener una
cadena fria correctamente en su comercializacion generando ademas gran
contaminacion de los mismos antes de su consumo.

Es necesaria la organizacion y capacitacion de los productores, respecto a que se
implementen buenas practicas de manejo en el ordefio de las cabras y se utilicen
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buenas practicas de higiene que mejoren la calidad sanitaria de los quesos, de
acuerdo a los limites establecidos en las NOM-243-SSA1-2010 y NMX-F-728-
COFOCALEC-2017.
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XIlIl. Anexos
XIIl.1. Anexo 1

Cuestionario para la verificacion de BPP:

Verificaciéon de la implementacion de Buenas Practicas Pecuarias

Nombre del productor ‘ Fecha

Nombre de Unidad de Produccién

Domicilio

No Animales
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Pregunta

‘ Si ‘ No ‘ NA ‘ Observaciones

Alimentacion

Pastoreo

Complementacion

Agua

El agua es potable y se monitorea su calidad

El agua es suficiente y se ofrece en bebederos que no
representen una potencial contaminacién

Instalaciones

Los corrales y area de maternidad estan disefiados a fin de
proporcionar seguridad, confort y limpieza

El disefio y limpieza de los corrales permite reducir el riesgo de
mastitis ambiental

El disefio de corrales y pasillos permiten el acceso de equipo de
limpieza

El espacio de corrales es suficiente para la carga animal

Las paredes y piso de la sala de ordefio evitan la acumulacion de
contaminantes y su facil limpieza

Se evitan lugares de anidacion y alimentaciéon de fauna nociva

La sala o espacio de ordefio se encuentra en ambiente tranquilo y
limpia

Se dispone de agua potable en todo momento

La sala o espacio ordefio tiene suelo firme con pendiente a los
drenajes y estos son eficientes.

Los equipos y utensilios antes de iniciar la ordefa se verifica y se
encuentran limpios.

Manejo de animales

Los animales estan identificados individualmente y se conoce su
etapa e historial productivo

Durante el traslado o arreo de los animales se evita golpear o
estresar a los animales

El crecimiento de pezuhfas y pelo se controla a fin de evitar
contaminacion de la leche

Ordeno

El operador acostumbra y realiza correctamente el lavado de
manos antes de iniciar

El operador no tiene heridas, o infecciones aparentes en la piel y
esta aparentemente sano

El operador usa vestimenta adecuada, limpia y exclusiva para
llevar a cabo la ordefia

Se realiza enjuagado y lavado de los pezones con agua potable

Se usa y aplica correctamente el pre-sello
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Se usa y aplica correctamente el sello

Se secan los pezones con toallas desechables individuales

Se realiza el despunte

No hay animales domésticos de otras especies dentro de la sala
0 espacio de ordefo

Se respetan los tiempos de retiro sugeridos por proveedor de
productos farmacéuticos

Almacenamiento de leche

Almacena la leche en tambos

Almacena la leche en refrigeracion

Quesos

Pasteuriza la leche para elaborar los quesos

Compra el cuajo que utiliza en los quesos

Conserva el cuajo en refrigeracion

Dénde vende sus quesos

Realiza alguna prueba microbiolégica de sus quesos o de la leche
0 cuajo

Guarda los quesos en refrigeracion al finalizar su elaboracién

Transporta los quesos a temperatura de refrigeracion

XIll.2. Anexo 2
Técnica de lavado de queso para eliminar la grasa (Akihiko Hirai, 2011):

1. Tomar 20 gr de queso y adicionar 20mL de Buffer Fosfato Salino (PBS) un
tubo Falcon y mezclar en Vortex.

2. Poner en bafio Maria a 56°C por 30 minutos.
3. Centrifugar (Centrifuga Labnet®) 20 minutos a 3000 rpm.
4. Dejar reposar en el refrigerador una noche para tener una buena

separacion de la grasa.

Decantar el sobrenadante

Adicionar 15mL de PBS y mezclar en Vortex.

Poner a bafio Maria a 45°C por 20 minutos

Mezclar en Vortex.

: Centrifugar (Centrifuga Labnet®) 20 minutos a 2000rpm.

10. Dejar reposar en el refrigerador una noche para tener una buena
separacion de la grasa.

11.  Decantar.

©ooNO O
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XIIl.3. Anexo 3
Técnica de extraccion de ADN (Poutou et al. 2005):

1. Se tom6 200mg del queso lavado y se maceré con 500 pl PBS. Se
centrifugé (Centrifuge 5424 eppendorf ®) a 12000g/1min y se decanto el
sobrenadante.

2. Se agrego 400ul de buffer TE10X, 50ul de lisozima (10mg/ml), se agité en
Vortex y se incubd 1 hora a 37°C.

3. Se adicion6 75ul de SDS al 10% y 6pl de proteinasa K (10mg/ml), se agito
en Vortex y se incubo a 65°C/10min.

4. Se adicion6 100ul de NaCl 5M y 100ul de solucién CTBA (precalentada a
65°C), se agito en Vortex hasta obtener un color lechoso y se incubo a
65°C/10min.

5. Se adiciond 750pl solucion cloroformo/alcohol isoamilico (24:1), se agité en
Vortex 10seg y se centrifugd (Centrifuge 5424 eppendorf ®) Smin a 12000g.

6. Se transfirid el sobrenadante (aprox 600ul) en un microtubo nuevo, con la
precaucion de toca la interfase.

7. Se adicion6 360pl alcohol isopropilico .

8. Se dejo reposar la muestra a -20°C por 30min o toda la noche.

9. Se centrifugd (Centrifuge 5424 eppendorf ®) 15min a 12000g, se decanté el
sobrenadante, dejando aprox 20ul sobre el precipitado.

10. Se adicioné 500ul alcohol etilico al 70%, se invirti6 suavemente el
microtubo 10 veces con la mano. Se centrifugd (Centrifuge 5424 eppendorf ®)
5min a 12000g, se decantd el sobrenadante, dejando aprox 20ul sobre el
precipitado.

11.  Se centrifugd (Centrifuge 5424 eppendorf ®) 1min a 12000g. se decanto
todo el sobrenadante.

12. Se permitié dejar secar el ADN a temperatura ambiente por 45min o se
seco en Termoblock (Thermomixer eppendorf ®) a 58°C/10min.

13.  Seresuspendio el ADN en 50ul de agua inyectable

14.  Se puso en bafo Maria a 55-60°C por 5min.

15.  Se almacend en congelacion hasta su uso.s
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