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RESUMEN

La listeriosis es una enfermedad transmitida por alimentos (ETA) de gran impacto
econdémico y social, dada por consumo de alimentos contaminados por Listeria
monocytogenes. En poblacion general produce manifestaciones intestinales leves
y en poblacion inmunodeprimida (adultos mayores, embarazadas, nifios menores
de 5 afios, e individuos con enfermedades debilitantes o con tratamiento
iInmunosupresor) puede causar infecciones invasivas con una tasa de letalidad
elevada (16—33%). Los brotes por listeriosis han sido vinculados a varios alimentos,
entre ellos los quesos y en particular los elaborados con leche cruda. El consumo
en Uruguay de quesos artesanales se estima en 4,3 kg/cépita/afio. Se desconoce
el efecto de sus parametros fisicoquimicos en el crecimiento de Listeria
monocytogenes y el impacto que tiene el consumo de queso artesanal en la salud
publica. En esta tesis, se analizaron quesos Semiduros y Colonia de 6
establecimientos durante su maduracion, 18 hormas de Semiduros se maduraron
a 10+1°C hasta su correspondiente muestreo. Asi también, 15 hormas de Colonia
se maduraron a 10+1°C por 15 dias, a 20+1 °C por 11 dias y luego a 10+1°C hasta
sus andlisis. Se determinaron pH, aw, humedad, cloruro de sodio, materia grasa,
Listeria spp. y L. monocytogenes en 1 horma de cada tipo de queso y
establecimiento a tiempo 0, 15, 30, 45 y 60 dias y ademas para Semiduros a los 75
y 90 dias. Los resultados de pH y aw juntos con otras variables de entrada: recuento
y prevalencia de Listeria monocytogenes en los dos quesos, tamafio de porcion
consumida, velocidad de crecimiento/decrecimiento del patdégeno en ambos
quesos, tipos de poblacién (embarazadas, poblacién vulnerable y general) y modelo
dosis-respuesta a listeriosis, fueron caracterizados mediante distribuciones de
probabilidad. Con ellas se construyé el modelo probabilistico de exposicion a
Listeria monocytogenes por el consumo de queso artesanal mediante el software
@Risk. Los resultados se estimaron mediante simulacién Monte Carlo con 50.000
iteraciones. El pH para los Semiduros fue 5,15+0,18 y su aw 0,93+0,01. Para los
Colonia el pH fue 5,41+0,14 y la aw 0,96+0,01. Por el consumo de cada uno y
asumiendo una porcién promedio de 30 g para todas las poblaciones, el modelo
estimé que los Semiduros, contenian al momento del consumo 155 unidades
formadoras de colonias (UFC) de Listeria monocytogenes y los Colonia 475 UFC.
Las probabilidades de enfermar fueron en embarazadas 3,1 x 10°y 9,5 x 1010, en
poblacién vulnerable 2,3 x 1011y 1,2 x 10-1% y en poblacién general 1,2 x 101?y 6,3
x 10 1?2 de Semiduros y Colonia respectivamente. Los casos de listeriosis por afio
resultaron para Semiduros 2,5 x 10y 2,4 x 10°® para embarazadas y poblacién
vulnerable y 7,8 x 10-7 para poblacién general. Para Colonia los valores fueron entre
36 y 37 veces superiores. El modelo de exposicion a Listeria monocytogenes por el
consumo de estos quesos artesanales en las condiciones establecidas y datos
recopilados en esta tesis, sugieren que la probabilidad de contraer listeriosis es
extremadamente baja en todos los grupos poblacionales evaluados y de muy bajo
riesgo.



SUMMARY

Listeriosis is a foodborne disease (FBD) of great economic and social impact,
caused by the consumption of food contaminated by Listeria monocytogenes. In the
general population, this pathogen produces mild intestinal manifestations, but in the
iImmunosuppressed population (elderly adults, pregnant women, children under 5
years of age, and individuals with debilitating diseases or with immunosuppressive
treatment) it can cause invasive infections with a high fatality rate (16-33%).
Listeriosis outbreaks have been linked to various foods, including cheeses and
particularly those made with raw milk. Consumption in Uruguay of artisanal cheeses
is estimated at 4.3 kg/capita/year. The effect of its physicochemical parameters (pH,
aw) on the growth of Listeria monocytogenes and the impact that the consumption
of artisanal cheese has on public health, are unknown. In this thesis, Semi-hard and
Colonia cheeses from 6 different farms were analyzed during their ripening, 18
Semi-hard cheeses were riped at 10+1°C until their corresponding sampling.
Likewise, 15 Colonia cheeses were riped at 10+1°C for 15 days, at 20+1 °C for 11
days and then, at 10+1°C until analysis. pH, aw, moisture, sodium chloride, fat,
Listeria spp. and L. monocytogenes were analysed in 1 wheel at each time of each
type of cheese and farms at 0, 15, 30, 45 and 60 days and also for Semi-hard at 75
and 90 days. The results of pH and aw together with other input variables: count and
prevalence of Listeria monocytogenes in the two cheeses, size of portion consumed,
rate of growth/decrease of the pathogen in both cheeses, types of population
(pregnant, vulnerable population and general) and dose-response models to
listeriosis, were characterized by probability distributions. With them, the
probabilistic model of exposure to Listeria monocytogenes due to the consumption
of artisanal cheese was built using the @Risk software. The results were estimated
using Monte Carlo simulation with 50.000 iterations. The pH for the Semi-hard was
5.15+0.18 and their aw 0.93+0.01. For Colonia, the pH was 5.41+0.14 and the aw
0.96+0.01. For the consumption of each one and assuming an average portion of
30 g for all populations, the model estimated that the Semi-hard, contained at the
time of consumption, 155 colony forming units (CFU) of Listeria monocytogenes and
the Colonia 475 CFU. The probabilities of becoming ill were 3.1 x 10-1° and 9.5 x 10-
10in pregnant women, 2.3 x 10! and 6.9 x 10! in the vulnerable population, and
in the general population 1.2 x 1012 and 3.7 x 10?2 of Semi-hard and Colonia
respectively. Listeriosis cases per year were 2.5 x 10 for pregnant women, 2.4 x
10°® for vulnerable population and 7.8 x 107 for the general population for Semi-
hard, and for Colonia the values were 36-37 times higher. The exposure
assessment model to Listeria monocytogenes due to the consumption of Semi-hard
and Colonia artisanal cheeses under the established conditions and the data
collected in this thesis, suggest that the probability of acquaring listeriosis is
extremely rare in all population groups.
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1. INTRODUCCION

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) como un importante problema de salud publica y
estima que son responsables de unas 600 millones de personas enfermas,
resultando en 420.000 muertes por afio. Las poblaciones mas susceptibles a ETA
son aquellas con debilidad en su sistema inmunolégico entre ellos: los nifios
menores de 5 afos, las embarazadas y los adultos mayores (World Health
Organization (WHO), 2015). Dentro de las ETA, listeriosis es una de las de mayor
impacto econémico y social (Food and Drug Administration, FDA - Health Canada,
2015). De acuerdo con de Noordhout et al. (2014), citado por Churchill, Sargeant,
Farber y O’Connor (2019), listeriosis es, a nivel mundial, la tercera causa de muerte
por ETAy es considerada de las enfermedades zoondticas mas graves y con mayor
letalidad (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC), 2021).

Listeria monocytogenes es un patdgeno alimentario ampliamente presente en el
medio ambiente y particularmente en el de procesamiento de alimentos. La
exposicion a Listeria monocytogenes por el consumo de alimentos puede afectar
sélo a nivel gastrointestinal, pero también puede invadir otros 6rganos ("listeriosis
invasiva"), con consecuencias que pueden incluir meningitis, encefalitis, aborto
espontaneo, muerte fetal e incluso septicemia (FDA-Health Canada, 2015). Su
importancia radica en que conlleva una alta tasa de hospitalizacién (mayor al 95%)
y también alta letalidad (16 - 33%) en “poblaciones de riesgo” (personas con
sistema inmunocomprometido), en particular embarazadas, recién nacidos, adultos
mayores de 65 afios y personas con cancer, receptores de trasplantes de 6rganos
o infectados con HIV, entre otras predisposiciones (Centre for Disease Control and
Prevention (CDC), 2021a; ECDC, 2021; Melo, Andrew y Faleiro, 2015; Ministerio
de Salud Publica (MSP), 2020; Reda et al. 2016; Ryser, 2011; WHO, 2015). Se
reconocen 13 serotipos de L. monocytogenes (1/2a, 1/2b, 1/2c, 3a, 3b, 3c, 4a, 4ab,
4b, 4c, 4d, 4e y 7) (Cardo, 2021, Liu, 2013), 3 de los cuales (1/2a, 1/2b y 4b)
ocasionan mas del 90 % de las enfermedades en humanos, siendo el serotipo mas
asociado a brotes el 4b en Estados Unidos (EE. UU.) (CDC, 2021a) y el 1/2a en
Europa (Martinez Rios y Delgaard, 2017). En Uruguay, Braga et al. (2017),
observaron que el serotipo 1/2b fue el mas prevalente, se encontrd en el 54% de
los casos clinicos de listeriosis y en el 46% de los alimentos analizados positivos
por presencia de esta bacteria.

El tiempo entre la exposicion al patégeno y la expresiéon de la enfermedad (periodo
de incubacion), particularmente en su forma invasiva, es generalmente de
semanas, lo que dificulta la definicion del alimento responsable y de la dosis
ingerida que produjo la enfermedad (Buchanan, Gorris, Hayman, Jackson y
Whiting, 2016). Para estimar la relacion entre la dosis ingerida en el alimento y la
respuesta (enfermedad) se han utilizado diferentes modelos dosis-respuesta
(Organizacién de la Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura y
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Organizacion Mundial de la Salud, FAO/OMS, 2004; Pouillot, Hoelzer, Chen y
Dennis, 2015). Los datos epidemioldgicos han demostrado que la gran mayoria de
los casos de listeriosis se producen por el consumo de mas de 100 unidades
formadoras de colonia (UFC) por gramo del patégeno (UFC/g). Sin embargo, la
probabilidad de enfermar aumenta drasticamente en poblaciones altamente
susceptibles como pacientes con cancer, HIV, enfermedades coronarias, diabetes
(FAO/OMS, 2004; Pouillot et al., 2015).

En EE. UU., de acuerdo con el Centre for Disease Control and Prevention (CDC,
2021a), el promedio anual de incidencia de listeriosis fue de 0,24 casos/100.000
habitantes, con aproximadamente 260 muertes. En la Union Europea (UE) en 2020
se reportaron 0,42 casos/100.000 habitantes, con 167 muertes (ECDC, 2021). En
paises en vias de desarrollo, si bien los reportes de listeriosis son pocos o
inexistentes debido a la falta de notificacion y/o sistematizacion de la enfermedad
(Pereira da Silva y Pereira De Martinis, 2013), de Noordhout et al. (2014), reporta
en la region de las Américas a la que pertenece Uruguay (segun las regiones
definidas por la OMS), de una incidencia anual de 0,47/100.000 habitantes con 544
muertes (de Noordhout et al., 2014).

Con respecto a las ETA, de acuerdo con el informe de la OMS (WHO, 2015), en
Ameérica, 77 millones de personas enferman anualmente al consumir alimentos
contaminados y de ellas, mueren en el entorno de 9.000 al afio.

En nuestro pais, las ETA son de notificacion obligatoria ante el Ministerio de Salud
Publica (MSP), que, mediante el Departamento de Vigilancia en Salud de la Division
de Epidemiologia, lleva los registros sobre dichas enfermedades. En los casos
sospechosos de brotes alimentarios por Listeria monocytogenes, un solo caso es
considerado “brote” (MSP, 2015). De acuerdo con lo informado por la Divisién de
Epidemiologia del MSP, en el afio 2016 se registr6 un aumento en la incidencia
anual de listeriosis. Se notificaron 17 casos de listeriosis invasiva (tasa de
incidencia de 0,48/100.000 habitantes) con 7 fallecimientos, determinando una
letalidad del 33%. En ninguno de los casos se logroé identificar el alimento que actuo
como fuente de infeccion (MSP, 2020). Lo informado por el MSP coincide con lo
publicado por Tejera et al. (2015). De acuerdo con dichos autores, en Uruguay se
han registrado casos esporadicos, sin poder establecerse un vinculo alimentario.
Entre 2010-2013 se reportaron 11 pacientes (todos con factores predisponentes)
con un 63% de letalidad. Asi mismo, Caiata, Legnani, Mota, Braga, y Seija (2014)
reportan 9 casos de listeriosis (7 fatales) durante el periodo 2008-2013 en el pais.
En 2014, ademas, se describio un brote intrahospitalario en recién nacidos debido
a Listeria monocytogenes 4b, donde se vincul6 el consumo de quesos y embutidos
durante el embarazo del caso indice, como posibles fuentes de infeccion (Mota y
Varela, 2014).



2. ANTECEDENTES ESPECIFICOS

Los brotes por listeriosis se consideran 100 % de origen alimentario (WHO, 2015).
A nivel mundial, los brotes reportados han sido vinculados a numerosos tipos de
alimentos, especialmente a los “listos para el consumo” (LPC) o “ready to eat” (RTE)
(Churchill et al. 2019), que son aquellos alimentos artesanales o industriales,
destinados al consumo directo sin necesidad de cocinarlos ni someterlos a ningan
tratamiento que implique la disminucion de microorganismos previo a su ingestion.
Estos incluyen productos lacteos, helados y quesos, entre los que se destacan los
provenientes de leche cruda (CDC, 2017; Health Canada, 2011; Rahimi, Ameri y
Momtaz, 2010; Oliver, Jayarao y Almeida, 2005). Las condiciones fisicoquimicas
que influyen en su supervivencia han sido estudiadas en diversas matrices
alimentarias y en medios de cultivo. De acuerdo con trabajos citados por Amaury
El-Hajjaji, Niyonzima, Daube y Sindic (2018), Listeria monocytogenes es capaz de
tolerar y crecer a temperaturas de refrigeracion, en un amplio rango de pH (4,4 a
9,5), en valores de actividad de agua (aw) por encima de 0,92, es halotolerante,
capaz de crecer hasta en 10% de sal y anaerobia facultativa, aunque dichas
capacidades varian de acuerdo con la cepa. Estos factores determinan su
capacidad de supervivencia, crecimiento o inhibicién. Asi, Wemmenhove, van
Valenberg, van Hooijdonk, Wells-Bennik y Zwietering (2018), indican entre otros,
como parametros mas relevantes: temperatura, aw y pH, los que se incluyen
generalmente en modelos predictivos de crecimiento de este patdgeno alimentario.

En funcion de las caracteristicas fisicoquimicas de los alimentos, se han establecido
criterios de aceptacion y reglamentacion para alimentos LPC. Asi, la Comision
Europea (CE), por ejemplo, en el reglamento N°2073/2005 menciona que Listeria
monocytogenes es incapaz de crecer en alimentos a pH menores a 4,4 o con aw
menores a 0,92 y que una combinacién de pH menor a 5y aw menor a 0,94 puede
también inhibir su crecimiento (Amaury et al., 2018; Comision del Codex
Alimentarius (CAC), 2009). Asi mismo, de acuerdo con la Comisién del Codex
Alimentarius (CAC, 2009) y la Comision Europea (CE), citados por Buchanan et al.
(2016), el patdégeno no puede crecer a concentraciones de cloruro de sodio (NaCl)
mayores a 16%, ni a temperaturas de congelacién (-18°C).

Tal como lo describe Bover y Garriga (2014), el reglamento de la CE N°2073/2005,
teniendo en cuenta estas caracteristicas del producto (que estan directamente
vinculadas al riesgo asociado del alimento LPC con el posible crecimiento del
patdgeno durante la vida util) y la poblacion al cual se destina el mismo, establecio
los requisitos para Listeria monocytogenes con el plan de muestreo
correspondiente, que se resumen en la Tabla I. En general, el plan de muestreo
depende del microorganismo a testear y define las unidades del producto a
analizarse por cada lote de alimento, el tamafio de la muestra y los limites
requeridos para que se acepte ese lote. Por ejemplo, para aquellos alimentos LPC
gue pueden favorecer el crecimiento de L. monocytogenes, que no sean los
destinados a lactantes, se deben tomar aleatoriamente cinco unidades del alimento
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(n=5) y analizar, a la salida de la empresa, la presencia/ausencia del patégeno.
Para liberar dicho lote, ninguna unidad (c = 0) puede dar positivo a la deteccion de
Listeria monocytogenes, ya que el requisito para patégenos alimentarios, tanto de
m como de M es Ausencia/25g (m = M = 0). Para el caso de microorganismos
indicadores, por ejemplo, donde se acepta que el alimento tenga cierta cantidad de
microorganismos, m indica el menor valor del rango de aceptabilidad y M, el mayor
valor de ese rango.

Tabla I. Criterios microbioldgicos de inocuidad aplicables en la Unién Europea
para Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo (LPC)
(Adaptado de Bover y Garriga, 2014)

Categoria de producto Plan de Limites Fase en la cual se
muestreo aplica
n* | ct | m | M
LPC destinado a lactantes | 10 0 | Ausencia Productos
en25¢g comercializados durante
su vida atil
LPC que favorecen el 5 0 | 100 UFC/g | Productos
crecimiento de L. comercializados durante
monocytogenes y no sean su vida util
destinados a lactantes 5 0 | Ausencia | A la salida de la empresa
en25¢g alimentaria
LPC que no favorecen el | 5 0 | 100 UFC/g | Productos
crecimiento de L. comercializados durante
monocytogenes y no sean su vida util
destinados a lactantes

*n: nUmero de muestras a analizar; ¢c: nUmero maximo de unidades de muestra que puede dar
resultados insatisfactorios (International Commission on Microbiological Specifications for Foods
(ICMSF), 2018); m: menor valor del rango de aceptabilidad y M: valor maximo del rango de
aceptabilidad

Como se ha mencionado, Listeria monocytogenes es capaz de sobrevivir en
condiciones adversas como pH extremo, altas concentraciones de sal, baja aw, y
temperaturas de refrigeracion, por lo tanto, es posible su presencia en los
establecimientos productores de quesos (Churchill et al., 2019; Melo et al., 2015).
Lo anterior se evidencia porque es capaz de colonizar diferentes nichos durante
mucho tiempo (con resistencia a desinfectantes y desecacion), por su capacidad
de formar biopeliculas o biofilms en las superficies de la queseria de contacto
directo con el queso (Wemmenhove et al., 2018; Halberg Larsen et al., 2014). Los
residuos lacteos pueden promover dicha formacion, posibilitando la difusion,
viabilidad y multiplicacion del patégeno durante el proceso de elaboracion (Latorre
et al. 2010). Esa capacidad de persistencia en ambientes alimentarios contribuye
significativamente a su existencia y prevalencia en los productos finales,
entendiéndose por prevalencia en muestras de alimentos, como la proporcion o el
porcentaje de muestras que contienen el patégeno con respecto al total de las
muestras analizadas (Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), 2021;
Fajardo-Gutierrez, 2017).



El tipo de establecimiento, el cumplimiento de programas de limpieza y
desinfeccién, asi como la capacitacion y entrenamiento del personal, son
fundamentales para una manipulacion higiénica de los alimentos y para minimizar
la contaminacién del producto durante el proceso de elaboracion (Moreno, Barria,
Moncilla y Singer 2017). En particular, para Listeria monocytogenes la correcta
aplicacion de los procedimientos de limpieza y desinfeccién junto con el monitoreo
ambiental que comprueben su eficacia, son las practicas mas recomendadas para
mantener al patdégeno bajo control. Estas practicas, junto al manejo higiénico y
tratamiento térmico de la leche y el control de las caracteristicas fisicoquimicas de
los quesos, en particular: pH y aw durante el proceso de maduracion, pueden
contribuir a evitar o minimizar la presencia del patdgeno en el queso al momento
de su consumo (Espariol, 2018; Farmhouse and Artisan Producers, Cheese & Diary
Producers European Network (FACE), 2016).

A nivel mundial, la variedad de quesos artesanales es muy amplia y una de las
principales caracteristicas es que muchos se elaboran con leche cruda, pudiendo
ser ésta, una de las fuentes de contaminacion (Amaury et al, 2018).

