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Resumen

Palabras clave: guacamole, inocuidad microbiana, analisis de riesgos.

El guacamole es un alimento tradicional y popular en nuestro pais que se
elabora con verduras crudas. Su preparacion conlleva un contacto muy estrecho con
las manos, y no recibe ninglin terminal que asegure su inocuidad. Estos hechos
pueden propiciar contaminaciéon y sobrevivencia de microorganismos que impliquen
un riesgo a la salud humana. El objetivo del trabajo consistié en evaluar los riesgos
microbianos que representa el guacamole para los consumidores. Se estudié la
incidencia de microorganismos de interés sanitario en el producto comercial, la
dinamica de 4 bacterias patdégenas en pulpa de aguacate a 22 v 4-7°C, el efecto del
pH sobre el comportamiento de Salmonella spp y Listeria monocytogenes en caldo
soya tripticasa, y la patogenicidad de las cepas de L. monocytogenes aisladas de
auacamole. En 75 muestras de guacamole ohtenidas de restaurantes, mercados,
fondas y de comercios de la via publica, se efeciuaron mediciones de pH y actividad
de agua, recuentos de bacteria mesdéfilas aerobias (BMA), organismos coliformes
(OCT), hongos, levaduras, E. coli y S. aureus, y la investigacion de Salmonella spp
y Listeria monocytogenes. Los valores de actividaa de agua se encontraron entre
limites estrechos, 0.967 y 0.998; ¢n contraste, el pH de las muestras oscild, desde
4.04 hasta 7.25. Se observd una amplia variabilidad en el contenido de los
microorganismos indicadores, con tendencia a presentar niveles elevados
independientemente del sitio de muestreo: hasta de 8.17 y de 7.08 logsp UFC/g de
BMA y OCT, respectivamente. La positividad a L. monocytogenes, S. aureus y
Salmonella spp fue del 'i6, 6.7 y 1.3%, respectivamente. La elevada incidencia de E.
coli (60%), constituye un riesgo - potenc:al de  la presencia de microorganismos
enteropatdégenos. L. monocytogenes, S. aureus, Salmonella spp, y E. coli O157:H7

mostraron amplia capacidad para desarrolfarra 22°€; en tanto que en refrigeracion
solamente L. monocyiogenes se multiplico, alcanzando niveles similares a ios
observados a 22°C. Los tres patdgenos restantes sobrevivieron en refrigeracion al
menos dos semanas. El limite de pH para el desarrollo de L. monocytogenes en CST
ajustado con acido citrico a 35°C fue de 5.4, y para Salmonella de 5.0 (valor minimo
estudiado); cifras inferiores a la observada en 53 muestras de guacamole comercial.
Las 16 cepas hemoliticas de L. monocytogenes- aisladas de guacamole resultaron
patégenas para el raton.

Resulta evidente que €l consumo del. guacamole implica un riesgo potencial
severo de infeccidon por microorganismos=zpatégenos- entéricos; y puede ser un
vehiculo importante de L. mcnccytogsnss; aun niveles de pH hasta de 5.0 en <l
guacamole y su almacenamiento en refrigeracion no cancelan tales riesgos.
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SUMMARY

Keywords: guacamole, food safety, risk analysis
Guacamole is a fresh salad prepared mainly with avocado pulp, which adds
vegetables like tomato, onion, and chili. This salad is occasionally spiced with lemon
juice. Guacamole is widely consumed in Mexico, and is ready-to-eat sold at
restaurants, markets and in the streets. Because of its fresh ingredients and its hand-
make preparation a high occurrence of enteric pathogens could be expected. The aim
of this work was to evaluated the microbial risks implicated with guacamole consume.
A survey of pathogens (Salmonella, L. monocytogenes) and indicators (aerobic
plate count [APC], coliform organisms [CO], molds and yeast, E. coli and S. aureus)
was carried out in 75 commeicial samples. Water activity (Aw) and pH measurements
were recorded in all of the samples. Commercial samples were recollected from
restaurants, markets, and from the street witnin « year. The behavior of L.
monocytogenes, Salmonzalla, S. aureus, and E. coli O157:H7 in avocado pulp, the
main ingredient of guacamole, was studied at 22 and 4-7 °C. pH effect over the
growth of Salmone!fa spp and L. monocytogenes in tripticase soy brotn (TSB) at 35°C
was also studied. pH values tested were in the range from 5.0 to 7.0. Pathogenicity of
strains of L. monocytogenes isolated from commercial samples of guacamole was
tested o mice.
Aw values were in the range of 0.967 to 0.998. pH values were in the range of
4.04 to 7.25. A high incidence of indicators was observed in all of the samples
regardliess of the origin of the sample (restaurant, market or street). Maximum values
.. of BAT logyg CFU/g APC, and 7.08 logqg CFU/g CO were observed. Incidence of L .-
. = _ .moné6cytogenes, S. aureus, and Salmonella spp was of 16, 6.7 and :1.3%, "
— respectively. The observed incidence of E. coli (60%) suggested an enteric-pathcgen
= presence risk. .
In avocado pulp, all of the pathogens -tested developed at 22 °C. L.
monocytogenes was the only one grown at 4-7 °C, reaching levels close to that
reached at 22 °C. Salmonella, E.coli, and S. aureus showed no development at 4 7
°C but survived for at least two weeks. pH values lesser than 5.4 inhibit development
“ - cf L. monocyiogenes in TSB at 35 °C. pH values of 5.0 does not inhibit the
| -~ .-~ .-development of Salmcnella spp in TSB at 35 °C. §3 samples of guacamole showved a
o W‘“pﬂ «value -higher than 5.0. All the haamolytic strains of L. monocvtogenes-isolated- .
- from.commercial samples of guacamole were pathogens to the mice. SR
- -~ Guacamole represents a potential vehicle of entericc pathogens and
L. monocytogenes. The ability ot develop of the tested pathogens in avocado pulp
increase the risk of their preserice in guacamole. being a vehicle for an infection. The
ability of L. monocytogenes to survive and development at refrigeration temperatures
and at low pH values makss it one of the most hazardous microorganisms in

guacamole.
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México enfrenta problemas y necesidades de orden econémico, politico,
social y en forma especial en materia de salud publica. Las enfermedades
transmitidas por alimentos (ETAs) ocupan el segundo lugar entre las
enfermadades transmisibles de notificacién cobligatoria en nuestro pais (Rocabado
y Bermejo, 1993).

