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" INTRODUCCTION
. : R . e
El interés por llegar a un control efectivo dg la salmonelo-
sis se refleja en los numerosos estudios que constadntemente se-
llevan a cabo para conocer la incidencia de la Salmonella enxlos_

alimentos que se preparan, consumen e:ximportan en cada pafs. Los
hallazgos observados.varfan de acuerdo al tipo de :alimento en =-
cuestibn,- a las condiciones sanitarias en que, se maneja. y desde-
luego con 'la calidad de trabajo de laboratorio desarrollado (/7 ).

Actﬁalmente, la OMS y la FAO han implementado programas de vi
gilancia que tienden a lograr el control de dicho padecimiento,-
efectuando una interpretaci6n comparativa de datos notificados -
por los paisesfmiembros; facilitando, gracias a la difusién,. sus
investigaciones a nivel nacional e indicando los efectos que ci-
ertos contaminantes de origen biolégico ejercen en l@ salud \---
(3. o e

A través de estos. programas se ha detectado que ‘la incidencia
de infecciones por S. typhi y S. paratyphi B en.muchos sitios es
td disminuyendo, y que la frecuencia en algunos serotipos de sal
monelas esta aumentando. Ademéds, varios .alimentos se han vincula
do a la salmonelosis .en el hombre con mayor frecuencia que otros,
como es el caso de leche cruda y - .subproductos-lacteos, leche en-
polvo, mariscos, harinas, levaduras y en mayor proporcién, car--
nes frias, aves de corral y sus productos y alimentos cocinados-
( 3,4y 7). .

Asi, en 1972, Australia, Francia, Israel, Nueva Zelandia, Es-
cocia y Yugoslavia reportaron 23 brotes cuyo agente etiolbgico -
fue S typhi. Ese mismo afio Grecia, Noruega, Suecia, Finlandia, -
Escocia y Yugoslavia notificaron 18 brotes de fiebre paratifoics=
dea. Datos procedentes de veinte centros nacionales de Europa -
revelaron que la proporcién de brotes no tifoidicos varid mucho
( del 7 al 23 % ) en pafses que notificaron intoxicacién colec-
tiva por alimentos contaminados ( 3 y 4 ).



En 1976, en Gran Bretafia una epidemia causada por S. dublin
achté a mas de 700 personas de ambos sexos. El alimento invo-
lucrado fue leche cruda. Asi mismo en Yugoslavia, el consumo -
de helados y pasteies de crema contaMinados'con S. typhimurium

provoc6 numerosos brotes infecciosos (15 y 16 ).

Es evidente pues que las fqentes de ia salmonelosis son --
principalmente agua y ailimentos, que implican bdsicamente la -
via oral como puerta de entrada al organismo ( 3 y 7 ).

‘ El’ empleo de técnicas para detectar, aislaf e identificar -
ai‘microorganismo, ha sido un factor importante en ei controL—
efectivo del padecimiento en pafses desarrollados, relacionan-
,qbﬁe“con el aporte de datos que hacen a los programas de vigi-
lancia ( 3 ).

La s1tuac16n en paises subdesarrollados suele ser d1st1nta—
de aquellos ya que las técnicas de laboratorio carecen de efi
ciencia para detectar, aislar e 1dent1f1car al patogeno lo --
qUe se refleja en el minimo aporte de datos a dichos programas.
Nuestro pais no es lé excepcién, a pesar de que cuehta con, un -
Pfograma Nacional de Salud, son pocos los casos reportados en-
tre los . que, se destacan 1los 51gu1entes El brote ocurrido eh --
1972, en la Ciudad de Mex1co y estados vecinos que afecté a --
'cerca de 15 mil personas de todas las edades pero mas notable-
mente al grupo de 5 a 29 afios. La causa del brote fue S. typhi
( 13 ). Un afio después, en el Centro Deportivo de ia Cd. de --
México el puré de papa vehiculizé a S. infantis, provocando -
57 casos. Y recientemente, Delgado Bﬂnitez]y Col. ( 5 ), des-
cr1b1eron un brote gastroentérico en mujeres, en octubre de -
1985, en la Casa Hogar Orientaci6n para Mujeres de la misma -
ciudad. Se reportaron 53 casos de los que se logré aislar S. El'
phimurium en un 36.4 %. €1 alimento involucrado fue el jamén -
prcparado un dia anterior ( 12 y 14 ). " -

~Los productos lacteos como el queso han Jugado un papel im-
portanié en la incidencia de la salmonelosis. Halverson (15 )
demostrd que {a epidemia ocurridé en cuatro cendados de Cali-
fornia,tuvo sul origen en diferentes variedades de ‘qUesos --



hechos a partir de leche pasteurizada. Mas del 90% de los pa=-
cientes habfan ingerido uno o varios de estos quesos.

En Canada Gauchier.,y Forey (15 ) descrlbleron una ep1dem1a
de fiebre tifoidea causada por el consumo de quesos Cheddar he
chos de leche cruda.

Muchas variedades de quésos no-son comunes en paises desa-
rrollados, pero la informacibén puede ser Gtil para conocer la
actividad del germen en el producto. Los quesos frescos no pas
teurizados llamados en nuestro medio panelas son un ejemplo. -
Se obtienen 51gu1endo una via artesanal y estudios hechos por-
Fernéndez E.E. y Col. muestran la incidencia de Salmonella en
el producto en un 18% ( 8, 9y 16 ).