De acuerdo con la informacién del Instituto Nacional de la Leche (INALE, 2016), en
nuestro pais, la produccién de queso artesanal es principalmente familiar y se
comercializa mayoritariamente en el mercado interno. Se lo define como aquel
elaborado con leche cruda, pasteurizada o termizada, con leche producida
exclusivamente en ese establecimiento (Uruguay, 2003, febrero 17). La mayoria
de los quesos artesanales nacionales también se elaboran con leche cruda. Si
reciben algun tratamiento térmico, en general es la termizacion. Este proceso
térmico implica, que la leche se someta, por ejemplo, a 57-68°C por 30 segundos
0 60°C por 2-3 minutos, lo cual no asegura la eliminacion de patdégenos alimentarios
como Listeria monocytogenes (ICMSF 6, 2005 y FACE, 2016). Asi, de acuerdo con
lo citado por Lianoua y Samelis (2014), dicho proceso puede favorecer incluso, el
desarrollo de las bacterias que sobreviven al mismo, dado que se eliminé la mayoria
de la microbiota competente.

En EE. UU., la Administracion de alimentos y medicamentos (FDA por sus siglas
en inglés), permite el uso de leche no pasteurizada para la elaboracion de quesos,
siempre que cumplan con un minimo de 60 dias de maduracion a 1,7°C (FDA,
2012). Esta reglamentacién se basa en que, durante esa maduracion, existen
cambios en la matriz: reduccion de pH y aw, mayor concentracion de sal y otras
condiciones, que podrian detener el desarrollo de patégenos (Brooks et al. 2012),
aunque hay evidencia que Listeria monocytogenes puede crecer en ciertos tipos de
gueso durante la maduracion (FDA, 2016). El Reglamento Bromatoldgico Nacional
(RBN), Decreto 315/994, en el punto 16.4.6 contempla el uso de leche sin
tratamiento térmico, para la elaboracion de quesos que se maduren a una
temperatura mayor a 5°C por al menos 60 dias (Uruguay, 1994, julio 05).



La prevalencia de este patdogeno en estos productos varia de acuerdo con el tipo
de queso y con la region. Asi, Churchill et al. (2019), reporta una prevalencia
promedio a nivel mundial de 2,4 % (95% intervalo de confianza, 1,6 a 3,6%) en
quesos blandos con humedad entre el 67,0 y 80,0%.

Amaury et al. (2018), por su parte, en una revision sobre Listeria monocytogenes
en distintos tipos de quesos en varios paises, informan rangos de prevalencia de
0,0 a 37,5% en quesos frescos, como el Minas Frescal de Brasil o Queso fresco de
México, los que coinciden con los resultados en estos mismos tipos de quesos en
Austria y Turquia. Para quesos blandos y semiblandos la mayoria de los estudios
de la citada revision, informan valores entre 0,0 y 14,0%, aunque en Portugal se ha
encontrado hasta 46,0%. También hacen referencia a otros trabajos que reportan
prevalencia en quesos duros de 0,0 a 5,5% (Amaury, 2018).

A su vez, en trabajos puntuales de prevalencia de L. monocytogenes en quesos
frescos en Latinoamérica, se han reportado 14,2% en Ecuador (Espinosa, 2018) y
27,0% en Colombia (Ocampo et al., 2019). En la UE, de acuerdo con lo informado
por la Autoridad europea de inocuidad alimentaria (EFSA por sus siglas en inglés)
y el ECDC en el 2021, citado por Cardo (2021), la prevalencia de L. monocytogenes
en quesos blandos, semiblandos y duros elaborados con leche cruda o a baja
temperatura fue de 0,9 - 1%. Luchansky et al. (2017), sin embargo, no reportd
presencia de L. monocytogenes en quesos blandos y poco madurados elaborados
en EEUU. Por su parte, Zafar et al. (2020), establecen una prevalencia de 20,0%
en quesos en Pakistan y Seyoum, Woldetsadik, Mekonen, Gezahegn y Gebreyes
(2015), 26,7% en un estudio realizado en Etiopia.

En Uruguay, si bien existen pocos reportes de prevalencia a nivel nacional,
Maquieira (2011) hall6 una prevalencia de 3.5% en muestras provenientes de
gueserias habilitadas por el Ministerio de Ganaderia Agricultura y Pesca (MGAP)
(algunas de las cuales, elaboraban quesos con leche cruda). Por otra parte, Braga
et al. (2017), sefalan la prevalencia de este patdogeno en 3.175 muestras de
alimentos retirados de diferentes puntos de venta en Montevideo. Sus resultados
indican que los alimentos congelados son los de mayor prevalencia (38,0%),
seguidos por quesos (10,0%). Recientemente, se determind la prevalencia en
quesos artesanales, que resultd en 5,4 % para quesos artesanales en general, 4,3
% para quesos Semiduros y 8,3 % para quesos Colonia (Proyecto ANII
FSA | 2017 1 138945, comunicacién personal: Carro S.; 2022).

En nuestro pais, de acuerdo con los datos oficiales, se estima que el consumo de
guesos es de aproximadamente 8,7 kg/capita/afio y que los quesos artesanales
representan el 50% del total (Uruguay, 2021; Fondo Nacional de Preinversion
(FONADEP), 2008). Al momento, la produccién de quesos artesanales serian unas
14.273 ton/afio (Uruguay, 2021; INALE, 2016). Segun el INALE, los tipos de quesos
artesanales elaborados actualmente se producen de acuerdo con la siguiente
proporcion: Semiduros (39,0%), Colonia (32,0 %), Cuajada (23,0%) y Muzzarella 'y



Danbo con 3,0% de la produccion cada uno (INALE, 2016), siendo los llamados
Semiduros y Colonia los de mayor produccion y, por lo tanto, se estima que son los
de mayor consumo.

La normativa vigente en el RBN, (Uruguay, 1994, julio 05), establece para los
qguesos en general (entre otros parametros), la ausencia de Listeria monocytogenes
en 25 g. Aunque, para quesos artesanales la reglamentacion actual es la del
Decreto 274/004 (Uruguay, 2004, agosto 03), con respecto a los requisitos
microbiolégicos de patdgenos, el criterio técnico adoptado por el Departamento de
Control Sanitario de Lacteos del MGAP es considerar ausencia en 25¢g en todas las
muestras analizadas con un n=5 (Comunicacion personal, Ménica Larrechart, junio
2022).

A su vez, con respecto a los parametros fisicoquimicos, la clasificacion de los
quesos de acuerdo con su contenido de humedad en nuestro pais se muestra en
la tabla I1.

Tabla II. Clasificacion de quesos establecida en el Reglamento bromatoldgico
nacional (Uruguay, 1994, julio 05), de acuerdo con el contenido de humedad

Clasificacion Quesos % Humedad
Quesos de muy alta Blanco o requesoén > 55,0%
humedad
(o de pasta muy blanda)
Quesos de alta humedad Muzzarella, Cuatrtirolo, 46,0% - 54,9%
(o de pasta blanda) Magro, Roquefort
Quesos de mediana Gruyere, Colonia, 36,0% - 45,9%
humedad Dambo
(o de pasta semidura),
Quesos de baja humedad Parmesano, Sbrinz, <359 %
(o de pasta dura) Provolone

En Uruguay, los quesos conocidos como Semiduros son aquellos cuyo proceso de
elaboracion corresponde a la de quesos de pasta dura (cocida).

Por otra parte, segun lo citado por Bover y Garriga (2014), los quesos se pueden
clasificar de acuerdo con el riesgo relativo de contraer listeriosis en funcién de la
humedad y de la leche de la cual provienen (Tabla Ill).



Tabla Ill. Categorias de alimentos listos para el consumo (LPC) en funcioén del
riesgo relativo de contraer listeriosis (Adaptado de Bover y Garriga, 2014)

Categoria Quesos % Humedad
Riesgo muy alto a Elaborados con leche cruda
riesgo alto
Riesgo alto a riesgo Fresco no madurado: Requeson, > 50,0 %
moderado Ricota
Riesgo moderado a Fresco cremoso
riesgo bajo Blando madurado: Brie, Camembert > 50,0 %
Semiblando: Queso azul 39,0 % - 50,0%
Riesgo bajo a riesgo Duro y curado: Parmesano, <39,0%
muy bajo Cheddar

Si se considera la informacion de la tabla 11l y la clasificacion de quesos establecida
por el RBN (Tabla Il), se establece que:

o Los quesos artesanales nacionales provenientes de leche cruda serian
considerados de muy alto riesgo.

o Aquellos quesos de pasta muy blanda y blanda con humedad > 50.0% (alta
0 muy alta) como el queso Blanco y Muzzarella se consideran de riesgo alto
a moderado y de riesgo moderado a bajo si estan por debajo de 50.0% de
humedad.

o Los quesos de mediana humedad o pasta semidura al estar entre 36.0 %y
45.9%, como el Colonia 0 Dambo, se consideran de riesgo moderado a bajo.

o Los quesos de baja humedad o pasta dura como el Parmesano o Sbrinz con
una humedad 35.9% se consideran de bajo o muy bajo riesgo.

La exposicidbn a Listeria monocytogenes depende del numero de unidades
formadoras de colonias (UFC) que contenga el queso al momento de su consumo,
el tamafio de la porcién o cantidad que se ingiere por parte de la poblacién y la
frecuencia de ese consumo. Para evaluar dicha exposicién, se predice el
comportamiento del patdgeno en el queso para estimar la concentracion final (dosis
ingerida en UFC) en el momento de la ingesta, mediante modelos de microbiologia
predictiva (MP). Asi como describe Cabeza et. al (2011), citado por Leon (2014), la
MP se basa en predecir el comportamiento microbiano al cambiar las condiciones
ambientales y del alimento, mediante modelos matematicos. Esto permitira predecir
la ingestion probable de Listeria monocytogenes por el consumo de quesos, lo que
se conoce como la evaluacion a la exposicion, una de las etapas de la evaluacion
de riesgos microbioldgicos (OPS, 2021).

La evaluacion de riesgos es el componente cientifico del analisis de riesgo,
herramienta que busca vincular los riesgos provenientes de los alimentos con los
riesgos a la salud humana, compuesto por 3 componentes: la gestion, la evaluacion
y la comunicacion de riesgos (OPS, 2021).



La evaluacion de riesgos permite estimar sistematicamente, el riesgo de que una
poblacidon enferme al ingerir alimentos contaminados. De acuerdo con lo citado por
OPS (2021), el CAC establece que dicha evaluacién consta de 4 etapas: la
identificacion del peligro, la caracterizacion del peligro, la evaluacion de la
exposicion y la caracterizacion del riesgo.

El presente trabajo, desarrolla el modelo matematico para evaluar la exposicion a
Listeria monocytogenes por el consumo de quesos artesanales Semiduros y
Colonia, estimando la probabilidad de enfermar en diferentes poblaciones (general,
embarazadas y adultos mayores de 65 afios) y caracteriza dicho riesgo a través de
la prediccién del nimero de casos de listeriosis para cada una de esas poblaciones.



3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Listeria monocytogenes es uno de los patdgenos alimentarios mas importantes
para la salud publica, dada su alta tasa de letalidad principalmente en individuos
con factores de riesgo. Datos epidemiolégicos muestran que generalmente la
listeriosis se produce por el consumo de cantidades del patbgeno por encima de
100 UFC por gramo, aunque el riesgo de infeccion esta asociado, ademas, a las
caracteristicas del serotipo bacteriano y al sistema inmune del huésped (FAO/OMS,
2004; Pouillot et al., 2015).

Los quesos, han sido vinculados a brotes alimentarios por esta bacteria,
especialmente aquellos elaborados con leche cruda. Estos productos tienen
condiciones intrinsecas por ejemplo de humedad, pH y aw que pueden favorecer o
inhibir su crecimiento. Estas condiciones varian en los diferentes tipos de quesos,
de acuerdo con sus procesos de elaboracion, tiempos y condiciones de
maduracion. Esos parametros influyen en el nivel del riesgo de los diferentes tipos
de quesos y su probabilidad de enfermar, pudiendo ser categorizados en quesos
de alto, moderado o bajo riesgo.

En Uruguay se producen varios tipos de quesos artesanales, la mayoria con leche
cruda. Los quesos Semiduros y Colonia son los de mayor produccién y consumo,
sin embargo, poco se conoce sobre sus parametros fisicoquimicos durante su
maduracion y el impacto de éstos en el crecimiento o inhibicion de Listeria
monocytogenes.

Si se conocen los diferentes parametros fisicoquimicos, en particular pH y aw, €s
posible predecir el comportamiento del patégeno en el queso durante su
maduracién para estimar la concentracion final (dosis ingerida en UFC/g) en el
momento del consumo. Para evaluar la exposicion al patégeno, se utilizan modelos
microbiolégicos predictivos que pueden estimar cambios en la poblacion
microbiana en funcién de las caracteristicas del queso (pH, aw) durante la
maduracion y vida uatil hasta el momento de su consumo (FAO/OMS, 2004).
Posteriormente, mediante el modelo dosis-respuesta se estima la probabilidad de
enfermar por el consumo de dicha dosis en la porcién y finalmente, el nimero de
casos de listeriosis anuales se predice teniendo en cuenta el numero total de
porciones contaminadas consumidas por la poblacion.
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4. HIPOTESIS

Los quesos artesanales locales Semiduros y Colonia, elaborados con leche cruda,
generan durante su maduracion, condiciones que no permiten el desarrollo de
Listeria monocytogenes a niveles tales que impliquen un riesgo a la salud publica
al momento de su consumo. Por lo tanto, la probabilidad de padecer listeriosis
invasiva por consumo de estos alimentos es muy baja, incluso en aquellos
individuos con factores predisponentes conocidos.

5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo General

Estimar la probabilidad de enfermar y predecir los casos de listeriosis invasiva,
luego de la exposicidbn a Listeria monocytogenes por el consumo de quesos
artesanales Semiduros y Colonia.

5.2 Objetivos Especificos

A. Determinar pH y aw de los quesos artesanales Semiduros y Colonia a diferentes
tiempos de maduracion para incorporar en el modelo predictivo de comportamiento
del patégeno en estos alimentos.

B. Predecir mediante un modelo matematico de microbiologia predictiva el
resultado de la exposicion de diferentes grupos poblacionales (embarazadas,
adultos mayores de 65 afios y poblacion general) a Listeria monocytogenes por
consumo de queso artesanal tipo Semiduros y Colonia.
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6. ESTRATEGIA DE INVESTIGACION

Se consideraron en el presente estudio los quesos artesanales de mayor
produccion en Uruguay Yy, por lo tanto, se estiman sean los de mayor consumo,
Semiduros y Colonia.

A partir de su caracterizacion fisicoquimica y conociendo el pH y aw a distintos
tiempos de maduracién, la prevalencia y concentracion inicial de Listeria
monocytogenes en cada uno de ellos y otras variables de entrada, se pudo estimar
la cantidad de UFC de este patdgeno, presentes en cada porcion de queso al
momento del consumo mediante un modelo de microbiologia predictiva.

A efectos de valorar el resultado de la exposicidn a Listeria monocytogenes por el
consumo de dichos quesos, se construyé un modelo de exposicidn probabilistico a
partir de las variables de entrada correspondientes. Para dicho modelo, se estim6
el comportamiento del patégeno en las distintas etapas de almacenamientos de los
quesos, desde la maduracion hasta el consumo y se caracterizaron, entre otras
variables, los tamafos de porcibn medios para diferentes tipos de poblacién
(general, embarazadas y adultos mayores de 65 afios, consideradas estas dos
altimas como poblaciones de riesgo). Con ello se generaron modelos de exposicion
de microbiologia predictiva con diferentes escenarios para estimar la dosis ingerida
del patégeno en cada porcion, la probabilidad de enfermar y los nimeros de casos
de listeriosis en cada uno de ellos para cada tipo de poblacién estudiada.

Caracterizacion de pH y aw de Estimacicn de probabilidad

Modelo de microbiologia 0
quesos Semiduros y Colonia a |:> oredictiva g |:> de enferm_ar \,'_nu.mero de
diferentes tiempos de casos de listeriosis para cada

maduracian queso y tipo de poblacidn

Figura 1. Estrategia de investigacion para estimar la exposicion a Listeria
monocytogenes y los casos de listeriosis por consumo de quesos artesanales
Semiduros y Colonia
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Tipos de quesos seleccionados

Tal como se mencioné anteriormente, los quesos artesanales producidos en mayor
proporcién en nuestro pais son los quesos Semiduros, seguidos de los quesos
Colonia (INALE, 2016).

Esta informacion fue confirmada en el muestreo nacional realizado entre agosto
2018 y junio 2019, en el proyecto “Prevalencia de Listeria monocytogenes en
quesos artesanales elaborados con leche cruda en Uruguay” (Proyecto ANII
FSA | 2017 _1 138945, comunicacion personal: Carro S.; 2022). Asi, se
seleccionaron para llevar adelante este trabajo, los quesos Semiduros y los quesos
Colonia.

Los quesos artesanales provenientes de leche cruda llamados Semiduros, de
acuerdo con lo informado por los productores visitados, se elaboran siguiendo este
diagrama de flujo (Figura 2):

Recepcion de leche

en tina
Agregadodesuero | _
fermento (SF) | SleIthra | _ :
Agregado de aditivos ‘ ) ggelia;nn

| Coagulacién |

l

| Corte de cuajada |
!
| Coccion |

Extraccion de ,:___l
SF repique

‘ Pesca de cuajada ‘

I

| Moldeo y Prensado ‘

!

| Salmuera |

!

| Maduracién |

Figura 2. Proceso de elaboracion de quesos artesanales denominados
Semiduros de las queserias visitadas

Este tipo de quesos artesanales, tienen la caracteristica de que el cultivo iniciador
utilizado, el llamado suero fermento (SF), es un cultivo propio de cada
establecimiento, no es un cultivo comercial. De acuerdo con los datos aportados
por los productores, luego de la coccion de la cuajada que es efectuada a 45-47°C
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por 20-30 minutos, y antes de la etapa de “pesca’ de la misma, se extrae una
alicuota de SF “fresco” que formara parte del cultivo iniciador de la proxima
elaboracion.

El proceso de elaboracion de este tipo de quesos es de pasta dura (cocida). Dichos
qguesos son llamados quesos Semiduros, los que tienen caracteristicas propias de
cada establecimiento, dado entre otros, por ese SF. Se maduran en las
denominadas “camaras frias” a temperaturas entre 5 y 10°C hasta su venta. El
tiempo de maduracion varia de acuerdo con el productor.

Para el caso de los quesos Colonia, elaborados con leche cruda, tal como indican
los productores seleccionados en este trabajo, los cultivos iniciadores utilizados son
dos, como se muestra en el diagrama de flujo de su proceso de elaboracién (Figura
3):

Recepcion de leche
en tina

l

4)| Siembra |

Agregado de
fermentos 1y 2

Agregado de aditivos ‘41'
| Coagulacion

|

‘ Corte de cuajada |
|

‘ Coccion |
I

| Pesca de cuajada ‘
l

| Moldeo y Prensado |

|

| Salmuera |
}

Maduracion fria
y caliente

l«:—-— Agregado
| de cuajo

Figura 3. Proceso de elaboracién de quesos artesanales Colonia de las queserias
visitadas

Los fermentos 1y 2, son comerciales y dan al queso las caracteristicas sensoriales
tipicas, de las que se destacan su aroma y sus “0jos” que se desarrollan durante la
maduracién. El primero esta constituido por bacterias lacticas como Lactococcus
lactis subsp. lactis, Lactococcus lactis subsp. cremoris y Streptococcus salivarius
subsp. thermophilus (CHOOZIT RA 22 0 26 LYO), que generan acido lactico y el
segundo (CHOOZIT MG 10 LYO) por bacterias acidolacticas como Lactococcus
lactis subsp. lactis biovar diacetilactis y Leuconostoc mesenteroides, que dan lugar
a la formacion de COg, lo cual produce en el queso la formacion de los tipicos ojos
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y su caracteristico sabor (Borbonet y Pelaggio, 2006). El proceso de maduracién es
particular para lograr esas caracteristicas. Comienza con un oreo luego de la
salmuera de 12 a 48 horas (4-6°C), después una maduracion en camara fria (8-11
°C) seguido de una maduracion en la llamada “cdmara caliente” a 20-24 °C, para
volver luego a camara fria hasta su venta (Crosa et al., 2008). De acuerdo con
Crosa et al. (2008) a partir del dia 11 de la primera maduracion en camara fria, se
produce un cambio en la masa del queso (al disminuir su dureza y elasticidad), que
es muy positivo para la siguiente etapa de formacién de ojos que se dara en la
camara caliente.