El sistema de vigilancia epidemiologica de estos padecimientos tiene
muchas carencias y la informaciéon que genera es muy limitada (Rocabado y
Bermejo, 1993). No se conoce el papel que tienen como vehiculo de enfermedad
los diferentes alimentos, ni cuales son ios agentes patdégenos implicacos mas
frecuentemente en el pais. Este vacio de informacién hace dificil evaluar los
riesgos que representa el consumo de los alimentos. Podrian utilizarse reportes
epidemiolégicos de otros paises; sin embargo los habitos alimenticios, las
materias primas de las que se parte, las condiciones de elaboracion, transporte y
comercializacion, son diferentes en cada pais. Ademas, alguros alimentos
tradicionales sdlo se consumen en nuestro pais. |

Existen diversos indicativos. del riesgo que implica el consumo de un
alimento; uno de ellos es la frecuencia con que se asocia como vehiculo de
enfermedad. La incidencia de microorganismos patégenos e indicadores de
practicas saritarias inadecuadas, también es una medida del riesgo; riesgo que se
incrementa cuando el alimento sostiene el crecimiento de microorganismos
patégenos. ,

Entre los alimentos tradicionales mexicanos destaca el guacamole, por su
amplio consumo. Existen multiples formulaciones para elaborar este aiimento; sin
embargo,. todas ellas usan como materia prima pulpa de aguacate. La pulpa de
aguacate se adiciona de verduras crudas tales como cebolla, jitomate, chile,
cilantro, ccasionalmente jugo de limén 'y otros ingredientes. Aigunos de ectcs
materiales pueden ser vehiculo de microorganismos patégenos. En Estados
Unidos, las frutas y verduras crudas (o productos elaborados a partir de ellos sin
pasteurizar) han sido vehiculos de patdégenos de origen intestinal en brotes de
ETAs (Beuchat y Ryu, 1997). Entre ellos destacan Salmonella, Vibrio cholerae
01, Campylobacter jejuni, Escheiichia coli O157:H7, virus de la hepatitis A y
algunos parasitos (Bean y col, 1997). El uso de estiércol como fertilizante y de

aguas negras no tratadas en el riego, se reconocen Como algunos de los
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aguas negras no tratadas en el riego, se reconocen como algunos de los
mecanismos de la contaminacion de los vegetales frescos (Beuchat y Ryu, 1997).
En diversos lugares del campo mexicano contintian aplicandose estas practicas;
por tanto, es probable que los vegetales ccntengan microorganismos patdgenos
intestinales. Ademas de este hecho, la preparacién del guacamole implica un
estrecho y obligado contacto con las manos, que puede propiciar contaminacién
de microorganismos patégenos de origen humano. Este alimento no recibe ningun
tratamiento terminal previo al consumo que asegure su inocuidad, lo que favorece
[a sobrevivencia de los microorganismos presentes. Por ditimo, suele dejarse
varias horas a temperatura ambiente antes de su consumo.

El guacamule, como muchos otros alimentos, se prepara en
establecimientos que laboran bajo condiciones sanitarias muy diversas. En
algunos de elios se cuenta con las instalacicnes adecuadas y personal exclusivo
para la efaboracion de los alimentos. Pcr el contrario, en otros sitios y en la via
publica las cendiciones son precarias y generalmente se carece de agua.potable
corriente. Las malas practicas sanitarias de las que pueda ser objeto el alimento
en algunos de estos lugares, incrementan los riesgcs asociados a su consumo.

A pesar de que el guacamole se ha consumido en nuestro pais desde hace
mucho tiempo y se percibe que puede representar un riesgo importante, se carece
de informacién sobre su microbiologia. Tampoco existen reportes . del
compoﬁarﬁiento de microorganismos patogenos, tanto en el alimento preparado
como en la pulpa de aguacate.

Se reconoce ampliamente que este tipo de informacion es necesario para

establecer medidas racionales y efectivas de control y prevencion de

enfermedades transmitidas por los alimentos (Notermans y col., 1996).
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2.1 Impacto de las enfermedades transmitidas por alimentos en el mundo.

Los alimentos le proporcionan al hombre, ademas de una satisfaccion
psicolégica, los” nutiientes que necesita para realizar todas sus funciones; sin
embargo, pueden contener agentes nocivos que dafen su salud. Estos agentes
nocivos o patégenos pueden ser bacterias, hongos, toxinas de algas
microscopicas, parasitos, virus, y sustancias quimicas (Tabla 1). Las bacterias son
la causa mas frecuente de enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) el
todos los paises que cuentan con registros estadisticos (Tabla 2). En 1980 Bryan
estimé entre 1.4 y 3.4 millones por afo, los casos de ETAs en Estados
Unidos(Bryan y Hauschild, 1980); Todd en 1984 calculé 5 millones, y en 1989
estimé 12.6 millones para este mismo pais (Todd, 1984; 1989). Parece ser que el
problema que representan estas enfermedades es cada vez mayor.

También se han estimado los costos que implican estas enfermedades. En
1984 para Estados Unidos se calcul6 entre 1y 10 mil miliones de délares por ano;
considerando gastos médicos, pérdidas en productividad y salarios, pérdidas de la
industria por demandas, destruccién y devoluciones (Archer v Kvenberg, 1885).

= = Para 1987 se calculaba entre 7.7 y 8.4 mil millones de colares anuales (Kvenberg
y Archer, 1987).

Las ETAs son ia principal causa de morbilidad en Estados Unidos, u’n'pais
gite tiene un alto nivel de sanidad en la produccion de alimentos (Bean y col.,
1997). En ruestro pais no existe informacion confiable sobre la incidencia de
estas enfermedades; pero es de esperar que se presenten con altafrecuencia, ya

TY que las condiciones en las yue se elaboran y comercializan los -alimentos- en
México son frecuentemente inadecuadas. e -

En México en 1996, 3 329 114 casos de diarrea s€ reportaron en todo el
pais; considerando que sélo cerca del 1% de los casos reales se reportan y que el
50-60% son transmitidos por akmentos, se astima que mas ae 160 millones de

casos ce ETAs se'presentan anualmente (Escartin, 1597)

5 t i s .
Sg + . 7 8 F 3

2 PRI \;g ety
P SR }‘;r Ty gh‘ [ R 2 ,(f,},.fi,w%:rgm a4

3 % !
LI T SR T v 4

J! 3 3 ;i




Tabla 1. Agentes patdgenos implicados en las enfermedades
transmitidas por alimentos

Bacterias

Intoxicaciones: S. aureus, C. botulinum
Infecciones: Salmonella, L. monocytogenes
Toxiinfecciones: C. perfringens. V. cholerae

Hongos . ‘
Microscopicos: Aspergillus flavus, Penicillium
Macroscopicos: Amanita phalloides

Algas microscopicas
A través de pescado: ciguatoxina
A través de bivalvos: saxitoxina

Parasitos
Protozoarios: Entamoeba iiistolytica, Giardia lamblia
Helmiitos: Trichinella spiralis, Taeria solium

Virus
Rotavirus, Norwalk

Sustancias quimicas
Componentes naturales: alcaloides de hongos
Aditivos alimentarios: sulfitos, nitritos
Contaminantes ambientales: pesticidas, mercurio

Modificado de Escartin, 1996.
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Tabla 2. Porcentaje de casos de enfermedad transmitidas por aiimentos en
tres paises segun causa.

