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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son uno de los principales
problemas de salud publica; sin embargo, en la mayoria de los casos se desconoce el
origen. Se puede emplear el nimero o el tipo de microorganismos presentes en un
alimento para evaluar su calidad y seguridad microbiol6gica; de la misma manera es
importante tomar en consideracion otros microorganismos patogenos para el ser humano
y que al ser ingeridos con los alimentos pueden causar serios problemas de salud, como
pueden ser algunos de los pertenecientes a los géneros Listeria, Salmonella,
Staphylococcus; por mencionar algunos. El presente trabajo se realiz6 bajo las normas
establecidas por la Secretaria de Salud para la cuenta de hongos y levaduras,
determinacion de coliformes fecales por la técnica del nimero mas probable,
determinacion de S. aureus, Salmonella sp. y L. monocytogenes respectivamente, con el
objetivo de evaluar la calidad sanitaria e investigar la presencia de patégenos bacterianos
(Salmonella sp. y Listeria sp.) en quesos frescos de venta en mercados publicos ubicados
en la zona Norte de la Ciudad de Puebla.

Los resultados de los andlisis de las muestras de queso fresco reflejaron recuentos de
coliformes fecales (CF) que oscilaron entre >1100 NMP/g (3.0 Log NMP/g) y <3
NMP/g (0.5 Log NMP/g). Respecto a los recuentos de hongos y levaduras (H y L)
presentaron valores entre 42000 UFC/g (4.6 Log UFC/g) y <10 UFC/g (1 Log UFC/qg)
para el caso especifico de los hongos, mientras que para las levaduras se obtuvieron
valores entre 112000 UFC/g (5 Log UFC/g) y <10 UFC/g (1 Log UFC/g). Para S.
aureus se obtuvieron valores de 160000 UFC/g (5.2 Log UFC/g) y 1400 UFC/g (3.1 Log
UFC/g) en solo dos muestras, para el resto de ellas el valor fue <10 UFC/g (1 Log
UFC/g).

No se recuperé ninguna cepa de Salmonella sp ni de Listeria monocytogenes. Sin
embargo se logro aislar e identificar una cepa de Listeria seeligeri.



1. INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) son uno de los principales
problemas de salud puablica; sin embargo, en la mayoria de los casos se desconoce el
origen. En México, como en otros paises en desarrollo, a la par con la economia del
estado existe una economia informal, entre cuyas actividades se encuentra la venta de
alimentos en la via publica. Esta forma de ofrecer los alimentos a los consumidores
puede ser de alto riesgo sanitario, ya que las condiciones en las que se expenden dichos
productos no son apropiadas, porque favorecen la contaminacion microbioldgica. Los
alimentos perecederos y los que requieren mucha manipulacion, son los mas
frecuentemente involucrados, entre ellos destacan los productos lacteos y carnicos.

Es un hecho real que, por distintos medios, los alimentos se pueden contaminar y asi
convertirse en transmisores de enfermedades, en detrimento de su funcién esencial como
fuente de nutrientes para una buena salud de quienes los consumen, por lo que la
deteccidn e investigacion de los brotes de Enfermedades de Trasmision Alimentaria
(ETA) constituye uno de los principales retos para el sistema de Salud Publica.

Se puede emplear el nimero o el tipo de microorganismos presentes en un alimento para
evaluar su calidad y seguridad microbioldgica, por lo cual es de gran importancia
cuantificar los mohos y levaduras en los alimentos, puesto que al establecer la cuenta de
estos microorganismos, permite su utilizacién como un indicador de practicas sanitarias
inadecuadas durante la produccién y el almacenamiento de los productos, asi como el
uso de materia prima inadecuada. Otro indicador utilizado es el grupo de coliformes
fecales, representado principalmente por Escherichia coli. De la misma manera es
importante tomar en consideracion otros microorganismos, que son patdégenos para el ser
humano y que al ser ingeridos con los alimentos pueden causar serios problemas de
salud, como pueden ser algunos de los pertenecientes a los generos Listeria, Salmonella,

Staphylococcus; por mencionar algunos.



2. MARCO TEORICO
2.1 Enfermedades transmitidas por alimentos (ETAS).

Las intoxicaciones alimentarias eran reconocidas como sindromes adquiridos por la
ingestion de alimentos con microorganismos infecciosos, sus toxinas o sustancias
toxicas. Sin embargo, el término resulto inapropiado a largo plazo porque cada una de
estas enfermedades es el resultado de otros mecanismos ademas de la intoxicacion,
considerandose mas apropiado el término enfermedad transmitida por alimentos (ETA),
por tratarse de enfermedades que resultan de la ingestion de alimentos (30).

Las ETA se clasifican en: las producidas por microorganismos y sus toxinas (bacterias
patégenas, protozoos, otros parasitos y virus), toxinas naturales (aflatoxinas y
ciguatoxinas) e intoxicaciones por quimicos (metales pesados, plaguicidas y otros) (30).
Existe un evidente y constante intercambio de microorganismos en el medio ambiente,
en el que se producen, transportan, comercializan y se elaboran los alimentos, lo que
depende del medio del cual fue obtenido, la calidad microbiolégica del alimento en su
estado fresco o antes de ser tratado, las condiciones higiénicas bajo las que fue
manipulado, la adecuacién de las posteriores condiciones de envasado, la manipulacion
y el almacenamiento, los cuales constituyen factores asociados a la ocurrencia de los
brotes (19).

2.2 Productos lacteos.

Los productos lacteos como la leche, la mantequilla, la nata y el queso, debido a su
composicion quimica, son susceptibles de ser alterados por microorganismos. La leche
es un excelente medio de crecimiento para todos los microorganismos que habitualmente
la alteran, incluidos los mohos y las levaduras. La leche cruda no pasteurizada
generalmente tiene un namero variable de microorganismos, que dependen del cuidado
empleado en el ordefio, en la limpieza y en la manipulacién de los utensilios de la leche
(13). La NOM-243-SSA1-2010 establece las especificaciones sanitarias y nutrimentales
que deben cumplir la leche, férmula lactea, producto lacteo combinado y los derivados
lacteos (29).



2.3 Queso fresco

El término latino de la palabra queso es “caseus”, la FAO lo ha definido de la siguiente
manera: “Queso, es un producto fresco o madurado obtenido por drenaje (del liquido)
tras la coagulacion de la leche, nata, leche desnatada total o parcialmente, grasa lactea o
una combinacion de estos componentes”. El queso es un ingrediente habitual de la
cocina mexicana, algunos de los quesos tipicos mexicanos son el queso fresco o frescal,
amarillo, doble crema, tipo Oaxaca, manchego, Chihuahua, panela, etc. La fabricacion
de queso a nivel nacional se puede dividir en dos grandes grupos. Por un lado, se
encuentra la fabricacion de quesos con leche pasteurizada que cumple con normas
oficiales y por otro lado, la fabricacion de quesos a partir de leche cruda, que sélo por
este motivo no cumplen con las normas sanitarias, lo que implica un riesgo para la salud.
(18).

2.4 Control microbioldgico

El control sanitario en la preparacion de alimentos es determinante para reducir los
factores de riesgo que influyen en la transmision de enfermedades por alimentos para
proteger la salud del consumidor. Como criterios microbioldgicos se pueden utilizar
microorganismos indicadores de contaminacién, la presencia de microorganismos
patdgenos especificos y/o la deteccion de una toxina especifica producida por un
patdégeno. Los microorganismos indicadores que generalmente se cuantifican para
determinar calidad sanitaria de alimentos son mesofilicos aerobios, mohos, levaduras,
coliformes totales, coliformes fecales, entre otros (10).

Normalmente, los criterios microbiolégicos se emplean para evaluar: (i) la seguridad de
un alimento; (ii) la implementacion de Buenas Practicas de Fabricacion; (iii) el
mantenimiento de la calidad (vida datil) de ciertos productos perecederos, y (iv) la

utilidad de un alimento o un ingrediente para un proposito determinado (7).
2.4.1 Mohos y levaduras

Todos los productos alimenticios son susceptibles a la alteracion por mohos, los quesos

gue poseen mohos visibles, a veces albergan especies indeseables (la alteracion conocida



como “pelo de gato” la produce la especiec Mucor racemosus y el “azulado” Penicillium
sp.) (4).