7.2 Muestreo

Se seleccionaron 6 establecimientos productores de quesos artesanales a partir de
leche cruda: 3 de quesos Semiduros y 3 de quesos Colonia.

Se contactaron los responsables de esos establecimientos y se les envidé una
encuesta con la finalidad de conocer el proceso de elaboraciéon y en particular, las
condiciones de maduracion de cada tipo de queso (Figuras 1y 2). Se visitaron los
establecimientos elaboradores para realizar la toma y remision de las hormas
correspondientes, relevando “in situ” las condiciones del proceso de elaboracion
incluyendo la maduracion de cada tipo de queso (Anexo 1. Encuesta a
productores).

El plan de muestreo para caracterizar los parametros fisicoquimicos y detectar la
presencia de Listeria spp. y Listeria monocytogenes en los quesos Semiduros y
Colonia durante un periodo de maduracion, se realizé durante los meses de junio y
julio de 2020. Dado que dicho muestreo fue ejecutado durante la pandemia y en
estado de emergencia sanitaria, se realizd un protocolo para el retiro de muestras
(Anexo 2: Protocolo para el retiro de muestras de queserias artesanales en el marco
de tesis de maestria).

Se establecid realizar el muestreo de un minimo de 5 unidades de cada predio, de
forma de analizar una horma cada 15 dias, hasta al menos 60 dias.

Las hormas obtenidas de cada predio correspondieron al mismo lote de produccién
o sea al mismo dia, horario de produccion y tina de produccion.

De los 6 establecimientos visitados, se obtuvieron 33 hormas de quesos
compuestas por 18 hormas de queso Semiduros y 15 de quesos Colonia, tal como
se muestra en las figuras 4 y 5.
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N° de hormas
O r N W b U1 O N

1 2 3

Establecimiento

Figura 4. Plan de muestreo (hormas extraidas) para quesos
Semiduros en establecimientos: 1,2y 3

Por un tema de disponibilidad productiva de cada establecimiento, en el caso de
los quesos Semiduros, se lograron obtener 5 hormas del establecimiento 1, 6 del
establecimiento 2 y 7 del establecimiento 3. Para los quesos Colonia, se obtuvieron
5 hormas de cada establecimiento.

N° de hormas
N w H

[N

4 5 6

Establecimiento

Figura 5. Plan de muestreo para quesos Colonia, cantidad
de hormas tomadas en establecimientos: 4,5y 6

Las hormas, se acondicionaron para su maduracién en camaras de Latitud -
Fundacion LATU en las condiciones definidas previamente en funcion de los datos
relevados en las encuestas. Estas fueron controladas y evaluadas con sondas de
control de temperatura y humedad.

Las muestras de quesos Semiduros (Establecimientos 1, 2 y 3), se analizaron a
tiempo de maduracion de 0, 15, 30, 45, 60 dias. Para los quesos del establecimiento
2 se analizaron ademas a los 75 dias y para el 3 alos 75y 90 dias (de acuerdo con

16



disponibilidad de muestras). Las muestras de quesos Colonia (Establecimientos 4,
5y 6), se analizaron a tiempo de maduracion de 0, 15, 30, 45 y 60 dias.

7.3 Proceso de maduracion

De la informacion relevada en las encuestas realizadas a los productores, se
obtuvieron los datos de tiempos y temperaturas de maduracion de cada
establecimiento (a excepcion del establecimiento 2 que no lo realizaba ahi mismo).
Segun dicha informacion, los quesos Semiduros, luego del oreo se llevan a madurar
a la “camara fria” hasta su venta. El tiempo y la temperatura de maduracion en esta
camara, varia en cada establecimiento. En la siguiente tabla se muestran los datos
aportados por los responsables de los establecimientos 1y 3:

Tabla IV. Temperaturas y tiempos de maduracién en camara fria de quesos
Semiduros de las queserias evaluadas

Maduracién en Camara Fria

Establecimiento 1 Establecimiento 3
Temperatura (°C) 5-9 9-10
Tiempo (dias) > 30 > 60

En el caso de los quesos Colonia, el proceso de maduracion implica camara fria y
una etapa posterior en “camara caliente”. Luego vuelven a la camara fria hasta su
venta. Al igual que en el caso de los quesos Semiduros, las condiciones varian
segun el establecimiento. La tabla V muestra los datos de las condiciones obtenidas
de las encuestas realizadas a los productores:

Tabla V. Temperaturas y tiempos de maduracién en camara fria y caliente de
quesos Colonia de las queserias evaluadas

Establecimiento | Establecimiento | Establecimiento
4 5 6
Maduracién en Camara Fria
Temperatura (°C) 12 16 10-15
Tiempo (dias) 18 10 14
Maduracién en Camara caliente

Temperatura (°C) 21 25 19 - 22
Tiempo (dias) 7 15 5-7

7.4 Condiciones de maduracidon controladas experimentalmente

En funcién de los datos aportados por los productores, en este experimento, se
definieron las condiciones de temperatura y humedad de la camara fria y caliente
de Latitud/LATU utilizadas durante la maduracion experimental de las hormas
analizadas. Durante el periodo de maduracion evaluado, las 33 hormas fueron
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mantenidas en las condiciones de temperatura, aireacion y humedad relativa
controlada, correspondiente a cada tipo de queso

Asi, las hormas de quesos Semiduros se acondicionaron en camaras de
maduracion a una temperatura entre 9-11°C (10+1°C) hasta el momento del
analisis o durante 90 dias de maduracion.

Por su parte, las hormas de quesos Colonia se colocaron en las mismas camaras
frias (9-11°C) de maduracion por 15 dias. Luego se trasladaron a la cAmara caliente
a una temperatura de 19-21 °C (20+1°C) por 11 dias y posteriormente, se llevaron
nuevamente a la camara fria, hasta su analisis correspondiente.

El proceso de maduracion de los quesos Semiduros hasta el momento de su
analisis se representa en la figura 5:

Almaqenamieqto en Toma de Transporte Analisis
t!;a:l‘fcr?u fﬂta muestra refrigerado al Fisicoquimico y
{3- asta aséptica laboratorio Microbiolégico
muestreo)

Figura 6. Etapas del proceso de maduracion hasta su analisis de las hormas de
guesos Semiduros

Por su parte el proceso de los quesos Colonia desde su maduracion hasta su
analisis se muestra en la siguiente figura:

Almacenamiento en Almacenamiento en ﬂlmﬂc'enamiel]to en Toma de Transporte
camara fria camara caliente Eﬂﬁ?c raillI fn:n;I muestra refrigerado al
(9-11°C por 15 dias) 19-21°C por 11 dias - as s 0
{ re ' muestreo) aséptica laboratorio
Analisis
Fisicoquimico y
Microbioldgico

Figura 7. Etapas del proceso de maduracion del queso Colonia hasta el momento
de su analisis

Al cumplir cada tiempo de maduracién preestablecido, se extrajo 1 horma de cada
qgueso, correspondiente a ese tiempo de maduracion, permaneciendo el resto de
las hormas en la cAmara de maduracion.

Se realizd una toma aséptica de la muestra de cada horma y dicha muestra se
acondicion6 para su traslado a los laboratorios para los andlisis microbiologicos y
fisicoquimicos. Las muestras para analisis microbiolégicos se almacenaron en
camaras refrigeradas hasta ser analizadas (en un periodo no mayor a 48 h,

18



posterior al muestreo). En el caso de los analisis fisicoquimicos, las muestras se
trasladaron refrigeradas y se mantuvieron asi hasta el momento de su andlisis.

Asimismo, a partir de los datos de tiempos y temperaturas aportados por los
productores y mostrados en las tablas IV y V, se calculé el promedio y desvio
estandar de cada variable para cada tipo de queso. Con el promedio y desvio
estandar, para la temperatura y el tiempo de maduracion, se definié una funcién de
distribucion normal la cual se utiliz6 como dato de entrada para el modelo
probabilistico en cuanto al tiempo y temperatura de las cdmaras de maduracion
para cada tipo de queso.

Los tiempos y temperaturas del resto de las etapas contempladas para cada queso,
desde su maduracion hasta su consumo, fueron extraidos de la bibliografia o de
opinién de expertos (como de la Asociacion del Queso Artesanal (ADQA)). Con
dicha informacién fueron definidas la funcién de distribucién de cada una de esas
dos variables.

7.5 Andlisis Fisicoquimicos

Se realizaron los analisis fisicoquimicos para la determinacién de los siguientes
parametros: pH, humedad, aw, contenido de cloruro de sodio y materia grasa a los
diferentes dias de maduracion.

En el caso de los quesos Semiduros, se analiz6 una muestra de la horma de cada
uno de los predios a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias. Ademas, se analiz6 una muestra
de los establecimientos 2 y 3 a los 75 dias y una muestra del establecimiento 3 a
los 90 dias de maduracion. Las muestras de las hormas de queso Colonia de cada
uno de los tres establecimientos, se analizaron a los 0, 15, 30, 45 y 60 dias de
maduracion.

El andlisis de solidos totales (humedad) se realizé segun método de referencia
gravimétrico ISO 5534:2004, basado en la determinacién de dichos sélidos totales
en una muestra, por diferencia de masa inicial y final. Para ello, dicha muestra es
mezclada con una masa constante de arena y sometida a una temperatura de
102°C hasta obtener un peso constante. El contenido de cloruro de sodio se
determind por el procedimiento de Volhard segun método AOAC, (2000), mediante
la reaccion del nitrato de plata con el cloruro de sodio presente en la muestra y la
titulacion por exceso del nitrato de plata agregado. Para medir actividad de agua se
utilizé un hidrometro automatico (AqualLab Series 4 TE), basado en condensacion
de vapor de agua (punto de rocio), colocando la muestra en una camara sellada
con un espejo que permite determinar la condensacion. Una célula fotoeléctrica y
un termistor detectan el punto exacto de la condensaciéon y de la temperatura
respectivamente. El pH, por su parte, se realizé por método potenciométrico segun
BS, (1976). La determinacion se realizé directamente en la masa del queso cuando
ésta fue lo suficientemente suave y plastica. En quesos duros se aplicé sobre una
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suspension de 10 g de queso en 6 mL agua destilada y dentro de los 30 minutos
de la preparacion de la suspension.

A su vez, el andlisis de materia grasa se llevo adelante por el método de Van-Gulik
ISO 3433:1975 (NEN 3059: 1957. Leiden, Holanda). Para ello, una cantidad pesada
de muestra de queso previamente mezclada y preparada se trata con acido
sulfurico, en el butirdmetro van Gulik, de tal manera de disolver la proteina. Luego
se agrega una cantidad definida de alcohol amilico. Por medio de centrifugacion, la
grasa se concentra en el tubo plano graduado y se lee su porcentaje en la escala
del butirometro.

7.5 Andlisis Microbioldgicos

Se realizé la busqueda de Listeria spp. mediante la metodologia iQ Check Listeria
spp. de Biorad®, método aprobado por AFNOR y AOAC (N°BRD 07/13-5/07 y N°
090701). En caso de resultado positivo, se continué la busqueda de Listeria
monocytogenes por esa misma metodologia.

Dicha técnica analitica fue verificada previamente en el laboratorio a través de la
inoculacion de entre 1 y 5 UFC de Listeria innocua a 25 g de otras muestras de
queso Semiduro y Colonia utilizadas como control, que fueron previamente
confirmadas como negativas para dicho microorganismo.

Como en el caso de los analisis fisicoquimicos, para los estudios microbioldgicos
se analizaron muestras representativas de cada horma de los quesos Semiduros,
alos 0, 15, 30, 45y 60 dias. Ademas, se analizé una muestra de los predios 2 y 3,
a los 75 dias y una muestra del predio 3 a los 90 dias de maduracion. Las hormas
de queso Colonia de cada uno de los tres predios, se analizaron a los 0, 15, 30, 45
y 60 dias de maduracion.

7.6 Modelo de evaluacion ala exposicidn de Listeria monocytogenes

Para evaluar el nivel de exposicion a Listeria monocytogenes por el consumo de
cada queso y los casos de listeriosis, se siguieron las etapas de cada uno desde su
salida de salmuera y oreo inicial: durante la maduracion, hasta el momento de su
consumo.

Dichas etapas para los quesos Semiduros se representan en la figura 8:
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Almacenamiento en Tr.‘tnsporte Almacenamiento en Fraccionado en
camara fria —| (68°Cpor26 | . mercado — porciones
(6-10°C por 46-110 dias) horas) (6-16°C por 1-20 dias)

¥

Envasado

Almacenamiento
Consumo +— '—{

en hogar
(8°C por 0-25 dias)

Figura 8. Etapas del proceso de los quesos Semiduros, desde su almacenamiento
en camara hasta el momento del consumo

Por su parte las etapas de los quesos Colonia se muestran en la figura 9:

Almacenamiento en Almacenamiento en Almacenamiento en Transporte
camara fria 7| camaracaliente e .| (59°C por
(12-46°C por 10 -18 dias) (20-24°C por 11 dias) (12-16°C por 040 dias) 2-6 horas)

Almacenamiento

.| enelmercado

(6-16°C por 1-20
dias)

el porciones

(8°C por 0-25 dias)

Figura 9. Etapas del proceso de los quesos Colonia, desde su almacenamiento en
camara de maduracion hasta su consumo

Para el armado del modelo de exposicion probabilistico de cada tipo de queso (tabla
VIy VlI), se obtuvieron las variables de entrada correspondientes que caracterizan
a cada uno:

o

Datos propios como la prevalencia de quesos Semiduros y Colonia
artesanales y la concentracion inicial del patégeno en cada uno de los
quesos.

El pH y aw determinados para cada uno de dichos tipos de queso durante su
maduracion.

Datos poblacionales teniendo en cuenta las diferentes poblaciones
estudiadas (embarazadas, poblacion vulnerable representada por los
adultos mayores a 65 afios y poblacion general).

Datos de consumo y tamafio de porcion, para las diferentes poblaciones.
Datos de tiempos y temperaturas de almacenamiento de los quesos en cada
etapa, desde la maduracion hasta el consumo.

Datos del comportamiento de Listeria monocytogenes en cada etapa del
proceso, hasta el momento del consumo.

Tipo de modelo dosis-respuesta y las relaciones dosis-respuesta para las
diferentes poblaciones.

Ademas, se incluyeron en el modelo, las ecuaciones para el céalculo de la
concentracion de Listeria monocytogenes en cada etapa, de la concentracion final
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del patdégeno, de la dosis al momento del consumo, de la probabilidad de enfermar,
del nimero de porciones contaminadas y de los casos de listeriosis para cada tipo
de queso y de poblacion.

Los datos de prevalencia y concentracion de cada queso uno de esos quesos,
surgen de un proyecto de investigacion, cuyo muestreo fue representativo de la
produccién nacional. El proyecto evalu6 quesos artesanales provenientes de 159
establecimientos y los resultados son confidenciales (Proyecto ANII
FSA | 2017 _1 138945, comunicacion personal: Carro S.; 2022).

El pH y la aw, fueron obtenidos de los analisis fisicoquimicos de los quesos extraidos
para este trabajo, a diferentes tiempos durante su maduracion, en las condiciones
antes mencionadas, como uno de los objetivos especificos de esta tesis.

Se realizé un andlisis de regresion lineal para evaluar el efecto del tiempo de
maduracion sobre el pH y aw, considerando el efecto de los establecimientos, para
cada tipo de queso.

Se determiné el efecto de los diferentes establecimientos sobre el valor promedio
de pH y aw a tiempo 0O, para determinar si existia diferencia significativa entre los
establecimientos con respecto a esas dos variables en cada tipo de queso.

Asimismo, se evaluo si ambos parametros, pH y aw, variaron significativamente con
respecto al tiempo de maduracion. Se determind significancia estadistica con un
nivel del 5%. Todos estos andlisis se realizaron mediante el software R (R Core
Team, 2018).

De acuerdo con los modelos de regresion lineal y evaluando la relacion del pH y aw
con el tiempo de maduracién, se calcularon los valores de pH y aw para cada tipo
de queso, obteniéndose los promedios y sus desviaciones estandar de acuerdo a
estas ecuaciones:

pH;j = a + B; + yTiempo;; + &;;

Ecuacién 1. pH en funcién del tiempo de maduracion

aw;j = a + B; + yTiempo;; + €;;

Ecuacion 2. aw en funcién del tiempo de maduracion

Siendo «, la media global a tiempo 0, B; el efecto del j-ésimo establecimiento, y el

coeficiente asociado al tiempo de maduracion y ¢;; el término aleatorio asociado a
la i-ésima medicion en el j-ésimo establecimiento.

Dichos valores de pH y aw se utilizaron como insumos de entrada al modelo de
evaluacion a la exposicion de Listeria monocytogenes para cada tipo de queso ya
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que se utilizaron para encontrar en bibliografia, el comportamiento del patdgeno en
guesos con caracteristicas similares de esas dos variables (Campagnollo et al.,
2018a), Chatelard-Chauvin, Pelissier, Hulin y Montel (2015).

Si bien se cuenta con datos nacionales de produccion anual de quesos destinados
a mercado interno (Uruguay, 2021), que se estima es el total de quesos consumidos
por los uruguayos, no se encontraron datos especificos de consumo de quesos
artesanales a nivel nacional. De dichos datos oficiales y considerando que el 50%
de los quesos que nuestra poblacién consume son artesanales (FONADEP, 2008),
se estimé el consumo anual de quesos artesanales, Semiduros y Colonia
clasificando a los Semiduros como quesos de pasta dura-cocida y a los Colonia
como de pasta semidura, tal como se los clasifica en la reglamentacioén nacional
(Uruguay, 1994, julio 05).

Teniendo en cuenta los kilos de produccion de quesos de pasta dura (Semiduros)
y semidura (Colonia y Dambo) y considerando el porcentaje de quesos Semiduros
y Colonia muestreados en el proyecto en el cual se enmarca esta tesis, que implico
un muestreo estadisticamente representativo de la produccion nacional, se estimo
el consumo anual de cada tipo de queso. Con estos datos y de acuerdo con los
datos poblacionales, fue posible estimar el consumo de cada tipo de queso en kilos
por persona por afio que se muestran en las tablas VI'y VII.

Los tamafios de cada porcion se extrajeron de bibliografia (Campagnollo,
Gonzales-Barron, Cadavez, Sant'/Ana y Schaffner, 2018). Se tomaron tamafios de
porciones iguales para los diferentes grupos poblacionales como en el trabajo de
referencia (Campagnollo et al., 2018b) y para ambos tipos de quesos.

Las porciones totales consumidas por cada poblacion por afio se calcularon
teniendo en cuenta el consumo de la poblacion y el tamafio de porcion que se
estima consume cada una, a través de la ecuacion 3:

Consumo (#N)
persona x afio

Porciones personas

x Cantidad de poblacion ( )

poblaciéon x afio poblacion

Tamaio de porcion ( g _ )
porcién

Ecuacién 3. Porciones consumidas por poblacién por afio

Por su parte, los datos poblacionales se tomaron de fuentes oficiales o de
bibliografia y cuando no fue posible, se utilizaron datos extraidos de la prensa
(Instituto Nacional de Estadistica (INE), 2011; Montevideo Portal, 2022). Las
poblaciones estudiadas fueron la poblacion general, las embarazadas y los adultos
mayores a 65 afios, considerados estos dos ultimos grupos como poblacion
vulnerable o de riesgo. No se considerd nifios menores de 5 afios ni personas
inmunocomprometidas (los cuales también forman parte de la poblacién de riesgo)
por no encontrar datos poblacionales disponibles de este tipo de poblacion, a nivel
nacional.
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Las porciones consumidas pueden estar o0 no contaminadas con el patdégeno. Las
porciones contaminadas, surgen de multiplicar el nGmero de las totales consumidas
por cada poblacion, por la prevalencia del patdgeno para cada tipo de queso.

N° porciones contaminadas = N° porciones x Prevalencia queso

Ecuacion 4. Porciones contaminadas consumidas por cada poblacion

El modelo y la relacion dosis-respuesta (D-R) utilizado para las distintas
poblaciones, fue también obtenido de la bibliografia. Se seleccion6 el modelo dosis-
respuesta exponencial, ya que fue el encontrado en bibliografia de referencia de
organismos internacionales para Listeria monocytogenes en alimentos listos para
el consumo, incluidos los quesos (FAO/OMS, 2004).