! Pais Afo ' Causa %

[Holanda 1982 Microbiana 38.2

f Vegetales 0.3

! Quimica 0.0

: Otras 0.2

| Total conocida 40.2

, Desconocida 59.8

+Canada 1984 Microbiana 57 1

, Parasitos 0.0

i Animales 0.2

‘ Vegetales 0.1

| Quimica 0.8

i Total conocida 58.1

; Desconocida 41.9

i?.stados Unidos 1992 Bacteriana 37.7
Viral 2.3
Quimica 0.6
Parasitos 0.0
Vegetales 0.0
Total confirmada 457
Desconocida 54.3

(Escartin, 1998)




2.2 Analisis de riesgos microbianos.

Es evidenie que las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAs) son
una causa importante de mortalidad y morbilidad en todo el mundo. La vigilancia
tradicional a base del control del producto final no asegura la produccion de
alimentos inocuos; por ello, en las Ultimas décadas se han utilizado otras
alternativas. Se introdujeron como medidas preventivas las buenas practicas de
produccién y distribucién (BPPD), que proporcionan reglas generales sobre las
condiciones ambientales y procedimientos de trabajo, basandose en experiencia
practica (Notermans y col., 1995).

El sistema de analisis de riesgos y puntos de control criticos (ARPCC),'fue
disefiado para asegurar la inocuidad de los alimentos producidos para los
programas espaciales en Estados Unidos (Bauman, 1990). Desde 1971, cuando
se presentd en la Conferencia Nacional sobre la proteccion de los alimentos en
Estados Unidos, su enfoque ha tenido una gran aceptacion por las agencias de
reyulacion estadounidenses, y progresivamente por las industrias de alimenios.
En nuestros dias la aplicacion del ARPCC es considerado el sistema mas
confiable para producir alimentos inocuos (Notermans y col., 1995). Este sistema
identifica problemas antes de que sucedan y establece medidas de control en
etapas de! procesamiento que son criticas para asegurar la inocuidad de un
alimento (Notermans y col., 1995).

El ARPCC tiene un enfoque sistematico, e incluye la identificacion,
evaluacion y control de los iiesgos que pueden originarse en un alimento en
particular. Se basa en informacién racional y comprobada, ademas de un analisis
objetivo de la misma. En la Figura 1 se muestra el mecanismo aceptado
generalmente para la produccion de un alimento inocuo.

El analisis de riesgos es un proceso analitico, que evalia la naturaleza vy
magnitud de! riesgo. Algunos elementos del analisis de riesgos ya se emplean en

ARPCC de manera cualitativa, pero existe cada vez mas, la tendencia de darle un

enfoque cuantitativo a este sistema.
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Figura 1 Produccion de un alimento inocuo. El analisis de riesgos proporciona elementos
utiles tanto para la industria como para las agencias de regulacion. Los productores de
los alimentos son los responsables primarios de su calidad sanitaria, sin embargo las

agencias de regulacion y e! consumidor tamoién juegan un papel muy importante en el

proceso (Modificado de Notermans y col., 1996).




El primer paso del analisis de riesgos consiste en evidenciar un efecto
nocivo potencial para ia salud humana asociado a un alimento en particular, es
decir identificar el riesgo (Notermans y col., 1996). Esta identificacion requiere del
conocimiente de la composicion microbiana de materiales crudos, de informacion
epidemiologica de brotes que involucren alimentos del mismo tipo o relacionados
y de datos microbiologicos del comportamiento de los microorganismos patoégenos
en los alimentos (Notermans y Mead, 1996; Notermans y col. 1996). En nuestro
pais el estudio de brotes de enfermedades transmitidas por alimentos es casi
nuio; por tanto no se conocen los alimentos, los agentes patdgenos, ni los factores
involucrados mas frecuentemente en esos brotes (Tabla 3).

Recientemente se ha creaco un procedimiento sencillo para la
identificacién de microorganismos potencialmente peligrosos (Fig.2). Del anélisis
de cste diagrama resulta evidente la dificultad para evaluar los riesgos que
represenia cada alimento debido a la carencia de informacién que existe en el
pais. Son escasos los estudios sobre los alimentos que aqui se consumen,
incluido su nivel de contaminacién y el comportamiento de los diferentes
patégenos en ellos.

Podrian utilizarse los reportes epidemiologicos de otros paises; sin
embarge existen diferencias entre paises con respecto a los principales alimentcs
que se han involucrado en brotes de enfermedades. En la Tabla 4 se ilustra
claramente este necho. Por ejemplo, en Yugoslavia las carnes se asocian con el
64% de los brotes de etiologia conocida; mientras que en Espafa, con un
porcentaje simiiar, es el huevo y sus productos los que ocupan este lugar. El
consumo de hongos venenosos en Hungria causa el 47% de brotes, en contraste
con otros paises, como Estados Unidos, donde estos alimentos causan tan sélo el
0.4 a! 0.8% de los protes anuales reportado con etiologia coriocida {Bean y col.,
1997). Estas diferencias nc son faciies de explicar, pero pueden deberse a los
habitos alimenticios de cada pais y a la forma de elaborar los alimentos.

Aunque los micrecorganismos implicados en brotes de ETA'’s son practicamente los

mismos en todos los paises, representan problemas de diferentes magnitudes
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Tabla 3. Brotes de enfermedades transmitidas por alimentos segtn etiologia en
México (1986-1990).

Etiologia Namero |% Afectados ! Alimento involucrado
|

Bacterias 165 42 9,903 [ Agua, leche, pollo, pozole, jamén,
'queso, carne de res, pastel,
pescados y mariscos, crema
barbacoa.

Virus 66 6.8 2,097 "Agua.

Plaguicidas 40 10.2 {673  Tamales,  chocolate, cilantro,
i tortillas, chicharrdén. atole, tacos.

Micotoxinas 12 3.0 80 * Guisado de hongos del campo.

Parasitos 9 2.3 165 tChorizo, longaniza, carne de
. cerdo.

Talio 5 1.3 17 Jumiles, moronga.

Alcohol 4 1.0 78 ‘Conservas caseras, agua de

metilico i jamaica.

Metales 3 0.8 85 | Pastel, tortas.

Toxinas de!2 0.5 99 | Almejas, mejillones, ostiones.

origen marino o ]

Otros 4 1.0 (23 . : Agua de jamaica, azlcar.

Sin diagnostico | 83 1214 13,151 Varios

Total 393 100.0 |15,561 P

Rocabado y Bermejo, 1993.
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Figura 2. Identificacion de microorganismos potencialmente peligrosos en un

alimento especifico. (Nctermans y Mead, 1996).




Tabla 4. Tipos de alimentos implicados con mayor frecuencia en brotes de

enfermedad por pais.