Durante la elaborac16n de estos quesos el suero lécteo --

sirve de materla prlma en la obtencién de un subproducto, el =
requesén que resulta de la precipitacibén de algunos sbélidos -
solubles, proteinas y minerales contenidos en el suero cuando-
se somete a ebullicidédn por dos horas aproximadamente. Es un.--
alimento de considerable capacidad nutricional ( cerca de 10 %
de proteinas ), de consumo exc1u51vamente nac1ona1 y que hasta
el momento se desconoce su 1mp11cac16n en las 1nfeCC1ones e in
toxicaciones gastroenterlcas aunque ;se dlspone de alguna in-

formaci6n sobre la frecuencia de Salmonella ( 26.7 % ) en el -
producto muestreado de mercados publlcos de la Cd. de Guadala-
jara ( 10.). :

Dado que el requesén es produc1do con leche cruda y en con
diciones sanitarias deficientes es obvio pensar en un elevado-
riesgo a contaminarse por bacterias enteropatdgenas, 10 cuéi
se extiende a la‘etapa de comercializacién donde el alimento -
se expdne a un.manejo deficiente y al ‘medio ambiente.

En el presente trabajo se pretende:conocer la actividad de
una cepa de Salmonella typhimurium en el requesén en funcidn -

al namero de Salmonella contaminante, la temperatura de almace

namiento y la frescura del producto al tiempo de la contamina-
cién con el patédgeno. '
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9.

MATERTIAL

Balanza analitica con sensibilidad de 0.0001 g
Balanza granataria con sensiblidad de 0.1 g
Bafio maria 43°C + 0.5y 45°¢ + 2°

Estufa de incubaci6én de 20° y 35°C + 1°
Termémetro ’

Contador de colonias tipo Quebec

Microscopio estereoscOpico

Potenciémetro Corning 125

Agitador Vortex

10.-Mechero Fisher y Bunsen
11.-Gradillas metalicas con capacidad de 40 y 72 tubos
12.-Soporte Universal

13.-Pinzas para bureta
14.
15.
16.
17.

18.
19.
20.
21.
22.

23.

24.

24.

Abatelenguas estériles

Asa de nicromo

Frascos estériles

Varillas de vidrio con diametro de 4mm .y 15 cm

de longitud con los Gltimos 3 cm doblados en an-
gqulo recto y extremos redondeados

“Tubos-de: 13 x 100 y. 16 x- 150

Vasos de precipitado de 50 ml

Matraces con capacidad de 250 y 150 ml

Bureta de 50 ml ‘ .

Pipetas. bacteriol6gicas .de 1,2,5 y-10 ml estériies
Pipetas Pasteur estériles

Cepas de S. typhi y S.typhimurium proporcionadas por
el Centro Nacional de Referencias de Enfermedades
Tropicales SSA.

MEDIOS DE CULTIVO

Agar cuenta estandar ( ACE )



26.
27.
28.

29.
30.
31.

32.
33.

34.
35.
36.
37.
38.

39.
40.
41.
42.
43.
44.

Agar nutritivo ( AN )

Agar-bilis rojo violeta ( ABRV )

Agar papa dextrosa adicionado de 100 mcg/ml de am-
picilina s6dica y 60 mcg/ml de rosa de Bengala (APD)
Medio de APN A :

Caldo tetrationato verde brillante ( CTVB )

Agar sulfito y bismuto ( ASB )

SOLUCIONES Y REACTIVOS

Actidiona al 0.1% en agua destilada (.Up )
Ampicilina s6dica al 22% en.agua destilada ( pen-
trexil, Bristol )

Diluyenté de peptona en solucién acuosa al 0.1%

NaOH 0.1 N

HC1 0.1 N

Nitrito de Sodio al 6 % en agua destilada

Solucidén acuosa de verde brillante a concentracidn
1:1 000

Solucién de yodo-yoduro

Sulfadiazina ( Sophia, laboratorios )

Sulfato de polimixina B al 6.03 5 en solucidn acuosa
Indicador de fenolftaleina

Rosa de Bengala al 0.6 % en agua destilada ( Sigma )
Solucidn sélina



METODOLOGTIA

El trabajo cubribd cuatro dreas relacionadas con la activi

dad de Salmonella en requesén:

.

Conocimiento de la flora microbiana del producto

IT) Actividad de S. typhi en reques6n recién fabricado, al-

I1

macenado a 20 y_30°C.
I) Actividad de S.typhimurium en requesén recién fabricado,

contaminado previamente con residuos de producto del co
mercio y almacenado a 20°cC.

IV). - Actividad de'S.typhimurium en requesén contaminado en di

ferentes periodos durante su expendio.

. !

Conocimiento dé la flora microbiana del producto. .

Para este propésito el requesdn se adquirid directamente
de una fabrica seleccionada al azar entre los productores,-
cuidando que .su ubicacién fuese lo mds cerca posible y no -
se dificultara el traslado de muestras subsecuentes al labo
ratorio-. Una vez ahi, al producto se le investigd el conte-
nido de bacterias mesofilicas aerobias, organismos colifor-
més, bacterias lécticas y levaduras tanto al .tiempo de recep
cién como después de 3, 6, 9 y 24 horas de almacenamiento,:
tanto a 20 como a 30°C (Esquema,1).