El modelo relaciona la dosis ingerida (D) con la probabilidad de enfermar (Penf)
segun la férmula que se muestra a continuacion:

Popp=1—e~"P

Ecuacion 5. Probabilidad de enfermar segun modelo dosis-respuesta exponencial

La susceptibilidad de cada grupo de poblacién es tenida en cuenta en el modelo a
través del parametro k, que es la probabilidad de que una sola célula bacteriana,
provoque listeriosis invasiva. Siendo k, 1,99 x 1012 para las embarazadas, 1,47 x
1013 para la poblaciéon vulnerable y 7,82 x 10-1° para la poblacién general, por lo
tanto, k es mayor para la poblacion de riesgo como las embarazadas o los adultos
mayores (FAO/OMS, 2004, Pouillot et. al 2015). Asi, a menor k, menor es la
probabilidad de enfermar y a mayor D, mayor es dicha probabilidad.

Tal como se menciond, para cada tipo de poblacion, la exposicion al patdgeno esta
condicionada entonces, por la dosis que ingiera (UFC/porcién) y la frecuencia de
consumo, que determinaran el nimero de porciones consumidas.

La dosis ingerida (D) en UFC por porcion, surge de multiplicar la concentracion final
(cc final) del patégeno en el alimento (UFC/g) por la porcion o cantidad que se
consuma por parte de la poblacién en gramos (g/porcion), tal como se muestra en
la siguiente ecuacion:

UFC
o (

—) = cc final (—) x Tamafo de porciéon de queso (
porcion g

porcién)

Ecuacion 6. Dosis ingerida al momento del consumo

La concentracion final de Listeria monocytogenes al momento del consumo, se
calcula en funcion de la estimacion del comportamiento del patégeno en cada etapa
del almacenamiento, desde la maduracion hasta el consumo. Este depende de los
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tiempos y temperaturas en cada etapa y de las condiciones fisicoquimicas de cada
queso.

Los datos de tiempos y temperaturas en cada etapa se obtuvieron, en el caso de la
maduracion, de la encuesta realizada a los productores. De estos datos se hizo
promedio y desvio estandar para definir la funcién correspondiente, utilizando los
valores minimos y maximos como limites inferior y superior, respectivamente. Para
las etapas de transporte y almacenamiento en mercados, estos datos se extrajeron
de bibliografia (Campagnollo et al. 2018 b y Chatelard-Chauvin et. al 2015).
Finalmente, se considero para la etapa de almacenamiento en el hogar, informacién
de bibliografia nacional (Vidal, A. y Tur, B., 2020) y opiniébn de expertos
(Comunicacion personal, ADQA).

Los parametros de comportamiento del patdgeno en el queso durante el proceso
de maduracién, almacenamiento y consumo (fase de latencia en horas) y velocidad
de crecimiento (log UFC/g/h), fueron extraidos de estudios sobre el comportamiento
de L. monocytogenes en diferentes tipos de queso, con caracteristicas similares de
pH y aw a los quesos Semiduros y Colonia estudiados.

El comportamiento del patégeno en quesos Semiduros se modelé utilizando los
datos obtenidos en un gqueso artesanal Semiduro tipo Minas elaborado con leche
cruda (Campagnollo et al. 2018a), que present6 una evolucion del pH similar a la
de los quesos Semiduros de la presente tesis. Estos autores reportan que, al
inocular con 10°%-10% UFC/mL de Listeria monocytogenes la leche cruda para este
tipo de queso, se da un crecimiento exponencial en las primeras horas de la
elaboracién y luego de las 24 horas, ese crecimiento se detiene y a partir de alli el
recuento de Listeria monocytogenes permanece constante hasta el dia 22 de
maduraciéon a 22 + 1°C (Fig. 9, tomada de Campagnollo et al. 2018a). Dado este
comportamiento, para esta tesis, como las muestras fueron extraidas luego del
oreo, se considerd gue el recuento del patdégeno no varié dentro de los primeros 22
dias de maduracion y, por lo tanto, la velocidad de crecimiento se consideré como
nula.
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Figura 10. Evolucién de Listeria monocytogenes en queso Semiduro Minas,
producido con leche cruda. Los puntos representan los datos experimentales y
las lineas representan las salidas de los ajustes de los modelos usados (Baranyi
y Roberts (1994). = Natural Microbiota (NM) + L. monocytogenes (Lm) y *NM +
Lm + Bacterias acido lacticas (BAL). Tomado de Campagnollo et al. (2018a)

Un comportamiento similar describe Chatelard-Chauvin et al. (2015) en quesos tipo
Cantal Salers y Laguiole elaborados con leche cruda, los que se utilizaron como
punto de partida para el queso Colonia, dada su similitud en el proceso de
elaboracion con agregado de fermentos comerciales y sus caracteristicas de pH y
aw (Fig. 10 y 11, Chatelard et al.,2015). No obstante, este trabajo sefiala que la
maduraciéon de este tipo de quesos se realizé solamente en camara fria (9,0+0,5
°C) hasta los 360 dias.

O 100 200 300 400

Niac

Figura 11.Evolucion del pH en el centro del queso en quesos chicos (Qch) y
guesos grandes (Qg) de leches de lote 1 y 2. Los resultados son promedio y
desvio estandar de 3 ensayos del lote 1y 2 del lote 2. <> Qch-1; £ Qch-2; EQg-
1; ® Qg-2. Tomado de Chatelard- Chauvin et al. (2015). Se recuadra en la figura,
el tiempo de maduracién contemplado en el presente trabajo de tesis.
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Figura 12. Evolucién del aw en el centro del queso en quesos chicos (Qch) y quesos
grandes (Qg) de leches de lote 1 y 2. Los resultados son promedio y desvio
estandar de 3 ensayos del lote 1y 2 del lote 2. < Qch-1; A Qch-2; =&
Qg-1; @ Qg-2. Tomado de Chatelard-Chauvin et al. (2015). Se recuadra en la
figura, el tiempo de maduracion contemplado en esta tesis.

Chatelard-Chauvin et al. (2015), para la elaboracion de quesos tipo Cantal Salers y
Laguiole, inocularon la leche cruda con 6 UFC/mL de Listeria monocytogenes y
observaron un crecimiento exponencial del patégeno en las primeras 24 horas de
produccién. Luego ese crecimiento se detuvo y se estabilizé o descendio6 levemente
hasta el dia 3 (Fig. 12, Chauvin et al.,2015).
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Figura 13. Crecimiento de L. monocytogenes durante los primeros 3 dias de
elaboracion. Los resultados son promedios (y desvio estandar) de pruebas de 3
elaboraciones de la leche de lote 1y 2 de la leche de lote 2. N=UFC/mL de leche
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(a t=0) y N= UFC/g de cuajada o queso desde las 5 a las 72 horas de elaboracion.
Tomado de Chatelard-Chauvin et al. (2015).

Los autores reportan que la evolucién del patdgeno se dio de la siguiente manera:
desde el dia 3 al dia 45, los niveles de Listeria monocytogenes se mantuvieron
constantes (sin diferencia significativa apreciable). A partir del dia 45, los recuentos
comenzaron a descender (Fig. 13, Chauvin et al.,2015). Con esta informacion se
modeld el comportamiento del patégeno en queso Colonia.
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Figura 14. Evolucion observada y pronosticada de L. monocytogenes en el centro
de quesos elaborados con leche del lote 1. Los puntos rojos son las medidas de los
recuentos, los puntos verdes son los recuentos previstos mediante los modelos.
Las lineas grises representan los limites de confianza. Tomado de Chatelard-
Chauvin et al. (2015).

De esta forma y tal como se muestra en la tabla VI, se definieron las distintas
velocidades de crecimiento o decrecimiento de Listeria monocytogenes en las
diferentes etapas de maduracion y almacenamiento de cada queso hasta su
consumo. Se consideré ademas el efecto del fraccionado en el comportamiento del
patégeno (velocidad de crecimiento/decrecimiento), de acuerdo con lo descrito por
Chatelard-Chauvin et al. (2015).

La concentracion final de Listeria monocytogenes al momento del consumo, se
calculé entonces como la suma de la concentracién inicial y el crecimiento o
decrecimiento del patdgeno en cada etapa considerada.

En base a esta concentracion final y el tamafio de la porcion se calcula la dosis el
momento del consumo de acuerdo con la ecuacion 6.

Una vez calculada la dosis, se calcula la probabilidad de enfermar a través de la
ecuacion 5.
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Asi, los numeros de casos de listeriosis se calculan segun esta ecuacion:
N° de casos = Penf x N° porciones contaminadas

Ecuacion 7. N° de casos de listeriosis para cada poblacion

El modelo probabilistico de exposicion se construyo utilizando el software @Risk
version 8.2 (Palisade Inc., USA) mediante el uso de distribuciones de probabilidad
para incluir la variabilidad e incertidumbre asociadas a cada variable de entrada del
modelo.

Se introducen en el mismo, los datos y variables de entrada (prevalencia,
concentracion del patdgeno y consumo estimado para cada poblacion objetivo),
como se muestra en las tablas VI a X y todas las ecuaciones mencionadas.
Mediante simulacion Montecarlo, el modelo calcula la concentracion final del
patégeno al momento del consumo, la probabilidad de enfermar y el nimero de
casos de listeriosis invasiva para cada una de las poblaciones (embarazadas,
poblacion vulnerable y poblacién en general).

La simulacién Montecarlo considera valores de cada distribucion para dar como
resultado una nueva distribucion mediante miles de iteraciones. Se realizaron
50.000 iteraciones para incluir todos los posibles valores de las variables de entrada
del modelo, obteniéndose asi, las variables de salida.

Se presentan a continuacion, en las tablas VI y VI, los resimenes de las variables
de entrada de los modelos predictivos, para cada tipo de queso con los consumos
calculados para cada uno y de acuerdo con los datos recabados de cada variable.
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Tabla VI. Resumen de las variables de entrada del modelo probabilistico de Listeria monocytogenes para los quesos Semiduros
(SD) y el tipo de distribucion asociada (cuando corresponde), con su referencia bibliografica

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/Referencia
variable Distribucion
Datos de quesos Semiduros
Prevalencia de L. monocytogenes en | 4,3% Valor Proyecto ANIl FSA | 2017 1 138945
gueso artesanal (Carro S.,2022)
Concentracion de L. monocytogenes | 1,3+0,1 ~ Normal (1,3;0,1; | Proyecto ANIl FSA | 2017 1 138945
(log UFC/q) Truncada (;5)) (Carro S.,2022)
pH 5,15+ 0,11 |~ Normal OE* 1 del presente trabajo
(5,15;0,11)
aw 0,93+0,01 |~ Normal OE* 1 del presente trabajo
(0,93;0,01)
_ Datos poblacionales
Variables [ poblacion total del Uruguay 3.286.314 | Valor (PUy) INE, 2011
de personas
entrada | Myjeres embarazadas 34.506 Valor (PEmb) Montevideo Portal, 2022
personas
Poblacién de adultos mayores 460.084 Valor (PriesgoUy) | Brunety Marquez, 2016
personas
Poblacion general 2.791.724 Valor Célculo: (PUy-PEmb-PriesgoUy)
personas
Datos de consumo
Consumo de queso SD artesanal per | 0,19 Valor Uruguay 2021, INALE, 2016;
capita (kg/persona/afio) FONADEP, 2008
Tamafio porcion mujeres Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
embarazadas (Q) Promedio: (20;30;60)
30; Max: 60
Tamafio porcion poblacion adultos Min: 20; ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mayores (g) Promedio: (20;30;60)
30; Max: 60
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/Referencia

variable Distribucion
Tamafio porcion poblacién general Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
(9) Promedio: (20;30;60)

30; Max: 60
Porciones consumidas embarazadas | 1,8 x 10° Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcibn  (g)) x  poblacion
embarazadas
Porciones CONTAMINADAS 8,0 x 103 Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas embarazadas embarazadas x Prevalencia de quesos
(N° porciones/afio) SD
Porciones consumidas pob. adultos 2,4 x 106 Valor Calculado: Consumo (kg)
mayores x1000/porciébn  (g)) x  poblacién
Variables | (N° porciones/afio) vulnerable
de Porciones 1,1 x10° Valor Calculado: Porciones poblacion

entrada | CONTAMINADAS consumidas pob. vulnerable x Prevalencia de quesos SD
adultos mayores
(N° porciones/afio)
Porciones consumidas pob. general 1,5 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcién (g)) x poblacion general
Porciones CONTAMINADAS 6,4 x 10° Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas pob. general general x Prevalencia de quesos SD
(N° porciones/afio)

Modelo dosis-respuesta: exponencial
Embarazadas 1,99 x 10*? | Valor de k Pouillot et al. 2015
Poblacién adultos mayores 1,47 x 1013 | Valor de k Pouillot et al. 2015
Poblacién general 7,82 x 10> | Valor de k Pouillot et al. 2015
Maduracién en cdmara fria

Temperatura de maduraciéon camara | 8,3 +1,8 ~ Normal (8,3;1,8; Del presente trabajo (encuesta a
fria (°C) Truncada (5;18)) productores)
Tiempo en camara fria de 78 + 32 ~ Normal (78;32; | Del presente trabajo (encuesta a
maduracion (dias) Truncada (30;180)) | productores)
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/Referencia
variable Distribucion
Fase lag (dias) 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
dias (log UFC/ g/dias)
Velocidad de crecimiento post 45 -1,25 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
dias (log UFC/g/dias)
Transporte Fabrica — Mercado
Temperatura transporte (°C) 6,7+1,6 ~ Normal (6,7;1,6; | Campagnollo et al. 2018 b
Truncada
(3,6;10,9))
Tiempo en transporte (horas) 3,7+2,0 ~ Normal (8,3;1,8; | Campagnollo et al. 2018 b
Truncada
(0,2;10,2))
_ Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
Variables | dias (log UFC/g/dias)
tded Velocidad de crecimiento post 45 -1,25 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et. al 2015
entrada

dias (log UFC/g/dias)

Almacenamiento en mercados

Temperatura almacenamiento en Min: 6,4; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mercados (°C) Promedio: (6,4;10;15,5)

10; Max:

15,5
Tiempo de almacenamiento en Min: 1; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mercados (dias) Promedio: 7; | (1;7;20)

Max: 20
Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 b
dias (log UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento post 45 -1,25x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et. al 2015

dias (log UFC/g/dias)
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/Referencia

variable Distribucion
Velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
porcionado de 0 a 30 dias (log
UFClg/dias)
Velocidad de crecimiento entre 31y -2,35x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
45 dias post porcién (log UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento porcionado |-3,19 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
post 45 dias (log UFC/g/dias)

Almacenamiento en hogar hasta consumo
Variables | Temperatura almacenamiento en 76+0,3 |~ Normal (7,6;0,3; | Vidal, A. y Tur, B., 2020
de hogar (°C) Truncada

entrada (3,0:16,0))
Tiempo de almacenamiento en hogar Min: O; ~Pert (0;7;25) Comunicacion personal - ADQA
(dias) Promedio:

7; Max: 25

Velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
porcionado de 0 a 30 dias (log
UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento entre 31y | -2,35x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
45 dias post porcion (log UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento porcionado |-3,19 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015

post 45 dias (log UFC/g/dias)

*OE: Objetivo Especifico
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Tabla VII. Resumen de las variables de entrada del modelo probabilistico de Listeria monocytogenes para los quesos Colonia y
el tipo de distribucién asociada (cuando corresponde), con su referencia bibliogréfica

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Datos de quesos Colonia
Prevalencia de L. monocytogenes en | 8,3% Valor Proyecto ANIl FSA | 2017 1 138945
gueso artesanal Colonia (Carro S.,2022)
Concentracion de L. monocytogenes | 1,4 +0,2 ~ Normal (1,4;0,2; | Proyecto ANIl FSA | 2017 1 138945
(log UFC/q) Truncada (;5)) (Carro S.,2022)
pH 5,41 +0,10 |~ Normal OE* 1 del presente trabajo
(5,41,0,10)
aw 0,96 £ 0,01 |~ Normal OE* 1 del presente trabajo
(0,96;0,01)
Datos poblacionales
Poblacion total del Uruguay 3.286.314 Valor (PUy) INE, 2011.
_ personas
Variables [ \Myjeres embarazadas 34.506 Valor (PEmb) Montevideo Portal, 2022.
de personas
entrada [ "pgplacion adultos mayores 460.084 Valor (PriesgoUy) | Brunety Marquez, 2016.
personas
Poblacion general 2.791.724 Valor (Pgen=PUy- | Calculo
personas PEmb-PriesgoUy)
Datos de consumo
Consumo de queso Colonia artesanal | 1,2 Valor Uruguay  2021; INALE, 2016;
per cépita (kg/persona/ afio) FONADEP, 2008.
Tamafio porcion mujeres Min: 20; ~Triangular Campagnollo et al.2018 b.
embarazadas (Q) Promedio: (20;30;60)
30; Max: 60
Tamafio porcion poblacion adultos Min: 20; ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mayores (g) Promedio: (20;30;60)
30; Max: 60
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Tamafio porcion poblacién general Min: 20; ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
(9) Promedio: (20;30;60)
30; Max: 60
Porciones consumidas embarazadas | 1,2 x 10° Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcibn  (g)) x  poblacion
embarazadas
Porciones CONTAMINADAS 9,6 x 10* Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas embarazadas embarazadas x Prevalencia del queso
(N° porciones/afio) Colonia
Porciones consumidas pob. adultos 1,5 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg)
mayores (N° porciones/ano) x1000/porciébn  (g)) x  poblacién
vulnerable
Porciones CONTAMINADAS 1,3 x 108 Valor Calculado: Porciones poblacion
Variables | consumidas pob. adultos mayores vulnerable x Prevalencia del queso
de (N° porciones/afno) Colonia
entrada | Porciones consumidas pob. general 9,4 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcién (g)) x poblacién general
Porciones CONTAMINADAS 7,8 x 106 Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas pob. general general x Prevalencia del queso
(N° porciones/afio) Colonia
Modelo dosis-respuesta: exponencial
Mujeres embarazadas 1,99 x 10*? | Valor de k Pouillot et al. 2015
Variable Resultado | Valor/ Fuente/ Referencia
Distribucion
Poblacién adultos mayores 1,47 x 1013 | Valor de k Pouillot et al. 2015
Poblacién general 7,82 x 10*> | Valor de k Pouillot et al. 2015
Maduracion en camara fria
Temperatura de maduracion camara | 13,5+ 2,0 ~ Normal Del presente trabajo (encuesta a
fria (°C) (13,5;2,0; productores)
Truncada (9;20))
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Tiempo en camara fria de 14,0+4,0 ~ Normal (14;4; Del presente trabajo (encuesta a
maduracién (dias) Truncada (10;18)) | productores)
Fase lag (dias) 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
dias (log UFC/g/dias)
Maduracion en camara caliente
Temperatura de maduracion camara | 22,1+ 1,9 ~ Normal Campagnollo et al. 2018 b
caliente (°C) (22,1;1,9;
Truncada (18;26))
Tiempo en camara caliente de 10,5+ 3,6 ~ Normal Campagnollo et al. 2018 b
maduracion (dias) (10,5;3,6;
Truncada (5;15))
_ Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
Variables | dias (log UFC/ g/dias)
tded Velocidad de crecimiento post 45 -1,25 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
entrada

dias (log UFC/g/dias)

Maduracién en camara fria

Temperatura de maduraciéon camara | 13,5+ 2,0 ~ Normal Del presente trabajo (encuesta a
fria (°C) (13,5;2,0; productores)
Truncada (8;20))

Tiempo en camara fria de Min: 0; | ~Triangular Del presente trabajo (encuesta a
maduracion (dias) Promedio: (0;10;40) productores)

10; Max: 40
Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
dias (log UFC/ g/dias)
Velocidad de crecimiento post 45 -0,0125 Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015

dias (log UFC/g/dias)
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Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Almacenamiento en mercados
Temperatura almacenamiento en Min: 6,4; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mercados (°C) Promedio: (6,4;10;15,5)
10; Max:
15,5
Tiempo de almacenamiento en Min: 1; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mercados (dias) Promedio: 7; | (1;7;20)
Max: 20
Tiempo hasta cortar porciones Min: 0; Max: | ~Uniforme (0;9) Supuesto
9
Velocidad de crecimiento antes de 45 | O Valor Campagnollo et al. 2018 a
. dias (log UFC/ g/dias)
Variables | velocidad de crecimiento post 45 -1,25 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
de dias (log UFC/g/dias)
entrada | velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
porcionado de 0 a 30 dias (log
UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento entre 31y | -2,35x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
45 dias post porcion (log UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento porcionado | -3,03 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015

post 45 dias (log UFC/g/dias)

Alm

acenamiento

en hogar hasta consumo

Temperatura almacenamiento en 76 +0,3 ~Normal (7,6;0,3; | Vidal, A.y Tur, B., 2020
hogar (°C) Truncada
(3,0;16,0))
Tiempo de almacenamiento en Min: 1,0; | ~Pert Comunicacion personal - ADQA
mercados (dias) Promedio: (1,0;7,0;25,0)
7,0; Max:
25,0
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post 45 dias (log UFC/g/dias)

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
porcionado de 0 a 30 dias (log
UFClg/dias)
Velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
Variables | porcionado de 0 a 30 dias (log
de UFC/g/dias)
entrada | Velocidad de crecimiento una vez 0 Valor Campagnollo et al. 2018 a
porcionado de 0 a 30 dias (log
UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento entre 31y | -2,35x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015
45 dias post porcién (log UFC/g/dias)
Velocidad de crecimiento porcionado | -3,03 x 102 | Valor Chatelard-Chauvin et al. 2015

*OE: Objetivo Especifico

Dado que, segun los datos nacionales, el consumo de queso Semiduro artesanal es de 0,19 kg/persona/afio, se model6 un
escenario en el cual el consumo es 5 veces mayor (escenario 1), en cuyo caso, el consumo seria similar al de los quesos Colonia.