PV R |

Alimento Pais Frecuencia (%)
Carne Estados Unidos 16*
Israel 23
Dinamarca 27
Suecia 30
Inglaterra/Gales 36
Alemania 45
Bélgica 46
Albania 56
Yugoslavia 64
Pollo Escocia 43
Productos de pasteleria Pulonia 35
Portugal 37
Bulgaria 46
Suiza 47
Huevo y sus productos Francia 45
Espana 62
Hongos venenosos Hungria 47
Comida china Holanda 30

* Porcentaje de brotes de etiologia conocida asociados al alimento.
(Tood, 1996)




en cada uno de ellos. Por ejemplo, en Espafa, Inglaterra, Francia y Estados
Unidos Salmonella es el principal patdgeno en cuanto a frecuencia, mientras que
en Cuba lo es S. aureus (Tabla 5).

Podria pensarse que ias practicas o nrocedimientos que originan lcs brotes
de ETA's, son diferentes en cada pais. Sin embargo, si se comparan los factores
que contribuyeron a la aparicion de brotes en Estados Unidos y en Europa se
observa una gran similitud (Tabla 6).

Con el tiempo, surger nuevos microorganismos patogenos y nuevos
alimentos involucrados en brotes. Por el contrario los factores contributyentes no
suelen cambiar de manara notable en diferentes neriodos. En Estados Unidos el
enfriamiento inadecuado es la practica mas comunmente detectada en estudios
epidemiolbgicos, desde 1961 (Tabla 7). E! enfriamiento inadecuado parece ser el
principal factor que contribuye a los brotes a escala mundial, independientemente
del lugar y del tiempo esta préctica produce o incrementa riesgos <n los alimentos.

En los paises desarrollados que cuentan con un programa de vigilancia de
ETAs, y por tanto con amplia informaciéon epidemiolégica, la ide_ntificacic')n de
riesgos para cada alimen:o presenta menos dificultades. Pero para paises como
el nuestro, donde soélo algunas enfermedades son de reporte obligatorio, la
vigilancia de la calidad sanitaria de los alimentos es de cobertura restringida, no
se cuenta con personal suficientemente 6apacitado nara llevar a cabo esta
vigilancia, ni se aplican medidas efectivas para el control de las ETAs. Es
necesario, entre otras medidas, empezar por identificar y evaluar los riesgos que

representa cada uino de nuestros alimentos. Para disponer asi, de informacion util

y objetiva que nos permita a largo plazo producir y consumir aiimentos seguros.




Tabla 5. Numero anual de brotes por pais, segtin agente etiolégico.

Pais B. cereus C. perfringens |Salmonella |S. aureus |Total
Israel 0.0° 3.0 4.4 4.0 1.4
Finlandia 3.8 8.8 7.8 5.6 26.0
Dinamarca (2.0 5.8 5.2 0.0 13.0
Escocia 3.0 6.6 152.0 24 164.0
Suecia 0.6 4.6 7.0 2.8 15.0
Hungria 5.2 5.0 131.2 16.0 1567.4
Portugal 0.0 0.3 6.8 7.3 14.4
Cuba. 4.8 13.4 6.8 60.8 85.8
Holanda 4.8 24 8.0 0.0 15.2
Yugoslavia (0.4 2.8 46.0 13.0 62.2
Canada 14.0 18.0 100.2

A 68.4
s)

Numero de brotes por afio (Media de 2-5 afio
Modificado de Todd, 1996.
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Tabla 6. Factores que contribuyen a la configuracion de brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos en Europa (1985-1989) y Estados
Unidos (1961-1982). '

. Estados
Europa Unidos Factor contribuyente
1* 1 Inadecuada refrigeracion
2 5 Inadecuado calentamiento
3 3 Contaminacién por persona infectada
4 :4 Uso de ingredientes contaminauos
5 | Inadecuado recalentamiento
6 10 Uso de equipo contaminado
7 8 Alimento de fuente insegura
8 2 Preparacién muy anticipada |
9 6 Inadecuado mantenimiento en caliente
10 Pobre higiene general
11 Fallas eh el procesamiento
i2 Descongelacién inadecuada
15 i1 Uso de sobrantes

* Orden descendente de importancia.

(Tood ,1996; Bryan,1988)




Tabla 7. Factores que contribuyen a la configuracion de brotes de ETAs por

orden de importancia (1-10) y porcentaje de frecuencia en Estados Unidos (varios

periodos).

Periodo cubierto
Factor contribuyente ( Nimero de brotes )
1961-76 |1977-82 |1973-87 |1988-92
(1152)  |(766) (1182)  |(537)
Enfriamientfo inapropiado 12 46)° [1 (41) |1(87) 1(61)
Preparacion anticipada (12 h) z (21) |2 (25) ]
Manipulador infectado 3 (20) |5 (15) [2{59) 3 (34)
Ingrediente crudo contaminado 7 (11) 3 (23) .
Tratamiento térmico inadecuado 4 (18) |6 (i4) 3 (56) 2 (48)
Mantenimiento en caliente inapropiado |5 (16) |7 (9)
Recalentamiento inadecuado 6 (12) |7 (9)
Alimentos de fuente insegura 10 (5) 14 (18) |5 (20) 5(13)
Contaminacicn cruzada 9 (7 9 (4)
Limpieza de equipo inadecuada 8 (7) |10 (4) |4 (47) 4 (22)
Uso de sobrantes 11 (4) 12 (3)
Contenedores o tuberias toxicos 12 (3) 11 (3)
Aditivos intencionales 13 (3) 13 (3)

a: rango descendente de importancia; b: porcentaje de frecuencia
(Bryan, 1988; Bean y Griffin, 1990; Bean y col., 1997)
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2.3 Guacamole.

El aguacate es consumidc en ‘México y Latinoamérica desde la época
precolombina. Gran parte de su consumo es como guacamole, un alimento
tradicional muy popular entre la poblacion.

El guacamole es una ensalada fresca que se elabora principaimente con
pulpa de aguacate; suele adicionarse de cebolla, jitomate, chile,'cilantro y
generaimente se sazona con jugo de limén y sal. En algunas acasiones se agrega
leche o queso.

Para identificar los riesgos a la salud asociados a un alimento, se
recomienda (IAMFES, 1987):

o Observar las operaciones que se llevan a cabo para elaborar el

alimento, de principio a fin.

« Analizar el potencial de cada ingrediente para ser una fuente de
contaminacién o un medio para inhibir el crecimiento microbiano.

« Evaluar cada etapa de la preparacion o procesamiento del alimento,
para detectar practicas que propicien contaminacién, sobrevivencia,
desarrollo o inactivacién de los microorganismos.

« Investigar microorganismos patogenos ylo indicadores en el alimentoc.

o Realizar experimentos para determinar la sobrevivencia y/o desarrollo
de microorganismos patégenos y deterioradores en el alimento.

