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Cada afio miles de personas enferman por el consumo de alimentos

contaminados, lo que trae como consecuencia pérdidas econdmicas
considerables.

Existe una gran variedad de microorganismos que pueden llegar a
desarrollarse en alimentos tales como la came molida, muchos de ellos inocuos,
sin embargo existen aquellos que pueden llegar a provocar brotes de infeccion
y/o intoxicacién. E. coli, especificamente el serotipo 0157:H7 ha sido implicado en
brotes de intoxicacién e infeccién por el consumo de hamburguesas con un
tratamiento térmico deficiente. Asi mismo, bacterias como Salmonella sp., L.
monocytogenes, etc. pueden ser transferidas a estos productos antes o durante sl
proceso de obtencion debido a una manipulacién inadecuada o a las condiciones
deficientes presentes. La presencia de estos microorganismos en éste tipo de
producto pueden llegar a presentar un riesgo latente para el consumidor, si el
alimento no es tratado en forma adecuada.

Se analizaron 88 muestras de carne molida provenientes de cuatro
municipios del éarea metropolitana de Monterrey, adquiridas en centros
comerciales y camicerias. Se determiné Ja presencia de Bacterias Mesofilicas
Aerobias, Coliformes Totales, Coliformes Fecales, Hongos, Levaduras, S. aureus,

Salmonelfa sp., Shigella sp., Listeria sp., L. monocytogenes y E. coli 0157:H7.

I. A. Ma. Guadalupe Rojas Verde iv



Resumen

La metodologia utilizada fue la establecida por las Normas Oficiales
Mexicanas.

Se presentaron cuentas muy elevadas de coliformes totales y fecales; en
cuanto a los mesofilicos aerobios, sélo dos muestras se excedieron de las
especificaciones dadas por la Secretaria de Salud; el recuento de levaduras fue
bajo, mientras que especies de hongos filamentosos (Fusarium moniliforme y
Mucor sp.) s6lo se presentaron en tres muestras. Algo muy similar sucedid en la
determinacién de S. aureus, ya que s6lo el 2.3% lo presentd. Por otro lado, el
76% de las muestras presentaron E. coli, sin embargo el serotipo 0157:H7 no fue
detectado en ninguna. Salmonelia sp., fue aislada del 11.4%. Listeria sp. del
62.5% y L. monocytogenes del 16%. Shigella sp. no fue detectada en el 100% de
muestras analizadas.

Los resultados fueron sometidos a un analisis de varianza, se obtuvo que
el lugar de procedencia y el tipo de establecimiento no los afectaban

significativamente (p>0.05).
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Every year thousand of people around the world get sick after consumption

of contaminated food. This results in considerable economic and productive
losses.

A great variety of microorganisms can grow in nutricious foods such as
ground meat. Many of them are innocuous, however those that cause infection
and/or intoxication could be present. E. colj, specifically serotype O157:H7 has
been implicated in food poisoning after consumption of hamburgers with a faulty
thermal treatment. Other bacteria, such as Saimonella sp., L. monocytogenes,
etc., also can be transferred during an inadequate manipulation. If the food is not
appropriately treated, the presence of these microorganisms in this type of product
is a {atent risk for the consumer.

88 samples of ground meat from four municipalities of the metropolitan area
of Monterrey Mexico were analyzed. Samples were obtained from supermarkets
and butcher shops. The presence of mesophilic aerobic bacteria, total coliforms,
fecal coliforms, S. aureus, Salmonella sp., Shigella sp., Listena sp., L.
monocytogenes, and E. coli O157:H7, mold and yeast were determinated. The
methodology used was in accordance with the Mexican Official Methodologies.

Very high levels of total and fecal coliforms were presented in the samples;

as for the mesophilic, only two samples exceeded the official limits. The levels of

I A. Ma. Guadalupe Rojas Verde xvi



Abstract

presented in only three samples. S. aureus, was also isolated in only 2.3% of the
samples. On the other hand, 76% of the samples were contaminated with E. cof,
however the serotype 0157:H7 was not detected. Salmonella sp., was isolated
from 11.4% of the samples; Listeria sp. from 62.5% and L. monocytogenes from
16%. Shigella sp. was not detected in any of the samples analyzed. No
significative difference (p>0.05) in ground meat contamination was found between
the municipalities and the type of stablishment where the sampling was carried

out.
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Los alimentos pueden presentar riesgos para la salud, ya que en ocasiones

son el vehiculo de ciertas sustancias quimicas o biologicas provenientes de
diversas fuentes. Los riesgos inherentes a los alimentos pueden dividirse en 6
grupos: riesgos microbiolégicos, malnutricion, contaminaciones ambientales,
toxinas naturales, plaguicidas y aditivos cibolégicos (Banwart G. J., 1982). Sin
embargo, los que mas preocupan son aquellos provocados por agentes
biolégicos, ya que pueden ocasionar enfermedades transmisibles por alimentos
contaminados. Estos agentes incluyen: bacterias, virus, hongos, helmintos,
protozoarios, algas y sus productos toxicos (Buchanan, R. L., 1998a y 1998b).

La carne @s muy susceptible de ser contaminada desde el momento del
sacrificio por las condiciones higiénicas deficientes del rastro, los cuchillos,
sierras, etc., empleados para este fin y por las personas que llevan a cabo ésta
actividad. Por otro lado, la obtencidon de la carme molida, involucra una serie de
pasos adicionales (Banwart G. J., 1982), permitiendo la llegada de
microorganismos causantes de enfermedad, tales como E. colii S. aureus,
Salmonella sp., Shigella sp., L. monocytogenes, etc. Si a esto afiadimos un abuso
de la temperatura de almacenamiento por parte del consumidor, se pudiera

favorecer la proliferacion de los géneros bacterianos presentes y por

L A. Ma. Guadalupe Rojas Verde 1



1 Introduccién

consecuencia la descomposicion del alimento (Beninhaus A. J. and H. W.
Ockerman, 1991).

La carne molida se utiliza para la elaboracién de hamburguesas, las cuales
han sido implicadas como vehiculos transmisores de E. coli O157:H7
(Mermelstein, N. H., 1993; Doyle M. P., ef al, 1997). Ademas, Salmonella sp. y
Shigella sp. son bacterias que tienden a contaminar facilmente a los productos de
origen animal, debido a que se encuentran ampliamente distribuidos en la
naturaleza (D’Aust, J. Y., 1997; Maurelli, A. T., and Lampel, K. A., 1997). Aigo muy
similar sucede con S. aureus, el cual es habitante normal de la piel y del aparato
respiratorio de humanos (Bennett, R. W., 1993). Si bien L. monocytogenes no ha
sido relacionado con brotes por el consumo de came molida, si puede estar
presente en éste tipo de alimento.

El principal objetivo de éste trabajo consistié en determinar la presencia de
bacterias como E. coli 0157:H7; Salmonella sp., Shigella sp. y L. monocytogenes,
S. aureus, asi como la cuantificacién de microorganismos mesofilicos aerobios,
coliformes totales y fecales, hongos y levaduras en came molida de res que se
expende en cuatro municipios del area metropolitana de Nuevo Ledn.

Los resultados obtenidos podran marcar pautas a fin de establecer en
forma real el estado higiénico de la came que dia con dia consumimos, pues
desafortunadamente en México la normativa existente sélo contempla a algunos
de los microorganismos que pudieran estar presentes, dejando fuera a otras

bacterias que son peligrosas.
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2.1.- GENERALIDADES

Al ser los alimentos fuente de proteinas, vitaminas, minerales, grasas,
hidratos de carbono y agua, son muy susceptibles de ser contaminados con una
gran variedad de microorganismos (Bryan F. L., 1980).

La presencia de microorganismos en los alimentos no significa
necesariamente un peligro para el consumidor o una calidad inferior de estos
productos. Si se exceptGa el reducido nimero de productos esterilizados, cada
bocado de alimento contiene levaduras inocuas, mohos, bacterias y otros
microorganismos (ICMSF, 1984); su importancia en los alimentos dependera de:
1) su numero; 2) su clase; 3) el tipo de alimento; 4) el tratamiento dado a éste; 5)
la manipulacién, la elaboracién y el almacenamiento del que sera objeto; 6) si el
alimento queda listo para su consumo o0 8i debe ser calentado y 7) los individuos
que puedan consumir el alimento (Banwart G. J., 1982).

Sin embargo, la mayor parte de los alimentos llegan a convertirse en
peligros potenciales sélo después de que han sido sometidos a condiciones que
pudieran permitir la llegada de microorganismos y/o la multiplicacion de agentes
infecciosos o toxigénicos, convirtiéndose en vehiculos de transmision de

enfermedades (ICMSF, 1984).
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2 Antecedentes

Algunas enfermedades transmitidas por los alimentos, 8i bien son
conocidas, se consideran emergentes porque estan ocuriendo con mayor
frecuencia y han ocasionado en los lltimos afios brotes epidémicos en varios
paises desarrollados y en vias de desarrollo. La fuente principal de infeccion es el
agua y los alimentos. Ademas, otros de los factores que contribuyen a la
prevalencia de las enfermedades transmitidas por alimentos, incluyen la ausencia
de programas nacionales integrados de proteccion de alimentos y falta de
continuidad y desarticulacion de los existentes; falta de legislacion actualizada;
adiestramiento insuficiente del personal encargado de la proteccion de los
alimentos; infraestructura deficiente para el almacenamiento, transporte y
distribucién de alimentos y productos alimentarios, asi como los factores
culturales que influyen en la preparacién y preservacién de alimentos; efc.