Los hongos y levaduras estdn ampliamente distribuidos en la naturaleza y se pueden
encontrar formando parte de la flora normal de un alimento, 0 como agentes
contaminantes provocando el deterioro fisicoquimico de éstos; ademas pueden sintetizar
metabolitos toxicos termoresistentes. Los mohos y levaduras en los alimentos pueden
utilizarse como un indicador de précticas sanitarias inadecuadas durante la produccion y
el almacenamiento de los productos, asi como el uso de materia prima inadecuada. La
NOM-111-SSA1-1994, establece el método general para determinar el ndmero de
mohos y levaduras viables presentes en productos destinados al consumo humano por

medio de la cuenta en placa a 25x1 °C. (24).
2.4.2 Coliformes totales

Los coliformes son bacilos gramnegativos no esporulados que fermentan la lactosa en 48
horas. En conjunto, estan representados por cuatro géneros de la familia
Enterobacteriaceae: Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella. De los cuales
E. coli es més indicativo de contaminacion fecal que los otros géneros indicados, con

frecuencia es deseable determinar su incidencia en una poblacion de coliformes. (13).
2.4.2.1 Coliformes fecales.

E. coli es el microorganismo marcador de eleccion en la comprobacion o vigilancia de
los alimentos y de los platos preparados tratados mediante calor a los que les han sido
afiadidos condimentos de ultima hora, no tratados por el calor. Estos incluyen el queso
rallado, el salami o las hortalizas frescas, que podrian haber aportado a estos productos
cantidades insignificantes de Enterobacteriaceae totalmente inofensivas. (16). En los
productos lacteos, las pruebas de coliformes no estdn ideadas para indicar la
contaminacion fecal, pero reflejan la higiene general del establo lechero y de la planta
industrial. (13). La NOM-112-SSA1-1994, establece el método microbiolégico para
estimar el nimero de coliformes fecales presentes en productos alimenticios, por medio

del calculo del nimero mas probable (NMP) después de la incubacion a 35 °C. (25).



2.4.3 Staphylococcus aureus

Los estafilococos han sido clasificados en la familia Micrococcaceae que incluye los
géneros Micrococcus, Staphylococcus y Planococcus (7). S. aureus es un coco
grampositivo que se presenta en parejas, cadenas cortas o agrupadas como “racimos de
uvas” (11); sus células tienen un diametro que varia, aproximadamente, desde 0.5 hasta
1.5 um. Son organismos organdtrofos, catalasa positivos (7). Es productor de seis
enterotoxinas (A, B, Ci, C,, D y E) que se diferencian en cuanto a su toxicidad; la
mayoria de las intoxicaciones alimentarias por toxina estafilococica son producidas por
la toxina de tipo A.

Si bien S. aureus es una especie mesofila, algunas de sus cepas son capaces de crecer a
una temperatura tan baja como es la de 6.7 °C; en general, esta especie crece dentro de la
escala de temperaturas comprendida entre 7 °C y 48 °C mientras que las enterotoxinas
son producidas entre 10 °C y 46 °C, estando su temperatura Optima, para dicha
produccién, comprendida entre 40 °C y 45 °C. S. aureus es capaz de crecer en
concentraciones de sal comprendidas entre el 7 % y el 10 %; tiene también un elevado
grado de tolerancia a compuestos tales como el telurito, el cloruro mercurico, la
neomicina, la polimixina, entre otros. Con respecto al pH, es capaz de crecer dentro de la
escala comprendida entre los valores 4.0 y 9.8, aunque su pH éptimo de crecimiento esta
en la escala comprendida entre 6 y 7. (13).

Se encuentran estafilococos en el aire, polvo, aguas residuales, leche y otros alimentos,
equipos de las fabricas de alimentos, superficies del entorno, personas y animales. Los
reservorios primarios son la especie humana y los animales. La intoxicacion humana se
debe a la ingestion de enterotoxinas elaboradas en los alimentos por algunas cepas de S.
aureus, normalmente porque los alimentos no se han conservado a temperaturas
suficientemente altas o suficientemente frias (11).

Una propiedad importante de las enterotoxinas es su termoestabilidad, en general, ni los
tratamientos de pasteurizacion (72 °C durante 15 segundos) ni el calentamiento a
temperaturas muy elevadas (143 °C durante 9 segundos) serian suficientes para inactivar
las enterotoxinas. Entre los alimentos implicados como causantes de intoxicaciones
alimentarias se incluyen carnes y productos carnicos, el pescado y sus derivados, la

leche y los productos lacteos, ensaladas, budines, empanadas, etc. (12).
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La intoxicacion por S. aureus generalmente se define como una enfermedad
autolimitante que se presenta con emesis después de un periodo de incubacidon corto. Sin
embargo, el vomito no es el Unico sintoma que se observa habitualmente; otros sintomas
frecuentes incluyen nauseas, retortijones abdominales, dolores de cabeza, vértigo,
escalofrios, sudoracién y/o abatimiento. En este tipo de intoxicacion puede presentarse
diarrea acuosa con o sin sangre (7). Se estima que un alimento es de riesgo en la
intoxicacion alimentaria por S. aureus, cuando se confirma la presencia de alguna de sus
enterotoxinas o tiene una carga del microorganismo igual o superior a 10° UFC/g (6). La
NOM-115-SSA1-1994, establece el método microbioldgico para determinar la cuenta de

S. aureus presente en alimentos. (27).
2.5 Salmonella sp.

Salmonella es un bacilo gramnegativo, aerobio facultativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, cuyo tamafio oscila entre 0.3-1 um x 1-6 um, son mdviles por
flagelos peritricos o inmdviles, no forman endosporas. Quimiorganétrofos, poseen un
metabolismo oxidativo y fermentativo. Producen &cido y, a menudo, gas durante la
fermentacion de la D-glucosa o de otros hidratos de carbono, catalasa positivos (salvo
raras excepciones), oxidasa negativos. La tabla 1 presenta otras caracteristicas
bioguimicas del género Salmonella.

Tabla 1. Caracteres bioquimicos de Salmonella sp.

Prueba Resultado
Reduccion de nitratos a nitritos +
Fermentacion de azlcares +
Citrato +
Produccion de gas a partir de glucosa +
Produccion de SH, +
Utilizacion de lactosa -
Utilizacion de sacarosa -




Posesion de B-Galactosidasa -

Posesion de Ureasa -

Posesion de Lisina Descarboxilasa -

Posesion de Arginina Deshidrolasa -[+

Fermentacién de manitol +

Produccién de Indol -

Reaccion de VVoges-Proskauer -

Oxidasa _

Catalasa +

Fuente: Adaptada de Bourgeois y col., 1994,

La temperatura 6ptima de crecimiento se encuentra entre 35 °C y 37 °C; sin embargo,
Salmonella puede multiplicarse desde 5 °C a 45-47 °C, aunque a temperaturas inferiores
de 10 °C el crecimiento sufre un retraso considerable. Las temperaturas de refrigeracion
permiten la supervivencia de Salmonella, en tanto que la congelacién provoca un
descenso considerable del nimero de bacterias, aunque nunca su completa desaparicion.
Soportan un rango de pH entre 4.5y 9 con éptimo de 6.5a 7.5.

Salmonella es bastante sensible al NaCl, sin embargo, la concentracion maxima tolerada
es de 5.8 %. El género Salmonella puede diferenciarse en serotipos en funcion de las
estructuras antigénicas de sus cepas. Se distinguen (4):

*  Antigenos somaticos (antigenos O).

*  Antigenos de la cubierta (antigenos capsulares = antigenos K).

*  Antigenos flagelares (antigenos H)

Las personas y los animales son directa o indirectamente la fuente de contaminacion de
los alimentos con Salmonella. Los microorganismos pueden proceder de enfermos
clinicos o de portadores. También pueden proceder de los gatos, perros, cerdos, y
bovinos, aunque las fuentes mas importantes de Salmonella de los alimentos son las aves

y sus huevos y los roedores (12).