La metodologia de andlisis se realizé siquiendo las indi-
caciones sefialadas en los manuales correspondientes (12)

a) Colocar 10 g de muestra en 90 ml. de dilyuente: de peptona
en un frasco de 250 ml. estéril, que se ha mantenido a ba
fio marfa en 45°C.

b) Agitar vigorésamente para constituir la dilucién 1:10 de-
la muestra. .

c) Continuar las diluciones decimales transfiriendo 1 ml de-
cada dilucibén €n 9 ml del mismo diluyente.

d) Transferir 1 ml. de la dilucién seleccionada* a caja petri

* ( Hasta la dilucién 1:10 000 ).
) 6



estéril e incorporar el medio de cultivo correspondiente para ca

da grupo microbiano (Tabla A) por separado, fundido y mantenido-
0

a 457C.

e)

f)

g)

IT.

2)

Dejar solidificar e incubar en las condiciones de tiempo y <=
temperatura que se indican en la Tabla A para cada grupo mi--
crobiano.

Almacenar la muestra a 20 y 30°¢C + 1%, en bolsas de polietile
no para evitar la perdida.de humedad.

Repetir los recuentos al cabo de los periodos antes menciona-
dos.

Actividad de S.typhi en requesén recién fabricado, almacena-
do-a 20 y 30°c.

En-este estudio se elabor6 el ppoducto en el laboratorio -
siguiendo la mefodologia similar a la observada por los fabri
cantes:
lLlevar a ebullicibén el suero léacteo obtenido de una queseria.
Mantener el tratamiento por dos horas y dejar enfriar a 50°cC.
Se separan s6lidos lacteos en la superficie del suero que se-
ran retirados con el uso de una coladera ordinaria dejando es
currir dentro de un recipiente el exceso de liquido.

Evitando la contaminacidén por polvo y otras fuentes, dejar en
friar a 25°C y ‘contaminar con una suspensién de Salmonella --
typhi ( Esquema II ).

La suspensién se separa cultivando el germen en caldo soya --
tripticasa a 35°¢C + 2%, 18-24 horas y efectuar diluciones de-
cimales en soluci6én salina hasta obtener una concentracién.--
pr6x1ma a la estimada para cada experlmento ( Se estima en --
10 /ml el contenldo del mlcroorganlsmo de cultlvo a 24 horas).
Incorporar el inéculo ( 1 ml de la dilucién 1:1 ) it Ilﬂéﬂ

to y homogenizar con abatelenguas estériles. Distribuir en --
bolsas de polietileno y almacenar a 20 y 30°c¢.

Efectuar los recuentos microbianos al cabo de las 0, 3, 6 y -
24 horas, tanto de organismos coliformes, bacterias lacticas-
como el germen contaminante, utilizando la técnica y el medio
de cultivo correspondiente para cada grupo microbiano ( Tabla
A ).



5)

Determinar pH y acidez al alimento.

pH.- La muestra se suspende en agua previamente hervida en

en una proporcién 1:5 y se le determina el pH con un poten

c16metro Cornlng 125.

Acidez.- T1tu1ar una suspen516n de la muestra en agua pre-—
viamente herv1da en proporc16n|1 SLconduna>solucr0nudewNa0H
0.1 N, ut1112ando como indicador fenolftalelna

I11) Act1v1dad de S typhlmur1um en requesén recién fabricado,

IV.

contam1nado prev1amente con re51duos de producto del co-

“; merc1o y almacenado a 20°c.

Para este estudlo se recurrié tanto a sitios de fabrlca
cién ( Queserias ) como de comercio ( Mercados Pablicos )-

para obtener el producto previo a la inoculacién del ente-

ropat6geno, el alimento fresco colectado de queserias, se-
contaminé discreta y moderadamente con residuos de produc-

to del comercio, auxiliandose de abatelenguas estériles.--

" Esduema II11 ).
La contaminaci6én discreta se obtiene'incorporando tres-
partes requesén fresco por una del comercio y la moderadas

tres partes de requesén fresco por dos del comercio Cada-

una de estas muestras se trata de la s1gu1ente manera:

a) Contamlnar por separado con dos concentrac1ones celula-
res de S. typhlmurlum ( 100 y 10 000 ufc*/g ) -

b) Homogenlzar cada submuestra con abatelenguas esterlles

N
. 1 .

y ‘colocar en bolsas de pollet11eno

¥ .
(™)

c) Almacenar a 20 Oc.
d) Efectuar recuentos microbianos al cabo.de las 0, 6 y 24
horas tanto al germen contaminante como a organismos coli-

formes, bacterias ldacticas y levaduras, empleando la técni

ca y el medio correspondiente ( Tabla A )

e) Determinar pH y acidez a 1la muestra como se descrlblé -
anteriormente. ‘ '
‘Actividad de S. typhlmurlum en requesén contamlnado en dlfe

-

rentes per1odos durante su expendlo ,
Esta parte del.trabdjoiincluyectres: .estddiosddeifrescura-
del producto al tiempo de contaminarlo con la Salmonella:

~

* ( Unidades formadoras de colonias ).

8



1) Recién preparado en queseria
2) De 24 horas de almacenamiento
3) De 72 horas de almacenamiento

1.- Recién preparado
Una vez la muestra en el laboratorio se procesa de la si---

guiente forma: 4

a) Tres partes equivalentes se inoculan con diferentes concentra-
ciones del germen* 50, 500 y 5 000 ufc/g respectivamente

b) Homogenizar y colocar en bolsas de polietileno

c) Almacenar a 20°C

d) Investigar el contenido de organismos coliformes, bacterias --=
lacticas, levaduras y Salmonella contaminante tanto a las 0,3,
6 y 24 horas

e) Determinar pH y acidez al alimento -

2.- En este caso, e% producto se adquiere de una fabrica estable-
ciendo el tiempo previo de almacenamiento 24 horas. El trata-
miento a la muestra es similar que el dado a la anterior, ex-
ceptuanto una concentracién celular del germen ( 50 ufc/g ) y
la inclusién de un periodo ( 9 horas ) en los recuentos micro
bianos.