(SPP29/5, 1997).

2,.2.- MICROORGANISMOS IMPLICADOS EN ALGUNOS BROTES DE

INTOXICACION Y/O TOXI-INFECCION

Los reportes existentes sobre brotes de enfermedades provocadas por el
consumo de alimentos contaminados no solo se basan en el analisis de came
cruda, ya que en los Ultimos afos, el consumo de hamburguesas ha crecido

enormemente en nuestro pais. Este tipo de alimento no sufre un proceso de
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2 Antecedentes

coccién adecuado, {0 que pudiera no destruir a las bacterias existentes; las cuales
en ocasiones son productoras de toxinas termoestables.

Existe una gran variedad de microorganismos que pueden crecer en éste
tipo de alimento, sin embargo s6lo algunos han sido implicados en brotes de
intoxicacion y/o infeccién provocados por el consumo de alimentos contaminados

con bacterias patégenas.

2.2.1.- L. monocytogenes

Es una bacteria grampositiva, psicrofila, sin embargo crece en un amplio
rango de temperatura (4 a 45°C); es mévil mediante flagelos y en ciertos tipos de
alimentos puede llegar a multiplicarse rapidamente. Del 1 al 10% de los humanos
son portadores de este microorganismo (Notermans S. J. ef a/, 1998'). Su habitat
es extenso, se localiza en el agua, suelo y alimento para animales, se ha
encontrado que al menos 37 especies de mamiferos son portadores, asi como 17
especies de aves. A pesar de no formar esporas tiende a resistir el congelamiento
(El-Kest S. E. ef al, 1991), secado y calentamiento (Boyle D. L. ef a/, 1990).

L. monocytogenes tiene |a capacidad de invadir el epitelio gastrointestinal.
Una vez que la bacteria entra a los monocitos, 08 macrofagos o leucocitos
polimorfonucleares del huésped, se genera una septicemia y el microorganismo
puede crecer. Su presencia intracelular en células fagociticas permite el acceso al

cerebro y probablemente una migracion transplacentaria en el feto. La
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patogenicidad de ésta bacteria se centra en su habilidad para sobrevivir y
multiplicarse en las células fagociticas del huésped.

La listeriosis es una enfermedad clinicamente definida sélo cuando el
organismo es aislado de sangre, fluido cerebroespinal u otres sitios generalmente
estériles (placenta y/o feto). Las manifestaciones de la enfermedad incluyen
septicemia, meningitis (0 meningoencefalitis), encefalitis, infecciones cervicales o
infrauterinas en mujeres embarazadas, lo cual puede resultar en aborto
espontaneo; sintomas gastrointestinales, como pueden ser nausea, vomito y
diarrea. La dosis infectiva varia de una persona a otra, pero normalmente un
numero de 1,000 organismos puede causar la enfermedad (Koneman E. W. et al,
1992).

Los alimentos que han sido implicados incluyen leche, queso, col, todos los
tipos de carne cruda, etc. (Lovett J. ef al, 1987; Bailey J. S. et al, 1989; Heisick J.
L. et al, 1989; Farber J. M. et al, 1991). Estudios realizados en Taiwan por Wong
H. et al. (1990) mostraron que la mayor incidencia se encontré6 en carme de

puerco, canales de pollo, vegetales, piezas de pavo y filetes de res, entre ofros.

2.2.2.- Coliformes Totales y Fecales
Los coliformes totales comprenden todos aquellos bacilos no formadores
de esporas gramnegativos, aertbicos o facultativamente anaerobicos, que

fermentan la lactosa con formacioén de gas antes de 48 horas a 35°C. Formados
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por microorganismos tales como E. coli, Klebsiella sp., Citrobacter, Enterobacter,
Serratia y Edwarsiella.

Habitan cominmente en el tracto intestinal humano y animal. Sin embargo,
el origen de las bacterias de éste grupo es tanto fecal como no fecal. Por la
amplia distribucion de los coliformes estos pueden ser detectadocs en muchos
tipos de productos alimenticios, especialmente los de origen animal (Banwart G.
J., 1982). Incluso han sido aislados de alimentos con un contenido de humedad
bajo como las especias (Iracheta N. F. A., 1998).

En 1904, Eijkman descubrid que los coliformes fecales producen gas en
medio de glucosa incubado a 46°C, mientras que los no fecales no lo hacen;
comprenden principalmente al género Escherichia; sin embargo, algunas cepas
de Enterobactery Klebsiella pueden producir gas en un medio de lactosa a 44.5°C
(Duncan D. W., and Razziell W. E., 1972).

Los coliformes fecales se encuentran en la materia fecal de animales de
sangre calients, aunque también se detectan en productos frescos. Los insectos,
plantas, animales, el suelo y el agua de riego contaminada pueden ser fuentes de
contaminacion por coliformes fecales (Geldreich H., and Bordner R. H., 1971).

La presencia de éste tipo de microorganismos en un alimento indica que el
alimento no ha sido manipulado adecuadamente, o bien que las condiciones en
las que se encuentran los contenedores @ instrumentos de éstos alimentos
pueden no ser las adecuadas (Banwart G. J. , 1982; Feméndez E. E., 1982;

ICMSF, 1984).

L A. Ma. Guadalupe Rojas Verde 7



2 Antecedentes

2.2.3.- E. coli

Esta especie perteneciente al grupo de los coliformes fecales, es de forma
bacilar, aerobio facultativo, su temperatura de crecimiento va de 35 a 45°C, es
fermentador de la lactosa y productor de indol. Su habitat es variado siendo las
vacas asintomaticas el principal reservorio (Zhao, T. ef al, 1995). Se reconocen
seis grupos patbgencs causantes de enfermedades gastrointestinales, E. coli
enterotoxigénico (ETEC), E. coli enteroinvasivo (EIEC), E. coli adherente difuso
(DAEC), E. coli enteroagregativo (EAGQEC) y E. coli enterohemorragico (EHEC)
(Buchanan R. L., and M. P. Doyle, 1997). De ellas, la mas importante y peligrosa
es la E. coli enterohemorragica, en donde el serotipo mas frecuente es el
0157:H7. Este microorganismo es productor de dos tipos de toxinas conocidas
como verotoxinas © shigatoxinas, ya que tienen similitud con las toxinas
producidas por Shigella sp.

Esta bacteria es capaz de soportar condiciones de acidez provocados por
acidos organicos y temperaturas de refrigeracion (Uljas H. E. and Inham S. C.,
1998). Se ha reportado que las principales fuentes de contaminacién por el
microorganismo incluyen alimentos de origen bovino, (Karmali M. A., 1989; Giriffin
P.M. and R. V. Tauxe, 1991; Griffin P. M., 1995) e incluso en alimentos como la
leche no pasteurizada (Feng, P., 1995).

Debido a la tolerancia que generan los microorganismos al ser expuestos a

condiciones de stress (Jyhsiun L, ef al, 1993), se ha reportado que en productos
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fermentados tales como el pepperoni es posible la sobrevivencia de E. coli
0157:H7 (Riordan D. C. et a/, 1998).

Dado que la came molida sirve como hateria prima para la elaboracion de
productos tales como el chorizo, el cual no es sometido a un proceso térmico o de
calentamiento y cuya acidez se incrementa conforme avanza la madurez
(Anonymous, 1985), puede ser muy susceptible a contaminarse por la bacteria.
Por otro lado, para complicar mas su control, reportes recientes indican que éste
microorganismo puede generar resistencia a las condiciones adversas que se
pueden producir en algunos alimentos (Brackett R. E. ef a/, 1994; Rocelle S. M.
and L. R. Beuchat, 1996). Glass K. A., ef al. observaron que E. coli O157:H7
podia sobrevivir a condiciones de almacenamiento y secado en alimentos
fermentados. Actualmente, el camino mas efectivo para eliminar a éste
microorganismo de came de res molida es mediante el calentamiento adecuado.

Los sintomas intestinales producidos por el serotipo E. coli Q157:H7,
incluye diarrea leve, diarrea con sangre (colitis hemorragica) y dolor abdominal
agudo. El sindrome urémico hemolitico (SUH) es una complicacion posterior al
cuadro diamréico que se caracteriza por dolor renal agudo, anemia hemolitica
microangiopatica y purpura trombocitopénica y en ocasiones extremas, el
paciente puede morir (Riley L. W., 1987; Karmali M. A., 1989; Dev V. J. ef a/,
1991; Griffin P. M. and R. V. Tauxe, 1991; Giono S. et al, 1993; Keene W. E. ot al,

1997).
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2.2.4.- Salmonella sp.

