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Introduccion. El Queso Cotija es un producto artesanal
elaborado en Jalisco y Michoacan, Meéxico. Los
productores se han preocupado por mantener al ganado
libre de brucela y tuberculosis. Sin embargo, debido a
que ni la materia prima ni el proceso involucra algun
tratamiento térmico, surgid la necesidad de evaluar la
calidad sanitaria de este producto mediante un analisis
microbiolégico general y de verificar la ausencia de
microorganismos que pudieran representar un riesgo
para la salud: Staphylococcus aureus, Salmonella typhi,
Brucella abortus y Listeria monocytogenes.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la calidad
microbiolégica de diez muestras de Queso Cotija
tradicional y aplicar la técnica de PCR sobre ADN
extraido directamente del alimento, para la deteccién de
los microorganismos patdgenos mencionados.

Metodologia. a) Analisis microbiolégico general. Cuenta
en placa de mesdfilos aerobios, hongos y levaduras (1) y
cuenta en placa de bacterias coliformes e identificacion
de E. coli en un medio diferencial. b) Deteccién de
bacterias patégenas por PCR. Los cebadores reportados
para la deteccién de los patdgenos mencionados (2-3) se
comprobaron con el programa BLAST. La extraccion de
ADN de cepas puras y de quesos se realiz6 con el
sistema Fast ID (Genetic-ID). Se optimizaron las
condiciones de PCR para cada microorganismo y se
probd su especificidad utilizando cepas de coleccion. Se
analizaron 10 muestras de queso con las condiciones
determinadas. Se probé la sensibilidad de la técnica
mediante inoculacion de una muestra de queso con el
microorganismo patdégeno y subsecuente detecciéon por
PCR. La prueba confirmativa de las muestras positivas
fue mediante patrén de restriccidon enzimatico (Haelll y
Hincll) del amplicén obtenido.

Resultados y discusiéon. El andlisis microbioldgico
general mostré que la calidad microbiolégica de los
quesos varia notablemente entre productores. Dos de
diez muestras estuvieron arriba de 5 x 10° UFC
mesofilos/g. Ninguno de los quesos superd el limite de
coliformes fecales ni hongos; mientras que cuatro de las
muestras si  superaron el limite de levaduras,
establecidos en la NOM-121 (4). Por otra parte fue
posible optimizar la técnica de PCR para la busqueda de
bacterias  patégenas. Los cebadores utilizados
(reportados en la literatura) (2-3) para identificar L.
monocytogenes 'y Brucella abortus resultaron ser

altamente especificos, mientras que aquellos utilizados
para identificar S. aureus y S. typhi mostraron una menor
especificidad. Se verifico la eficiencia del método de
extraccion y purificacion de ADN, asi como la sensibilidad
de la técnica de PCR. No se detectd L. monocytogenes ni
B. abortus en ninguna de las muestras. S. typhi se
detecté en dos de las muestras, y S. aureus en tres de
ellas. Esos resultados no indican si estaban viables al
momento del analisis. Las enzimas de restriccion Hincll y
Haelll fueron de utilidad para confirmar los resultados
positivos mediante digestion del amplicén (Fig. 1).
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Fig. 1. Patron de restriccion del amplicon de S. typhi con
Hincll.1.- Marcador de 50pb. 2.- S. typhi sin digerir. 3.- S. typhi
digerida. 4.- Amplicon de muestra 6 digerido. 5.- Amplicon de
muestra 10 digerido

Conclusiones. La calidad microbiolégica de las
muestras de Queso Cotija es variable entre productores,
la mayoria de las muestras analizadas entré dentro de la
normatividad establecida por la NOM-121 (4). Se logro la
deteccion de bacterias patégenas utilizando la técnica de
PCR. Los cebadores utilizados para S. typhi y S. aureus
no resultaron muy especificos. En ninguna de las
muestras se encontrd presencia de L. monocytogenes ni
de B. abortus. Se recomienda mejorar las practicas
higiénicas de manufactura.
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