3.- La muestra es obtenida de un mercado piblico estableciendo su
almacenamiento previo; de 72 horas. En el laboratorio el pro-
ducto se contamina con el patégeno en una concentracién de --
1 000 ufc/g ( 1 ml de la dilucién 1:106 ).
los dos ensayos anteriores se almacena a 20 y 30°C-y en cada-
periodo del recuento microbiano; 0,6 y 24 horas, se le deter-
mina pH a las muestras.

A diferencia de --

NOTA: El traslado de muestras del sitio de fabricacién al labora-
torio se efectuaba en frascos estériles y en ocasiones en -
bolsas de polietileno, a temperatura menor que la ambien=--
te. En tanto que las obtenidas de mercados pdblicos se tras
ladaban a temperatura ambiente.

7

* (0.5 ml de las diluciones 1:107, 1:10°

y 1:10° ).



TABLA A

Metodologfa para el recuento de grupos microbianos

Grupo Medio de incubacién
microbiano Técnica cultivo Tiempo Temperatura
B. M. A. V. P. ACE 48 horas 35 {C
0: C. V. P. ABRV 2L 35 °
Lacticos E. S. APN g v 35 °
Levaduras V. P, APD 72 ' 20 °
Salmonella V. ASB 24 35 "

N. M. P. CTVB 24 43 °

W

M.A, Bacterias mesofilicas aerobias, 0.C.- Organismos co-
llfor

V.P.- Vac1ado en p]aca, E.S.- Extensién por superficie,
N,M.P.- Ndmero més probab]e ACE.- Agar cuenta estandar,
ABRV.- Agar bilis rojo violeta, APD.- Agar papa dextrosa,
ASB.- Agar sulfito bismuto, CTVB.- Caldo tetrationato verde
brillante.

10



ESQUEMA 1

Muestra de requesén Cultivo fresco
( 100 g ) de Salmonella

en caldo de so

ya tripticasa.

Diluciones

— .
decimales

N |4

Homogeni zar

4
Almacenar

N

20 30 C

I |

RecJento : »
microbiano
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ESQUEMA 11

Suero en ebullicidn

Obtencidn del requesdn

|

) / Muestra
o
(10 g) ( 100 g )
+ |A/
rﬁ
Lo m1
de agua

Homogeni zar

determinar

/

pH acidez "
Almacenar

20 30

Recuento
microbiano

12

Cultivo fresco
de Salmonella

en caldo de so
ya tripticasa.

Diluciones
decimales ©



ESQUEMA 111
Muestras de requesén

Recién Del
fabricado comercio

. Mezclar

/ y

/ Homogeni zar

Ciultivo fresco
de Salmonella

en caldo de so
Tomar ya tripticasa.

(10 g) ( 100 g )
Diluciones
decimales

Lo ml
de agua

Homogeni zar

determinar

///// \\\\\ Almacenar
a

pH acidez

20 C

Recuento
microbiano
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de un primer estudio para conocer la micro
bilogia del requesdé4n muestreado de una fdbrica se presentan
en la Tabla 1. Al tiempo de recepcién se destaca un nimero-
elevado de coliformes 3.0x105,‘1a presencia de bacterias me
sofilicas aerobias 1.7x106 y levéduras 4.5x103“yrpor~él con
trario una franca ausencia de bacterias l4cticas. Tanto a -
20 como a 30°C la flora original continﬁa su multiplicacién
» manteniéndose en todo momento y en todos los casos, la pro-
porcién relativa de cada grupo microbiano. Al cabo de las -
6 horas el crécimiento de la flora a 30°C empieza a sobrepa
sar al detectado a ZQ°C. La ausencia de l4cticos se confir-
méjal termino del estudio.

Las Tablas 2 y'3 manlflestan la actividad de S. typhi en-
requesén fabricado en el 1aborator10,.a1macenado a 20 y 30°C.
Ambas Tablas revelan la ausencia de la flora asoc1ada y el -
crecimiénto del enteropatogeno No difiere de manera impor-
tante segin se utilice un inéculo de 37 6 170 ufc/g. Es no-
table la diferencia en el nﬁméro de'SalﬁOnella alcanzando -

cuando el producto se almacena a 20 y 30°C. Esta d1ferenc1a
llega a ser mil veces. ‘a favor de la temperatura mayor

de requesqn 0 horas de' fabricado en queser;a y mantenldo a-
20°C. se muestra en la Tabla 4. Los resultados son: Una ac-
tiva proliferacién de los tres grupos microbianoé incluidos
( coliformes, l4cticos y levaduras ) y la multipiicacién:dé
enteropétégenos-aﬁn a la mayor dilucién probada ( 90 ufc/g ).
No'fue posible en el pefiodo de 24 horas cuantificar la evo
lucién que tuvieron los inéculos de 900 y 9 000 ufc/g.