El bacilo tifoideo, ahora designado como S. fyphi, fue el primer miembro en
ser descrito y aislado. En 1888, la identificacion de Salmonella no tifoidea como
un patégeno de humanos fue el resultado de un brote en Alemania que afecté a
58 personas, quienes habian consumido came cruda procedente de una vaca
moribunda. Un organismo fue aislado del estémago e higado y posteriormente fue
llamado Bacillus enteritidis.

Actualmente a éste organismo se le conoce como S. fyphimurium. El
nombre de Salmonella fue acufiado por Ligniéres en 1900, después de que
Salmon, un bacteridlogo, habia identificado S. cholerasius en 1885.

Se ha presumido que todas las especies de Salmonella pueden ser
patogénicas para el hombre. La enfermedad tipica producida en humanos puede
variar de fiebre tifoidea, una infeccion bacterémica sistémica, a gastroenteritis,
identificada por diarrea, fiebre y dolor abdominal con una rara invasion sistémica,
los cuales generalmente aparecen de 8 a 72 h después del contacto inicial con el
agente infeccioso. La septicemia es evidente a los 10 dias 0 mas después que
aparecieron los primeros sintomas de la enfermedad (Tiedjen M. and D. Y. C.
Fung, 1995).

Es un microorganismo localizado ampliamente en la naturaleza. Es una
bacteria gram negativa que pertenece al grupo de las enterobacterias, no
esporulado, mévil o inmévil, no fermentador de lactosa, anaerobio facultativo, que

puede utilizar el citrato como tinica fuente de carbono y algunas cepas producen
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H:S y gas a partir de glucosa, catalasa positivo y oxidasa negativo. Existen mas
de 2000 serotipos, clasificados en base al antigeno somatico (0O), al flagelar (H) y
al viraleno (V) (Al-Sheddy, . A. et al, 1995); ha sido recuperado practicamente de
casi todos los vertebrados (Taylor J. and H. MacCoy, 1969). El aislamiento a partir
de alimentos de origen animal es coman y vacas, aves de corral y cerdos son
portadores frecuentes (Lammerding A. M. ef al, 1988; Bean N. H. and P. M.
Griffin, 1990; Wilcock B. P. and K. J. Schwartz, 1992). En cambio, alimentos tales
como frutos y vegetales han sido menos relacionados con brotes de infeccién por
el microorganismo (Tiedjen M. and D. Y. C. Fung, 1995).

Los factores que pueden influir para que éste microorganismo esté
presente en un alimento determinado incluyen contaminacion de la canal (Mafu A.
A. et al, 1989), utensilios mal lavados, contaminacién cruzada, malas condiciones
de almacenamiento y manipulacién inadecuada o deficiente por parte del personal
encargado del manejo y distribucién del producto (Bryan F. L., 1980). El pollo es
un reservorio importante de Saimonella sp. (Bryan F. L., and M. P. Doyle, 1995),

Jones D. D., et al (1993), aislaron a Salmonella spp. de alimentos marinos,
principalmente de ostiones, los cuales han sido implicados en brotes de
gastroenteritis, enterocolitis y septicemia, ademas en esos episodios las pérdidas
econémicas fueron considerables lo que tuvo un efecto negativo en la industria
pesquera.

En 1997 Vought K. J., and Tatini S. R., reportaron que entre 1994 se

produjo un brote de intoxicacién alimentaria provocada por helado contaminado
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con Salmonella ententidis, en donde alrededor de 224,000 personas fueron
infectadas. En 1996 se presentd un brote provocado por S. fyphimurium, aunque
no fue implicado directamente un alimento, la mayoria habia ingerido carne de
puerco proveniente de un pequefio matadero, tres dias antes de presentarse l0s
sintomas (Hald T., et al, 1997).

Se ha determinado que una dosis infectiva baja es suficiente para provocar
infeccion; pues en estudios realizados por Waterman S. R., and Small P. L. C.
(1998) con carne molida inoculada con S. fyphimurium, se demostré que la
cantidad de bacterias presentes no influia en la sobrevivencia de éste
microorganismo bajo condiciones adversas, debido a un posible efecto protector

que ejercian algunos componentes del alimento.

2.2.5.- S. aureus

Microorganismo mesofilico aerobio, grampositivo, en forma de coco, se
puede encontrar en pares, cadenas cortas o agrupado en racimos. Su habitat
natural son las vias respiratorias de humanos y piel, por lo que facilmente es
transmitido a los alimentos por manipuladores poco cuidadosos. La contaminacién
esfafilocdccica es una de las mayores causas de enfermedades provocadas por
los alimentos en muchos paises (Bryan F. L., 1980). Esta es mediada por la
produccion de toxinas termoestables. Existen al menos siete enterotoxinas
estafilococicas de naturaleza proteica que son serolégicamente distintas.

Estudios realizados por Bennett, R. W. (1992), determinaron que aun cuando
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éstas toxinas fueron sometidas a un tratamiento térmico severo (100°C, 254
min.), conservaban su actividad bioldgica.

No se conoce la cantidad de toxina que se requiere para causar
enfermedad en el hombre, pero se sabe que 1ug de toxina/100g de alimento
suelen ser suficientes para causar la aparicién de sintomas clinicos. Estas toxinas
son formadas por el estafilococo al proliferar en la matriz del alimento que
contaminan. La poblacién crece abundantemente cuando el alimento sufre un
abuso moderado en la temperatura. Los sintomas predominantes incluyen
gastroenteritis 0 inflamacién de la pared del tracto intestinal, nausea, vomito
agudo y en algunas ocasiones postracion después de 2 a 6 horas de haber
consumido el alimento contaminado (Bennett, R. W., 1992). Los alimentos tales
como carne de mamiferos y de aves, queso, natillas, etc., han estado implicados
en las intoxicaciones por S. aureus (Banwart G. J., 1982).

Un punto importante radica en que la presencia de este microorganismo en
un namero reducido en productos no procesados no necesariamente implica una
manipulacién inadecuada del alimento, sin embargo, si no es mantenido bajo
condiciones adecuadas de almacenamiento, el numero inicial de bacterias
presentes puede incrementarse, provocando que se puedan producir toxinas por
el microorganismo en cantidades tales, que pudieran causar riesgos para la salud

del consumidor.
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2.2.6.- Shigella sp.

Es una bacteria gramnegativa que forma parte del grupo de las
enterobacterias, inmévil, bacilar y no esporulada, no fermenta la lactosa.
Raramente se localiza en animales y normaimente se encuentra en agua
contaminada con heces humanas.

La dosis infecciosa para causar una enfermedad en el humano es muy
bajo, considerandose que son suficientes 10 células para producir los sintomas
caracteristicos que incluyen dolor abdominal, diarrea, fiebre, vomito y sangre, pus
0 moco en las heces.

Los alimentos que han sido asociados con la shigelosis incluyen papas,
atin, macarrones, vegetales crudos, leche, productos lacteos y care de cerdo.
La contaminacion de estos alimentos generalmente es a través de la ruta oral-
fecal, por lo que el agua contaminada con heces fecales y la manipulacion
inadecuada por las personas que manejan los alimentos son las causas mas
comunes de contaminacion.

Existen diversos reportes que implican a Shigella en brotes de
intoxicaciones alimentarias (Bryan F. L., 1980), sin embargo la incidencia es
mucho menor que la presentada por especies como Salmonella, E. coli y S.
aureus. Sin embargo, esto no quiere decir que no se presente; sino mas bien a
que en ocasiones llegan a confundirse los sintomas con otras enfermedades.

Ademas de que no todas las personas recurren al servicio médico para su
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tratamiento, lo que hace imposible tener datos precisos que indiquen la cantidad

de brotes provocados por este microorganismo.

2.2,7.- Hongos y Levaduras

Los mohos forman parte del extenso grupo de microorganismos
denominados hongos. Son ubicuos, y aparecen ampliamente distribuidos en el
suelo, aire, agua y materias organicas en descomposicion.

Los hongos asociados con los alimentos no se consideran patbégenos, sin
embargo, algunos producen micotoxinas que representan un peligro potencial
para la salud del hombre (Banwart, G. J., 1982; Bonifaz, A., 1991), tal es el caso
de A. flavus, A. niger, Fusanum sp., entre otras. Estos pueden contaminar los
alimentos si las condiciones de manejo y almacenamiento no son las adecuadas.

Puesto que se desarrollan mejor en aquellos alimentos cuya actividad de
agua se encuentra en un valor cercano al 0.8 (Badui D. S., 1994) y en la carne
fresca la actividad de agua es alrededor de 0.95, estos productos son més
susceptibles al ataque de bacterias y de ciertas levaduras, en tanto que los
hongos estan mas relacionados a alimentos como cereales, harina o frutos secos
con escasa concentracién de agua o en frutos con pH bajo (Banwart G. J., 1982).
El problema empieza cuando el producto o came comienza a sufrir
deshidratacién, provocando que este valor disminuya, lo que favorece el

desarrollo de los hongos.
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Las levaduras son definidas como hongos en los que la forma usual
denominante es unicelular; presentando una mayor relacion de
superficie/volumen, que permite una mayor actividad metabélica y a la vez
permitiendo que se diseminen més facilmente que los hongos filamentosos. Estos
microorganismos estan asociados con casi todos los tipos de productos
alimentarios, tales como las hortalizas, camme y queso a menudo contienen
levaduras, aunque en estos alimentos predominan relativamente las bacterias

(Banwart, G. J., 1982).