De los diversos sectores en la industria carnica, los productos avicolas siguen siendo los
reservorios principales de Salmonella en muchos paises, superando a otros productos
carnicos como la carne de cerdo, la carne de vaca y la carne de carnero como posibles
vehiculos de infeccion. La persistencia de Salmonella en las industrias de carne porcina,
bovina y ovina tiene su origen tanto en la exposicion del ganado a fuentes de
contaminacion ambientales y a piensos contaminados como en la transmision paterna de
la infeccion (7).

Las infecciones humanas con Salmonella pueden producir varias enfermedades clinicas,
que incluyen la fiebre entérica (tifoidea), enterocolitis no complicadas, e infecciones
sistémicas por microorganismos no tifoideos. Las manifestaciones clinicas de la fiebre
entérica aparecen después de un periodo de incubacion que varia desde 7 a 28 dias y
puede incluir diarrea, fiebre prolongada y ondulante, dolor abdominal, dolor de cabeza y
abatimiento. Por lo general, las infecciones humanas con Salmonella no tifoideas acaban
en una enterocolitis que aparece de 8 a 72 horas después del contacto con el patdgeno
invasor, es generalmente autolimitante y la remision de las deposiciones diarreicas no
sanguinolentas y del dolor abdominal suele ocurrir transcurridos cinco dias desde el
comienzo de los sintomas (7).

En la produccion de los brotes de infecciones por Salmonella se hallan implicados un
gran namero de alimentos distintos como la carne de aves y los productos derivados de
la misma. La leche y los productos lacteos, incluso la leche fresca, las leches
fermentadas, los helados, y el queso, han producido infecciones salmonelésicas (12). La
NOM-114-SSA1-1994, establece un método para la determinacién de Salmonella en
alimentos, la cual describe un esquema general que consta de 5 pasos basicos: pre-
enriquecimiento, enriquecimiento selectivo, seleccion en medios sélidos, identificacién

bioquimica y serotipificacion. (26).
2.6 Listeria sp.

Listeria ha sido aislada de diferentes sitios ambientales, como: suelo, agua, efluentes, de
una gran variedad de alimentos y de heces humanas y animales. El habitat natural de
estos microorganismos es probablemente la materia organica vegetal en descomposicion

y los rumiantes domeésticos contribuyen al mantenimiento de Listeria sp. en el ambiente



rural a través de un ciclo continuo de enriquecimiento oral-fecal. EI género Listeria
comprende seis especies: L. monocytogenes, L. ivanovii, L. seeligeri, L. innocua, L.
welshimeri y L. grayi. Las listerias forman parte del grupo de bacterias de afiliacion
incierta. Estan proximas a la familia Lactobacillaceae y pertenecen a la misma seccion
que el género Erysipelothrix (4). ElI género Listeria esta compuesto por bacterias
grampositivas, estrechamente relacionadas con los géneros Bacillus, Clostridium,
Enterococcus, Streptococcus y Staphylococcus. (5). Crecen entre 0 °C y 42 °C; son mas
resistentes, al calor que Salmonella y se destruyen por pasteurizacion. La especie que
mas preocupa por lo que concierne a las toxiinfecciones alimentarias es L.
monocytogenes (11).

L. monocytogenes es un bacilo corto, grampositivo, dotado de movilidad, capaz de
crecer a 4 °C (12), puede agruparse en empalizada, a veces cocobacilar, no es acido-
alcohol resistente, catalasa positivo, oxidasa negativo. Es una bacteria aerobia facultativa
que se desarrolla mejor en presencia de una tension reducida de oxigeno. Su pH 6ptimo
de crecimiento esti proximo a la neutralidad (7.2-7.6). El pH limite esta alrededor de
5.6. En cuanto a las temperaturas esta bacteria puede proliferar entre 3 °C y 45 °C
(temperatura éptima 30 °C - 37 °C). A 4 °C se multiplica mejor que otras bacterias
presentes en los quesos (4). Las tablas 2 y 3 muestran algunos parametros de
identificacion de Listeria.

Tabla 2. Diferenciacion de géneros relacionados con Listeria.

Listeria Lactobacillus | Erisypelothrix | Enterococcus
Microscopia cocobacilar bacilar bacilar COCO0S

Catalasa + - - -

Vancomicina S R R S/IR
Movilidad + - - -/+
Produccion de - - + -

SH,

Bilis esculina + - - +
NaCl 6.5 % + - - +
B-hemodlisis \Y - - \Y

Fuente: Callejo y col., 2008.



Tabla 3. Diferenciacion fenotipica de especies del género Listeria.

o 8
© = 8 2 UC) = E
Caracteristicas s 2 S = = g; e 5
| = = c S @ 2
L i
B-hemolisis - - ++ ++ + + -
Prueba de CAMP
S.aureus - - - - + + -
R.equi - - + + -/+ - -
Fermentacion de:
Manitol + - - - - - -
L-ramnosa \Y \Y - - + - \Y
D-xilosa - - + + - + +
e . N N
Hidrolisis de hipurato - + + + + 0 °
determinado determinado
., . N N
Reduccioén de nitratos - - - - - 0 0
determinado determinado
1/2a, 1/2b,
1/2c, 3a,
4ab 1/2a, 1/2b,
) . 3b, 3c, 4a, 1/2b, 4c,
Serotipo Especifico 6a 5 5 1/2c, 4b,
4ab, 4b, 6a, 6b
6b 4d, 6b
4c, 4d, 4e,
7
Patogenicidad murina - - + ? + - -
Suelo,
Suelo, .
) alimento,
alimento,
i No No heces. No No
Ecologia ) ) heces. i ) )
patégeno patdgeno ) Pat6geno patogeno patégeno
Patogeno
. humano y
animal )
animal

Fuente: Callejo y col., 2008.

Considerando los antigenos somatico (O) y flagelar (H), las cepas de L. monocytogenes
pueden ser clasificadas en 13 serotipos; sin embargo, se ha determinado que solo 3
(1/2a, 1/2b y 4b), son responsables de mas de 98 % de los casos de listeriosis en

humanos (31).

2.6.1 Caracteristicas de la enfermedad.

L. monocytogenes es responsable de infecciones oportunistas que afectan
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preferentemente a individuos cuyo sistema inmune es débil, como mujeres gestantes,
recién nacidos y ancianos. (11). La enfermedad se manifiesta como una
meningoencefalitis aunque también puede producir un cuadro de septicemia. Puede
iniciar de forma repentina, con dolor intenso de cabeza, fiebre, nalseas, vomito e
irritacion de las meninges. El periodo de incubacion es de tres semanas (8).

Dentro de las formas clinicas de la enfermedad, la listeriosis gastrointestinal no invasiva
es la forma mas habitual. Aparentemente es una causa infrecuente de diarrea febril
esporadica. Aproximadamente 24 horas después de la ingesta del alimento contaminado
los pacientes o bien se convierten en pacientes asintomaticos o sufren deposiciones
acuosas, nauseas, vomitos, cefalea, artromialgias y fiebre, sintomas que suelen limitarse
en dos dias, salvo que padezcan algun tipo de inmunodepresion.

Otra forma clinica es la listeriosis invasiva que puede desencadenar en (22):

» Enfermedad gestacional y neonatal. La gravedad radica en que —sobre todo en el
tercer trimestre- suele presentarse aborto, muerte fetal intrauterina, mayor tasa de
cesareas, prematuridad, sepsis y muerte neonatal.

» Bacteriemia. La forma clinica més frecuente en inmunodeprimidos.

» Infeccion del sistema nervioso central. Los pacientes pueden tener meningitis,
meningoencefalitis o cerebritis.

» Endocarditis. Es una rara y grave complicacion de la bacteriemia.