« Evaluar la severidad de cada riesgo identificado.

El diagrama de fluio que se presenta en la Figura 2 se disefié para
identificar microorganismos potencialmente patogenos asociados a un alimento.
Si realizamos esta evaluacion con los microorganismos patégenos que pueden
ser transmitidos por alimentos, s€ pueden conocer 0s riesgos microbianos que
representa un alimento en particular. Esta evaluacion considera la contaminacion,
sobrevivencia y desarrollo de los microorganismos. Por ello se podria utilizar el
diagrama de la Figura 2 para identificar los riesgos microbianos que representa el
guacamole y el tipo de microorganismos que pueden estar presentes.

La primera pregunta seria: ¢Qué microorganismos pueden estar presentes

en los materiales con los que s& elabora este alimento?.




Los ingredientes del guacamole son principalmente verduras crudas, que
puede contaminarse desde el cultivo o después de la cosecha por diversos
mecanismos (Tabla 8). Salmonella, E. coli O157:H7, Campylobacter jejuni, Vibrio
cholerae, parasitos y virus entéricos pueden contaminar las frutas y verduras a
través de estiércol , aguas negras no tratadas que se utilicen como agua de riego,
o agua de lavado contaminada (Beauchat y Ryu, 1997). En México persiste el uso
de estiércol y aguas negras como sustitutos de fertilizantes quimicos y agua no
contaminada; esta conducta se deriva de la escasez de agua y del
desconocimiento de las consecuencias de estas practicas.

Patégenos como L. monocylogenes, Bacillus cereus y Clostridium
botulinum se encuentran normalmente en algunos suelos (Beauchat y Ryu, 1997).
Por ello es muy probable gue estos microorganismos lieguen a contaminar las
verduras crudas, especiaimente aquellas que tienen un contacto directo con tierra
durante su cultivo, como la cebolla y el cilantro. Sir embargo, es incompleta la
informacion acerca de los patégenos y su frecuencia en los ingredientes usados

en |a elaboracion del guacamole.
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Tabla §. ruentes y mecanismos de contaminacién de microorganismos
patogenos para frutas y verduras crudos.

Precosecha Poscosecha

Heces Heces

Manipulacion humana Manipulacién humana

Aire (Tierra) Aire

Animales silvestres o domésticos Animales silvestres o domeésticos

Insectos insectos

Agua de riego Agua usada para lavar y enjuagar

Tierra Almacenamiento inadecuado

Abono natura! o pobremente tratado | Empacado inadecuado
Contaminacion cruzada
Equipo para cosechar y transportar
Manejo inapropiado después de la venta

Modificada de Beuchaty Ryu, 1997.
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La segunda pregunta es ; Los procesos de produccion o elaboracion eiiminan
completamente al microorganismo?

La preparacién del guacamole no incluye ningan tratamienio terminal que
asegure la inactivacion de los microorganismos que lleguer a contaminar el
alimento. Asi que los microorganismos que se encuentren en los ingredientes
estaran presentes en el guacamole recién preparado.

La adicién de jugo de limén podria disminuir el pH del alimento, y afectar
el desarrollo de los microorganismos (si éste es posible), o incluso la
sobrevivencia, si se alcanzaran niveles muy bajos de pH. No existe informacién
especificamente en el guacamcle sobre este aspecto.

Durante la preparacion del guacamole se tiene un contacto directo y
estrecho de las manos del preparador con el alimento, lo que puede propiciar
contaminacion. Los microorganismos que podrian introducirse en este momento
son de origen humano, como patégenos intestinales, gérmenes que se
encuentren en la piel y mucosas, o infectando heridas. Como podemos ver en la
Tabla 3, la contaminacién por una persona infectada es un factor importante para
la configuracion de brctes.

Staphylococcus aureus es un microorganismo que se encuentra en la
nasofaringe de 16-50% de los adultos sanos (Volk y col., 1988), por io que se
convierte en buen candidato para contaminar el guacamole durante su
preparacion.

En el siguiente punto se debe investigar si el microorganismo causoé
problemas con el mismo alimento o alimentos relacionados en otras ocasiones.
En Estados Unidos y Europa, donde realizan regularmente el estudio de brotes, se
consume guacamole que se importa de México; pero este guacamole es
industrializado y tiene caracteristicas diferentes al tradicicnal. Se eiabora con
pulpa de aguacate fresca y verduras deshidratadas, contiene conservadores
quimicos y generalmente se comercializa congelado.

Las frutas y vegetales crudos son los productos que podrian compararse
con el guacamole tradicional. En Estados Unidos, en las Ultimas décadas se ha

incrementado el nimero de brotes de ETA’s asociados al consumo de estos
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productos; debido entre otras causas, a que se dan practicas inadecuadas
durante el cuitivo, cosecha y distribucién de los frutos (Beuchat y Ryu, 1997).

En la Tabla 9 se muestran algunos brotes, donde los vehiculos fueron
frutas y verduras crudas o productos de estos sin pasteurizar. Algunos de tales
brotes tuvieron repercusiones importantes, al abarcar varios estados o alcanzar un
gran numero de casos. Como se puede observar en la Tabla 9 todos los
patdégenos causantes de estos brotes son de origen intestinal.

L. monocytogenes también ha causado brotes que involucran verduras,
como repollo, apio, tomates y Iechugé (Ho y col., 1986; Sclech y col., 1983).

La ultima pregunta es: ¢, El microorganismo crece en el producto?. Segun el
diagrama, esta pregunta se aplica unicamente a los microorganismos toxigénicos
que requieren crecer para producir los verdaderos agentes patdgenos, las toxinas.
Sin embargo para los microorganismos como Clostridium perfringens que
muestra una dosis minima iniectante alta, es necesario que desarrolle hasta cierto
nivel en el alimento para que constituya un riesgo significativo. Para aquellos
germenes con mayor virulencia y una dosis infectante baja, la contaminacién
puede ser suficiente para causar enfermedad. Es evidente que si el desarrollo se
presenta se incrementa el riesgo a la salud. No existen reportes sobre el
comportamiento de microorganismos patégenos o deterioradores en pulpa de
aguacate o guacamole.

Como el principal componente del guacamole es la' pulpa de aguacate,
seria esta la que aportara mayor cantidad de nutrientes a los microorganismos
que contaminen al alimento.

El aguacate presenta caracteristicas muy diferentes a la mayoria de los
frutos; contiene una gran cantidad de grasa, entre 15 y 20% en promedio.

cspecificamente la variedad HHass alcanza generalmente el 20% (Reodriguez,

1982). El crecimiento microbiane en este sustrato, podria ser dificil ya que el
aguacate tiene bajo contenido en carbohidratos, tan solo entre 5 y 6%.