Debido a lo anterior y al incremento en el consumo de alimentos
denominados comida rapida y al hecho de que la carne molida es utilizada como
materia prima para la elaboracion de hamburguesas, se decidi6 llevar a cabo el
analisis de este tipo de carne, pues a pesar de que son sometidos a un proceso
térmico previo a su consumo, esto no garantiza la inocuidad del alimento, sobre
todo si el calentamiento no ha sido el suficiente para garantizar la destruccion de

los microorganismos potencialmente patégenos.
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La came molida de res que se expende en el Area Metropolitana de Nuevo
Ledn, esta contaminada con los microorganismos patégenos E. coli 0157:H7, S.
aureus, Salmonella sp., L. monocytogenes, Shigella sp., asi como por bacterias

mesofilicas aerobias, coliformes totales, coliformes fecales, hongos y levaduras.
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Determinar la presencia y cantidad de microorganismos mesofilicos
aerobios, coliformes fotales y fecales, hongos, levaduras, S. aureus, Listeria sp.,
L. monocytogenes, Salmonella sp., Shigella sp. y E. coli O157:H7 presentes en

came molida de res que se expende en el Area Metropolitana de Nuevo Leon.
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| 5.- MATERIAL Y METODOS '

5.1.- OBTENCION DE LAS MUESTRAS

Las muestras de came molida de res se adquirieron al azar de
supermercados y camicerias localizados en cuatro municipios del Area
Metropolitana de Nuevo Le6n: Monterrey, San Nicoids de los Garza, Guadalupe y
San Pedro Garza Garcia. Las muestras fueron transportadas en hieleras, con el
fin de conservar el nimero de microorganismos |0 mas constante posible, hasta el
momento del analisis, el cual se realizé en un lapso no mayor a 4 horas desde el

momento de su compra.

8.2.- CEPAS DE REFERENCIA

Las cepas utilizadas como referencia fueron: S. aureus 743-SEA; S.
typhimunum (aislada de chocolate); S. dysenteriae (presumiblemente humano); £.
coli 0157:H7 ATCC 43889, donada por la Dra. Lynn McClane de la Universidad
de Massachusetts, Amherst, MA EUA y L. monocytogenes ATCC 19114. Todas

las cepas se activaron en Caldo Infusién de Cerebro Corazén (ICC, DIFCO) y se
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mantuvieron aimacenadas en agar ICC a 4°C, realizandose resiembras periédicas

cada dos meses.

6.3.- PREPARACION DE LAS MUESTRAS

Para el caso de organismos mesofilicos aerobios, S. aureus, E. cofi, hongos
y levaduras, se pesaron 15 g de la muestra y se le adicionaron 135 mL de
diluyente (peptona de caseina al 0.5% y NaCl al 0.85%)., se mezcl6 en licuadora
durante 30 seg. a vélocidad reducida. Para la bisqueda de Listeria sp. se pesaron
9 g de la muestra y se colocaron en 80 mL de caldo de Enriquecimiento para
Listeria (DIFCO) y para el caso de Salmonella sp. y Shigella sp. se utilizé caldo
lactosado como medio de pre-enriquecimiento (135 mL), y se agregaron 15 g de
came.

La determinacion de cada uno de los microorganismos anteriores se llevé a
cabo de acuerdo a las normas establecidas por la Secretaria de Salud de México
(NOM-092-SSA1-1994, NOM-110-SSA1-1994, NOM-111-SSA1-1994, NOM-112-
SSA1-1994, NOM-114-SSA1-1994, NOM-115-SSA1-1994, NOM-143-SSA1-1995)

(Fig. 5.2y 5.3).

6.3.1.- Recuento de Organismos Mesofilicos Aerobios
Este se hizo tal como lo especifica la Norma Oficial Mexicana (NOM -092-

SSA1-1994). A partir del homogeneizado se prepararon las diluciones 10°y 10°y
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se sembraron (100ul) en cajas de petri por duplicado. El medio de cultivo
utilizado fue el Agar para Métodos Estédndar (DIFCO). Las placas se incubaron
por espacio de 24 horas a 37°C. Transcurrido éste tiempo se procedi6é al conteo
de las colonias, reportandose como UFC/g de alimento. Las cajas escogidas

fueron aquellas que contenian de 30 a 300 colonias.

5.3.2.- Recuento de Coliformes Totales y Fecales

Esta determinacién se llevd a cabo mediante la técnica del numero mas
probable (NMP), segun la Norma Oficial Mexicana (NOM-112-SSA1-1994). A
partir de la dilucién 10% se inocularon (10 mL) una serie de 3 tubos con campana
Durham, los cuales contenian 20 mL de caldo lactosado 1.5X. A ofra serie de
tubos con caldo lactosado 1X, se inoculd (1 mL) de la dilucién de la muestra. Por
ultimo, ofra serie de 3 tubos se inocula'ron con 100 uL de la dilucién de la
muestra. Esto mismo se repitié para las diluciones 10° y 10*, Se incubaron por
espacio de 24 a 48 h a 37°C. De los tubos que presentaron crecimiento con
produccién de gas, se transfirieron dos asadas a tubos que contenian caldo bilis
verde brillante con campana Durham, incubandose el mismo tiempo. Una serie se
inoculé a 37°C para confirmar la presencia de coliformes totales y otra a 43°C
para determinar coliformes fecales. Se consideraron tubos positivos & aquellos
donde hubo crecimiento con produccién de gas. Los resultados se interpolaron en

las tablas de NMP que para tal fin existen,
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6.3.3.- Determinacién de E. coli 0167:H7

A partir de los tubos positivos para coliformes fecales, se inocularon 2
asadas por estria cruzada en placas con Agar de Eosina y Azul de Metileno
(DIFCO) y Agar MacConkey (DIFCO). Las colonias tipicas (colonias con brillo
verde metalico, en el agar EMB y colonias con precipitado, en el agar de
MacConkey) se sometieron a una serie de pruebas bioquimicas (fermentacion de
glucosa, lactosa, sacarosa, y sorbitol, descarboxilacibn de la lisina,
descarboxilacion de la ormnitina, indol y reaccién de la ureasa) y prueba de
produccion de B-glucoronidasa (MUG). Aquellas colonias que no fermentaron el
sorbitol y fueron MUG negativo, se sometieron a su identificacién definitiva por
medio de pruebas moleculares especificas (reaccién en cadena de la polimerasa,

PCR) y serologia, tanto para el antigeno 0157 como para el H7.

PCR

Las cepas aisladas fueron sembradas en placas de agar soya triptosa e
incubadas a 37°C. Las células bacterianas de una colonia bien aislada se
resuspendieron en PBS estéril, en una concentracién de 10° UFC/mL y esto fue
utilizado como templado de DNA. Los primers de oligonucledtidos utilizados
fueron uidA (252 pb), Stx, (348 pb), eaeA (397 pb) y Stx; (584 pb), asi como para
el plasmido EHEC (166 pb). Estos primers fueron sintetizados en un aparato

(Beckman Instruments Inc.), como lo indica el proveedor.

1. A. Ma Guadalupe Rojas Verde 22



5 Material y Métodos

El DNA bacteriano fue amplificado usando 10 uL de la suspension
bacteriana previamente preparada, el cual fue afiadido a la mezcla que contenia
de 2 a 4 mM de MgCl,, 10 mM Tris-HCI (pH 8.3), 50 mM de KCI, 0.2 mM dATP,
0.2 MM dGTP, 0.2 mM dCTP, 0.2 mM dTTP, y cada primer en una concentracion
de 1uM y 2.5 U de DNA polimerasa de Thermus aquaticus (Taq). La amplificacién
se llevd a cabo con un termociclador de DNA (Perkin-Elmer), bajo las siguientes
especificaciones: 30 ciclos de 30 8 a 94°C, 1.5 min. a 58°C y 2.5 min. a 72°C, con
un paso final de 7 min. a 72°C. Posteriormente a la amplificacién del DNA, se
tomaron alicuotas de 15ul de cada mezcla y se sometieron a electroforesis en gel
de agarosa al 2%, por espacio de 50 min. a 100V. Las bandas teiiidas se
visualizaron con una transiluminacién de UV. Se incluyé un marcador de tamaiio

molecular (secuencia lider de 100 pb), en cada gel.

SEROLOGIA

Se utilizaron antigenos sométicos y flagelares especificos para 0157 y
para H7 de la compaiila REMEL.

Ambas pruebas fueron realizadas en la Administracion de Drogas y

Alimentos (FDA) de Estados Unidos, en Washington D. C., por el Dr. Pster Feng.