2.6.2 Patogenia.

El motivo por el que L. monocytogenes produce una grave infeccién, se debe a la
capacidad que tiene de inducir su propia fagocitosis por células fagociticas y no
fagociticas del huésped, seguido por la replicacion en el interior de las mismas y su
transferencia directa a otra célula. Como L. monocytogenes es un microorganismo
intracelular, se disemina protegido de las defensas del huésped incluyendo anticuerpos y
complemento. Una intrincada serie de factores de virulencia son producidos por L.
monocytogenes para facilitar cada paso en su proceso de invasion. Varios de estos
factores han sido identificados (5).

a) Internalina (InlA) e InIB y/o otros factores de internalizacion.

b) Listeriolisina O (LLO) y las fosfolipasa C fosfatidil inositol especifica (PI-PLC).

11



c) Transportador de fosfato hexosa bacteriano (Hpt) y una ligasa protein lipoato
(LpLAL).

d) Filamentos de actina (ActA).

e) Fosfolipasa C fosfatidilcolina especifica (PC-PLC).

2.6.3 Transmision.

El principal alimento responsable de la transmision de la listeriosis al hombre ha sido la
leche cruda. La contaminacion de los productos lacteos es heterogénea, accidental y
poco intensa (4). Se ha determinado que L. monocytogenes ingresa a través de la
vestimenta, el calzado, las manos de los operarios, como también con los utensilios, el
equipamiento y los materiales utilizados. Dada la dificultad para impedir su ingreso a los
lugares de procesamiento, es necesario tomar medidas rigurosas para su eliminacion
durante los procesos de limpieza e higienizacion y conocer los parametros que limitan su
desarrollo.

L. monocytogenes forma biopeliculas o “biofilm” en superficies donde han quedado

residuos organicos lo cual dificulta la accion de los higienizantes. (23).
2.6.4 Identificacion.

La NOM-143-SSA1-1995, establece el método para detectar la presencia de L.

monocytogenes. (28).
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3. MARCO DE REFERENCIA

» Félix y col. en el afio 2005 realizaron una investigacion de la calidad sanitaria de
diversos alimentos disponibles al publico en Ciudad Obregon, Sonora, México; los
parametros microbiolégicos investigados fueron: mesofilicos aerobios, coliformes
totales, coliformes fecales, Salmonella spp., Staphylococcus aureus, Vibrio
parahaemolyticus y Vibrio vulnificus. Las determinaciones microbioldgicas se llevaron a
cabo utilizando los métodos oficiales establecidos por la Secretaria de Salud. Los
resultados para queso fresco fueron: 3 de las muestras (n=35) presentaron valores dentro
de norma para coliformes fecales, con rangos de 500 a 1100 NMP/g de alimento; para
Salmonella sp. ninguna muestra tuvo presencia de este microorganismo (9).

» Martino y col. en el afio 2005 determinaron la incidencia de Listeria en 54 muestras
de quesos y 98 de embutidos y ahumados, comercializados en Cuba. Se llevo a cabo un
método convencional para la deteccién cuantitativa y cualitativa de Listeria
monocytogenes segun la norma UNE-EN ISO 11290, ademé&s se realizaron pruebas
bioquimicas adicionales para la identificacion de otras cepas de Listeria. Para la
deteccion cuantitativa se aplicO una prueba de diagnostico rapido. Listeria
monocytogenes se aislé en queso azul, salchichon y mortadela; Listeria innocua en
queso frescal, queso cubanito, chorizo, longaniza magro y morcilla y Listeria welshimeri
en salchichas (14).

» Albarracin y col. en el afio 2006 realizaron una estimacion de la proporcion de
Listeria monocytogenes y Salmonella sp. en quesos frescos y queso doble crema
producidos y comercializados en el Municipio de Pamplona, Norte de Santander. La
técnica utilizada para el aislamiento e identificacion de Listeria monocytogenes fue la
descrita por INVIMA en 1998 y para el aislamiento e identificacién de Salmonella sp. la
técnica convencional. Con relacion a los patogenos analizados, se lograron aislar
3lcepas correspondientes al género Listeria distribuidas asi: 11 de Listeria
monocytogenes y 20 de otras especies. Para el caso de Salmonella sp. no se encontrd
evidencia de ella en los productos analizados, lo cual no significa su ausencia en ellos,

sino que factores como el pH &cido de los quesos, la baja disponibilidad de azlcares
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para su desarrollo y tensiones de oxigeno bajas en el queso pueden enmascarar la
presencia de este microorganismo (1).

» Alcazar y col. en el afio 2006 realizaron un estudio para la deteccion de Salmonella
sp. y Listeria monocytogenes en quesos frescos y semimadurados que se venden en
algunos “mercados sobre ruedas” en la ciudad de México mediante la técnica de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), asi como con los métodos convencionales
segln la normativa correspondiente para cada microorganismo. Se analizaron 120
muestras seleccionadas al azar; del total de muestras analizadas con la técnica de PCR,
solo tres resultaron positivas a Salmonella sp., en ninguna estuvo presente L.
monocytogenes, en contraste con los resultados de los métodos bacterioldgicos, por
medio de los cuales no se obtuvo ningln resultado positivo (2).

» Baquero y col. en el afio 2006 evaluaron la presencia de L. monocytogenes en
quesos frescos artesanales comercializados en la plaza de mercado de Caqueza,
Cundinamarca. Se analizaron 30 quesos utilizando el metodo horizontal para el
aislamiento de L. monocytogenes; enriquecimiento selectivo primario, aislamiento
selectivo, purificacion e identificacion. Segun los datos obtenidos el 80 % de las
muestras positivas para Listeria sp. presentaron L. monocytogenes y el 20 % L. innocua.
De la misma forma, se determiné que el 100 % de los quesos presentaban alguna
contaminacion microbiana (3).

» Quintero en el afio 2009 evalud la calidad sanitaria en quesos frescos artesanales
que se consumen en la Ciudad de México. Analiz6 30 muestras, de las cuales en el 61.5
% E. coli estuvo presente y S. aureus se aisl6 en el 77 % de los casos segln la técnica
rapida de las placas Petrifilm 3M®. Posteriormente se hizo la recuperacion de cepas para
su identificacion bioquimica con el sistema API; ninguna de las cepas ensayadas resulto
ser E. coli y Gnicamente el 7.14 % resulto6 ser S. aureus (20).

» Marrufo en 2011 analizo la calidad sanitaria de queso tipo panela a nivel mercado
sobre ruedas y tianguis en el Estado de México. Se analizaron 30 quesos; 24 (83 %) de
ellos fueron positivos para coliformes fecales por la técnica del nimero méas probable de
las cuales 23 (76 %) se encontraron fuera de la especificacion. 29 (97 %) muestras
tuvieron presencia de S. aureus aungue solo 8 (26.67 %) presentaron valores fuera de la

norma. 21 (70 %) muestras presentaron mohos y levaduras, de las cuales solo 2 (6.67 %)
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estuvieron fuera de la norma. Hubo ausencia de Salmonella en el 100 % de las muestras
(15).

» Muiioz y col. en el afio 2011 llevaron a cabo un estudio para evaluar la presencia de
Listeria monocytogenes en alimentos listos para el consumo, procedentes de plazas de
mercado y delicatessen de supermercados de cadena en Bogota, D.C; donde se
analizaron 600 alimentos. Se utilizaron metodologias de referencia de presencia o
ausencia de L. monocytogenes en 25 g o mL de alimento. De las 600 muestras
analizadas, 68 fueron positivas para L. monocytogenes, 26 procedieron de delicatessen,
42 de plazas de mercado. Los quesos frescos y los quesos madurados mostraron mayor

contaminacion de L. monocytogenes que el resto de alimentos del estudio (17).
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a que no existen reportes que alerten a la sociedad sobre el consumo de queso
fresco y su importancia en las enfermedades de trasmision alimentaria (ETAS), se
planted realizar un estudio para evaluar la calidad microbioldgica de uno de los
alimentos que se consume con gran frecuencia dentro de la dieta diaria, el queso. Ya que
este tipo de alimento es producido en la mayoria de los casos por pequefios empresarios,
donde las condiciones de elaboracién, conservacion, traslado y distribucion suelen ser
muy diferentes unas de otras, y en muy pocas ocasiones se apegan a la normativa
vigente aprobada por las autoridades sanitarias.