Asimismo, se simula un escenario en el que la porcién de las embarazadas es mayor a la inicial (1,5 veces mayor), por la

recomendacion de mayor consumo de alimentos que aporten calcio a su dieta, en ese periodo (UNICEF, 2013), tanto para el

consumo de queso Semiduros considerado en el escenario 1, como para el consumo original del queso Colonia (escenario 2y 3

respectivamente).

Las variables de entrada para los datos de consumo de estos tres escenarios se muestran en las tablas VIII, IX y X.
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Tabla VIII. Variables de entrada de consumo del escenario 1: El consumo de queso Semiduro es 5 veces el inicial

(1 kg/persona/afio)

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Datos de consumo quesos Semiduros

Consumo de queso SD artesanal per |1 Valor Supuesto
capita (kg/persona/aro)
Tamafio porcidbn mujeres Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
embarazadas (Q) Promedio: 30; | (20;30;60)

Max: 60
Tamafio porcién poblacién adultos Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mayores (g) Promedio: 30; | (20;30;60)

Max: 60
Tamafio porcion poblacién general Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
(9) Promedio: 30; | (20;30;60)

Max: 60
Porciones consumidas embarazadas | 9,1 x 10° Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/porcion

Variables | (N° porciones/afio) (9)) x poblacién embarazadas
de Porciones CONTAMINADAS 5,7 x 10* Valor Calculado: Porciones poblacion
entrada | consumidas embarazadas embarazadas x Prevalencia del queso SD

(N° porciones/afio)
Porciones consumidas pob. adultos 1,2 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/porcion
mayores (N° porciones/afo) (9)) x poblacion vulnerable
Porciones CONTAMINADAS 6,6 x 10° Valor Calculado: Porciones poblacion vulnerable
consumidas pob. adultos mayores x Prevalencia del queso SD
(N° porciones/afio)
Porciones consumidas pob. general 7,4 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/porcion
(N° porciones/afno) (9)) x poblacion general
Porciones CONTAMINADAS 4,0 x 108 Valor Calculado: Porciones poblacion general x

consumidas pob. general (N°
porciones/afo)

Prevalencia del queso SD
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Tabla IX. Variables de entrada de consumo del escenario 2: El tamafio de la porcion de queso SD de las embarazadas es 1,5 del
de la poblacion general del escenario 1 (5 veces el inicial:1 kg/persona/afio)

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Datos de consumo gquesos Semiduros
Consumo de queso SD artesanal per |1 Valor Supuesto
capita (kg/persona/aro)
Tamafio porcién mujeres Min: 30; Promedio: | ~Triangular Supuesto
embarazadas (Q) 45; Max: 90 (30;45;90)
Tamafio porcion poblacion adultos Min: 20; Promedio: | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mayores (g) 30; Max: 60 (20;30;60)
Tamafio porcién poblacién general Min: 20; Promedio: | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
(9) 30; Max: 60 (20;30;60)
Porciones consumidas embarazadas | 7,0 x 10° Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcion  (g)) x poblaciéon
embarazadas
. Porciones CONTAMINADAS 3,8 x 10* Valor Calculado:  Porciones  poblacion
Variables | consumidas embarazadas embarazadas x Prevalencia del queso
de (N° porciones/afio) SD
entrada | porciones consumidas pob. adultos | 1,2 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg)
mayores (N° porciones/afio) x1000/porcion  (g) x  poblaciéon
vulnerable
Porciones CONTAMINADAS 6,6 x 10° Valor Calculado:  Porciones  poblacion
consumidas pob. adultos mayores vulnerable x Prevalencia del queso
(N° porciones/afio) SD
Porciones consumidas pob. general 7,4 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg)
(N° porciones/afio) x1000/porcion (g)) x poblacion general
Porciones CONTAMINADAS 4,0 x 108 Valor Calculado:  Porciones  poblacién

consumidas pob. general
(N° porciones/afno)

general x Prevalencia del queso SD
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Tabla X. Variables de entrada de consumo del escenario 3: El tamafio de la porcion de queso Colonia de las mujeres embarazadas
es el 1,5 del de la poblacion general

Tipo de Variable Resultado Valor/ Fuente/ Referencia
variable Distribucion
Datos de consumo quesos Colonia
Consumo de queso Colonia artesanal | 1,2 Valor Uruguay  2021; INALE, 2016;
per capita (kg/persona/afo) FONADEP, 2008.
Tamafio porcién mujeres Min: 30; | ~Triangular Supuesto
embarazadas (Q) Promedio: (30;45;90)
45; Max: 90
Tamafio porcion poblacién adultos Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
mayores (g) Promedio: (20;30;60)
Variables 30: Max: 60
de Tamafio porcién poblacién general Min: 20; | ~Triangular Campagnollo et al. 2018 b
entrada | (g) Promedio: | (20;30:60)
30; Max: 60
Porciones consumidas embarazadas | 8,8 x 10° Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/
(N° porciones/afio) porcion (g)) x poblacién embarazadas
Porciones CONTAMINADAS 7,3 x 10* Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas embarazadas embarazadas x Prevalencia del queso
(N° porciones/afio) Colonia
Porciones consumidas pob. adultos 1,5 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/
mayores (N° porciones/afno) porcién (g)) x poblacién vulnerable
Porciones CONTAMINADAS 1,3 x 108 Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas pob. adultos mayores vulnerable x Prevalencia del queso
(N° porciones/afno) Colonia
Porciones consumidas pob. general 9,4 x 107 Valor Calculado: Consumo (kg) x1000/
(N° porciones/afno) porcién (g)) x poblacién general
Porciones CONTAMINADAS 7,7 x 108 Valor Calculado: Porciones poblacion
consumidas pob. general (N° general x Prevalencia del queso
porciones/afio) Colonia
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Los modelos para cada tipo de queso y escenarios se corrieron mediante simulacion
Monte Carlo utilizando @Risk y realizando 50.000 iteraciones para incluir todos los
posibles valores de las variables de entrada del modelo.

Las variables de salida incluyeron: la concentracién final de Listeria monocytogenes
al momento del consumo de cada tipo de queso, la dosis ingerida del patdgeno en
UFCl/porcion, la probabilidad de enfermar y los numeros de casos de enfermedad
(para cada poblacion).

Tras la simulacién, el modelo de exposicion arrojo los valores de cada variable de
salida, incluido el promedio y el intervalo de confianza del 95% (valor del percentil 2,5
y 97,5%). Las funciones de distribucién de salidas de las variables son asimétricas y
por esto se optd por calcular los intervalos de confianza a partir de los percentiles de
los valores simulados.
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8. RESULTADOS
8.1 Analisis Fisicoquimicos

De acuerdo con el analisis descriptivo realizado de los resultados de los parametros
fisicoquimicos de cada tipo de queso en funcion del tiempo de maduracion, en la
tabla Xl y Xll se presentan los valores maximos, minimos, promedio y desvio
estandar para cada uno de ellos.

Tabla XI. Resumen de pardmetros estadisticos de las caracteristicas fisicoquimicas

de los quesos Semiduros de los tres establecimientos

Parametro Humedad (%) | Cloruros (%) | pH | MG/ES (%) (*) | aw
Minimo 30,0 1,91 4,78 45,5 0,91
Promedio 35,8 2,54 515 52,0 0,93
Desvio estandar 2,9 0,30 0,18 3,0 0,01
Maximo 41,2 3,00 5,45 57,3 0,95

(*) MG/ES: Materia grasa en extracto seco

Tabla XII.

Resumen de parametros estadisticos de

fisicoquimicas de los quesos Colonia de los tres establecimientos

las caracteristicas

Parametro Humedad (%) | Cloruros (%) | pH | MG/ES (%) (*) | aw
Minimo 31,8 1,04 5,20 50,6 0,95
Promedio 38,3 1,45 5,41 56,5 0,96
Desvio estandar 4,1 0,26 0,14 4,7 0,01
Maximo 46,1 1,89 5,73 65,7 0,97

(*) MG/ES: Materia grasa en extracto seco

Tanto para humedad, como para aw, los valores maximos obtenidos (41,2% y 0,95
para quesos Semiduros y 46,1% y 0,97 para quesos Colonia), surgen de quesos a
tiempo de maduracién inicial (dia 0) y los menores valores encontrados (30,0% vy
0,91 para los Semiduros y 31,8% y 0,95 para Colonia), corresponden a la muestra
con el mayor tiempo de maduracién (dia 90 en el caso de quesos Semiduros y dia
60 para los quesos Colonia).

Se presentan en las figuras 14 y 15 los datos de pH obtenidos para ambos tipos de
guesos, elaborados en los tres establecimientos y su variacion en el tiempo.
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Figura 15. Resultados de pH a diferentes tiempos de maduracion para los quesos
Semiduros de los tres establecimientos (P1 corresponde al productor 1, P2 al
productor 2 y P3 al productor 3)
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Figura 16. Resultados de pH de los quesos Colonia de los tres establecimientos en
funcion del tiempo de maduracion (P1 corresponde al productor 1, P2 al productor
2 y P3 al productor 3)

En las figuras 16 y 17, se muestran los resultados de aw de cada tipo de quesos en
los tres predios o establecimientos, segun el tiempo de maduracion.
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Figura 17. Resultados de aw para los quesos Semiduros en funcion del tiempo de
maduracion (P1 corresponde al productor 1, P2 al productor 2 y P3 al productor 3)
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Figura 18. Resultados de aw durante la maduracion para los quesos Colonia de los
tres establecimientos (P1 corresponde al productor 1, P2 al productor 2 y P3 al
productor 3)

El andlisis de aw de las muestras del Predio 1, 4,5y 6 a 30 dias y de los predios 2
y 3 a los 45 dias, no se realizaron en condiciones adecuadas, por lo tanto, se
descartaron dichos valores.

Del andlisis de regresion lineal realizado para la variable pH de cada tipo de queso,
considerando el efecto de los establecimientos y el tiempo de maduracién en
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condiciones experimentales, surgieron los resultados que se observan en el cuadro
K

Cuadro I. Andlisis de regresion de los datos obtenidos de pH para ambos tipos
de quesos

pH (t=0) p-valor pendiente p-valor

Semiduro

Establecimiento 1 5,28

Establecimiento 2 5,16 <0,001 -2,73x10° 0,078
Establecimiento 3 5,31

Colonia

Establecimiento 4 5,40

Establecimiento 5 5,41 <0,001 -1,86x10° 0,192
Establecimiento 6 5,59

Con respecto al pH a tiempo 0, el p-valor dio < 0,001 para ambos tipos de quesos,
por lo tanto, se puede observar que existe una diferencia significativa con respecto
al pH en los 3 establecimientos de cada tipo de quesos.

Por otra parte, observamos la pendiente, que muestra el efecto del tiempo de
maduracion en la variacién del pH. No se observo una relacion lineal del pH con
respecto al tiempo de maduracion, ni para los quesos Semiduros (p-valor: 0,078),
ni para los Colonia (p-valor: 0,192). Por este motivo, el pH se consideré constante
a través del tiempo para ambos tipos de quesos.

En cuadro Il se muestra el resultado del andlisis de regresion lineal de aw con
respecto a los establecimientos y el tiempo de maduracion.

Cuadro Il. Andlisis de regresion de los datos obtenidos de aw para ambos tipos de
quesos

aw (t=0) p-valor pendiente  p-valor

Semiduro

Establecimiento 1 0,945

Establecimiento 2 0,934 < 0,001 -1,07 x 10 0,052

Establecimiento 3 0,929

Colonia

Establecimiento 4 0,967

Establecimiento5 0,972 < 0,001 -2,82 x10% <0,001

Establecimiento 6 0,970
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Para el aw a tiempo 0, el p-valor también dio < 0,001 para ambos tipos de quesos.
Existe entonces una diferencia significativa en los 3 establecimientos de cada tipo
de quesos para aw.

En el caso de aw y el tiempo de maduracion, si bien no se vio relacion lineal para
los quesos Semiduros (p-valor: 0,052), si se observo para los quesos Colonia (p-
valor < 0,001).

En funcién de dichos resultados, se presentan en la tabla Xlll, los valores de
promedio y desviacion estandar de pH y aw para cada tipo de queso a través del
tiempo de maduracion. Con estos valores se calcularon el promedio y el desvio
estandar combinado de cada variable, que fueron usados como datos de entrada
para el modelo de evaluacion a la exposicion de Listeria monocytogenes en cada
uno de ellos.

Tabla XIIl. Promedio y desviacion estandar (DE) de aw y pH de los quesos Semiduro
y Colonia a cada tiempo de maduracién de acuerdo con la prediccidon obtenida de
los datos

Tiempo de Semiduro Colonia
maduracion aw (DE) pH (DE) aw (DE) pH (DE)
0 0,969 (0,002)
15 0,965 (0,002)
30 0,961 (0,001)
45 0,931 (0,002) | 5,15 (0,04) | 0,957 (0,002) | 5,41 (0,04)
60 0,952 (0,002)
75 0,948 (0,003) *
90 0,944 (0,004) *

* Valores de a, estimados
8.3 Analisis Microbiolégico

De las 33 muestras analizadas en este estudio, sélo 10 quesos, durante el proceso
de maduracion al que fueron sometidos, dieron positivos a la presencia de Listeria
spp. (tabla X1V). Por otra parte, no se encontré Listeria monocytogenes en ninguno
de los 33 quesos analizados (de acuerdo con la sensibilidad de la técnica,
corresponde a “Ausencia en 25 g o menos de 1 UFC en 25 g”), por lo tanto, la
prevalencia del patégeno buscado para ambos tipos de quesos dio cero.

La presencia de Listeria spp. fue mayor en los quesos Colonia que en los quesos
Semiduros, ya que, de las 10 muestras de quesos, 8 fueron en quesos Colonia y 2
en quesos Semiduros.

Los resultados microbiolégicos de los quesos Semiduros se muestran en la tabla
XIV y los de los quesos Colonia en la tabla XV.
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Tabla XIV. Resultados de busqueda de Listeria spp., y L. monocytogenes en 25 g
de quesos Semiduros a diferentes tiempos de maduracion (n=18)

Quesos Semiduros

Tiempo de Establecimiento 1 Establecimiento 2 Establecimiento 3
maduracion Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria
(dias) Spp. monocytogenes Spp. monocytogenes Spp. monocytogenes

0 - - + - - -

15 - - - - - -

30 - - - - - -

45 - - - - - -

60 - + - - -

75 * * - - R -

90 * * * * _ _

-: Ausencia; +: Presencia; *Andlisis no realizado

En el establecimiento 3 se pudieron muestrear 7 hormas de quesos Semiduros, en
el caso del establecimiento 2, se obtuvieron 6 hormas y del establecimiento 1, no
fue posible disponer de mas de 5 muestras. Por este motivo, no se pudieron analizar
a tiempo 75 dias y 90 dias de maduracion para el establecimiento 1, ni a 90 dias
para el establecimiento 2.

Tabla XV. Resultados de busqueda de Listeria spp. y L. monocytogenes en 25¢g
de quesos Colonia a diferentes tiempos de maduracién (n= 15)

Quesos Colonia

Tiempo de Establecimiento 4 Establecimiento 5 Establecimiento 6
maduracion Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria Listeria
(dias) spp. monocytogenes spp. monocytogenes spp. monocytogenes

0 + - + - - -

15 + - + - - -

30 - - + - + -

45 - - + - + -

60 - - - - - -

-: Ausencia; +: Presencia

En el caso de los quesos Colonia, se dispuso de 5 hormas por cada
establecimiento, por lo tanto, se analizaron hasta los 60 dias de maduracion.

Los valores de prevalencia y concentracion utilizados en los modelos de evaluacion
a la exposicibn de Listeria monocytogenes de cada tipo de quesos, no
corresponden a las muestras de la tesis, sino que son datos provenientes de un
proyecto de investigacion nacional cuyos resultados son confidenciales (Proyecto
ANII FSA_ | 2017_1 138945, comunicacion personal: Carro S.; 2022).

8.4 Modelo de evaluacion a la exposiciéon de Listeria monocytogenes

Una vez incorporados los datos de entrada para cada etapa de los distintos quesos
(tabla VI y VII) al modelo, dichos datos se simularon mediante simulacion
Montecarlo utilizando @Risk. Una vez realizadas unas 50.000 iteraciones para
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incluir todos los posibles valores de las variables de entrada del modelo, se
obtienen las variables de salida.

Asi, se obtuvieron los grados de crecimiento/decrecimiento de los dos tipos de
quesos en las diferentes etapas contempladas, los que, junto a la concentracion
inicial, dieron como resultado, la concentracién final en UFC/g de Listeria
monocytogenes en cada tipo de queso. Los valores obtenidos, se observan en el
Cuadro 111

Cuadro lll. Resultados del promedio de crecimiento/decrecimiento de Listeria
monocytogenes en cada etapa para cada tipo de queso evaluado

Etapa Semiduro Colonia
Maduracién Camara Fria -0,479 log UFC/g 0 log UFC/g
Maduracién Cadmara Caliente  ~  ------- 0 log UFCl/g
Maduracion Cadmara Fria = ------- -0,011 log UFC/g
Almacenamiento Mercados

Pre fraccionado -0,055 log UFC/g -0,029 log UFC/g
Fraccionado -0,147 log UFC/g -0,122 log UFC/g
Almacenamiento Hogar -0,281 log UFC/g -0,253 log UFC/g
Concentracion Final 0,221 log UFC/g 0,848 log UFC/g

En funcion de dichas concentraciones finales y con la incorporacion en el modelo
de las formulas antes descriptas, surgen del mismo los resultados de las
estimaciones de la dosis ingerida, la probabilidad de enfermar y los nimeros de
casos de listeriosis para cada poblacion y tipo de queso como variables de salida.

Para los quesos Semiduros, los resultados de la simulacién se muestran en la tabla
XVI.
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Tabla XVI. Resumen de los resultados de las variables de salida del modelo
probabilistico de Listeria monocytogenes para los quesos Semiduros luego de

realizar 50.000 iteraciones en @Risk

Tipo de
variable

Variable

Promedio

Intervalo de Confianza
(95%)

Variables
de salida

Concentracion final
de L. monocytogenes
antes del consumo
(UFC/q)

4

0-21

Dosis ingerida
mujeres

embarazadas
(UFC/porcién)

155

3 -804

Dosis ingerida
poblacién adultos
mayores (UFC)

155

3-792

Dosis ingerida
poblacion general
(UFC)

155

3 -804

Probabilidad de
enfermar:
embarazadas

3,1 x 1010

59x101?-1,6 x10°

Probabilidad de
enfermar: poblacién
adultos mayores

2,3x10%

4,3x1013-1,2x 1010

Probabilidad de
enfermar: poblacion
general

1,2x 10712

2,3x10%-6,3x10"?

N° casos de mujeres
embarazadas

2,5x10°

48x108-1,3x10°

N° casos de
poblacién adultos
mayores

2,4 x10°

48x108-1,3x10°

N° casos de
poblacion general

7,8 x 10”7

1,5x10%-4,0x 10°

N° casos de
poblacion totales

5,6 x 10©

1,1x107-2,9x10°

En la tabla XVII se presentan los resultados del modelo del Escenario 1.