5.3.4.- Aislamiento e Identificacién L. monocytogenes
A partir del medio de pre-enriquecimiento se tomd una asada y se sembré

por estria cruzada en medio Oxford (DIFCO), incubandose por 24 horas a 37°C.
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S Material y Métodos

De este se pasaron todas aquellas colonias caracteristicas (colonias negras con
halo negro) a Agar Soya Triptosa con Extracto de Levadura al 0.6%. Después de
incubarse por espacio de 24 horas a 37°C, las colonias aisladas se sometieron a
la tincién de Gram y a las pruebas bioquimicas: catalasa, fermentacién de manitol,
ramnosa y xilosa, reduccién de nitratos y movilidad.

Simultaneamente a la siembra en medio de Oxford, del caldo de pre-
enriquecimiento se prepararon diluciones decimales, sembrandose en medio
RAPID'L.MONO (SANOFI, PASTEUR), mediante la técnica de extension en
superficie. Las placas se incubaron por espacio de 24 a 48 horas. Aquellas
colonias azules se consideraron L. monocyfogenes, aislandose para su posterior
confirmacién mediante la prueba de CAMP. Asi mismo, las cepas obtenidas por el
método tradicional se sembraron en éste medio para determinar si presentaban la

actividad de la fosfolipasa, la cual es caracteristica de éste microorganismo.

Prueba de CAMP

Para observar el sinergismo que presenta L. monocytogenes con S.
aureus, se sembré una estria de S. aureus a mitad de una caja petri de agar
sangre de carnero, posteriormente en forma perpendicular se sembraron las
cepas sospechosas. La prueba de CAMP se considerd positiva si después de
incubar las cajas por 24 a 48 h, se obtuvo una hemolisis con forma de punta de

flecha en la zona donde confluyeron ambas reacciones p-hemoliticas (Figura 5.1).

L A. Ma Guadalupe Rojas Verde 24



5 Material y Métodos

FIG. 5.1.- Prueba de CAMP en agar Sangre de Camero

§.3.5.- Determinacién de Salmonelia sp. y Shigella sp.

A partir del cultivo de pre-enriquecimiento, se tomaron 100 uL y se
colocaron en tubos con caldo tetrationato adicionado con 40ul de yodo al 1% y
se incubaron 18 horas a 37°C. De este tubo se tomé una alicuota y se sembr6 por
estria en placas de Agar Salmonella-Shigella y Agar XLD, se incubaron por 24 h a
37°C. A las colonias tipicas (transiicidas) se les realizaron las pruebas
bioquimicas produccién de H,S en agar TSI (Hierro y tres azicares, DIFCO),
produccién de Indol (MIO, DIFCO), omitina descarboxilasa (MIO, DIFCO), lisina
descarboxilasa (LIA, DIFCO), rojo de metilo (Caldo Rojo de Metilo y Vogues-
Proskauer, DIFCO), Vogues-Proskauer (el caldo es el mismo que en la prueba

anterior), produccion de gas a partir de glucosa (TSI, DIFCO), fermentacién de
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5 ' Material y Métodos

manitol, ureasa (Agar urea de Christensen, MERCK) y utilizacion de citrato

(Citrato de Simmons, MERCK).

§.3.6.- Recuento de S. aureus

Para éste anadlisis se utilizaron placas de petri con Agar Baird Parker
adicionadas con Emulsién de Yema de Huevo al 10% y Telurito de Potasio al 1%.
Estas placas fueron preparadas 24 horas antes de su uso a fin de que estuvieran
secas. Sobre la placa se depositaron 100 puL de las diluciones 10" y 10 y se
extendieron utilizando para tal fin un asa de Driglaski. Se incubaron por 48 h a
37°C. Transcurrido el tiempo, se seleccionaron aquellas colonias caracteristicas
(negras, con halo de clarificacion y precipitado de las sales alrededor de la
misma). Se tomaron las colonias representativas y se sembraron en tubos con
500 uL de caldo ICC. Se incubaron por 24 horas a 37°C en bafio de agua.
Posteriormente se afiadié plasma de conejo estéril (200 pl) a cada uno de los
tubos, observandose si habia formacién de coagulo a las 4, 8 y 24 horas. En base
a los tubos positivos se procedié a hacer la correccién del nimero inicial,

reportandose como UFC/ g de alimento.

§.3.7.- Recuento de Hongos y Levaduras
Se hizo mediante la técnica de vertido en placa utilizando como medio de
cultivo el Agar Dextrosa y Papa (DIFCO) adicionado con acido tartdrico al 10%.

La temperatura de incubacion fue de 28°C, por 96 h en el caso de levaduras y por
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5 Material y Métodos

5 dias para hongos filamentosos. Mediante la observacion al microscopio se

determiné el género al cual pertenecia cada uno de los hongos.

5.4.- DISENO EXPERIMENTAL

Para evaluar si existia una diferencia significativa entre los diferentes
lugares de procedencia de las cames (municipio y tipo de comercio) sobre cada
una de los microorganismos determinados, se realiz6 un andlisis de varianza y
una prueba de comparacién muitiple de medias, con una confiabilidad del 95%. El
namero total de muestras analizadas fue de 88, comrespondiendo 22 a cada uno
de los cuatro municipios: Monterrey, San Nicolas de los Garza, Guadalupe y San
Pedro. Las variables fueron: Organismos Mesofilicos Aerobics, Organismos
Coliformes Totales y Fecales, E. coli, S. aureus, Salmonella sp., Shigelfa sp., L.

monaocytogenes, Hongos y Levaduras.
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AGUA PEPTONADA O CALDO LACTOSADO (para Salmonella) 135 mL

Came
MUESTRA 15 g 135 mL + 15q, 200|,n_l= . BMA (24 h/37°C)
10 S. aureus*
Hongos**
3 | Levaduras***
v 200 L ! }
BMA Caldo Lactosado Caldo tetrationato
S. aureus* Prueba presuntiva
Hongos** 10
Levaduras™*
l 200 pL
37°Cl24-48 h 37°C/8 h
BMA 10° _]°°’
Caldo bilis al 2% l___]
verde brillante
Prueba confirmativa AgarSS XLD
(Coliformes totales) 24h/37°C
Caldo bilis al 2% l
verde brillante
Prueba confirmativa
(Coliformes fecales) Seleccionar colonias tipicas
Identificacién bioquimica
l 37°C/24-48 h
Sembrar en EMB
37°C/24 horas C. SIMMONS, UREASA
SIM, MANITOL
v LIA, TSI, VP, RM
Seleccionar colenias tipicas (Salmonella sp. y
Confirmacion bioquimica Shigella sp.)
* 48 horas/37°C
7 =5 dias/28°C
| Glucosa, Sacarosa, Lactosa | +**36 horas/28°C
Descarboxilacién lisina BMA: Bacterias mesofilicas aerobias
Descarboxilacién omitina
Reaccibn ureasa
Indol
Sorbitol
p-glucoronidasa

(E. coli O157:HT7)

FIGURA 5.2.- ESQUEMA GENERAL DEL PROCESAMIENTO DE LA MUESTRA PARA
LA BUSQUEDA Y RECUENTO DE DIFERENTES MICROORGANISMOS
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S Material y Métodos

Listeria

Came 90 mL + 10 g
MUESTRA 10g & Caldo de Enriquecimiento para

48 h/37°C

Inoculacién en Medio Oxford
37°C/24 horas
Colonias caracteristicas
Negras, con halo negro

|

Inoculacién en TSAYE
37"01214 horas
v ¥ v

Tincién Gram Prueba Agar Cromogénico
Pruebas Bioguimicas: CAMP

Manitol

Ramnosa

Xilosa

Red. Nitratos

Catalasa

FIGURA 6.3.- METODO UTILIZADO PARA EL AISLAMIENTO DE L. monocytogenes
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6.1.- ORGANISMOS MESOFILICOS AEROBIOS

El recuento de las bécterias mesofilicas aerobias tuvo un rango uniforme
que fue de 10* a 10" UFC/g, en cada uno de los cuatro municipios analizados
(Tablas 6.1y 6.2).

El 38% de las muestras obtenidas de carnicerias se encontré en el rango
de 10°, el 36% en 10° y el resto (26%) en 10° UFC/g. El valor minimo fue
encontrado en las muestras provenientes de San Nicolas (Tabla 6.1).

Con respecto a lag muestras adquiridas en los centros comerciales, el 32%
de ellas contenian 10° UFC/g; el 57%, 10° UFC/g y el resto mostr6 10* UFC/g.
Esto pudiera indicar que estas muestras estuvieron ligeramente menos
contaminadas que las muestras compradas en carnicerias (Tabla 6.2).

Sin embargo, el andlisis estadistico mostré6 que no existia diferencia

significativa entre los municipios y el sitio de procedencia de la muestra.

6.2.- LEVADURAS Y HONGOS

Al igual que para la determinacion de mesofilicos aerobios, se observé que tanto
en las muestras adquiridas en camicerias como en centros comerciales, los
valores obtenidos de levaduras mostraron poca variacién, a excepcion de una de
ellas. Su presencia vari6 de <100 hasta 10° UFC/g (Tablas 6.3 y 6.4).