Por esta razon es preciso analizar y evaluar la presencia de ciertos microorganismos que
pueden resultar patdgenos para el hombre como Salmonella sp. y Listeria sp.; del mismo
modo, se incluyé en el trabajo indicadores de buenas practicas higiénicas en la
produccién de alimentos, asi como de la calidad de la materia prima utilizada en dicho

proceso.
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5. JUSTIFICACION

En México no existen registros en cuanto a la notificacion de casos de enfermedades
gastrointestinales y su relacion con el consumo de alimentos que se expenden en la via
publica. Los quesos frescos elaborados a partir de leche que no son sometidos a
tratamientos rigurosos como la pasteurizacion antes de ser consumidos, constituyen una
fuente potencial de transmision de patdgenos causantes de enfermedades como
Salmonelosis, Listeriosis, enfermedades entéricas y en general enfermedades que se
caracterizan por fiebre, diarrea y vomito.

Salmonella sp. es una de las bacterias de mayor importancia en quesos ya que llega a
estos alimentos por contaminacion a partir de las manos del ordefiador, por heces de los
animales, por contaminacion del equipo de ordefio, por aguas contaminadas o por una
deficiente coccidn en la materia prima. Diversos estudios han demostrado la presencia
de Listeria monocytogenes en quesos frescos siendo este un microorganismo emergente
que ha cobrado especial importancia en los Gltimos afios debido a su tasa de mortalidad
(aproximadamente 30 %).

Basado en el hecho de que actualmente algunos de los alimentos que se consumen son
elaborados en condiciones poco higiénicas a pesar del existente control por parte de la
autoridad sanitaria, se realizo el estudio del queso, cuya elaboracién tiene una excesiva
variabilidad en cuanto a las condiciones de fabricacion, el origen de la materia prima, el
proceso mismo, su conservacion y distribucién; siendo todas estas variables
condicionantes para la calidad alimentaria del producto; por lo que surge el interés de
conocer la presencia de Salmonella sp. y Listeria sp. particularmente en quesos frescos

de venta en mercados publicos ubicados en la zona Norte de la Ciudad de Puebla.
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6. OBJETIVOS

6.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la calidad sanitaria e investigar la presencia de patdgenos bacterianos
(Salmonella sp. y Listeria sp.) en quesos frescos de venta en mercados publicos ubicados
en la zona Norte de la Ciudad de Puebla (Mercado Ignacio Zaragoza, Mercado Miguel
Hidalgo y Costilla, Mercado Municipal La Acocota, Mercado José Maria Morelos y

Pavon).

6.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar recuento de mohos y levaduras, de acuerdo con la NOM-111-SSA1-1994.
e Realizar recuento de bacterias coliformes fecales, de acuerdo con la NOM-112-
SSA1-1994.

e Realizar recuento de Staphylococcus aureus, de acuerdo con la NOM-115-SSA1-
1994,

e Aislar e identificar Salmonella sp., de acuerdo con la NOM-114-SSA1-1994.
e Aislar e identificar Listeria sp., de acuerdo con la NOM-143-SSA1-1995.
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7. DISENO DE LA INVESTIGACION

7.1. Tipo de estudio

Prospectivo, observacional, transversal y descriptivo.

7.2. Universo del estudio
Quesos frescos elaborados a partir de leche de vaca

7.3. Tamanio de la muestra

El tamafio de la muestra fue de 40 piezas de queso fresco (diez muestras por mercado)
recolectadas aleatoriamente en 4 mercados de la zona norte de la Ciudad de Puebla
(Mercado Ignacio Zaragoza, Mercado Miguel Hidalgo, Mercado Municipal la Acocota,

Mercado José Maria Morelos y Pavdn).

7.4. Toma de muestra

Las muestras se obtuvieron haciendo una compra cotidiana aleatoria del producto, que
fue entregado en las bolsas cominmente utilizadas para su venta, y fueron transportadas
al laboratorio bajo las condiciones adecuadas de refrigeracion. El periodo de muestreo
abarcd del 15 de junio al 10 de julio de 2015.

7.5. Sede y lugar de estudio
Las muestras fueron procesadas en el Laboratorio de Microbiologia ubicado en el
edificio 105A perteneciente a la Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita

Universidad Autdbnoma de Puebla.

7.6. Criterios de inclusion:
— Queso fresco hecho a base de leche de vaca.
— Queso fresco de venta en los mercados publicos sefialados.

— Queso fresco de venta a granel.
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7.7. Criterios de exclusion:

— Queso fresco hecho a base de leche diferente a la de vaca.

— Queso fresco de venta en expendios establecidos fuera de los mercados publicos
antes sefialados.

— Queso fresco empacado previamente para su venta.

— Queso fresco obtenido en domicilios particulares.

7.8. Criterios de eliminacion:

— Quesos frescos contaminados por factores externos durante el transporte.

7.9. Recursos humanos
Director de tesis: M.S.P. Carlos Cabrera Maldonado
Asesor de tesis: M.C Gloria Ledén Tello

Tesistas: Maria Jaqueline Garcia Garcia y Mariana Velazquez Garcia

7.10. Recursos financieros

Esta investigacion fue financiada por el Cuerpo Académico Microbiologia 038, de la
Facultad de Ciencias Quimicas de la Benemérita Universidad Auténoma de Puebla; y
forma parte del proyecto “Investigacion de patégenos bacterianos en diversos alimentos
que se consumen en la ciudad de Puebla de venta en mercados publicos.”, aprobado por

la Direccién General de Planeacion Institucional - BUAP.
7.11. Andlisis estadistico de la informacion:

Se utiliz6 una estadistica descriptiva mediante tablas y gréficas para representar los

resultados.
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8. MATERIALES Y METODOLOGIA

8.1. Recursos materiales:

Todo el material, equipo, medios de cultivo y reactivos del laboratorio de Microbiologia
Sanitaria.

Cepas:

— ATCC 25923 de S. aureus, donada por el Dr. Rigoberto Herndndez Castro del
Hospital Gral. Gonzélez, México, D.F.

— ATCC 14028 de Salmonella typhi, donada por el Dr. Rigoberto Hernandez Castro
del Hospital Gral. Gonzélez, México, D.F.

— Cepa de Listeria sp., recuperada de un paciente y donada por el Hospital del Nifio

Morelense.

8.2. Metodologia:
Para la realizacion de este trabajo se siguio el diagrama No.1
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DIAGRAMA No.1 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

| g
L Rl

— Indicadores { Patogenos

Mohos y levaduras Listeria sp. ‘
NOM-111-SSA1-1994 NOM-143-SSA1-1995

Coliformes fecales Salmonella sp.
NOM-112-SSA1-1994 NOM-114-SSA1-1994

NOM-115-SSA1-1994

Staphylococcus aureus l

Analisis y discusion |
de resultados

Conclusion

Fuente: Disefio del estudio.
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Para la realizacion del recuento de mohos y levaduras, se llevé a cabo el diagrama No.2

DIAGRAMA No.2 RECUENTO DE MOHOS Y LEVADURAS EN ALIMENTOQOS.

Pesar 10 g de muestra en 90 mL de agua peptonada

= €------

Preparar diluciones 10, 10%y 107

v
Inocular la caja Petri correspondiente a cada dilucion (1mL).

Vertir PDA acidificado

con acido tartarico (10 %)

|
1
1
1
:
1
1
v
Incubar placasa 25+ 1 °C
1
:
;

Leer resultados a los 3, 4 y 5 dias.

Placa contable
10 — 150 UFC

4d----—-—"=-—=-=-==-=

Reportar UFC de mohos 6 levaduras por gramo de muestra.

Fuente: Secretaria de Salud (1994a).
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Para la determinaciédn de coliformes fecales, se llevé a cabo el diagrama No.3

DIAGRAMA No.3 DETERMINACION DE COLIFORMES FECALES POR LA
TECNICA DEL NUMERO MAS PROBABLE.