Escenario 1: El consumo de queso Semiduro de la poblaciéon es 5 veces la
contemplada en los datos nacionales considerados en el modelo inicial (1 kg).
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Tabla XVII. Resumen de variables de salida si el consumo de queso semiduro
fuera 5 veces superior (1 kg) luego de realizar 50.000 iteraciones en @Risk

Tipo de Variable Promedio Intervalo de
variable Confianza (95%)
Concentracion final 4 0-21

de L. monocytogenes
antes del consumo
(UFClqg)

Dosis ingerida 155 3-808
mujeres

embarazadas
(UFC/porcion)

Dosis ingerida 153 3-802
poblacién adultos
mayores
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 153 3-791
poblacién general
Variables | (UFC/porcion)
de salida | Probabilidad de 3,1x 1010 59x102-16x10°

afectadas | enfermar:
por el | embarazadas

aumento | propabilidad de 2,3x 10711 4,3x10"%-1,2 x 1010
de enfermar: poblacion
consumo | adultos mayores

Probabilidad de 1,2 x 10-12 2,3x101%-6,2x 10712
enfermar: poblacion
general

N° casos de mujeres 1,5x10° 3,2x107-7,8x 10*
embarazadas

N° casos de 1,5x10° 3,1x107-7,7x10°
poblacién adultos
mayores

N° casos de 4,8 x10° 1,0x107-2,5x 10°
poblacion general
N° casos de 3,5x10° 7,3x107-1,8x10*
poblacion totales

A su vez, los resultados del escenario 2 dados por el modelo donde se simul6 que
la porcion de las embarazadas es mayor a la inicial (1,5 veces mayor), por la
recomendacion de mayor consumo de alimentos o fuentes de calcio en ese periodo,
se presentan en la tabla XVII:

Escenario 2: El tamafio de la porcidén de las mujeres embarazadas es el 1,5 del de
la poblacion general del escenario 1.
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Tabla XVIIl. Resumen de variables de salida si el consumo de queso semiduro
fuera 5 veces superior y el tamafio de porcion de las embarazadas fuera 1,5 veces
mayor que el original luego de realizar 50.000 iteraciones en @Risk

Tipo de
variable

Variable

Promedio

Intervalo de Confianza
(95%)

Variables
de salida

Concentracion final
de L. monocytogenes
antes del consumo
(UFC/qg)

0-21

Dosis ingerida
mujeres

embarazadas
(UFC/porcién)

230

4-1188

Dosis ingerida
poblacién adultos
mayores
(UFC/porcién)

155

3-789

Dosis ingerida
poblacion general
(UFC/porcién)

154

3-788

Probabilidad de
enfermar:
embarazadas

4,6 x 10 10

8,7x1012-2 4 x10°

Probabilidad de
enfermar: poblacién
adultos mayores

2,3x10%

4,2 x1013-1,2x 1010

Probabilidad de
enfermar: poblacion
general

1,2 x 1012

2,2x 101 -6,2x 10712

N° casos de mujeres
embarazadas

1,5x10°

3,0x107-7,8x10%

N° casos de
poblacion adultos
mayores

1,5x10°

3,0x107-7,7x10°%

N° casos de
poblacién general

4,9 x 106

9,7x10%-25x10"°

N° casos de
poblacién totales

3,5x10°

70x107-1,8x10%

Para el queso Colonia, las variables de salida se presentan en la tabla XIX.
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Tabla XIX. Resumen de las variables de salida del modelo probabilistico de Listeria
monocytogenes para los quesos Colonia luego de realizar 50.000 iteraciones en
@Risk

Tipo de Variable Promedio Intervalo de Confianza
variable (95%)
Concentracion final 13 1-59

de L. monocytogenes
antes del consumo
(UFCl/g)

Dosis ingerida 475 25 - 2204
mujeres
embarazadas
(UFC/porcidn)
Dosis ingerida 472 25-2141
poblacién adultos
mayores
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 474 26 - 2205
poblacién general
(UFC/porcién)
Probabilidad de 9,5x 1010 5,0x1011-4,4x10°
enfermar:
embarazadas
Probabilidad de 6,9 x 101! 3,7 x101?-3,1x 10
enfermar: poblacion
adultos mayores

Variables
de salida

Probabilidad de 3,7 x101? 2,0x101-1,7x 101
enfermar: poblacién

general

N° casos de mujeres | 9,0 x 10 52x10%-4,1x10*
embarazadas

N° casos de 8,9 x10° 5,1x10%-4,1x10%
poblacién adultos

mayores

N° casos de 2,9 x10° 1,7x10%-1,3x10*
poblacién general

N° casos de 2,1 x10% 1,2x10°-9,5x 10%

poblacion totales

Para el caso del queso Colonia, el consumo es mayor que para el queso Semiduro.

Para evaluar la exposicion de las embarazadas en un peor escenario, se simula un
escenario en el que la porcion de las embarazadas es mayor que la inicial.
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Escenario 3: El tamafio de la porcidén de las mujeres embarazadas es el 1,5 del de
la poblacion general. Los resultados de la simulacion se presentan en la tabla XX.

Tabla XX. Resumen de las variables de salida del modelo probabilistico de Listeria
monocytogenes para el queso Colonia considerando que la porcién consumida por
las embarazadas es 1,5 veces mayor a lo consumido por la poblacién general luego
de realizar 50.000 iteraciones en @Risk

Tipo de Variable Promedio Intervalo de Confianza
variable (95%)
Concentracion final 13 1-58

de L. monocytogenes
antes del consumo
(UFC/Qg)

Dosis ingerida 708 36 - 3231
mujeres
embarazadas
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 472 24 - 2140
poblacién adultos
mayores
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 472 24 - 2159
poblacién general
(UFC/porcién)
Variables | Probabilidad de 1,4 x 10°° 7,2x1011-6,4x10°
de salida | enfermar:
embarazadas
Probabilidad de 6,9 x 1011 3,5x101?-3,1x10%0
enfermar: poblacién
adultos mayores

Probabilidad de 3,7 x 1012 1,9x101-1,7x 1012
enfermar: poblacion

general

N° casos de mujeres 9,0 x 10° 49x10°%-4,0x10"
embarazadas

N° casos de adultos 8,9 x10° 48x10%-4,0x10*
mayores

N° casos de 2,9 x10° 1,6 x 10%-1,3 x 10
poblacién general

N° casos de 2,1x10* 1,1 x 10°-9,3 x10*

poblacion totales
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Se muestran a continuacion, la comparacion entre los diferentes escenarios
supuestos para cada queso, con los resultados promedio de las variables de salida.

Tabla XXI. Promedio de variables de salida de los diferentes escenarios planteados

del queso Semiduro

totales

Variable Semiduro Semiduro Semiduro
Escenario 1 Escenario 2
5x consumo 5x consumo + 1,5x

embarazadas
Concentracion final de 4 4 4
L. monocytogenes
antes del consumo
(UFC/g)
Dosis ingerida 155 155 230
mujeres embarazadas
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 155 153 155
poblacién adultos
mayores
(UFC/porcién)
Dosis ingerida 155 153 154
poblacién general
(UFC/porcién)
Probabilidad de 3,1 x1010 3,1x 1010 4,6x 1010
enfermar:
embarazadas
Probabilidad de 2,3x10 2,3x 101 2,3x101
enfermar: poblacion
adultos mayores
Probabilidad de 1,2 x 1012 1,2 x 10-12 1,2 x 1012
enfermar: poblacion
general
N° casos de mujeres 2,5x10° 1,5x10° 1,5x 10°
embarazadas
N° casos de poblaciéon | 2,4 x 10 1,5x10° 1,5x 10°
adultos mayores
N° casos de poblaciéon | 7,8 x 10”7 4,8 x10° 4,9 x10°
general
N° casos de poblaciéon | 5,6 x 10 3,5x10° 3,5x 10°
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Tabla XXII. Variables de salida de los diferentes escenarios planteados del queso

Colonia
Variable Colonia Colonia Escenario 3
1,5x embarazadas
Concentracion final de L. 13 13
monocytogenes antes del
consumo (UFC/qg)
Dosis ingerida mujeres 475 708
embarazadas (UFC/porcion)
Dosis ingerida poblacion 472 472
adultos mayores
(UFC/porcién)
Dosis ingerida poblacion 474 472
general (UFC/porcién)
Probabilidad de enfermar: 9,5x107° 1,4 x 10°
embarazadas
Probabilidad de enfermar: 6,9 x 10 6,9 x 10!
poblacién adultos mayores
Probabilidad de enfermar: 3,7x107"? 3,7 x 10-12
poblacién general
N° casos de mujeres 9,0 x 10° 9,0x 10°
embarazadas
N° casos de poblacién 8,9 x10° 8,9 x 10°
vulnerable
N° casos de poblacion 2,9x10° 2,9x10°
general
N° casos de poblacién totales 2,1x10* 2,1 x10*

Finalmente se muestran los resultados de las variables de salida de los dos tipos

de quesos, como resumen de las tablas XVIy XIX.

Tabla XXIIl. Resumen de los promedios de los resultados de las variables de salida

de los quesos Semiduros y Colonia considerando los consumos iniciales

Variable Semiduro Colonia
Concentracion final de L. monocytogenes antes del 4 13
consumo (UFC/g)
Dosis ingerida mujeres embarazadas (UFC/porcion) 155 475
Dosis ingerida poblacion adultos mayores 155 472
(UFCl/porcién)
Dosis ingerida poblacién general (UFC/porcién) 155 474
Probabilidad de enfermar: embarazadas 3,1x 1010 9,5x 1010
Probabilidad de enfermar: poblacion adultos mayores 2,3x101 6,9 x 101
Probabilidad de enfermar: poblacién general 1,2 x107? 3,7 x 1072
N° casos de mujeres embarazadas 2,5x10°6 9,0 x 10°
N° casos de poblacién adultos mayores 2,4 x10° 8,9x10°
N° casos de poblacion general 7,8 X107 2,9x10°
N° casos de poblacion totales 5,6 x10° 2,1x10*
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9. DISCUSION

Este es uno de los primeros estudios nacionales que evalla caracteristicas
fisicoquimicas de quesos artesanales durante la maduracién. En particular, a partir
de los resultados del pH y aw dados en el periodo de maduracién analizado, se
estimo el comportamiento de Listeria monocytogenes en dichos alimentos y el
resultado de la exposicion a ese patdgeno por el consumo de quesos Semiduros y
Colonia en diferentes grupos poblacionales.

9.1 Analisis Fisicoquimicos

Segun lo establecido en el Reglamento Bromatologico Nacional (RBN) (Uruguay,
1994), como se muestra en la tabla Il, los quesos de pasta semidura o también
denominados de mediana humedad, son los tipos Gruyere, Colonia y Dambo,
mientras que los de pasta dura o de baja humedad son los tipos Parmesano, Sbrinz
o Provolone.

De acuerdo con los resultados encontrados de humedad de los diferentes quesos
artesanales de pasta dura (llamados Semiduros) estudiados, que se muestran en
la Tabla Xl, cuyo promedio y desvio estandar fue de 35,8+2,9%, éstos pueden
clasificarse como de baja o mediana humedad, comprendida ésta entre menor a
35,9 y entre 36,0 y 45,9% respectivamente. Los valores de humedad mas altos
coinciden con los menores tiempos de maduracion y los mismos disminuyen con el
transcurso del tiempo. Asi, teniendo en cuenta el valor promedio, los valores de
humedad de quesos Semiduros se encontraron dentro del rango establecido en la
normativa nacional vigente.

Por su parte, los quesos Colonia se clasifican por el mismo RBN como de mediana
humedad (entre 36,0 y 45,9%) encontrandose el promedio de humedad de dichos
quesos dentro de ese intervalo (38,3+4,1%). Sin embargo, algunas muestras
reportaron valores por debajo de dicho rango, que serian entonces de baja
humedad, como los de pasta dura. Las muestras de queso Colonia que tuvieron
estos bajos valores de humedad, fueron aquellas que estuvieron con 45 o 60 dias
de maduracion mientras que las que se encontraron por encima del maximo valor,
coincidieron con muestras a tiempo 0 de maduracion.

Tal como reporta Choi et al. (2016), citado por Haeng, Sun, Rackerby, Goddik y
Hong (2021), quesos con mayor humedad tienen mas riesgo de vehiculizar
patdgenos alimentarios que aquellos con humedad mas baja. Segun Oliveira,
Corassin, Lee, Goncalves y Barancelli (2017), Listeria monocytogenes, no es la
excepcion, ya que, en quesos, su crecimiento esta mas vinculado a quesos frescos,
blandos y semiblandos que a quesos duros y semiduros.

Los resultados obtenidos en esta tesis con respecto al porcentaje de humedad de
los quesos en funcion del tiempo de maduracion demuestran la influencia que ésta
puede llegar a tener en la inocuidad del alimento y en el potencial riesgo a la salud
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humana de los quesos artesanales al momento del consumo. De ahi la importancia
del tiempo de maduracion no menor a 60 dias a temperatura mayores de 5°C,
definido en la reglamentacion nacional (Uruguay, 1994, julio 05).

Es de destacar que en este trabajo las condiciones experimentales de maduracion
fueron idénticas en temperatura y humedad para todas las hormas de cada tipo de
queso, no obstante, estas condiciones son variables en los distintos
establecimientos de produccion de quesos artesanales a nivel nacional.

Con respecto al contenido de humedad, de acuerdo con la Tabla Ill, los quesos con
< 39,0% de humedad serian de riesgo bajo a muy bajo y aquellos entre 39,0 y
50,0% de riesgo moderado a riesgo bajo. Teniendo en cuenta esta caracteristica,
los quesos Semiduros se podrian catalogar como de riesgo bajo a muy bajo
(35,8+2,9) y los Colonia como de riesgo moderado, bajo o muy bajo (38,3+4,1),
aunque serian de riesgo muy alto y alto por ser elaborados con leche cruda (Bover
y Garriga, 2014).

Con respecto al contenido de materia grasa en extracto seco (MG/ES), los quesos
Semiduros se pueden clasificar como quesos grasos, ya que el contenido de
MG/ES para ese tipo de quesos esta entre 45,0 y 59,9%. Sin embargo, los Colonia
mostraron ser algunos grasos y otros muy grasos, ya que se encontraron valores
mayores a 60,0% de MG/ES.

En base a los resultados fisicoquimicos obtenidos para ambos tipos de quesos, que
se muestran en las tablas Xl y Xl y de acuerdo con la literatura consultada (Possas,
Bonilla-Luque y Valero, 2021, Amaury et al., 2018 y CAC, 2009), las caracteristicas
fisicoquimicas de los quesos Semiduro y Colonia analizados en este trabajo, son,
en principio, adecuadas para el crecimiento de Listeria monocytogenes.

Tal como mencionan Possas et al. (2021), los cambios de las caracteristicas
fisicoquimicas dados en la elaboracion de los distintos quesos son fundamentales
en el comportamiento bacteriano alli presente. En particular para Listeria
monocytogenes, las variaciones de pH y aw pueden afectar este comportamiento
ya que es capaz de crecer en diferentes matrices alimentarias entre valores de pH
de 4,4 a 9,5y aw por encima de 0,92 (Amaury et al. 2018 y CAC, 2009).

En los quesos, el pH varia en el proceso de elaboracién y segun el tipo (Possas et
al., 2021, Campagnollo et al. 2018a). En el proceso de elaboracion quesero, las
bacterias acido lacticas (BAL) que forman parte de los fermentos, producen acido
lactico a partir de la lactosa, bajando el pH inicial (Martinez-Rios, Gkogka y
Dalgaard, 2020).

En el presente estudio, los resultados promedio obtenidos de pH tanto de queso
Semiduro como Colonia, fueron de 5,15+0,18 y 5,41+0,14 respectivamente. En la
figura 14, se muestra la variacion del pH con respecto al tiempo de maduracion de
los quesos Semiduros y tanto en el establecimiento 1 como en el 2, se observa una
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tendencia a la disminucion del pH en el periodo de maduracion evaluado, aunque
estadisticamente, no se observé una variacion significativa de esta variable durante
el tiempo de maduracion. Algo similar ocurre en los quesos Colonia, como se
muestra en la figura 15. Tanto en el establecimiento 5 como el 6, se muestra un
leve descenso del pH en el periodo evaluado, pese a que, como en el Semiduro,
no se pudo verificar estadisticamente.

Si bien los valores promedio de pH encontrados para cada tipo de quesos son
adecuados para el desarrollo del patdégeno, el queso Colonia mostré6 un pH mas
favorable, ya que, segun la bibliografia, a menor pH, menor la posibilidad, para las
bacterias patégenas, de crecer o sobrevivir (Possas et al., 2021).

En relacion con este parametro en quesos, Chatelard et al. (2015) observo en
quesos similares al Colonia, un descenso en las primeras 24 horas de elaboracion
hasta pH por debajo de 5,3. Luego reporta un aumento gradual durante los 360 dias
de maduracion evaluados a 9°C. Eso contrasta con lo sefialado por Leon (2014)
que reporta una disminucién del pH de 6,5 a 5,9, durante el tiempo de maduracion
en el queso Edam (elaborado con leche pasteurizada), un tipo de queso que se
asemeja al queso Colonia en cuanto a cultivos iniciadores, pero cuya maduracion
fue de 24 dias a temperatura similar a las temperaturas de maduracion de la camara
fria del queso Semiduro (10°C) y con una humedad relativa entre 60 y 90%. Un
comportamiento similar reporta Campagnollo et al. (2018a) en quesos Semiduros
elaborados con leche cruda, donde el pH desciende de 6,5 a 5,4 en 22 dias de
maduraciéon y de 6,4 a 5,2 cuando se le agregan BAL, en este caso la temperatura
de maduracion fue de 22°C por 22 dias. Sin embargo, en el trabajo desarrollado
por Panizzolo, Araujo, Taroco, Rodriguez y Schopf (2011), donde se elabora queso
Dambo (con agregado de cultivos comerciales), no se ven grandes cambios de pH
dentro del mismo lote durante los 45 dias de maduracion a 11°C.

Asi también, se puede observar en las figuras 14 y 15, que, en las muestras de las
hormas analizadas en este trabajo durante la maduracién en las condiciones
experimentales, pese a partir de resultados diferentes de pH en los dos tipos de
guesos a tiempo 0, dados por los diferentes establecimientos, el pH no vario
significativamente durante el periodo de maduracién analizado y los valores de pH
a tiempo 60 dias, fueron mas cercanos entre los establecimientos.

Con respecto al aw, como sefiala Possas et. al. (2021), comparando diferentes tipos
de quesos, a mayor aw, mayor la probabilidad de que se dé un crecimiento
bacteriano. Dicho trabajo afirma que el crecimiento de Listeria monocytogenes en
guesos blandos y semiblandos es mayor que en quesos semiduros, como seria el
Colonia, de acuerdo con la clasificacion del RBN, que se muestra en la tabla Il. Los
altimos reportes del CDC de brotes de listeriosis en quesos fueron de quesos
frescos elaborados con leche cruda. Dicho organismo estima que los quesos
blandos elaborados con leche cruda tienen 50 a 160 veces mas probabilidad de
provocar listeriosis que aquellos elaborados con leche pasteurizada (CDC, 2021b;
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CDC, 2017 y CDC, 2019). Lo reportado por Possas et al. (2021) coincide con lo
descripto por Wemmenhove et al. (2018), que indica que a valores mas bajos de
aw, tal como se dan después de largos periodos de maduracion, se da una inhibicion
completa de Listeria monocytogenes en quesos Gouda, un queso tipo danés que
si bien tiene una aw > de 0,94, estudios de desafio han demostrado que este
patégeno no pudo crecer ni en el centro ni en su superficie.

Los resultados promedio de aw de los quesos fueron de 0,93+0,01 para los quesos
Semiduros y 0,96+0,01 para los quesos Colonia, por lo tanto, el aw de los quesos
Colonia es més adecuada para el crecimiento del patégeno, aunque ambos valores
se encuentran por encima de 0,92, valor indicado en otros trabajos como posible
para su crecimiento (Amaury et al. 2018 y CAC, 2009).

Por otra parte, las variaciones de aw, en el transcurso del tiempo, se muestran para
ambos tipos de quesos en las figuras 16 y 17. Para los quesos Semiduros, si bien
los valores son bastantes dispares entre los establecimientos a los diferentes
tiempos, su puede observar un leve descenso en aw a través del tiempo, sin una
variacion significativa estadisticamente. Sin embargo, los quesos Colonia
mostraron un comportamiento diferente. Los quesos de los 3 establecimientos
mostraron valores similares de aw a tiempo 0 y un descenso de ésta a través del
tiempo de maduracién, que se reflejd6 en una variacion estadisticamente
significativa.