El desarrollo de Salmonella typhimurium y la flora aso-
ciada en el prbducto de 24 horas después de fabricado, mante
nido a 20°C se expresa en la Tabla 5. Es detectable una acti

va proliferacién de 1la flora asociada que no fue obstéculo -
para la multiplicacién del patégeno. La cuantificacién del -

14



mismo se realizd mediante la técnica del némero. mas proba-
ble ( NMP ), no logréindose,aunque todos los tubos se confir
maron positivos, valorar los indéculos empleados en todos -
los periodos. Siempre estuvieron por encima de los indica-
dos en la Tabla.

Los resultados de las Tablas 6 y 7 muestran la evolucién
que tienen dos inéculos ( uno bajo 180 y otro alto 18 000 -

ufc/g ) de S. typhimurium en dos modelos que simulan el pro

ducto de mayor ( Tabla 6 ) y de menor frescura ( Tabla 7 ).
En el primer modelo se resalta una actividad morosa de coli
formes y l4cticos tanto a las 0 como a las 6 horas, nara --
después aléanzar 1.5x107 Yy 4.9x107 respectivamente. Por el-
contrario es evidente la ausencia de levaduras.

En el seguﬁdb modelo el nGmero de coliformes y 14¢ticos
a las 0 horas-es considerable 4.9x104 y 1.3x106 respéctiva—
mente. En tanto que las levaduras se multiplicaban morosa--
mente alcanzando a las 24 horas 1.3x103. El comportamiento-
de la flora asociada no varib significativamente al detecta

do*en:la Tabla 6, sin embargo el contenido de Salmonella en

ambas Tablas alcanza un nivel similar después de 24 horas a
20°C. La cifra alcanzada es cercana a 100 000 ufc/g. Hay -
una diferencia muy pequefia '( 100 veces ) con el inéculo me-
nor del patégeno ( Tabla 7 ).

La actividad de S. typhimurium en reqﬁesén de 72-horas--

de fabricado, almacenado a 20 y 30°C se muestra en las Ta*--
blas 8 y 9 respectivamente. En ambas es objetable una flora
asociada bien establecida especiélmente los 1étticos, en -
tanto que el enteropatégeno, ‘al-cabo de las 24 horas, decre
ce prox1mo a un 1ogar1tmo en el 1nocu10 inicial ( 1 800 =--"
ufc/g ). As{ mismo hay un descenso del pH ( 5.4 a 4.78 ).
A las muestras que se les determin6 pH presentaron Valg
res prdximos al Jdptimo ( pH 7 ), exceptuando la del caso an
terior,y la acidez en las mismas oscildé entre 0.27 y 0.31I%.



Dadas las condiciones artesanales en-‘las que se elahora
el producto, se presentan en la préctica notables variacio
nes en su composicién y microbiologfa. Se carece de control!
de calidad!de la lechecutilizada, la que segln 10s proveedo
res puede contener o no y en cantidades variables, una di-c-
versidad de agentes antimicrobianos..la carga microbiana -
de esa materia prima también es muy variada como lo son --
tanto las condiciones sanitarias de obtencidén, como el ti-
empo y temperatura de almacenamiento previo a la fabrica--
cién del producto. Finalmente, las condiciones higiénicas-
de su manejo en la propia planta, admite en la prdctica un
espectro muy amplio. )

En un estudio previo, realizado en este laboratorio, -
se encontrd una variacién acentuada en la incidencia de --
Salmonella cuando el producto se muestreaba en verano ---
( 38.3% ) o en invierno ( 3.1% ), lo que permite suponer -
que efectivamente influye la temperatura ambiental en la -
abundancia del patégeno en este alimento. La prevalencia -
global fué de 26.7% esto es 53 .muéstras positivas de 198 -
analizadas ( 10 ).

Con el propbsito de tener una idea del contenido mi--
crobiano del requesdén:en una f4brica seleccionada al azar
entre los productores y de estudiar la evolucién de esa --
flora durante el almacenamiento a 20 y 30°C, como ocurre-
con frecuencia en el comercio, efectuamos un primer estu--
dio, donde las cifras mds bien altas de los grupos micro--
bianos ( Tabla 1 ) sugieren una intensa contaminacién den
tro de la planta o una muy activa proliferacién de tales -
gérmenes a partir de sustratos donde las condiciones son -
propicias para mantenerse activos. Es decir, los gérmenes
contaminantes no pasan por la fase adaptativa ( lag ) e ini
cian répidamente su crecimiento. Este hecho se ve favoreci-
do por tratarse de un material rico en nutrientes, con una-

actividad de agua ( Aa ) y pH cercano al éptimo ( 6.5 ), y
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ausencia de flora competitiva ( el ‘tratamiento, térmico reci
bido por el alimento es lo suficientemente severo para inac

tivar virtualmente a toda la flora microbiana no esporulada).

En funcién de experiencias previas estimamos que la ausen

cia de bacterias 1l4cticas es un acontecimiento fuera de lo -
comGn; de hecho excepcional. La regla general es la presen--
cia de estas bacterias en el producto y el hallazgo- de leva-
duras.;un evento ulterior dentro de la metabiosis que suele -
exhibir este alimento.