Tabla 9. Brotes de ETAS causados por productos crudos en Estados
Unidos (1990-1997)

Aio Patégeno Alimento N° de N° de Fuenfe
casos | estados
1990 | S.chester Melbn 245 30 C.A®
1990 |S. javiana Tomates 174 4 u.s®
1990 |{Virus hepatitis A Fresas 18 2 u.S
1991 |S. ponna Meldn >400 23 J.S/C.A
1893 | E. coli C157:H7 Sidra de manzana
23 1 U.S
1993 | S. montevideo Tomates 84 3 Uu.S
11994 | Shigella flexneri Cebollitas 72 2 C.A
1995 | S. stanley Germinado de D¢
alfalfa 242 17
1995 | S. hartford Jugo de naranja u.S
63 21
1995 |E. coli O187:H7 Lechuga 70 1 Uu.S
1996 |E. coli O1567:H7 Lechuga 49 2 u.S
1996 |[Cyclospora ‘| Frambuesa 978 20 C.A
1996 |E. coli O157:H7 Sidra de manzana
71 3 u.S
1997 |Virus hepatitis A |[Fresas
congeladas J.S

a Centroamérica; ® Estados Unidos; © Desconocida.
(Tauxe, 1997; Altekruse y col., 1997)
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La mayoria de los carbohidratos son compuesto complejos, dificiles de
degradar; los azucares sencillos, como glucosa, fructuosa, y sacarosa
comprenden soélo el 0.5% del fruto (Salunkhe y Kadam, 1995).

El aguacate posee mayor cantidad de proteinas que otros frutos, pero
menos que alimentos como la leche y ia came (Tabla 10), en los cuales una gran
variedad de microorganismos son capaces de crecer. Aunque la humedad es alta
(cerca del 70%) el tipo y la cantidad de nutrientes podrian limitar el desarrollo de
los microorganismos.

Existen varios estudios donde se ha observado un efecto antimicrobiano del
jugo o la pulpa de zanahoria contra L. monocytogenes y E. coli O157:H7 {Abdul-
Raouf y col., 1993; Beaucnhat y Doyle, 1995). La pulpa de aguacate no se exime
de la posibilidad de contener compuestos antimicrobianos constitutivos.

El gran vacio de informacion que existe limita seriamente la identificacion y
evaluacion de riesgos microbianos en los alimentos. Con la infonnacién
disponible en este momento es dificil establecer en que términos el guacamole
representa un riesgo a la salud. Este trabajo pretende generar la informacion para
tal prop6sito; en la Figura 3 se ilustran las preguntas a las que se pretends dar

respuesta.

2.4 Microorganismos patégenos de interés

Segin la fuente de contaminacién, podemos clasificar a los
microorganismos patégenos potencialmente presentes en el guacamole en tres
grupos:

a) Microorganismos provenientes de la tierra: C. botulinum, C. perfringens,

B. cereus, y L. monocytogenes.

b) Microorgarismos de origen fecal humana o animal: Salmornella spp,

Shigella spp, Campylobacter jejuni, E. coli 0157:H7 y Vibrio ciiolerae, entre

otros.
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Tabla 10. Composicién quimica del aguacate y otros alimentos

Alimento Agua |Proteinas |Grasa Carbohidratos | Minerales
Carne de res 61.3 18.3 19.8 0.0 0.9
Leche 87.9 3.3 3.3 4.7 0.7
Aguacate 74.0 1.6 13.5 7.6 1.3
Naranja (jugo) 88.5 0.7 0.2 10.4 0.2
Meldn 91.6 0.7 0.3 6.6 0.8
Papaya 88.8 0.8 0.1 9.8 0.7
Broculi 89.1 3.6 0.3 5.9(1.5) 1.1
Lechuga 96.0 1.0 C.3. 2.7

(Modificado de Zubiran, 1992. Instituto Nacional de la Nutricion)
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L. monocytogenes, Salmonella,
S. aureus

¢ Estan presentes en el guacamole?

\/
‘)

\ 4

¢ Cual es el efecto del pH del guacamole sobre 1
el comportamiento de estos microorganismos ? |

v
‘)

v

Estos microorganismo causaron problemas
con el mismo producto o alimentos

v

Si
2 v
Patoégeno Patogeno
infecciosos ' toxigénico
v v
¢ El microorganismo crece en el
producto?
v
)]

Estos microorganismo son potencialmente peligrosos en el

guacamole ?

Figura 3. Preguntas a las que se pretende dar respuesta con el presente
trabajo.
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c) Microorganismos de origen humann: Muchos de ellos se engloban en el
inciso anterior; ademas de éstos se puede mencionar a L. monocytogenes,

S. typhiy S. aureus.

En el contexto delineado, y con el proposito de lograr la mayor
representatividad y en funcién de su importancia epidemiolégica; se seleccionaron
cuatro microorganismos: Salmonella, L. monocytogenes, S. aureus y E. coli
C157:H7.

2.4.1 Salmonella sp.
A.- Caracteristicas generales.

Salmonella es un bacilo Gram negativo, usualmente movil vy
facultativamente anaerobio. Es un microorganismo patégeno para el hombre y su
habitat natural es el tracto intestinal de humanos y muchos animales (Manual de
Bergey, 1984). Salmonella crece a temperaturas entre 5 y 49.5°C; con
dptima entre 35 y 37°C (Doyle y Cliver, 1990a). El proceso de congelacion afecta
en gran medida la viabilidad de Salmonella; un ciclo de congelacion -
descongelacion disminuye cerca de 1-2 logyo una poblacién del patégeno (Doyle y
Cliver, 1990a). El almacenamiento en congelacion disminuye lentamente el
nimero de este microorganismo, pero no se puede garantizar su completa
elimiracion de un alimento por este proceso. Ei microorganismo desarrolla a
valores de pH entre 3.8 y 9.5; aunque el valor minimo de crecimiento esta
afectado por el acido que se utilice (iCMSF, 1996a).

La actividad de agua (Aa) influye de manera importante sobre el
crecimiento de Salmonella; el limite inferior es de 0.94. Puede sobrevivir por un
afio o mas en alimentos con Aa menor, como chocolate, mantequilla de cacahuate
o gelatina; en las heces puede permanecer viable por afios fuera del hospedero
(ICMSF, 1996a).

Salmonella es un germen muy cdinamico y tiene la capacidad de crecer en
diversos alimentos. £n carne de res rebanada y almacenada a 30°C, inicia su
crecimiento después de 1.8 h de ser inoculada y tiene un tiempo de generacion de
tan solo 0.56 horas (Mackey y Karridge, 1988). En,vegetales, como lechuga,
rabano, col, betabei, zanahorias, espinacas y tomates sobrevive mas de 28 dias a

2-4°C; y cerca de la mitad de ese periodo a temperatura ambiente (Fzlsenfeld y
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Young, 1945). Estas caracteristicas favorecen su permanencia en el ambiente y

en los alimentos, asi como su presencia en altos nimeros en ciertos alimentos.