Estos resultados reafirman que las caracteristicas fisicoquimicas de estos dos tipos
de queso durante su maduracién son apropiadas para el desarrollo de este
patégeno alimentario, por lo tanto, estos quesos serian alimentos listos para el
consumo (LPC) que pueden favorecer el crecimiento del patdégeno, de acuerdo con
la clasificacién que se ve en la tabla | (Amaury et al. 2018 y CAC, 2009), pero de
riesgo moderado, bajo 0 muy bajo de acuerdo con su contenido de humedad (tabla

).

Tal como se muestra en los cuadros | y II, para los dos tipos de quesos, el valor
promedio a tiempo 0 para los distintos establecimientos, muestra una diferencia o
variacion significativa de pH y aw (p-valor < 0.001). Entonces se puede observar que
la elaboracién de quesos artesanales tanto Semiduros como Colonia, varia entre
los diferentes establecimientos para ambas variables. El hecho de que los quesos
de cada establecimiento, pese a ser del mismo tipo, tengan diferencias, es
esperable. Los quesos son alimentos, cuya materia prima y proceso de elaboracion
son distintos en cada establecimiento; ya que dependen de la composicion quimica
y microbiologica de la leche cruda, los cultivos iniciadores, las variaciones del
proceso en si e incluso de las condiciones de higiene de cada uno.

Tal como se observa en el cuadro |, en el andlisis de los resultados de pH con
respecto al tiempo de maduracion para ambos tipos de quesos, la pendiente es la
misma, no hay diferencia significativa y no se pudo constatar una relacion lineal
entre pH y tiempo de maduracién (p-valor de 0,078 para los quesos Semiduros y
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0,192 para los quesos Colonia). Algo similar reporta Campagnollo et al (2018a) que
muestra que el pH desciende inicialmente y luego aumenta para quedar en pH
cerca de 5,5 a los 22 dias de maduracion a 22°C. Sin embargo, no coincide con lo
reportado en el trabajo de Chatelard-Chauvin et al. (2015), donde el pH aumenta
de forma sostenida durante la maduracion del queso Chantal en el periodo de
maduracion evaluado, que excede largamente el tiempo de maduracion analizado
en esta tesis (Fig. 10, Chatelard- Chauvin et al, 2015).

Por el motivo recientemente descrito, para los dos tipos quesos, como insumo para
el modelo de exposicion, se supuso un comportamiento constante de pH en el
tiempo, calculandose el promedio y su desviacion estandar combinada, valores que
se usaron para predecir el comportamiento de L. monocytogenes en ambos quesos
durante su maduracion.

En el caso de aw, la situacién fue diferente para estos dos quesos, como se puede
observar en el cuadro Il. En los quesos Semiduros, no se vio un efecto lineal entre
aw Yy el tiempo de maduracion (p-valor: 0,052), por lo tanto, para este parametro
también se usO su promedio y desvio estandar combinada para el modelo de
prediccién del comportamiento del patégeno.

Sin embargo, para el queso Colonia, se encontré una correlacion lineal entre awy
el tiempo de maduracion (p-valor de < 0,001). Dicho parametro se reduce en 2,84
x 1073 por dia. Asi, se calculé promedio y su desvio estandar de aw a cada tiempo
de maduracion y dada esa relacion lineal, se puede estimar los valores de aw a
diferentes tiempos de maduracion, mas alla de los analizados, incluyendo el resto
de la cadena de suministro hasta el consumo del queso en el hogar. Eso demuestra
que, para este queso, con respecto al pardmetro fisicoquimico aw, a mayor tiempo
de maduracién mas dificil las condiciones para el crecimiento del patdgeno (Possas
et al. 2021, Wemmenhove et. al, 2018). Esto coincide con lo observado por
Chatelard-Chauvin et al. (2015) en el queso Chantal, donde el aw disminuy6 durante
el tiempo de maduracion del estudio (Ver fig. 11).

Estos resultados reafirman lo planteado como hipétesis de la importancia de las
caracteristicas fisicoquimicas durante la maduracién de los quesos Semiduros y
Colonia, al momento de generar o no condiciones para el desarrollo de Listeria
monocytogenes y por lo tanto en la inocuidad del producto final.

9.2 Analisis Microbiolégico

Dado que, por las caracteristicas fisicoquimicas, estos quesos pueden favorecer el
crecimiento de Listeria monocytogenes, se determind Listeria spp. y luego la
busqueda del patégeno en 25 g de queso.

De las 33 muestras analizadas (18 de quesos Semiduros y 15 de Colonia), en 10
se encontré Listeria spp. (30,3%) y en ninguna se detectd la presencia del
patogeno, tal como observa en las tablas XIV y XV. A su vez, esas 10 muestras se
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distribuyeron de la siguiente forma: 8 en quesos Colonia (24,2% del total) y 2 en
quesos Semiduros (el restante 6,1%). Estos resultados son comparables con
algunos trabajos encontrados en quesos frescos de la region, como en Colombia
donde se reporta un 22, 6% de Listeria spp. en quesos frescos costefios, realizados
en general con leche no pasteurizada (Gallegos et. al, 2007). Por otra parte, un
estudio realizado en Cuba encontré una presencia de 5,6% de Listeria spp. en
guesos Semiduros elaborados con leche pasteurizada (Martino et. al, 2005).

En esos 8 quesos Colonia, se encontrd Listeria spp. en al menos 2 tiempos de
maduracion en los establecimientos 4 y 6 y en 4 tiempos de maduracion en el
establecimiento 5, o sea que todos los establecimientos muestreados de quesos
Colonia dieron positivo a la presencia de Listeria spp. No asi en el caso de los
quesos Semiduros, donde solamente se encontrdé en uno de los 3 establecimientos.
Si bien en el caso del establecimiento 4 y 5, los quesos Colonia que dieron positivo
a la presencia de Listeria spp. a tiempo 0 y 15 dias en el caso del establecimiento
4y ao, 15, 30y 45 dias en el 5, en el establecimiento 6 se detectd a los 30 y 45
dias, siendo negativo a los 0 y 15 dias. Algo similar sucedié con los quesos
Semiduros (0 y 60 dias). Por lo tanto, el hecho de que no se hallara Listeria spp. no
se puede vincular estrictamente con el tiempo de maduracion, sino que puede
explicarse por las caracteristicas propias de este género bacteriano. Listeria spp.
tiene la caracteristica de resistir a los procesos de limpieza y desinfeccion y crear
nichos formando biopeliculas en los equipos y utensilios y de esa forma contaminar
los alimentos (Helberg et. al (2014)). La contaminacion puede haber estado en los
moldes u otros utensilios (cuchillos) y trasladarse asi a un queso y no a otros, del
mismo lote.

Los resultados microbioldgicos en los distintos tipos de quesos se pueden explicar
por las diferencias en las caracteristicas fisicoquimicas de ellos, tal como se ve en
las tablas XI y Xll. Los quesos Colonia tienen en promedio, mayor humedad, pH y
aw que los Semiduros, por lo que poseen condiciones mas favorables para el
crecimiento de estos microorganismos (Oliveira et al., 2017 Possas et al., 2021).
Sin embargo, con respecto a Listeria spp. estos valores no concuerdan con los del
proyecto de investigacion nacional cuyos resultados son confidenciales. En este
proyecto, la prevalencia de Listeria spp. en quesos Semiduros fue similar que para
los quesos Colonia (35,9% y 34,4% respectivamente). Mientras que la prevalencia
de Listeria monocytogenes fue de 4,3% para los Semiduros y 8,3% para los quesos
Colonia (Proyecto ANII FSA | 2017 _1 138945, comunicacién personal: Carro S.,
2022).

En cuanto a la prevalencia del patdgeno, en las muestras analizadas en este trabajo
no se encontrd Listeria monocytogenes y esto contrasta con otros valores de
prevalencia reportados en la bibliografia regional. Por ejemplo, un trabajo
encontrado, sefiala en las Américas, una prevalencia de Listeria monocytogenes
de 16,3% en el queso fresco elaborado con leche cruda (Merchan et. al, 2018),
mientras que, en un estudio realizado en quesos blandos de Ecuador, la
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prevalencia encontrada fue de 14,2% (Espinosa-Mata, Mejia, Villacis, Alban y
Zapata, 2021) o en Brasil, donde se reporta una prevalencia entre 3 y 45% para
quesos frescos blandos y entre 1,4 y 6% para quesos Semiduros (Campagnollo et
al., 2018b). Quizas esto puede explicarse por la diversidad dada entre los diferentes
tipos de quesos y los sistemas de produccion.

9.3 Modelo de evaluacion a la exposicion de Listeria monocytogenes

Tal como se mencion6 previamente, uno de los trabajos citados por Possas et al.
(2021), hace referencia a quesos blandos o frescos y Semiduros con leche cruda y
pasteurizada inoculados con este patdgeno y madurados a 22°C por 22 dias
(Campagnollo et al, 2018 a). En ese articulo, las condiciones fisicoquimicas de los
guesos son similares a los de la presente tesis, tanto en pH como en aw.

Dichos autores sefialan que, en leche cruda inoculada con Listeria monocytogenes,
se da su crecimiento exponencial en las primeras horas de la elaboracion y luego
de las 24 horas, ese crecimiento se detiene, permaneciendo luego el recuento de
Listeria monocytogenes constante. Esto coincide con lo planteado por Chatelard-
Chauvin et al. (2015), en quesos elaborados con leche cruda inoculada con Listeria
monocytogenes, donde se observé un crecimiento del patdégeno en las primeras 24
horas de elaboracion. Dicho crecimiento se estabiliza hasta el dia 3 y los niveles
del patdgeno se mantienen constantes hasta el dia 45 de su maduracidén en camara
fria. Desde el dia 45 en adelante, se observé una disminucion en los valores de L.
monocytogenes que varia luego, ademas, una vez que la horma de queso es
fraccionada. De acuerdo con este trabajo, durante el fraccionado, a partir de los 30
dias y en funcién del material en el cual se mantenga luego del mismo (envase), y
los dias hasta su consumo, el patégeno va decreciendo a diferentes velocidades
segun los dias en que el queso haya permanecido en el almacenamiento en el
mercado y hasta el momento del consumo final (Chatelard-Chauvin et al., 2015).
Estas fueron las condiciones que estimaron lo que sucede en los quesos Semiduros
y Colonia. Cabe aclarar que a diferencia de la temperatura de almacenamiento
mencionada en el trabajo de Campagnollo et al, 2018 a, los quesos Semiduros en
nuestro pais, de acuerdo con lo informado por los productores visitados, se
maduran a una temperatura mas baja, entre 5y 10°C. No se espera entonces un
aumento en los niveles del patdégeno por ser estas inferiores a las temperaturas
Optimas para su crecimiento. Por su parte, el queso Colonia tiene, ademas de la
maduracion en camara fria a 10+1°C durante los primeros 10 o 15 dias, la
maduracion luego en camara caliente a 20+1°C por otros 7 a 10 dias, para después
pasar nuevamente a camara fria. No se encontro en la literatura un trabajo que
tuviera estas caracteristicas y, por lo tanto, no se sabe como la maduracion en
camara caliente podria afectar el comportamiento del patégeno. Sin embargo, de
acuerdo con lo sefialado por Possas et al. 2021, si el queso no permite el
crecimiento del patdgeno, que seria el caso hasta el dia 45, se ha visto que las
reducciones en el recuento del patdgeno en el almacenamiento dependen de las
temperaturas. A menores valores sobrevive mas tiempo que a temperaturas
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cercanas a las optimas de su crecimiento. Esto seria para el caso de los 20+1°C
de la cAmara caliente, debido a que se acelera el metabolismo de la bacteria para
mantenerse en condiciones adversas del queso, consumiendo los recursos
celulares, lo que conduce a su decrecimiento. Por lo tanto, seria adecuado esperar
que el comportamiento del patégeno en la cAmara caliente fuera de decrecimiento.

Para los quesos Semiduros, tal como se observa en la tabla XVI, el modelo estimo
que la concentracion final de Listeria monocytogenes al momento del consumo se
encuentra entre 0 y 21 UFC/g de queso, con un promedio de 4 UFC/g. Como en
este caso el consumo es el mismo para todas las poblaciones, se estima que en
cada porcién de queso puede haber un promedio de 155 UFC en un rango entre 3
y 804 UFC del patégeno.

Los valores resultantes del modelo del queso Colonia (que se muestran en la tabla
X1X), fueron entre 3 y 4 veces mayores, con una concentracion final promedio del
patdgeno al momento del consumo de 13 UFC/g, con un minimo de 1 y un maximo
de 59 UFC/g. Con estos datos de concentraciéon, cada porcién de queso Colonia
puede contener en promedio 475 UFC de Listeria monocytogenes, en un rango
entre 25 y 2.204 UFC. Las diferencias observadas entre ambos tipos de quesos
pueden explicarse por sus caracteristicas fisicoquimicas y por el mayor tiempo de
maduracion del queso Semiduro previo a su consumo, de acuerdo con lo declarado
por los productores, lo que lleva también a un decrecimiento mayor del patdgeno.

Tal como reportan varios trabajos citados por Oliveira et al. (2017), la dosis infectiva
de Listeria monocytogenes no se conoce, ademas de que es variable de acuerdo
con la virulencia de la cepa y la susceptibilidad del huésped. Si bien, modelos
cuantitativos indicarian que en el 90% de casos de listeriosis invasiva los alimentos
LPC implicados contenian mas de 2.000 UFC/g (EFSA, 2018) y de acuerdo con lo
informado por la FDA y el Servicio de Inspecciéon e Inocuidad Alimentaria de
Estados Unidos (FSIS por sus siglas en inglés) en el 2003 y evaluaciones de riesgos
reportados por Ryser en el 2011, citados por este autor, diferentes estudios de
brotes de listeriosis tuvieron como responsables alimentos con recuentos del
patégeno de 108 UFC/g o mas, es posible que menos de 1.000 células puedan
generar listeriosis en las poblaciones mas vulnerables (Ryser, 2011).

En ambos tipos de quesos y como se muestra en las tablas de resultados XVI, XVII,
y XIX, la probabilidad de enfermar varia en cada poblacién objetivo, debido a la
vulnerabilidad asociada a cada grupo (Pouillot et al. 2015). Teniendo en cuenta las
variables del modelo y los resultados obtenidos, la probabilidad de enfermar es
extremadamente baja para todas las poblaciones evaluadas, ya que, para mujeres
embarazadas, la probabilidad de enfermar es en promedio de 3,1 x 101 para
quesos Semiduros 'y 9,5 x 10-1° para quesos Colonia, mientras que para la poblacién
vulnerable (personas con el sistema inmune comprometido) es de 2,3 x 1011y 6,9
x 101! respectivamente y finalmente, para la poblaciéon general fue de 1,2 x 101?y
3,7 x 1012, Estos valores son mucho menores que los encontrados en otros
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trabajos. Cardo (2021), en su evaluacion de riesgo por el consumo de quesos,
reporta 1 caso de listeriosis por cada porcién de queso consumida por poblacion
vulnerable, mientras que para la poblacién general se estiman 8,0 x 10® casos por
porcion. Este autor sefiala la variabilidad e incertidumbres asociadas a dicha
evaluacion de riesgo, dada, por ejemplo, por la variabilidad entre los distintos tipos
de quesos. Asimismo, la FDA y Health Canada en su evaluacion de riesgo por el
consumo de quesos blandos elaborados con leche cruda, reporta que el riesgo
promedio de contraer listeriosis es de 1,8 x 10® para embarazadas, y entre 8,1 x
107 y 8,2 x 107 para adultos mayores e inmunocomprometidos (FDA-Health
Canada, 2015). Las diferencias pueden deberse nuevamente a la diferencia entre
los tipos de quesos, ya que este ultimo trabajo se refiere a quesos blandos, cuyo
contenido de humedad es mucho mayor que los evaluados en esta tesis.

Si se evallan los resultados obtenidos de la salida de los modelos predictivos
aplicados en esta tesis, considerando el promedio de los valores resultantes de la
simulacion, podemos confirmar que, en ambos tipos de quesos, tal como se
esperaba, las embarazadas tienen 13-14 veces mas probabilidad de enfermar que
la poblacién vulnerable (31/2,3 y 95/6,9 para Semiduro y Colonia respectivamente),
mientras que la poblacion vulnerable tiene 19 veces mas probabilidad de enfermar
que la poblacién general (23/1,2 para Semiduros y 69/3,7 para Colonia). A su vez,
para los quesos Semiduros, las embarazadas tienen 258 veces mas probabilidad
de enfermar que la poblacion general (310/1,2), cuando para el caso de los quesos
Colonia, esa probabilidad es 257 veces superior (950/3,7). Campagnollo et al.
(2018b) en la evaluacion cuantitativa de riesgo que realizaron con quesos
inoculados con Listeria monocytogenes sefiala que para los quesos semiduros que
fueron elaborados con leche cruda e inoculados con el patégeno, la poblacion
vulnerable tuvo casi 45 veces mas probabilidades de contraer listeriosis que la
poblacion general, ya que, de acuerdo a lo descrito por esos autores, el riesgo de
listeriosis para la poblaciéon vulnerable fue de 2,6 x 103, mientras que para la
poblacién general fue de 5,7 x 10. A su vez, de acuerdo al reporte de la EFSA, en
los ultimos afios se ve una tendencia al aumento en la tasa de incidencia de
listeriosis en grupo de mujeres entre 25 y 44 afios, (suponen que esta vinculado a
los embarazos) y en personas mayores de 75 afios (mayor numero de personas
con condiciones debilitantes) (EFSA, 2018). Ademas, en la UE destacan, en los
altimos afios, el aumento constante afio a afio, de casos de listeriosis en
poblaciones mayores a 64 afios, con 58,1 % de los casos fatales para personas
entre 64 y 84 afos y 22,8% para los mayores de 84 afios (ECDC, 2021).

Si se observan los nimeros de casos por afilo que resultan de cada modelo en
funcién del tipo de queso en las tablas mencionadas, para el queso Semiduro, los
casos de embarazadas fueron de 2,5 x 10 y de la poblaciéon vulnerable de 2,4 x
106, mientras que de la poblacién general de 7,8 x 107 y los totales de 5,6 x 10,
mientras que para quesos Colonia los valores fueron superiores, 9,0 x 10 para
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embarazadas, 8,9 x 10 para poblacién vulnerable de adultos mayores y de 2,9 x
10 para la poblacién general y 2,1 x 10 los nimeros de casos totales.

Con respecto al escenario 1, al aumentar el consumo de queso Semiduro en casi
5 veces, aumenta la cantidad de porciones y porciones contaminadas a las que la
poblacidn se ve expuesta. Esto genera un aumento en los niumeros de casos de las
diferentes poblaciones, de acuerdo con la ecuacion 3y 4 y tal como se observa en
la tabla XXI.

En el escenario 2 y en el escenario 3, se plantea que la porcion de las embarazadas
es mayor a la inicial (1,5 veces), por la recomendaciéon de mayor consumo de
fuentes de calcio en ese periodo. Esto genera un aumento en la dosis ingerida a la
cual esta poblacion se expone (ver ecuaciéon 6) y, por lo tanto, la probabilidad de
contraer listeriosis (ecuacion 5), como se refleja en las tablas XXI y XXII para
Semiduros y Colonia respectivamente. Sin embargo, al aumentar el consumo y el
tamafio de porcidon en el escenario 2 para el queso Semiduro, el niumero de
porciones disminuye con respecto al escenario 1, por ese motivo, la probabilidad
de enfermar aumenta, pero no los numeros de casos de embarazadas, algo similar
se ve en el escenario 3 para el queso Colonia.

Pese a no contar con datos nacionales de consumo de este tipo de quesos y tomar
supuestos de bibliografia con respecto a tamafios de porcion, los nUmeros de casos
resultantes de todos los escenarios modelados (incluidos aquellos con mayor
consumo y tamafio de porciones para la embarazadas), son extremadamente
bajos, por lo que, el riesgo por el consumo de quesos Semiduros y Colonia en
Uruguay, en las condiciones en las cuales se realiz6 este trabajo, con los supuestos
asumidos en los datos de entrada y con los datos generados en el mismo, es muy
bajo.