El estudio del comporfamiento de una bacteria patdgena --

cuando contamina a un alimento, tiene gran interés desde el-

punto de vista epidemioldégico porque permite esbozar la mag-’

nitud del riesgo que potencialmente tiene-ese alimento como-
causa de enfermedad al ser consumido. Y si se dan las facili
dades para una activa proliferacidén, es de esperar que se in
cremente el riesgo porque puede alcanzarse la dosis infectan
te es el caso de un microorganismo infeccioso, o acumularse-
suficiente téxina en el caso de agentes toxigénicos.Una va-
riedad de factores influye en dicho comportamiento, la capa-
cidad nutricional de un alimento para el patdgeno en cues-=--
tién, el tiempd' y temperatura de almacenamiento, la presen--
cia de inhibidores naturales o incorporados, la presencia y-
actividad de la flora antagonista y otros tales como el pH,-
potencial de 6xido reduccibén ( Eh ) y actividad de agua (Aa)
Tan 5610 uno de los mencionados, puede ser suficiente para -
restringir el desarrollo de los microorganismos aunque los -
restantes factores estén presentes o ausentes, en condicio--
nes favorables para“ellos. Por tanto el primer estudio que -
procede para evaluar el riesgo antes mencionado, consiste en
determinar si existen o no los nutrientes en el alimento pa-
ra que el germen pueda prosperar. As{, en la siguiente etapa
de este trabajo estudiamos el comportamiento de una cepa de-

S. typhi artificialmente inoculada en el producto en ausen-

cia de flora competitiva, es decir, en el producto recién fa

bricado y protegido de contaminaciones. Esto se logrd fabri-

cando el requesdén en el laboratorio y preparéndolo en condi-
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ciones asépticas e incorpordndole el patégeno. £l estudio
se realizd en dos ocasiones ( Tablas 2 y 3 ), almacenando
el producto contaminado a 20 y 30°cC.

Los resultados muestran que ciertamente estamos ante un
producto en el cual el efecto de la flora competitiva se -
" encuentra practicamente anulado. El contenido de coliformes
y bacterias lacticas se mantuvo inaparente en ambos estudi
0s. £n las dos tablas se aprecia el desarrollo progresivo
de S. typhi; hecho que coincide con la observacién ya se-
falada de que la incidencia de Salmonella en el requesdn
es mas elevada durante el verano que en el invierno. El ex

perimento demuestra el riesgo que existe de que un indivi-
duo enfermo, convaleciente o portador bacilifero de S.typhi,
contamine tempranamente el producto en donde el germen pue
da multiplicarse a niveles peligrosos. Por lo deméas como -
se sabe la dosis infectante de esta bacteria es muy baja -
(17 ).

El que S. typhi contaminante vaya acompafiada de materia
fecal, podria restringir, pero no cancelar el riesgo menéig
nado.

Mas comdn es la contaminacién del producto por otras -
salmonelas. El siqguiente estudio se disefio para evaluar el
comportamiento de una cepa de S. typhimurium en el alimento

con la flora normal,contaminédndolo recién fabricado. Para
tal fin se obtuvo el alimento de una féabrica y tan pronto
como lleg6 ai laboratorio, se contaminé con el patégeno a
a tres niveles y se almacend a 20°C.Peri6dicamente se de-
terminé el contenido del patégeno y la evolucién de la flo
ra asociada ( Tabla 4 ).

Como esperamos una fiora asociada escasa con libre mul
tiplicacién del patbégeno, este Gltimo se estimo por la téc-
nica de vaciado en placa. Cuando se aumentd el tamafo del
inéculo sobre el producto almacenado a 24 horas, espera-
mos una flora mas elevada que habia de interferir.con los
recuentos del enteropatdégeno en las placas. Por esta razén
se utilizdé la técnica NMP. Aunque no pudimos precisar el -

fdméro alcanzado por el patégeno, los resultados ( Tabla 5)
revelan por lo menos una clara capacidad para ----------
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sobrevivir en presencia de. un activo desarrollo de la flora
asociada especialmente de la l4ctica que 11eg6 a ser de tres
mil thillones por gramo. Lo anterior pone de manifiesto el -
alto riesgo que se genera cuando el producto se expone a la
contaminacién por el patdbgeno aun cuando la carga de la flo
ra asociada se encuentra bien establecida. Los resultados de
las Tablas 4 y 5 revelan también la variabilidad de la ima--
gen microbiana del producto aun dentro de la misma planta en
diferentes procesos de fabricgcién.

Con el objeto de estudiar el comportamiento de Sdalmonella

cuando contamina® al producto durante su expendio, recurri--
mos a un modelo que simula la imagen microbiana del alimento
en tal situacién. Una porcidén de requesdn recién fabricado y
recolectado asépticamente fué adicionado y homogenizado con
residuos del mismo producto obtenido del comercio con su flo-
ra ya bien establecida.

El modelo contaminado discretamente simularia el producto
que se contamina tras un breve periodo de comercializacibn, -
en tanto que el moderadamente contaminado corresponderia a un
producto mids prolongadamente expuesto a la venta. A través de
este experimento confirmamos la influencia de la flora asocia

da como inhibidora del desarrollo de Salmonella en el produc-

to. En otras—palabras;~se puede afirmar-quérla magnitud-del--
riesgo es mayor cuando la contaminacién por el patbgeno se --
presenta mas prékima a la obtencién del alimento. Conforme --
transcurre el tiempo el riesgo decrece en funcién de la colo-
nizacién y sobrecarga de la flora acompafiante.