--- Pesar 10 g de muestra en 90 mL de agua peptonada

! 1

L

: 1

1 P : v

. Preparar diluciones 10™, 102y 10

1 1 i

kR !

! 1

S v

ru E Inocular 3 tubos de caldo lauril sulfato por cada dilucion (1mL).

(i |

! 1

L :

vl | gmmm e Incubar a 36 + 1 °C/24h.
Vo 1

1 1 1

ca 2z

! 1

E E Leer resultados - - - »tubos con formacion de gas (+)
E E i tubos sin formacion de gas (-)
|

€ v

! (:] E Inocular tubos de Caldo EC por cada tubo positivo (2-3 asadas).

1 1 1

) :

i :

N | e Incubar a 44.5 °C/24h.
- |

1 1 1

pa! v

E t | Leer resultados. Buscar NMP de microorganismo en las tablas.

i |

LV :

1 | 1

La Y

Reportar Numero mas probable (NMP) de coliformes por gramo de muestra.

Fuente: Secretaria de Salud (1994b).
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Para el recuento de Staphylococcus aureus, se llevé a cabo el diagrama No.4

DIAGRAMA No.4 RECUENTO DE Staphylococcus aureus.

Pesar 10 g de muestra en 90 mL de agua peptonada
|

v
Preparar diluciones 10*, 102y 107
1

v
Inocular 1 placa de agar Baird-Parker por cada dilucion (100 pL).

Extender el inéculo

con una varilla de vidrio

]
1
1
I
I
1
1
1
1
1

v

Incubar a 36 + 1 °C /24 h.

Leer resultados;
seleccionar colonias

v caracteristicas.

Realizar prueba de coagulasa

Incubar
36+1°C/24 h.

v
Leer resultados.

Realizar célculos

v
Reportar Staphylococcus aureus UFC por gramo de muestra.

Fuente: Secretaria de Salud (1994d).
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Para la investigacion de Salmonella sp. se llevo a cabo el diagrama No.5

DIAGRAMA No.5 INVESTIGACION DE Salmonella sp.

Pesar 25 g de muestra en 225 mL de caldo lactosado

I
. Pre-enriquecimiento E i <----- Incubar 36 + 1 °C/24 h.

v
Inocular 1 tubo de caldo Rappaport y tetrationato respectivamente (1mL).

q------ Incubar 44.5° C/24 h.

4-------

Sembrar en medios de cultivo para Salmonella (SS, sulfito de bismuto, verde brillante)

|

: Aislamiento E i «G------ Incubar 36 + 1 °C/24 h.,
I
|

v
Seleccionar colonias caracteristicas y realizar pruebas bioquimicas.

4------ Incubar 36 + 1 °C/24 h

4-------

Leer pruebas bioquimicas
:
|
I
v
Reportar presencia o ausencia de Salmonella en 25 g de muestra.

Fuente: Secretaria de Salud (1994c).
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Para la investigacion de Listeria sp. se llevo a cabo el diagrama No.6

DIAGRAMA No.6 INVESTIGACION DE Listeria sp.

Pesar 25 g de muestra en 225 mL de caldo Listeria

i Incubar 30 °C/24 - 48 h.

v
Sembrar en medios de cultivo para Listeria (PALCAM)

Incubar 30 °C/24 - 48 h.

Hemodlisis, reduccion de nitratos,
movilidad, utilizacién de esculina,
prueba de CAMP.

v
Reportar presencia o ausencia de Listeria en 25 g de muestra.

Fuente: Secretaria de Salud (1995).
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9. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS

Se recolectaron 40 muestras de queso fresco obtenidas en mercados publicos ubicados
en la zona Norte de la ciudad de Puebla, mediante un muestreo no probabilistico por
seleccién intencional durante los meses de Junio y Julio del afio 2015. La Tabla No. 4

muestra los resultados obtenidos para cada grupo de microorganismos.

Tabla No. 4. Resultados de los analisis microbiolégicos realizados a quesos frescos provenientes de

mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla.

No. de CF Mohos Levaduras S. aureus
muestra (NMP/g) (UFCI/qg) (UFCl/g) (UFCl/g)

1 >1100 60 20 10
2 >1100 20000 1500 10
3 >1100 160 10 10
4 >1100 700 50 1400
5 >1100 8500 70 10
6 >1100 14000 10 10
7 >1100 2000 112000 160000
8 11 10 10 10
9 >1100 320 10 10
10 <3 950 220 10
11 >1100 1360 300 10
12 240 500 10 10
13 11 800 10 10
14 >1100 1420 650 10
15 <3 260 10 10
16 4 650 10 10
17 1100 660 10 10
18 >1100 10 10 10
19 240 280 10 10
20 1100 142 10 10
21 >1100 210 10 10
22 150 150 10 10
23 93 570 10 10
24 11 10 10 10
25 14 10 10 10
26 >1100 10 10 10
27 460 200 10 10
28 >1100 980 150 10
29 >1100 400 10 10
30 >1100 10 10 10
31 >1100 10 10 10
32 >1100 42000 7300 10
33 <3 10 10 10
34 >1100 12400 400 10
35 1100 150 10 10
36 <3 300 10 10
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37 7 6000 1500 10
38 >1100 10 10 10
39 >1100 240 10 10
40 <3 4000 150 10

Fuente: Resultados de laboratorio

La Tabla No.5 muestra los resultados obtenidos expresados logaritmicamente (Logio) para

facilitar su representacion gréfica y la visualizacion de los mismos.

Tabla No. 5 Expresion logaritmica de los resultados de los analisis microbiol6gicos realizados a quesos

frescos provenientes de mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla.

No. de CF Mohos Levaduras S. aureus
muestra | Log (NMP/g) | Log (UFC/g) | Log (UFC/g) | Log(UFC/qg)
1 3.0 1.8 1.3 1.0
2 3.0 4.3 3.2 1.0
3 3.0 2.2 1.0 1.0
4 3.0 2.8 1.7 3.1
5 3.0 3.9 1.8 1.0
6 3.0 4.1 1.0 1.0
7 3.0 3.3 5.0 5.2
8 1.0 1.0 1.0 1.0
9 3.0 2.5 1.0 1.0
10 0.5 3.0 2.3 1.0
11 3.0 3.1 2.5 1.0
12 2.4 2.7 1.0 1.0
13 1.0 2.9 1.0 1.0
14 3.0 3.2 2.8 1.0
15 0.5 2.4 1.0 1.0
16 0.6 2.8 1.0 1.0
17 3.0 2.8 1.0 1.0
18 3.0 1.0 1.0 1.0
19 2.4 2.4 1.0 1.0
20 3.0 2.2 1.0 1.0
21 3.0 2.3 1.0 1.0
22 2.2 2.2 1.0 1.0
23 2.0 2.8 1.0 1.0
24 1.0 1.0 1.0 1.0
25 1.1 1.0 1.0 1.0
26 3.0 1.0 1.0 1.0
27 2.7 2.3 1.0 1.0
28 3.0 3.0 2.2 1.0
29 3.0 2.6 1.0 1.0
30 3.0 1.0 1.0 1.0
31 3.0 1.0 1.0 1.0
32 3.0 4.6 3.9 1.0
33 0.5 1.0 1.0 1.0
34 3.0 4.1 2.6 1.0
35 3.0 2.2 1.0 1.0
36 0.5 2.5 1.0 1.0
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37 0.8 3.8 3.2 1.0
38 3.0 1.0 1.0 1.0
39 3.0 2.4 1.0 1.0
40 0.5 3.6 2.2 1.0

Fuente: Resultados de laboratorio

Los resultados de los andlisis de las muestras de queso fresco reflejaron recuentos de
coliformes fecales (CF) que oscilaron entre >1100 NMP/g (3.0 Log NMP/g) como méximo
y <3 NMP/g (0.5 Log NMP/g) como minimo, con un valor promedio y desviacion estandar

de 2.3+1.04 Log NMP/g. Como se observa en la grafica No. 1
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Grafica No. 1 Representacion logaritmica del NMP de coliformes fecales obtenidos en 40 muestras de queso

fresco de venta en mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla. Fuente: Tabla No. 5

La elevada presencia de coliformes fecales en las muestras, no indica necesariamente
contaminacion por el hombre en el caso especial de los quesos, ya que la misma puede
deberse a diversas causas, que van desde el origen de la leche hasta el manejo inadecuado
del mismo producto posterior a su elaboracion. Sin embargo, la presencia de E. coli
representa un peligro latente para el consumidor, dado que este microorganismo también es
causante de enfermedades gastrointestinales severas en algunos casos.