Cuando se comparan los resultados de las tablas XVI de quesos Semiduros y XIX
de quesos Colonia, resumidas en la tabla XXIII, podemos observar que:

o El mayor tiempo de maduracion declarado del queso Semiduro lleva a que
el patégeno disminuya mas aceleradamente en este tipo de queso
comparado con el queso Colonia. Esto lleva a la diferencia de la dosis
ingerida de Listeria monocytogenes entre ambos tipos de quesos.

o La dosis ingerida al consumir queso Colonia es 3 veces mas para las tres
poblaciones evaluadas, lo que aumenta por lo tanto la posibilidad de
enfermar (ver ecuacion 5y 6) para cada tipo de poblacién, que también se
multiplica por 3.

o El hecho de ingerir més dosis de Listeria monocytogenes al consumir queso
Colonia, lleva también a que los nUmeros de casos sean en el entorno de
36-37 veces mas altos (90/2,5 y 89/2,4 para embarazadas y poblacion
vulnerable respectivamente y 290/7,8 para poblacion general) que para
Semiduro para todas las poblaciones estudiadas.
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En base a los resultados promedio de la simulacion del escenario original del queso
Colonia, que fue el que dio los valores mas altos, tanto de probabilidad de enfermar,
como de numeros de casos, se puede establecer que:

o Dado que se dan 9,0 x 10° casos de embarazadas por afio en 34506
embarazadas que se estiman que hay en el pais, también por afio,
deberiamos contar con 383 millones de embarazadas para que se dé un
caso de listeriosis por afio por el consumo de quesos Colonia.

o 9,0 x 10 casos de embarazadas por afio, equivaldria a un caso por 11.111
anos.

o Conlos 1,2 millones de porciones consumidas por las embarazadas por afio,
tendriamos 9,0 x 10° casos de listeriosis, entonces, habria un caso de
listeriosis por cada 13000 millones de porciones consumidas. Esta cantidad
de porciones en las 34.506 embarazadas, supone que cada una deberia
consumir 386.000 porciones por afio, 0 sea unas 1000 porciones por dia, lo
cual resulta practicamente imposible.

Si bien los datos del modelo permiten establecer que, para ambos tipos de quesos,
el evento es extremadamente raro que ocurra, los resultados observados, no
explican los casos clinicos de listeriosis reportados en el pais. Por lo tanto, estos
casos clinicos podrian estar relacionados a otros alimentos responsables de
vehiculizar Listeria monocytogenes que deberian considerarse en funcién de los
hébitos de consumo de los uruguayos.

A nivel nacional entre el 2015 y el 2019 se han registrado varios casos de listeriosis
por afio. Tal como se informa por la Divisibn de Epidemiologia del MSP, se
registraron 6 casos en el 2015 con 2 fallecidos, 17 en el 2016 con 7 fallecidos, 8
casos en el aflo 2017 con 1 persona fallecida, 9 en el 2018 con 1 muerte y 7 en el
2019 sin muertes (MSP, 2020). Entre las victimas afectadas por la enfermedad, la
mayoria pertenecen a los grupos de poblacion de riesgo. No se reporta en ningun
caso, el alimento responsable de listeriosis, sefialando que es dificil de acceder al
alimento involucrado por tratarse de una enfermedad con un largo periodo de
incubacion.

Con los resultados obtenidos, se debe prestar mas atencién al queso Colonia, en
particular se deberia estudiar como la maduracién en camara caliente pueda
impactar en estos valores.

Dentro de las poblaciones afectadas, tal como se menciond y se ha visto en varios
brotes a nivel internacional, que, la poblacion de adultos mayores de 64 afios, junto
con las embarazadas son las poblaciones mas afectadas, lo que es muy importante
para tener en cuenta ya sea por la probabilidad de aborto, como afecciones
neonatales. Por otra parte, al ser este un pais con la poblacién envejecida (Brunet
y Marquez, 2016), esto impacta en la salud publica y en los costos asociados de
los sistemas de salud.
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Lo anterior queda demostrado ademas con el informe de la EFSA de listeriosis en
la UE (EFSA, 2018), del ECDC (2021) y con el ejemplo del brote de listeriosis
ocurrido por el consumo de carne mechada lista para consumir en Esparfa en el
2019. Este tuvo 216 afectados con 3 adultos fallecidos, 7 abortos declarados y
varios partos prematuros, de acuerdo con lo descrito por Betelgeux, (2019) y
Ballesteros (2019). La poblacion que sufrié dafios mortales fueron los mayores de
70 afios y las embarazadas con la pérdida de su embarazo. Esto coincide con lo
sucedido en el brote ocurrido por queso fresco en EE. UU. que termin6é en mayo de
2021. De las 13 personas que enfermaron, 1 de ellas falleci6 y 4 estaban
embarazadas, 2 perdieron el embarazo y una tuvo parto prematuro. El 73% de las
personas entrevistadas, declararon haber comido queso fresco o quesos blandos
(CDC; 2021b). Los brotes reafirman lo planteado por Ryser (2011), que sefiala que
la listeriosis es una infeccidn rara que ocurre frecuentemente en tres grupos de
poblacién en particular, las embarazadas, los recién nacidos y en las personas
adultas inmunocomprometidas, incluido adultos mayores y personas que padecen
cancer, trasplantes u otras predisposiciones. De los varios brotes reportados por
este autor, con una letalidad cercana al 30%, la mayoria de las victimas se
encontraron dentro de esos tipos de poblaciones.

Con el fin de generar resultados nacionales mas precisos de esta evaluacion a la
exposicion, seria fundamental:

o Determinar el comportamiento de Listeria monocytogenes en los tipos de
quesos artesanales Semiduros y Colonia durante su elaboracion y
maduracion.

o Tener datos de los habitos de consumo de las diferentes poblaciones frente
a la ingesta de este tipo de quesos: el tamafo de las porciones, la frecuencia
de consumo y el consumo anual de cada uno.

o Saber la cantidad de personas en cada franja etaria para identificar mejor a
cada grupo de poblacion vulnerable: nifios menores de 5 afios,
embarazadas, adultos mayores y personas con predisposiciones (cancer,
diabetes, didlisis, trasplantes, etc.).

Para minimizar el riesgo, seria fundamental el control del Listeria monocytogenes
desde la produccion lechera, evitando que se contamine la materia prima o que se
produzca la contaminacion del entorno alimentario y asi minimizar la prevalencia
del patogeno en los quesos (Ryser, 2011).

También es importante educar a los grupos de la poblacién de mayor riesgo sobre
la potencial consecuencia del consumo de estos alimentos para generar conciencia
y reducir ain mas su exposicion al peligro y su probabilidad de enfermar, tal como
sefala Herrador, Gherasim, Lopez y Benito (2019). Este trabajo, resume los casos
de hospitalizacion dados por listeriosis en Espafia durante casi 20 afios. El mismo
deja en evidencia la vulnerabilidad de la poblacion mayor de 65 afios frente a esta
ETA.
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Los resultados obtenidos en esta tesis concuerdan con lo citado por varios autores,
reportado por Montel et al. (2014), que sefiala que la listeriosis vinculada al
consumo de quesos es rara y en particular, la contaminacion por Listeria
monocytogenes, no solo puede darse en el queso elaborado con leche cruda, sino
también que los quesos elaborados con leche pasteurizada pueden contaminarse
post pasteurizacion, por pasteurizacién incompleta o por contaminacién cruzada.

Los modelos de microbiologia predictiva son de gran ayuda al momento de estimar
el comportamiento bacteriano en un alimento y también la probabilidad de enfermar
y nimero de casos para diferentes poblaciones. Sin embargo, no dejan de ser una
aproximacion y calculos matematicos con variables e incertidumbres asociadas y
realizadas con determinadas condiciones y supuestos (Cardo, 2021). Ante
cualquier cambio de esas variables, en toda la cadena productiva, desde la
produccion primaria, hasta el momento del consumo, los resultados obtenidos se
veran afectados.

En esta evaluacidn a la exposicion a Listeria monocytogenes y caracterizacion de
riesgo de listeriosis por el consumo de quesos artesanales elaborados con leche
cruda, la incertidumbre y variabilidad viene dada entre otros por:

o La variabilidad entre los distintos quesos: su materia prima y sus diferentes
procesos de elaboracion, caracteristicas que se comprobd6 varian segun
cada establecimiento incluso en el mismo tipo de queso e influyen en el
comportamiento del patégeno.

o La variabilidad de las caracteristicas fisicoquimicas de los distintos quesos
durante el tiempo de maduracion, en particular pH y aw.

o Laincertidumbre dada por la extrapolacion de datos de una poblacion a otra
por la ausencia de los datos poblacionales nacionales reales de:

o el consumo anual y tamafio de porcion de este tipo de quesos
artesanales por parte de los distintos grupos de la poblacién nacional
por franja etaria y por género, incluyendo la poblacion de riesgo.

o cantidad de personas en cada grupo poblacional de riesgo.

o El comportamiento de Listeria monocytogenes durante el tiempo de
maduracion en estos dos tipos de quesos. En este caso los datos de entrada
se extrajeron de bibliografia extrapolando el comportamiento en quesos
similares a los quesos nacionales. De hecho, no se sabe como puede afectar
al patégeno, por ejemplo, los dias de maduracion en cadmara caliente del
gueso Colonia.

o La variabilidad dada por las diferentes cepas circulantes de Listeria
monocytogenes existentes, tanto sea por su posibilidad de
supervivencia/crecimiento durante el proceso de elaboracion y maduracion,
como en cuanto a su virulencia (Cardo, 2021).

Informacién relacionada con los parametros anteriormente mencionados, lograra
una evaluacion a la exposicion mas cercana a la realidad nacional. Este trabajo
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deja el modelo probabilistico de Listeria monocytogenes para el consumo de
guesos artesanales a disposicidon para futuros analisis 0 evaluaciones.

10. CONCLUSIONES

Este es uno de los primeros estudios nacionales que evalla caracteristicas
fisicoquimicas de quesos artesanales durante la maduracion, el comportamiento de
Listeria monocytogenes en dichos alimentos y el resultado de la exposicidon a ese
patégeno por el consumo de quesos Semiduros y Colonia en diferentes grupos
poblacionales.

Durante los primeros 60 dias de maduracion en los quesos Semiduros, el pH y aw
no tuvieron una variacion significativa ni tampoco el pH en los quesos Colonia, sin
embargo, el aw en los quesos Colonia disminuye en el correr del tiempo. Se
corrobora que, pese a la variedad de las condiciones iniciales de ambos tipos de
guesos en funcion de los establecimientos, al final de los 60 dias de maduracién en
las mismas condiciones, los valores de pH y aw son similares entre si.

Los resultados de los modelos de exposicion a Listeria monocytogenes por el
consumo de quesos artesanales Semiduros y Colonia en las condiciones
establecidas en este trabajo sugieren que el evento de listeriosis es
extremadamente raro en todos los grupos poblacionales evaluados y de muy bajo
riesgo. No obstante, las embarazadas son el grupo con mayor probabilidad de
enfermar. Ademas, se pudo observar que el queso Colonia ocasiona entre 36 y 37
veces mas numero de casos que el Semiduro al comparar los nimeros de casos
promedio de ambos quesos.

Se confirma la hipotesis planteada: Los quesos artesanales locales Semiduros y
Colonia, elaborados con leche cruda, generan durante su maduracion, condiciones
gue no permiten el desarrollo de Listeria monocytogenes a niveles tales que
impliquen un riesgo a la salud publica al momento de su consumo. Por lo tanto, la
probabilidad de padecer listeriosis invasiva por consumo de estos alimentos es muy
baja, incluso en aquellos individuos con factores predisponentes conocidos.

Con el fin de obtener resultados mas precisos de esta evaluacion a Listeria
monocytogenes, se deberian disponer de datos nacionales de variables de entrada
gue actualmente no se encuentran reportados, en particular, los datos de consumo.

Dado gque no se descarta la participacion de otros alimentos LPC en la diseminacion
de este patégeno alimentario a nivel nacional, seria importante valorar su rol en la
trasmision de Listeria monocytogenes.

Es fundamental su control en toda la cadena productiva de estos alimentos
incluidos los quesos artesanales para minimizar su prevalencia en el producto final
y educar a los consumidores para generar conciencia y reducir aln mas su
exposicion al peligro y su probabilidad de enfermar.
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ANEXO 1- Planilla de Encuesta a productores

Relevamiento de proceso productivo y condiciones de maduracion — Datos de Predios

1. DATOS GENERALES
Nombre del Resp./Titular:
Apellido del Resp./Titular:
Ver encuesta Proyecto QA Nombre del 2do a cargo:
Para predios no visitados

por proyecto

Apellido del 2do a cargo:
Teléfono (principal):
Teléfono:

Correo electronico:
Localizacién/Ubicacion:

Fecha relevamiento:
DICOSE (Principal)
DICOSE (otro)
Habilitacién (S/N)
Matricula
Refrendacién (S/N)
" (Ultima fecha)

2. CARACTERIZACION DEL ESTABLECIMIENTO, SUS INSTALACIONES Y PROCESOS

a. Produccion

Muy chico Chico Mediano Grande Muy Grande
Lts/ dia
Ver encuesta Proyecto QA (DecJur_2017)
Para predios no Ultimo ejercicio <300 300-500 500-1000 1000-2000 >2000
visitados por proyecto marcar 1solo
Leche elaborada anual (litros):
b. Productos Semiduro Colonia Cuajada Dambo Otros
Tipo
Forma (cuadrado, rectangular, esférico, etc)
Peso promedio (kgs)
Cantidad (% de total)
c.Proceso
¢Realiza estandarizacion de materia grasa? S/N No realizarla LA MAYORIA NO ESTANDARIZA
¢Realiza control de acidez en leche? S/N
éLaleche recibe algun tratamiento? S/N Leche cruda: [Termizada (T °C /tiempo]): |
Pasteurizada (2 /Tiempo):
Control de TeC de Leche en tina durante proceso S/N ¢Como? Frecuencia?
Tipo-Marca de fermento utilizado: suero fermento, directo, no utiliza
Cantidad/proporcion: Aprox. 1%
Acidez: Medir la acidez al suero fermento antes de agregarlo a la leche.Practica para elaboraciond de SD.
¢Otros agregados ? Cloruro de Ca, Nitratos? S/N eCuanto?q
Agrega nitrato de sodio o sal nitro S/N S>Dosis Max. 20 g/L Teche
¢Realiza control de acidez antes de coagulante? SIN Max. 20°Dornic
¢Realiza alglin agregado de acidulante?| S/N ¢éCual y cuanto?
¢Tipo de cuajo?Bovino, genético, microbiano Marca y proporcion: S/N
Temperatura de agregado
Tiempo de accion
Corte de cuajada. Tiempo:
Tamafio de granulo segun tipo de queso
Desuerado: % de suero extraido
Temperatura de coccion|_ °Cy tiempo
Moldeo. ¢Realiza control de acidez a salida de prensa? SIN
Prensado. Cantidad de vueltas
Presion. Tiempo|
Oreo previo a salmuera SIN

Presion. Tiempo
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cl. Semiduros

Salado. Tiempo y °Boume;
Mide y corrije temp. de salmuera
ey corrije cc de sal de salmuera
Renueva la salmuera ?

Rotacién. Agregado de Sal seca?|
Alguin tratamiento desp. de salado
Oreo. Tiempo y temperatura
Algun tratamiento en oreo
Maduracion

Ver encuesta Proyecto QA :ne sdtano/camara de maduracion
Cuenta con Equipo de frio/aire acondicionado

Tratamiento de corteza en maduracion

Trapeado con salmuera

Antihongos. Nombre|

Plastificante. Nombre

Pintura. Nombre;

Cuantas manos de cada uno

Ver encuesta Proyecto QA
Ver encuesta Proyecto QA
Ver encuesta Proyecto QA

Ver encuesta Proyecto QA
Ver encuesta Proyecto QA

Temp. controlada
Temp. de maduracion fria
Ver encuesta Proyecto QA Tiempo entre elaboracion y venta
Ver encuesta Proyecto QA “iempo optimo para su consumo

Sabe cudl es lavida dtil ?
Precio ala venta (SU/Kg)

Ver encuesta Proyecto QA
Ver encuesta Proyecto QA

SINI( +-)

S >temp.prom.

SIN

S> Cada cuanto?

SIN

S> Cada cuanto? Meses

SIN

SIN

°Cc

Tiempo:

SIN

SIN

Separado de salmuera?

S/N |

SIN

S > temp.prom.

SIN

SIN

Cada cuanto

SIN

A cuantos dias:

Proveedor

SIN

A cuantos dias:

Proveedor

SIN

A cuantos dias:

Proveedor

SIN

o

Tiempo:

% Humedad:

Dias

Dias

S/N

Cual es la vida dtil ?)

Dias

¢. Venta: para estimar tiempo hasta el momento del consumo (Ver si amerita

Donde comercializa?

Aintermediario en predio

Fuera del predio (venta directa)

3.- MUESTREO
a. Quesos

Remate

SD

Colonia

Tipo

N2 Hormas

Cant. Muestras

Fecha Elabora.

Fecha Muestreo

Comentario final productor:

Interm. fuera de predio
Feria tradicional
Otro

Firma de responsable:

Documento desarrollado en base a informacion aportada por Tec. Lec. Ronny Pelaggio y Walter Gugelmeier

Se conoce al realizar la compra
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ANEXO 2- Protocolo de retiro de muestras

Facultad de Veterinaria LATU
Universidad de la Republica

Uruguay

Montevideo 20 de mayo de 2020

Protocolo para el retiro de muestras de queserias artesanales en el marco
de tesis de maestria

Dada la situacion actual de emergencia sanitaria por el Covid — 19 y respetando
todas las recomendaciones dadas por las autoridades competentes, es que
planteamos realizar el retiro de las muestras para realizar la siguiente tesis de
maestria: “Evaluacién a la exposicion de Listeria monocytogenes por consumo de
quesos artesanales en Uruguay y efecto de medidas para su mitigacion”.

Para cumplir con uno de los objetivos especificos de dicha maestria, es necesario
contar con 5 hormas de quesos de cada establecimiento, elaborados el mismo dia:
semiduro y tipo Colonia. De esta forma se evaluaran parametros fisicoquimicos a
diferentes tiempos de maduracion.

Se concurrird con previa coordinacion al sitio previamente pautado para retirar las
muestras que seran compradas al productor. Las mismas seran entregadas, de ser
posible, en el exterior de cada queseria.

El muestreo se realizara conforme a las medidas descriptas en la “Guia de medidas
de proteccion para extensionistas del proyecto Ganaderia y Clima durante las
visitas a predios participantes” del MGAP, que entendemos se ajustan a nuestra
realidad.

https://www.gub.uy/ministerio-ganaderia-agricultura-pesca/sites/ministerio-
ganaderia-agricultura-
pescalfiles/documentos/noticias/Guia%20medidas%20de%20protecci%C3%B3n
%20Covid%2019.pdf

En funcion de lo anterior, se procedera:

- aseleccionar predios que elaboren quesos Colonia, Semiduro o ambos.

- a contactar telefonicamente a los responsables de los predios posibles de
ser muestreados para conocer su situacion. De esta forma se respetara
aguellos que estén dentro de la poblacion vulnerable y/o quienes estén
efectuando cuarentena obligatoria.
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a coordinar con ellos la visita para el retiro/compra de los quesos e ir una vez
a retirar cada tipo de queso.

la visita sera realizada con dos personas como méaximo en buen estado de
salud (sin resfrio ni tos) y que no hayan tenido contacto con personas
sospechosas.

a prepararse adecuadamente para el intercambio: se dispondra de
implementos, como alcohol gel e indumentaria adecuada: tapabocas, ropa
de maga larga, sin elementos metalicos, etc.

a trasladarse en vehiculos institucionales previamente desinfectados,
evitando asi el transporte publico, higienizando las superficies de mayor
contacto con alcohol al 70°C para su desinfeccion.

a respetar el distanciamiento social recomendado

a lavarse las manos o desinfectarse con alcohol 70°C luego de tocar
cualquier objeto o superficie

a desinfectar los zapatos previos a la entrada y cubrirse la ropa con tunica
descartable o tunica limpia reservada para tal fin, si es necesario ingresar a
zona que pertenece al establecimiento.

a coordinar y gestionar el pago con el responsable de la entrega de las
muestras para minimizar el contacto (solicitar comprobante de dicho pago)
a desinfectar la superficie de los envases de las muestras con desinfectante
en aerosol, antes de colocarlas en el vehiculo.
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