L A Ma. Guadalupe Rojas Verde 30



43

spus) spfoy adnpppond O 'V T

Jepugis3 ugioeiaseq ( )

Gopxe LF0Ix6L v | (OLX9Z L F01XeEL'L | (OLx20'L)F,01XE6'L | (;01XZ8Z)F,0LXP8'L by
OLxZL 2 0IX6L€ | (L01X9'G)F,0LX8E (;joLxse'8)F.01X822Z | (;01X9L'6)F,0LX8E | o]
(,OLX66°LIF01X0Z | (OLXEL L)F,0LXE'Y (LOLXP'Q)FOIXE'E (,O1X6'P)F,0LXP'6 6
GOVxrp LFOIXTLL | (OIX/S'L)F,01X2'8 | (OIXBLEF0IXS8Z | (OILX90'LIF0IXS 2 8
Goixi09F0ixrs's | (01x€0'9)F,0iXL's | (OIX9L'v)F0I1X89€ | (,01XSOZ)F0LXSL'} L
Gowxgo L) oixs'h | (oLxzii)F0ixoy | (OVX2L'8)F0iX82'L | (OIXZLG)FOIXLY )
(OIx8i LIFOLXEZ L | (OIXE0'S)IF,0IXEL'L | (LOIXZL8)F,0LX8Y | (;01%6 8)F,01XL°E S
(oix2L)F01xXe0e | (Oixs8lF0ix9L1 | (OLXISZFF01XZ0' L | (OIX8Z'L)F,04XS0'L 4
(0'0)¥,0LXEZ (LoLxos6)F0IX6'L | (0IXSEFOIXLPFE | (OLXESEFLOLXIP L €
(oLxss o) 01X19Z | (LOIXSOE)F01X0'9 | (OIXIZENF0IXSLZ | (LOIXZLTIFLOLXSL'T [4
GoixiglFoixset | (01802 0LXky | (01X/Z1)F0iX65 L | (OLXSS 1)F01XZ9'} !
{6/04n) (6/04n) (6193n) (6/04n)
o¥Q3d NVS 3dnvavno SY102IN NVS ASUAILNOW V¥1S3NW ON

euejjjodosje|\l BeLY [9p S0IdIDIUNW §8)UBISIP SO|

ep selJedjuled ue seplinbpe seJlisenwu se| B sejueipuodseliod seiqoley Sedl|ljosejy selsloeg ep ojuendey -'L'9 V19V.L

sopoynsay

9



[43

apua/ spioy adnppond DWW YV T

Jepugys3 uoioeiaseq ()

(owxeZ LFoLxsr'L [ (olxel's)Foixie6 | (0169 LIF01X62Z | (,0LXSO'L)F01X19'Z L

Gorxi-2F0ixs9 | (o129 L)F0IX95'L | (,01X6'L)F01X98'L (;01XG'8)F01XP'L oL
(oLxe09lF01XLs | (0LX802)/F,01X96'8 | (OIXL0 LF0LXELZ | (LOMXI8 LIF0LXLE L 8
Goixoziroixege | (oixigrolxXi'e | (01xe86)F,01xeL'9 | (0IX9S9)F,0i1Xps ) 8
(,O1XZ0'Z)F01X60Z | (LOLXEL PIF0LX8Y ¥ (0'0)F,01X0°E (LOLXBE LT 0LXLL'L L
(OLxps L F01Xe8' L | (OLX9Z'L)F,01X8eC | (,01X96°9)F0bX9E L | (,0LXG9'G)F0LXPL'L 9
(LoLx6'2)F,01X82'6 | (,0LXL'Z)IFOLXS'Y (owxoZFoixoy | (,01X6ZZ)F,01X85'C S
GoLxigelr01x60°L | (OIXL'yF0oIXrse | (01X96'9)F,01XeZh | (,01X26'L)F01X6'Z 4
Gorxezviroixee's | (,OIx226)F01x28Z | (,01XSOEF01X26'L | (OLX20'L)F0LXSZ'E €
(LOLXSEQF0LX19Z | (,OIXE6 PIF0IXL'L (oxzeZF01X02 (LOIXE8'Z)F01X26'9 (4
(LoixgzZiFroixXsyrZz | (OIXBLelF01XZL'S | (OIX6°L)F01X80L | {LOLXBS'S)F,01XS6L P I

(6/04n) (6/04n) (Br24n) (6/04n)
o¥a3d NS 3dNTvavno SY102IN NVS AIHYILNOW VHL1S3INW ON

suBj|jodoljely Bely |op solddiunw

0JjBNO Op S6|BIDJOWOD S0J)USD Ue sepliinbpe sessenlu s8] 8p SBIqOISY E821|I08ej selieloeg op ojuendey -'Z'9 vigv.L

sopoynsoy

9




6 Resultados

La mayoria de las muestras (36.4%) provenientes de camicerias mostraron
valores que se encontraban en el rango de 10° UFCg.

Se observd que las muestras mas contaminadas con estos
microorganismos fueron las que provenian de San Nicolas de los Garza; en tanto,
las que presentaron menor contaminacién fueron las de Monterray (Tablas 6.3).

Un comportamiento similar fue observado en las muestras adquiridas en
centros comerciales, en donde el 47.7% de ellas presentaron cuentas de
levaduras en el log de 10° UFC/g (Tabla 6.4).

So6lo se presentaron hongos filamentosos en tres muestras: dos
correspondientes a carmnicerias provenientes de Monterrey y San Pedro (200 y
100 UFC/g, respectivamente) y la tercera adquirida en un centro comercial
localizado en San Nicolas (100 UFC/g).

Los hongos presentes fueron del género Fusanium y Mucor.

6.3.- COLIFORMES TOTALES
Siguiendo la metodologia del NMP, se encontré que el 41% de las muestras
adquiridas en carnicerias mostraron cuentas en el log de 10° UFC/g (Tabla 6.5).
Las carnes provenientes de San Pedro fueron las mas contaminadas, mientras
que aquellas provenientes de Monterrey presentaron un menor crecimiento (Tabla
7.5), sin embargo, el analisis estadistico no mostré diferencia significativa.
Resultados similares se obtuvieron al analizar las muestras provenientes
de centros comerciales, en donde el 84% de ellas contenian coliformes totales en

promedio, en el log de 10* UFC/g (Tabla 6.6).
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6 Resultados

Las muestras de carmnicerias resultaron estar menos contaminadas con
coliformes fecales que las muestras adquiridas en |los centros comearciales, pero al
igual que en las determinaciones anteriores, las diferencias fueron minimas y no

resultaron estadisticamente significativas.

6.4.- COLIFORMES FECALES

Debido a que en promedio los recuentos de los coliformes totales fueron
relativamente altos en la mayoria de las muestras, se esperaba que en la
totalidad de las mismas se enconfraron coliformes fecales, sin embargo, los
resultados variaron mucho, algunas dieron cuentas muy altas (10° NMP/g),
mientras que en otras por el contrario, no se detectd su presencia (Tabla 6.7 y
6.8).

Las cames menos contaminadas comespondieron a aquellas provenientes

de San Pedro y las de mayor crecimiento fueron las adquiridas en Guadalupe.

6.5.- Salmonelia sp.

La incidencia de este microorganismo patégeno fue mas alta de la
esperada, ya que fueron varias las muestras que lo presentaron (Figura 6.1).

De las muestras provenientes de camicerias, se encontraron 3 positivas de
San Nicolas, mientras que en las muestras de Guadalupe no fue detectada en

ninguna.
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6 Resultados

Cuando analizamos las muestras provenientes de centros comerciales, de

las 44 muestras analizadas, 86lo 4 contenian al microorganismo, 2 de San Nicolas

y 2 de Monterrey.
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CARNICERIAS CENTROS
COMERCIALES
B Monterrey B San Nicolas M Guadalupe B San Pedro O TOTAL

FIGURA 6.1.- Presencia de Salmonella sp. en carne molida de res adquirida en
cuatro municipios del Area Metropolitana

6.6.- Listeria sp.
Ocho de las muestras adquiridas en Camicerias de Guadalupe, se
encontraron contaminadas con Listeria sp. y en el resto de los municipios sélo se

aislaron de 6 muestras.
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6 Resultados

Se presentd un ligero aumento en el nimero de muestras provenientes de
centros comerciales que presentaron Listeria sp., siendo los municipios de
Guadalupe y San Pedro los que mayor nimero de muestras positivas tuvieron

(Figura 6.2).

CARNICERIAS CENTROS
COMERCIALES

B Monterrey O San Nicolas M Guadalupe W San Pedro B TOTAL

FIGURA 6.2.- Presencia de Listeria sp. en carne molida de res proveniente de
cuatro municipios del Area Metropolitana

6.7.- L. monocytogenes

El total de cepas aisladas de Listeria sp. y L. monocytogenes, se

sembraron en el agar cromogénico RAPID'L.MONO (SANOFI-PASTEUR) en
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6 Resultados

donde, aquellas colonias azules correspondieron a la especie de L
monocytogenes, mientras que las colonias blancas y/o amarillas fueron Listenia
sp. (Figura 6.3).

Figura 6.3.- Listenia sp. y L. monocyfogenes, aisladas de las muestras de came
utilizando el método cromogénico RAPID'LMONO (SANOFI-
PASTEUR). Las colonias azules corresponden a L. monocytogenes
y las blancas a Listeria sp.