Es importante sefialar que los productos que se comercializan en los mercados
seleccionados para el muestreo provienen de pequefios empresarios, los cuales no siempre
cuentan con la infraestructura necesaria para establecer controles de calidad adecuados en

la elaboraciédn de sus productos.
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La NOM-243-SSA1-2010 establece como limite méximo permitido 100 UFC/g de E. coli
(2 Log UFC/g) (29). Conforme a este pardmetro, el 30 % (12/40) de las muestras se
encontraron por debajo del valor maximo permitido para el caso de coliformes fecales, lo

cual puede observarse en la grafica No. 2

Grafica No. 2 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de
mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: Coliformes

fecales. Fuente: Tabla No. 4

Los resultados obtenidos en la investigacién son similares a los realizados por Félix y col.
(9), Quintero (20) y Marrufo (15).

Respecto a los recuentos de hongos y levaduras (H y L) presentaron valores que oscilaron
entre 42000 UFC/g (4.6 Log UFC/g) siendo el maximo y <10 UFC/g (1 Log UFC/qg) el
minimo obteniendo un valor promedio y desviacion estandar de 2.5+1.0 Log UFC/g para el

caso especifico de los hongos, como se observa en la gréafica No. 3
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Grafica No. 3 Representacion logaritmica de las UFC/g de hongos obtenidos en 40 muestras de queso fresco

de venta en mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla. Fuente: Tabla No. 5

Mientras que para las levaduras se obtuvieron 112000 UFC/g (5 Log UFC/g) como maximo

y <10 UFC/g (1 Log UFC/g) como minimo, con un valor promedio y desviacion estandar

de 1.5+0.97 Log UFC/g, como puede observarse en la grafica No. 4
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Gréfica No. 4 Representacion logaritmica de las UFC/g de levaduras obtenidos en 40 muestras de queso

fresco de venta en mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla. Fuente: Tabla No. 5
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El significado sanitario de la presencia de hongos y levaduras en los quesos es indicador de
la calidad de la materia prima con la que se elaboran los productos, asi como de las
condiciones de almacenamiento; por lo que los resultados obtenidos sugieren que solo la
mitad de las muestras se mantuvieron en condiciones adecuadas de almacenamiento y/o
transporte. No obstante, no se puede afirmar que la materia prima no fue adecuada, debido
a que se desconoce la forma de elaboracion de cada producto. La presencia de hongos
filamentosos principalmente puede llegar a representar un peligro para la salud del
consumidor debido a que este tipo de microorganismos tiene la capacidad de producir
toxinas que generalmente son dafiinas para el ser humano.

La NOM-243-SSA1-2010 establece como limite méximo permitido 500 UFC/g de hongos
y levaduras (2.7 Log UFC/g) (29). Conforme a este parametro 57 % (23/40) tuvieron
valores aceptables en cuanto a la presencia de hongos y 87 % (35/40) para la especificacion

referente a levaduras, lo cual puede observarse en las graficas No. 5y No. 6

NO CUMPLE
43 %

Grafica No. 5 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de
mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: Hongos.
Fuente: Tabla No. 4
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Gréfica No. 6 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de
mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: Levaduras.
Fuente: Tabla No. 4

Los estudios realizados por Marrufo (15) en el Estado de México en 2011, donde se
analizaron 30 quesos tipo panela a nivel mercado sobre ruedas y tianguis reportan que el 70
% (21/30) de las muestras presentaron mohos y levaduras, de las cuales solo el 6.67 %
(2/30) estuvieron fuera de la NOM. (29)

Para el caso de S. aureus se obtuvieron valores de 160000 UFC/g (5.2 Log UFC/g) y 1400
UFC/g (3.1 Log UFC/g) en solo dos muestras, para el resto de ellas el valor fue <10 UFC/g

(1 Log UFC/g), como se observa en la grafica No. 7
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Gréfica No. 7 Representacion logaritmica de las UFC/g de S. aureus obtenidos en 40 muestras de queso

fresco de venta en mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla. Fuente: Tabla No. 5

Los resultados para S. aureus muestran una baja incidencia del microorganismo, por lo cual
se puede inferir que el menor nimero de muestras tuvo contacto con los manipuladores
previo a su venta, esto debido a que el microorganismo se encuentra presente
principalmente en piel y mucosas humanas. La escasa presencia de este microorganismo
dentro de las muestras indica que no existe riesgo potencial para el consumidor ya que la
produccion y concentracion de toxinas es minima.

La NOM-243-SSA1-2010 establece que para el caso de los quesos frescos, los valores
maximos permitidos de S. aureus son de 1000 UFC/g (3 Log UFC/g) (29). Unicamente el 5
% (2/40) de las muestras tuvieron valores fuera de lo permitido, por lo que el 95 % (38/40)
restante se encontr6 dentro de lo que marca la NOM, lo cual se representa en la gréafica No.
8
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Grafica No. 8 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de
mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: S. aureus.
Fuente: Tabla No. 4

Estos resultados fueron similares a los obtenidos por Marrufo (15) y Quintero (20).

No se recuperd ninguna cepa de Salmonella sp. ni de Listeria monocytogenes. El hecho de
que estos dos patdgenos no se encontraran en las muestras puede sugerir que hasta cierto
punto los productores de estos quesos controlan la presencia de microorganismos
patdgenos, evidenciando asi que la inocuidad para la venta de quesos frescos es la minima
necesaria establecida por la autoridad sanitaria; otra causa de la ausencia de estos
microorganismos dentro de las muestras puede ser que las condiciones de cada uno de los
quesos no permitieron su desarrollo y posterior recuperacion adin con las técnicas de pre-
enriquecimiento. Sin embargo, se recuper6 una cepa perteneciente al género Listeria,
identificada como Listeria seeligeri.

Se ha documentado en la bibliografia que L. seeligeri no se considera experimentalmente
como una bacteria patdgena. Hasta el momento Rocourt y col. (21) ha reportado un solo
caso de infeccion humana en un adulto inmunocompetente con meningitis purulenta aguda
causada por L. seeligeri. El paciente se recuperé rapidamente después de la administracién
de ampicilina y gentamicina, pero desarrolld6 graves secuelas neuroldgicas (epilepsia,
hidrocefalia) un afio después del episodio agudo. Esta evidencia puede sugerir que L.

seeligeri, pude causar dafios severos en pacientes previamente sanos, por tal razédn
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encontrarla en alimentos crudos podria ser una peligro latente para cualquier grupo de
consumidores, pero esencialmente para aquellos grupos vulnerables.

La NOM-243-SSA1-2010 establece que Salmonella sp. y Listeria monocytogenes deben
estar ausentes en 25g de muestra en el caso de quesos frescos (29). Por lo tanto, el 100 %

de las muestras cumple con la especificacion como lo muestran las siguientes gréficas.

Gréfica No. 9 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de mercados
publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: Salmonella sp. Fuente:
Tabla No. 4

Gréfica No. 10 Cumplimiento de los resultados obtenidos en muestras de queso fresco provenientes de
mercados publicos de la zona Norte de la Ciudad de Puebla en base con la NOM-243-SSA1-2010: Listeria

monocytogenes. Fuente: Tabla No.4
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Los estudios realizados por Felix y col. (9) en Ciudad Obregdn, Sonora, y por Marrufo (15)
en el Estado de México fueron similares a nuestra investigacion en la busqueda de este
patdgeno gastrointestinal: ausencia de Salmonella sp. en quesos frescos.