B.- Patogenicidad

Todas las especies conocidas de Salmonella se consideran patdogenas para
el hombre, pero el grado de virulencia varia entre eltas (Doyle y Cliver, 1990a).

Existen tres sindromes causados por diferentes tipos de Salmonella (Doyle
y Cliver, 1990a).

1.- Fiebre tifoidea: Es el sindrome mas severo y es causado por S. fyptii.
Una vez que el microorganismo ha sido ingerido y alcanza el intestino delgado,
penetra la mucosa intestinal y entra al sistema linfatico; ahi es atrapado por
fagocitos, y dentro de ellos se multiplica. Después la bacteria pasa al torrente
sanguineo, se disemina por todo el organismo e infecta oOrganos vitales
produciendo una infeccién sistémica.

El hombre es el nico reservorio de S. typhi; puede llegar al agua o los
alimentos por contaminacién directa de un manipulador o indirectamente a traves
de ingredientes crudos contaminados.

2.- Fiebre entérica: S. paratyphi A, B y C son los principales agentes de la
fiebre entérica. Esta enfermedad es muy similar a la fiebre tifoidea, pero menos
severa. Los microorganismos implicados también tienen origen humanc, y los
alimentos que se han asociados a la fiebre entérica y a la fiebre tifoidea son
similares.

3.- Gastroenteritis: Es el tipo de s_almonelosis mas comun en todo el
mundo y es causada por el resto de serotipos de Salmonella. Actualmente se
conocen 2300 serotipos, aunque sélo 150 se han asociado con enfermedad
humana: todos se consideran patogenos ai hombre (Doyle y Cliver, 1990a). En
este tipo de salmonelosis también puede presentarse septicemia, aunque con
mucha menor frecuencia. En este caso el microorganismo se multiplica en el
intestino (Doyle y Cliver, 1990a). Los sintomas incluyen diarrea, nausea, dolor
abdominal, fiebre y escalofrio (ICMSF, 1996a).

La dosis infectante de Salmonella de acuerdo al manua! de Bergey es de

168 a 10° celulas; sin embargo en varios brotes se han encontrado dosis
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infectantes mucho menores, hasta de 50 células, como ocurrié en un' brote cuyo
vehiculo fue chocolate (Greenwood y Hopper, 1983). Existen varios factores que
influyen sobre fa dosis infectante, entre ellos: el tipo de alimento, la cepa de
Saimonella, 1a susceptibilidad individual y el contenido del estémago (Doyle y
Cliver, 1990a).

C.- Epidemioiogia

El consumo de alimentos y agua contaminados es la principal causa de
infeccion por Salmonella. Los alimentos de origen aninial, como pollo, huevo,
leche, carne de res y de puerco son vehiculos muy frecuentes de este
microorganismo (Bean y col., 1997). Otros alimentos que han sido implicados en
brotes de salmonelosis son: chocolate, salsa de soya, pimienta blanca, sandia,
cidra y colorante carmin; probablemente contaminacdos por alguna fuente animal
(ICMSF, 1996a).

La susceptibilidad a las infecciones por Salmoneila es mayor en lactantes,
cerca del 40% de los casos de salmonelosis reportados se presentan en nifios
menores ce 5 anos (Doyle y Cliver, 1990a).

En Estados Unidos durante el periodo 1988-1992, Salmonella causé el 69%
de ios brotes por causa bacteriana, y 54.8% del total de trotes de causa conocida
(BRean y col.,, 1997). En los ultimos afcs se ha presentado un aumento en el
namero de brotes de salmonelosis en Inglaterra y Gales, en Estados Unidos,
Canada y Europa, especialmente por Salmonella enteritidis (Sockett, 1991; Bean y
col., 1997). Se han hecho estimaciones de los costos asociados a la salmonelosis.
Roberts calculé 1.4 mil millones de doblares para 1987 en Estados Unidos,
considerando solamente gastos médicos, pérdida en productividad y muertes,
siendo las muertes el componente mas costoso (Roberts, 1988). Esta cantidad
representa el 29.2 % de los costos calculados para las ETAs de origen bacteriano.
En 1977, en Alemania Occidental se estimé en 108 150 mil de DM los costos de
las infecciones causadas por Salmonella; En Canada para €l mismo afio se
calcularon 83 651 mil ddlares canadienses (Sockett, 1991).

Aunque los alimentos de origen animal son los principales vehiculos de

este microorganismo, en Estados Unidos (1990-1997) se presentaron varios




brotes que involucraron productos crudos; entre ellos melén, jitomates, germinado
de alfalfa y jugo de naranja (Tauxe, 1997). El aumento en el consumo de
productos crudos, aunado al uso de estiércol y de aguas negras sin tratar para
fertilizar y regar lus campos de cultive, ha incrementado el nimero de brotes

asociados a productos crudos en los ultimos afios (Beuchat y Ryu, 1997).

D.- Aislamiento e identificacion

Para el aislamiento de Salmonella a nartir de alimentos se utilizan métodos
diferentes a los usados para especimenes clinicos. Esto se debe a que en los
alimentos el microorganismo se eiicuentra en bajos numeros y frecuentemente
con dafo fisiolégico. El microorganismo en los alimentos puede estar expuesto a
condiciones adversas durante el procesamiento y el aimacenamiento, asi como
verse afectado por la actividad de otros gérmenes (Flowers y col., 1992).

Como primer paso del aislamiento y para recuperar las células debilitadas o
daniadas se realiza un preenriquecimiento. Se utiliza un medio rico en nutrientes,
no selectivo, como caldo soya tripticasa, caldo nutritivo, caldo lactosado, y para
productos lacteos se recomienda leche en polvo descremada reconstituida (Doyle
y Cliver, 1990a). El preenriquecimiento permite el desarrollo de todos los
gérmenes presentes en el alimento, incluyendo Salmonelia.

La segunda etapa es un enriquecimiento selectivo en un medio que permite
el desarrollo del patogeno, pero reprime el de otros microorganismos. Los medios
comunmente usados son caldo selenito cistina y caldo tetrationato. Existe una
gran variedad de modificaciones del caldo tetrationato, y la mas recomendada es
el caldo tetrationato adicionado de verde brillante. Ei caldo tetraticnato de Mueller:
modificado por Kauffman es muy utilizado ampliamente en Europa (Flowers y
col.,1992). Algunos alimentos crudos o aitamente contaminados pueden ser
enriquecidos directamente, sin un preenniquecimiento previo; para evitar que el
desarrollo de la flora asociada limite el del patégeno.

La temperatura de incubacion afecta la eficacia de los medios de
enriguecimiento; se ha observado un incremento en la recuperacién del
microorganismo cuando los caldos se incuban a 43°C. Se ha obtenido

recuperacion maxima de Salmonellz a partir de pollo y productos de puerco,
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usando caldo selenito cistina incubado a 35°C y caldo tetrationato incubado a
43°C (Bailey y col. 1988).