En base a esto y a la prueba de CAMP se logré aislar esta especie en las
muestras de camicerias de los cuatro municipios (Figura 6.4), lo cual indica una
prevalencia relativamente alta, sin embargo en las cames procedentes de

Monterrey sélo una de ellas fue positiva.
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Por el contrario, en el caso de las muestras de los centros comerciales, en

tres de los cuatro municipios se presenté el microorganismo (Figura 6.4).

# MUEST

CARNICERIAS CENTROS
COMERCIALES

B Monterrey O San Nicolas W Guadalupe W San Pedro BTOTAL

Figura 6.4.- Presencia de L. monocytogenes en came molida de res que se
expende en cuatro municipios del Area Metropolitana

6.8.- E. coli

Esta bacteria fue la que se detectd en un mayor niumero de muestras
analizadas (Figura 6.5). El municipio que la presentd en menor proporcion fue
San Nicolas y el de mayor fue Monterrey, aunque estadisticamente no hubo

diferencia significativa.
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CARNICERIAS CENTROS
COMERCIALES
B Monterrey 0 San Nicolas M Guadalupe W SanPedro BTOTAL

Figura 6.5.- Presencia de E. coli en came molida de res que se expende en
cuatro municipios del Area Metropolitana

6.9.- E. coli O157:H7

De las 77 muestras positivas para E. cofi, se les realiz6 el ensayo de la
B—galactosidasa (MUG). Esto se hizo usando el medio cromogénico RAPID-Ecoli
de la Compaiia Sanofi-Pasteur. Los analisis revelaron que de las cepas
analizadas, s6lo dos eran MUG y Sorbitol negativo, por lo que eran sospechosas
del serotipo enterohemorragico (Figura 6.6 y 6.7).
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Figura 6.6.- Fermentacion de Sorbitol en agar MacConkey-Sorbitol. Las cepas de
E. coli se observan rosas y las del serotipo 0157:H7 incoloras.

Figura 6.7.- E. coli aislado de las muestras de came utilizando el medio RAPID-
Ecoli (SANOFI-PASTEUR). Las cepas de E. coli se observan azules
y las del serotipo O157:H7 incoloras, ya que presentan la prueba de
MUG (-).
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6 Resultados

A estas cepas se les realizaron ensayos seroldgicos y moleculares, tanto
para el serotipo 0157, como para el H7. En ambos casos, no se encontrd
positividad para ninguno de los dos serotipos (Tabla 6.9).

TABLA 6.9.- Resultados de los Andlisis Serolégicos, Bioquimicos y Moleculares
de cepas de Escherichia coli

[TiPO DE ACTIVIDAD ENSAYOS MOLECULARES ENSAYOS
ENSAYO BIOQUIMICA PCR para: EHEC | INMUNOL.
CEPA | GAL | SOR |MUG| Stx; | Stx, | uidA | eae | pla | 0157 | H7

1 & - # - - - - - - -

2 + S + ) - - - - - -
| S T S

6.10.- S. aureus

La busqueda de este microorganismo se realizé segun marca la normativa
mexicana, sin embargo s6lo en San Nicolas de los Garza se detecté en dos
muestras, una adquirida en un centro comercial (500 UFC/g) y [a ofra en una
carniceria (100 UFC/g).

6.11.- Shigelia sp.

No se detect6 este microorganismo en ninguna de las muestras analizadas.

8.12.- ANALISIS ESTADISTICO
Se llevé a cabo un andlisis de varianza para determinar si el lugar de
procedencia y el tipo de establecimiento afectaban al numero y tipo de
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microorganismos presentes en las muestras de carne analizada. Se determiné
que no existia ningun diferencia significativa (p>0.05) entre las variables
analizadas; bacterias mesofilicas aerobias, coliformes totales, coliformes fecales,
levaduras, hongos, S. aureus, Listeria sp., L. monocytogenes, E. coli y Salmonella

Sp.
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El recuento de bacterias mesofilicas aerobias resulté ser muy elevado, no

observandose marcadas diferencias entre las muestras de los centros
comerciales y las de las camicerias. Sin embargo, el nimero méaximo pemitido de
estos microorganismos segun la normativa oficial mexicana es de 5X10° UFC/g
(NOM-034-SSA1-1993), siendo s6lo dos las muestras que sobrepasaron este
valor, AGn asi, algunos autores, entre ellos Fernandez Escartin (1981), han
indicado que alin con cuentas bajas de mesofilicos aerobios, puede existir la
posibilidad de encontrar bacterias patégenas. Ademas, debe considerarse que
existe otro gran riesgo, ya que hay una gama de bacterias (denominadas
psicrotrofas), capaces de desarrollarse a temperaturas cercanas a los 5°C (Berry,
E. D., and Foegeding, P. M., 1997).

En alimentos tales como la came molida, el namero inicial de
microorganismos pued;a incrementarse durante su proceso como consecuencia de
la naturaleza del alimento ya que este tiende a contaminarse durante su
elaboracién por microorganismos que en forma natural se encuentran en piel y
pelos (Jackson T. C., ef al, 1997), asi como en los cuchillos y sierras empleados
para cortar y moler carne, la manipulacién suplementaria que esto implica y a la
expulsibn de jugos camicos que favorecen la proliferacion de las bacterias
(Banwart, G. J., 1981; ICMSF, 1982).
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Se ha reportado que las levaduras pueden estar presentes en una gran
variedad de alimentos, entre ellos las cames y s6lo cuando el alimento contenga
cifras elevadas, el consumidor se daré cuenta de la alteracién. Afortunadamente,
los valores encontrados fueron relativamente bajos. Sin embargo, el
inconveniente de su presencia en la came, se debe al hecho de que pueden
presentarse condiciones que favorezcan el desarrolio de numeros tales que
provoquen el deterioro del alimento, ocasionando pérdidas econémicas. Por otro
lado, las normativas mexicanas no contemplan a estos microorganismos dentro de
su legislacion, por lo que no existe un control en relacion a su presencia y nimero

en los alimentos de este tipo.

El grupo de coliformes totales agrupa una gama variada de
.microorganismos, los cuales pueden ser fecales y no-fecales. Para considerar a
estos microorganismos como un grupo indicador de calidad sanitaria, es
necesario definir la maxima cantidad permisible en el alimento y si su presencia
implica riesgos para el consumidor. Desafortunadamente, la Secretaria de Salud,
organismo encargado de la regulacién en el rubro de calidad sanitaria y presencia
de microorganismos en alimentos (NOM-034-SSA1-1993), no considera a este
grupo de bacterias, por lo cual no existe un paramefro de comparacion. Sobre
todo considerando que los valores obtenidos fueron altos, lo cual implica que
pudo existir una contaminacibn post-elaboracibn y/o una manipulacién

inadecuada. Esto puede incrementar las probabilidades de encontrar
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microorganismos patégenos tales como Salmonella sp., Shigella sp. e incluso
Escherichia coli. Todos pertenecientes a este grupo de microorganismos.

Por supuesto, no debe olvidarse que al ser un alimento sin tratamiento
alguno, es l6gico la alta cantidad de bacterias presentes, independientemente del

grupo indicador del cual se trate.

Algo muy similar sucedi6é con los recuentos de coliformes fecales, cuyos
valores fueron también muy elevados, pero al igual que en los casos anteriores,
no se tiene contemplado un méaximo pemmitido para este producto. No existen
reportes actuales que indiquen la incidencia 0 grado de presencia de este tipo de
bacterias en alimentos como la came molida. Sin embargo, debe considerarse
que los coliformes fecales est4an méas relacionados con la contaminacién fecal que
el conjunto total de coliformes. Puesto que estos microorganismos pueden
desarrollarse en superficies de tratamiento insuficientemente desinfectadas en las
plantas de procesado, su presencia puede reflejar la calidad sanitaria (Banwart,
G.J., 1982).

Se encontr6 la presencia de Saimonelia sp. en 10 muestras analizadas, lo
cual implica que 11.4% del total quedan fuera de las normativas oficiales
establecidas por la Secretaria de Salud para este tipo de alimento (NOM-034-
SSA1-1993). Dado que esta bacteria tiene la capacidad de crecer en un amplio

rango de temperatura y pH (Al-Sheddy et al/, 1995), puede llegar a convertirse en
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un riesgo potencial para el consumidor. Si bien, generalmente son necesarias de
10° a 10° células/g para producir infeccion, en brotes de salmonelosis provocados
por algunos alimentos se determiné que estos contenian al menos 50 células por
gramo (Greenwood, M. H., and Hooper, M. H., 1983). Lo anterior indica el gran
riesgo que puede presentar un alimento que contenga alguna especie de
Salmonella, si el fratamiento que se le dara posteriormente no es el adecuado.