El d1timo experimento (Tablas 8 y 9) es una reafirmacién
de lo anterior. cuando contaminamos con el enteropatbgeno el-
requesén tras 72 horas de fabricado detectamos que es un ali-_

mento capaz de sostener el desarrollo de bacterias patdgenas

to, como el grado de frescura del producto al tiempo de la --
contaminacién afectan:' la magnitud de dicha proliferacién. En
situacibén extrema aun la viabilidad del patdgeno llega a ver-

se mermada.
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Numerosos estudios sefialan a la flora lactica como ele
mento primeramente determinante de 1la inhibicién de las --
bacterias patbégenas en lacticineos similares.

En algunos productos lacteos como leches fermentadas, -
yogurt y crema agria, los organismos coliformes tienden a -
desaparecer en solo 24 horas a un ritmo que es independien-
te de la acidez. Se ha reportado también que cuando los pro
cesos de fermentacib6n se efect@an con cultivos termofilicos
de lactobacilo y estreptococos, el efecto antibacteriano es
mayor que cuando se utiliza S. lactis ( 7,11 ).

Al parecer los efectos inhibitorios no son el resultado
Gnico de una acidificacién del medio; otros mecanismos pue-
den intervenir y entre ellos se encuentran la produccién de
agua oxigenada, ;de antibidéticos o de é&cidos grasos voldti-
les, la secreci6n de bacterocinas y el agotamiento de nu--
trientes vitales en el medio como la nicotinamida ( 6,7 y 8).

El papel que puede jugar el requesén en las gastroente-
ritis humana debe enjuiciarse en funcidén de estos hechos. Se
trata de un producto que eventualmente puede dar lugar a gas
troenteritis por bacterias enteropatégenas cuando se dan los
acontecimientos que propician la proliferacibén de tales gér-
menes.

El producto debe fabricarse en condiciones que resguar-
den de contaminaciones objetables como son la fauna y los ma
nipuladores. A lo largo de su comercializaci6n debe mantener
se a temperatura inferior a los 7°c.
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Temp.

20

»30

TABLA

1

Microbiologfa de requesdn muestreado en una,
fabrica,durante su almacenamiento a 20 y 30 C.

Micro--

organi smos

B.M.A.

'Ev
- Coliformes/

L4cticos

Levaduras

B.M.A

Coliformes

Licticos

Levaduras -

*ufc/g al cabo de horas

(0)
1.7x10°

3.0X10°

<102

Ly, 5X103

1.7x10°

3.0X10°

<107

4, 5x10°

(3) (6)
1.7x10%  8.8x10°
7.8X10°  5.5x10°

<102 <102
6.6x103  8.8X10°
6 7

5.3x10°  1.7x10
6 7
2.0X100  3.6X10

<10 <10?
8.8X10°  4.2X10

* Unidades formadoras de colonias
B.M.A.- Bacterias mesofilicas aerobias

21
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(9)
1.7x107
8:8X10
<102
7.8x10%

3.4%108
6.5x107

<1o2
1.3X10°

o

(24)
2.5X10
¥
1.3x10°

<102
8.1X10°

1.3xt1010
9.0X10

<:102

7.0X10



Temp.

20

30

TABLA 2

Actividad de'Sélﬁonella'typhi artificialmente
inoculada /( 170 ufc/g ) en requesén*fabricado
en el laboratorio, almacenado a 20 y 30°C.

micro--- **ufc/g al cabo de horas

organismos (0) (3) (6) (9)

Coliformes - <10 <10 <10 <10

Licticos <102 <102 <0 «0?
S, typhi 2.8x10° 1.9x'10% 2.0x10% 9.0x10
Coliformes <10 <10 <10 <10

ldcticos - <10 <10®  <10®  <10?

©'S. typhi 2.1x10% 3.5x10°  1.2x10° 4.6x10°

* pH 6.5/ Acidez 0.28% en 4cido l4ctico

** unidades formadoras de colonias

(28
<10
<10
2.1x10~
<10
£10
2.9x10



TABLA 3

Actividad de Salmonella typhi artificialmente

inoculada (37 ufc/g) en requesén recién . fabri
cado, almacenado a 20 y 30°C.

/
’

Temp. Micro- ufc/g al cabo de horas

°C organismos (.07) (3) (6) ( 24)

Coliformes < 10 {109 <10 {0

20 .
Salmonella 60 90 70 5.4x10
Coliformes <10 <10 {10 {10

30
Salmonella 30 20 1.7x103 1.0x107

23



TABLA 4

biologia de requesén* 0 horas de fabricado -
en una queseria y almacenado a 20°C.

/

Micro-- ufc/g al cabo de horas
organismos (0) ( 3) (6) ( 24)
: 2 <103 3 7

Coliformes 1.5x10 1.4x107 1.7x10 4.3x10
Licticos 3.7x10%  2.8x105 4.3x106 2.1x108
Levaduras 4.5x10% 1.0x10% 3.1x104 3.4x10°
§.'typhimurium?*

90 7.0x10  8.0x10  2.9x10° 4.4x10%

900 1.2x10% 1.2x10° 6.1x10°  >10*

9:1000 1.4x10*  1.s5x10% 3.8x10® >10°

* pH 6.8/ Acidez 0.3153% en 4cido 1léctico
** ufc/g inoculadas
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"TABLA 'S5

asociada en requesén* inoculado 24 horas des %

pués: de elaborado en:quesefia‘y‘almacenado

~

a 20°C.
/
‘Micro- i ~ufc/g al cabo de horas
organismos (o) (3) (6)  (9) (h24)
Coliformes ©3.0x10 ©5.0x10% 1.3x10° s5.6x10% 2.7x107
Licticos | - 1.7x10% s.0x10% 1.0x10° s.ex10 3.0x10°
Levaduras 2.5x10% 1.2x10° 4.0x10°  2.2x10% 8.2x10%
5. typhimurium**
3 3 3 3 3
1 100 > 1.1x10°>1.1x10° >1.1x10° >1.1x10°>1.1x10°
11 000 > 2.0x10%>1.1x10* >1.1x10* > 1.1x10*>1. 1x10*