A pesar de lo anterior, Albarracin en 2006 (1) realiz6 un estudio para investigar la presencia
de Listeria monocytogenes y Salmonella sp. en 185 quesos, logrando aislar 31cepas
correspondientes al género Listeria: 11 de Listeria monocytogenes y 20 de otras especies.
Para el caso de Salmonella sp. no se encontr6 evidencia de ella en los productos analizados.
Mientras que Alcazar (2) realiz6 un estudio para detectar Salmonella sp. y Listeria
monocytogenes en quesos frescos de venta en “mercados sobre ruedas”; se analizaron 120
muestras por PCR y solo tres cepas resultaron positivas a Salmonella sp., pero, en ninguna
muestra estuvo presente L. monocytogenes, en contraste con los resultados de los métodos

bacteriolégicos, por medio de los cuales no se obtuvo ningun resultado positivo.

Sin embargo, en otras investigaciones Martino y col. (14), Baquero y col. (3), y Mufioz y
col. (17) han recuperado L. monocytogenes, L. innocua y L. welshimeri en otro tipo de

quesos.
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10. CONCLUSIONES.

% Los quesos de venta en los mercados publicos donde se obtuvieron las muestras
cumplen con los parametros establecidos por la NOM-243-SSA1-2010 para Staphylococcus
aureus y Levaduras; excepto el 5% del total de muestras en el caso de S. aureus y 13% para

la cuenta de levaduras.

% Los quesos de venta en los mercados publicos donde se obtuvieron las muestras no
cumplen con los parametros establecidos por la NOM-243-SSA1-2010, debido a que el
70% de las muestras se encuentran por arriba de los valores permitidos para coliformes

fecales, y el 43% por arriba de los valores permitidos para Hongos.

% La ausencia de patdgenos (Salmonella sp. y Listeria monocytogenes) no refleja
necesariamente la total seguridad en cuestiones de salud en este tipo de alimentos, aun

cuando no se aislé ninguno de los microorganismos ya mencionados en este trabajo.

< Se logro aislar e identificar una cepa de Listeria seeligeri, la cual no se considera como

un patdgeno en potencia, pero puede causar dafios a pacientes inmunocompetentes.

< Laevaluacion de la calidad sanitaria de los quesos de venta en mercados publicos de la
zona Norte de la Cd. de Puebla permite observar que el cumplimiento de los requisitos de

inocuidad minimos necesarios no se lleva a cabo en su totalidad.

Por lo anterior se recomienda realizar evaluaciones periddicas de los alimentos en general
que se encuentren a la venta en este tipo de establecimientos. Del mismo modo, seria
importante unificar las condiciones de almacenamiento en el punto de venta de alimentos
perecederos, asi como organizar campafas para la difusién de informacién con respecto a la

calidad e inocuidad de los alimentos.
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12. ANEXOS

Fotografia 1. Materiales listos para el procesamiento de las

muestras.

Fotografia 2. Muestras dispuestas para ser procesadas.
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Fotografia 3. Preparacién de diluciones de las muestras.

Fotografia 4. Inoculacion de placas

para el recuento de mohos y

levaduras.

Fotografia 5. Vertido del agar PDA
acidificado en las placas
inoculadas.
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Fotografia 6. Inoculacion de tubos
de caldo Lauril sulfato de sodio
para la determinacién de coliformes

fecales por la técnica del NMP.

Fotografia 7. Inoculacion de tubos
de caldo E. coli a partir de caldo

Lauril sulfato positivo.

Fotografia 8. Tubos de caldo Lauril sulfato positivos, se observa
turbidez en el caldo y la formacion de gas (campanas Durham).
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Fotografia 9. Colonia presuntiva Fotografia 10. Tubo con plasma

de S.aureus en agar Baird-Parker; inoculado con la colonia
se observa halo de precipitacion presuntiva de S.aureus para la
alrededor de la colonia. prueba de coagulasa.

Fotografia 11. Pre-enriquecimiento para Salmonella sp. en
caldo lactosado.
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Fotografia 13. Aislamiento en medio

Salmonella — Shigella.

Fotografia 12. Enriquecimiento
para Salmonella sp. en caldo

Rappaport y tetrationato.

Fotografia 14. Aislamiento en
medio XLD.
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Fotografia 15. Bateria de pruebas
bioguimicas (negativas para

Salmonella sp.).

Fotografia 16. Enriquecimiento en caldo

Listeria para Listeria sp.

Fotografia 17. Siembra en agar Palcam a

partir de caldo Listeria.
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Fotografia 18. Crecimiento Fotografia 19. Prueba de catalasa

sugestivo de Listeria sp. en agar positiva para cepa presuntiva de
Palcam después de 48 horas de Listeria sp.
incubacion.
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Fotografia 20. Tincion de Gram para cepa
presuntiva de Listeria sp. cocobacilos (bacilos

cortos) Grampositivos.
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Fotografia 21. Utilizacion de la
esculina en agar bilis-esculina para

cepa presuntiva de Listeria sp.

l‘

Fotografia 22. Prueba de movilidad
positiva en medio SIM para cepa

presuntiva de Listeria sp.

Fotografia 23. Prueba de hemdlisis positiva

en agar sangre de carnero para cepa
presuntiva de Listeria sp.
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Fotografia 24. Prueba de reduccion de nitratos negativa
para la cepa control (L) y para la cepa presuntiva de

Listeria sp.(4) en contraste con otra cepa (29) positiva.

Fotografia 25. Prueba de CAMP positiva
para la cepa control (L) y para la cepa

presuntiva de Listeria sp. (M4). Se observa

la figura semejante a una cabeza de fosforo.
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Fotografia 26. Prueba de deteccion rapida de L.monocytogenes

positiva para la cepa control (izquierda) y negativa para la

cepa presuntiva de Listeria sp. (derecha).
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HOSPITAL INF DE MEXICO DR FEDERICO GOMEZ

Ne de cliente: Informe de examen Editado 08-0ct-2015 12:44 CST
Equipo Ne: Editado por: LabSuper
Nombre del paciente: Ne paciente:
Examen: M4 ASC-1 Seccién: FARINGEOS

Biontimero: 542000244733621
Organismo seleccionado: Listeria seeligeri

Comentarios:

— piE | 3 i . 08-nov-2016
Infonn,acién de Tarjeta: GP N° de lote: 242361740 Fecha caduc.: 12:00 CST
identificacion - e . 07-oct-2015 ! ; Tiempo de

’ _ |Finalizado: 23:40 CST Estado: Final S halia 7,00 horas
Organismo 95% Probabilidad Listeria seeligeri
: e i Nivel de Identificacion
seleccionado Bionimero:  542000244733621 iRt o Bbs
Organismo
SRF

Organismos de andlisis y pruebas a separar:

Mensajes analisis:

No se requieren los siguientes antibiéticos:

Deteccion de cefoxitina, Bencilpenicilina, Ampicilina, Oxacilina, Gentamicina de nivel alto (sinergia), Estreptomicina de nivel
alto (sinergia), Gentamicina, Ciprofloxacino, Levofloxacino, Moxifloxacino, Resistencia inducible a clindamicina, Eritromicina,
Clindamicina, Quinupristina/Dalfopristina, Linezolid, Vancomicina, Tetraciclina, Tigeciclina, Nitrofurantoina, Rifampicina,
Trimetoprima/Sulfametoxazol,

Perfil(es) tipico(s) contraindicante(s)
Listeria seeligeri dGAL(1),

Versién instalada de VITEK 2 Systems: 05.04

Guia de interpretacion de CMI: Copia de Global CLSI-based Guia de interpretacion terapéutica: Copia de NATURAL
; RESISTANCE
Nombre de juego de parametros de AES: Copia de Global CLSI-based+Natural Resistance Ultima modificacién de parametros

de AES: 07-ago-2014 12:45 CST

Pagina 1 de 2

Fotografia 27. Informe de la confirmacién de la cepa de L.seeligeri enviada por el Hospital

Infantil de México Federico Gomez.
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