En aquellas muestras en las cuales no fue posible detectar al
microorganismo (Salmoneila sp.), no necesariamente indica que este no estuviera
presente, ya que el método utilizado no es tan sensible como otros existentes,
tales como los denominados métodos rapidos (D'Aust, J. Y., 1981; |brahim, G. F.,
et al, 1985; De Smedt et a/ 1986; Konuma, H., 1989; Knight, T. et a/, 1990; Wilson
S. G. et al, 1990; Tsen H. ef al, 1991; Gouws ef al, 1998). Se ha reportado que
estos ademas de ser mas sensibles ahorran tiempo en la deteccién de ciertos
microorganismos como Salimonella. Desafortunadamente, la Secretaria de Salud
sbélo acepta resultados obtenidos por el método tradicional, el cual involucra

varios dias para poder dar un dictamen.

En el caso de Shigella sp., esta no fue detectada en ninguna de las
muestras analizadas. Sin embargo debemos considerar que Shigeila sp., tiende a
ser un microorganismo dificil de demostrarse en los alimentos debido a que los
metodos existentes para su deteccion son poco sensibles (FDA/CFSAN, 1998).

Ademas existe una sefie de factores que afectan su recuperacion de un alimento,
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tales como la composicién del alimento, el contenido en grasa; parametros
fisicoquimicos como serfan el pH y contenido de sal; la flora acompafiante
encontrada en el alimento, que puede enmascarar la presencia de Shigefla en el
medio de cultivo y por Gltimo, el estado fisiolégico de la bacteria en el alimento

(Maurelli, A. T., and Lampel K. A., 1997).

Las especies de Listena suelen encontrarse ampliamente distribuidas en el
ambiente, *por 10 que no es de extrafiar |la cantidad tan elevada de muestras en
donde se detectaron (62%). Se ha reportado que las especies de Listeria a
excepcién de L. monocytogenes y L. inocua son patégenas para el hombre. En un
estudio hecho en los Emiratos Arabes Unidos (Virendra S., et al 1995), se
encontré que la incidencia de Listenia sp. en came cruda era del 6.7%, mucho
mas bajo que en nuestro estudio. Sin embargo, debe considerarse que en este
caso, se traté de cortes de carne, mientras que aqui se analizé carne molida. Este
tipo de came presenta una mayor superficie de contacto y mayor sinéresis, lo que
puede favorecer la presencia de bacterias, principaimente si la manipulacion
durante el procesado, envasado y distribucion es deficiente.

Al estar ampliamente distribuida en el ambiente, L. monocytogenes es facil
encontrarla en una amplia variedad de alimentos, entre ellos la carne (Shelef, L.
A., 1989). En nuestro caso, la incidencia de esta bacteria fue un poco menor que
la presentada por Listeria sp., pues s6lo en el 20.5% del total se encontrd. Esto

concuerda con estudios realizados en Taiwan (Wong, H. ef al, 1990), en el cual
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encontraron una incidencia del 24% en came cruda. No existen reportes que
hagan referencia en came molida de res, sin embargo esto muestra la alta

incidencia de este microorganismo en alimentos perecederos.

E. coli fue aislada a partir del 76% de los tubos positivos obtenidos de la
técnica del NMP para coliformes fecales. Esto indicé que no todas las muestras
positivas para coliformes fecales presentaban a esta bacteria. De hecho, este no
es el Unico microorganismo que tiende a fermentar a 44.5°C, también suelen
hacerlo algunas especies de Enterobacter y Klebsiella. Las muestras adquiridas
en carnicerias tuvieron una incidencia ligeramente mayor que aquellas adquiridas
en los centros comerciales, pero no fue estadisticamente significativa (p>0.05).

El 97% de las cepas de E. coli tienden a hidrolizar el MUG, si bien es
cierto que otras especies de la familia Enferobacteriaceae también lo hacen (Feng
P. C. S., and Hartman, P. A., 1982), asi como la fermentacién de sorbitol. Por el
contrario, E. coli 0157:H7 no produce p-glucoronidasa y no fermenta el sorbitol
(Doyle M. P., et al, 1997; Vemozy-Rozand, C., 1997). En base a esto, se probaron
todas las cepas que resultaron ser E. coli siendo sbélo dos de ellas las que
cumplieron con estas caracteristicas. Con pruebas mas especificas se concluyé
que no correspondian al serotipo buscado, puesto que no presentaban el gen que
codifica para la produccién de toxinas.

Si bien es cierto que sb6lo se realizaron pruebas especificas para

determinar la existencia de £. coli enterohemorragica, en especial al serotipo
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0157:H7, dando negativa su presencia, no debe olvidarse que existen otros
serotipos y grupos igualmente peligrosos, aunque con una incidencia menor, por
lo que el hecho de que solo exista E. coli no se puede descartar la posibilidad de
encontrar otra serovariedad patogénica. Ademas, la forma de obtencién de la
came molida involucra varios pasos para su obtencion y puede facilitar en un
momento dado la contaminacién con esta bacteria, esto puede indicar las
condiciones deficientes con las cuales se esta ftrabajando, pues este

microorganismo es considerado el principal indicador de contaminacién fecal.

S. aureus es un microorganismo cominmente encontrado en la piel y el
aparato respiratorio de humanos, por lo que puede ser facilmente transferido a los
alimentos por una manipulacién inadecuada de los mismos. Sin embargo, s6lo un
bajo porcentaje de las muestras resultaron positivas, con cuentas muy bajas,
inferiores a las maximas permitidas para este tipo de alimento (1,000 UFC/g;
NOM-034-SSA1-1993). Esto puede indicar que no existe un riesgo directo para el
consumidor, siempre y cuando el alimento sea almacenado a temperaturas
adecuadas y el tratamiento térmico dado sea suficiente para la destruccién de los
microorganismos, de modo que no se permita el incremento de los mismos hasta
cantidades tales que puedan ser patbgenos, ya que algunas de las toxinas
producidas por este microorganismo soportan temperaturas iguales o superiores a
aquellas utilizadas para la pasteurizacién (Tatini, S. R., 1976; Everson, M. L. et al,

1989).
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Los hongos son microorganismos que no suelen desarrollarse en alimentos
con actividad de agua superiores a 0.9 (Badui, D. S., 1990). En nuestro caso s6lo
en tres muestras hubo presencia de los mismos.

De las especies de hongos filamentosos presentes en las carnes
analizadas, solamente Fusarium moniliforme llega a producir una serie de toxinas
denominadas fumonisinas (Bonifaz, A., 1991) y si bien es cierto que suele
encontrarse en suelo, materiales de descomposicion y algunos alimentos,
generalmente este microorganismo ataca a los cultivos de cereales y algunos
frutos (Banwart, G. J., 1982; Sala, N., et al, 1994; Jiménez, M., ef al, 1997; Siame
B. A, et al, 1998), por lo que su presencia en alimentos como |la came no
representaria mayor riesgo, pues este solo se detect6 en dos muestras y en bajos
nameros.

En lo que respecta a Mucor sp., este género también se encuentra
ampliamente distribuido en suelo, estiércol, frutos, hortalizas, granos
almacenados y ofros alimentos (Banwart, G. J., 1982), por lo que pudiera ser
faciimente transferido al alimento en el rastro, instrumentos utilizados para la
matanza o el vehiculo en el cual se transporta la carne si no esta en condiciones

higiénicas aceptables. Sin embargo, su efecto sera mas comuptor que patégeno.

A pesar de no estar estipulado en la Nommativa dada por la Secretaria de
Salud la presencia de microorganismos patdégenos o potencialmente patégenos,

como E. coliy L. monocytogenes, asi como cuentas maximas permitidas de
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coliformes totales y fecales; consideramos que la calidad sanitaria de la carmne fue
deficiente pudiendo llegar a convertirse en un problema serio de salud, sobre todo
si no se llevan a cabo condiciones de almacenamiento y tratamiento térmico
adecuados que garanticen la destruccién y/o inhibicibn de la flora microbiana

existente.

En base a los resuttades obtenidos con el presente trabajo, se considera
que la hipétesis planteada al inicio del trabajo se cumplié en forma parcial dado
que se encontraron valores altos de bacterias mesofilicas aerobias, coliformes
totales y coliformes fecales; mientras que bajos recuentos en el caso de las
levaduras; asi como el hecho de que algunas muestras estan contaminadas con
especies de hongos filamentosos, S. aureus, Listeria sp., L. monocytogenes,
Saimonella sp. y E. coli. Sin embargo, no se encontré Shigella sp. ni E. coli
O157:H7.
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1. A excepcién de dos, todas las muestras de carne cayeron dentro de las
especificaciones establecidas por la Secretaria de Salud para el recuento de

microorganismos mesofilicos aerobios.

2. Salmonelia sp., Listeria sp. y L. monocyltogenes fueron aisladasen el 11.4,64 y

20.5%, respectivamente.

3. Escherichia coli se encontrd en el 76% de muestras.

4. No hubo presencia de Shigella sp. ni E. coli O157:H7 en ninguna de las

muestras analizadas.

5. Las levaduras estuvieron presentes en valores muy bajos, ain asi pueden

llegar a provocar una reduccion en la vida de anaquel.

6. S. aureus y algunas especies de hongos s6lo estuvieron presentes en el 3.4%.

7. La procedencia de la came y el tipo de establecimiento no afectaron
significativamente (p>0.05) los recuentos de microorganismos ni la incidencia

de bacterias patoégenas.
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