~* pH 6.93/ Acidez 0.31% en 4cido 1l4ctico
~** ufc/g inoculadas

NOTA: La cuantificacibén de ‘Salmonella se realizé mediante

la técnica del nfimero mds probable ( NMP
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TABLA 6

Actividad de Salmonella typhimurium inoculada en
requesén* recién elaborado en queserfa y adicio-
nado de tesiduos del producto de 36 horas en el
comercio.

ufc/g al cabo de horas
Temp. Micro---

. .organismos (0) (6) ( 24 )
: / 2 3 7
Coliformes <10 <10 1.5X10
. 3 ,
Licticos <10 <:10h L}.9X1O7
.20 2 2 ' 2
Levaduras <io <10 <10
S. tyhpimurium ** -
1 800 9.0X10 1.1x102  1.1X10°
L | 5
18 000 2.0X10 >1.1X10° >1.1X10

* pH 6.88 / Acidez 0.27 % en &cido %téactico

** ufc/g inoculadas
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TABLA 7

Actividad de ‘Salmornella ‘typhimurium inoculada en

requesén** recién elaborado y contaminado modera

damente con residuos deﬂ)producto del comercio**.

/
/

Temp. Micro- - ufc/ al cabo de horas
organismos ( 0) (6) ( 24)
o] C .
. . 4 5 7
.'Coliformes 4.9x10 8.9x10 3.4x10
Licticos 1.3x10°  1.0x107 3.9x108
Levaduras *<103 <103 1.3x103
20 Sityphimurium***
180 2.0x10° 1.1x10% 1.1x10°
18 000 5.0x10" 1.1x10% 1.3x10°

* pH 6.88/ Acidez 0.27% en 4cido l4ctico
* % con'36 horas de almacenamiento

*** ufc/g inoculadas



TABLA 8

Actividad de Salmonella typhimurium contami-
nante de requeson a las 72 horas de fabrica-
do y almacenado a 20 _C.

Micro-- ufc/g al cabo de horas
organismos (0) ( 6) ( 24 )
6 8 6
Coliformes 2.0x104 2.3x10 2.2x10
/ 7 8 8
Licticos’ 9.0x10 2.2x10 3.7x10
L 5 6
Levaduras 8.7x10 1.7x10 9.8x10

S. typhimurium

3 2 2
1 800* 2.0x10 L,0x10 L.ox10

pH 5.4 5.07 L.87

* ufc/g inoculadas

NOTA: La cuantificacidn al patégeno fue por
NMP.
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TABLA

s 7

9

de requesén a las 72 horas de fabricacidn, almac -
, \

cenado a 30°C.

Micro--

organismos (0)
Coliformes 2.0x106
Licticos 9.0x107
Levaduras 8.7x104

S. typhimurium (NMP)

1 800* 2.0x10°

pH 5.4

" * ufc/g inoculadas
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1.8x10

(6)
6
3.2x208

3.6x10°

2.0x10"
4.87

ufc/g al cabo de horas

(24)

3.5x10°

3.5x10°

3.5x10/

4.0x10
4.78



CONCLUSIONES

1.- El requesén es un_productd l4cteo que puede verse invo-
lucrado en brotes de enfermedades por agentes microbia-
nos. |

2.- El riesgo queda configiiado por tratarse de un producto
propicio para la répida proliferacién de bacterias ente
‘rop?fogenas,que pueden- 1legar al alimento recién fabricado:

t cuando la flora competitiva se encuentra précticamente--
ausente.

3.-" La actividad de la flora asociada se traduce en una inhi-

bicién del desarrollo de la Salmonella, y en situacién -

=xxtreextrema en una merma en su viabilidad.

"4.- E) producto debe mantenerse en condiciones que impidan
laicontaminaﬁién por bacterias enteropatdgenas,complemen

+ . tandose esta medida con la refrigeracién durante su ex--

pendio a temperatura inferior a 7 C.

30



RESUMEN

Se efectud un éstudio sobre el comportamiento de Salmonella

typhi y Salmonella typhimurium en el requesén. Se siguié el com-

v

portamiento de estos microorganismds e%‘é? pFoducto recién elabo-
rado y'en diferentes estadios durante su almacenémiénto a20y -
30 °C,ta] como ocurre durante su expendio. Simulténeamente se --
estudidé cuantitativamente la evolucidn de la flora asociada re-
presentada por las bacterias coliformes,lacticas y levaduras.

Los resultados revelan una franca capacidad,de estos patdgenos -
para multiplicarse en el alimento,mds a 30 que a 20 °C. Esta ac-
tividad se encuentra antagonizada porla flora asociada en el ali
mento de manera que las posibilidades de desdrrollo disminuyen --
conforme con el producto pierde frescura, es decir, en relacién--
al increhento de la flora asociada.

A fin de disponer de un producto cuyo consumo no implique un -
riesgo para la salud es indispensable evitar la contaminacidn por
los patdégenos, especialmente en el producto recién preparado y -
manteniéndolé <permanentemente en refrigeracidn a temperatura in-

ferior a 7°C.
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