Posterior al enriquecimiento se realiza el aislamiento en medios sélidos; se
utilizan medios selectivos que cortiener: colorantes, sa'ec biliares y otros agentes
selectivos que inhiben el crecimiento de la flora asociada. Ademas de ser
selectivos, estos medios son diferenciales: evidencian caracteristicas bioquimicas
de Salmonella, como la utilizaciéon o la no utilizacian de carbohidratos y la
formacion de acido sulfhidrico. Entre los medios mas utilizados se encuentra el
agar verde brillante con o sin sulfadiazina, sulfito bismuto, Salmonella-Shigelia,
MacConkey, DCLS, XLD, y Hek:oen. L a selectividad varia entre estos medios, y
se recomienda el uso de dos o mas de ellos para cada muestra. La incubacion sc
realiza generalmente a 35°C.

Después de aislar colonias sospechosas de Salmonella de los medios
solidos, se utilizan generalmente des pruebas diferenciales:

o TSI: (Agar triple azucar hierro) Evidericia la produccion de HxS y la

fermentacién de gluccsa, lactosa y sacarosa.

o LIA: (Agar lisina hierro) Permite observar la produccion de HpS y la

descarboxilacion de la lisina.

Se utilizan otras pruebas bioquimicas adicionales como la produccion de
ureasa, indol, y el crecimiento en KCN para la identificacion presuntiva de
Salmonella; las reacciones caracteristicas de Salmonella-a estas y otras pruebas

se presentan en la Tabla 11. La confirmacion de la identidad del microorganismo

se realiza mediante pruebas serolégicas usando antisueros especificos.




Tabla 11. ldentificacién bioquimica de Salmonella.

=

- = = |2 s

ST |8 |88 |8 8|S g3 < | ®© ©

3 |© |® |® | alo S|lo |0 £ @

< < < < S ol [ Q< IS

S |8 |9 |9 |2 |8 8ig |8 219

£E|E |E |E |E S|E =|E ©|E S1E

Q @ @ @ T &S| 0 T O G{T O ®

O in u v | un 3l MW QW aluv
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Rojo de metilo + |+ + + + + + + +
Voges-Proskauer - - - - - - - - -
Citrato de Simmons + + + + -* - - - -
Sulfuro de hidrégeno/j+ |+ |+ [+ |V + - + +

TSI

Ureasa de Christensen |- - - - - - - - R
Fenilalanina desaminasa |- - - - - - - - -
Lisina descarboxilasa + + + + + + - + +
Ornitina descarboxilasa |+ + + + + - + + -
Movilidad + + + + + - + _ +
Crecimiento en KCN - - - + - - - - _
‘Acido a partirde glucosa [+ [+ [+ [+ [+ + + + +
Gas a partir de glucosa |+ |+ |+ |+ |+ - + +* -
lLactosa - - vV |- - - - - -
Sacarosa - - - - - - - - -
Manitol + + + + + + + + +
Dulcitol + + - - l- + + - I—

+ 90-100% de las cepas positivas
+* 76-89% de las cepas positivas
-* 11-25% de fas cepas positivas

- 0-10% de las cepas positivas
Modificacdo de Manual Bergy, 1984.




2.4.2 Listeria monocytogenes

A.- Caracteristicas generales
Listeria monocytogenes es un bacilo corto Gram positivo, no esporulado y
movil a temperaturas entre 20-25°C (Manual de Bergy, 1984). Se encuentra
ampliamente distribuido en la naturaleza: se ha encontrado frecuentemente en
plantas, suelo v agua (Weis y Seeliger, 1975). L. monocytogenes se ha aislado
de 42 especies de mamiferos, 22 especies de pajaros, peces, crustaceos e
insectos; que incluyen una diversidad de animales domésticos (NACMCF, 1991).
A princigios de los 80's este microorganismo fue reconocido como un patégeno
capaz de ser transmitido al hombre por los alimentos (Schuchat y col., 1991).
Previamente la listeriosis se consideraba una enfermedad transmitida
exclusivamente por contacto directo con animales enfermos o sus excretas. L.
monocytogenes ha causado diversos brotes de ETA’s con una letalidad
sobresaliente, hasta del 33.8%; por ello ha recibido gran atencién de las
autoridades sanitarias en varios paises, investigadores, e industriales.
i. monocytogenes tiene caracteristicas que le permiten sobrevivir o crecer
en una gran variedad de condiciones y alimentos:
¢ Es un microorganismo psicrétrofo, es decir desarrolla a temperaturas de
refrigeracion; es capaz de crecer a 1.1°C (Juntilla y col., 1988).
 Tiene la capacidad de sobrevivir varias semanas a —18°C en diversos
" alimentos (ICMSF, 1996).
o Crece en actividades de agua hasta de 0.90, 0.92'y 0.93 cuando se usa
glicerol, NaCl o sacarosa respectivamente, para aiustarla (Farber v col.,
1992; Miller, 1992).
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» Sobrevive periodos largos en condiciones de baja humedad, permanece
40 dias a 25°C en alimentos marinos con 2.00-2.35% de humedad
(Sikes, 1989).

e Es buen competidor con ficra propia de ia tierra cuando las condiciones
son favorables, por lo que bajos niveles de L. monocytogenes son
suficientes para que se establezca en este habitat, al menos 30 dias
(Cowe y col., 1997).

Se han observade tiempos de generacién similares bajo condiciones de
aerobiosis, microaerofilia y anaerobiosis. Altos niveles de CO; inhiben su
crecimiento sélo a bajas temperaturas (ICMSF, 1996).

Estas caracteristicas hacen de L. monocytogenes un microorganismo muy
versatil y explica la diversidad de vehictilos que se ven involucrados en los brotes

de listeriosis

B.- Patogenicidad

La listeriosis es la enfermedad producida por L. monocytogenes. Se
caracteriza por la formacidon de masas de tejido inflamado, constituidas por
numerosas pequefnas lesiones. También se presenta supuracion del tejido
infectado y necrosis focal. Esta enfermedad tiene muchas manifestaciones
clinicas, dependiendo del tejido que ha sido infectado (Marth, 1988).

La mayoria de las personas que han sido infectadas por L. monocytogenes
presentaban disminuida su inmunidad mediada por células T (Lorber, 1990). Los
neonatos, personas mayores de 60 afios, pacientes con cancer u otras
enfermedades crénicas, mujeres embarazadas e inmunodeprimidos,
especialmente aquellos que reciben corticosteroides, son los principales afectados
por este microorganismo. Otros factores que se han asociado a la listeriosis son:
disfuncién del bazo, administracién de antiacidos o cimetidina y enfermedad del
higado (NACMCF, 1991). En el brote de listeriosis causado por queso panela en
1985, s6lo uno de los 49 casos no presento factores de riesgo conocidos (Linnan
y col., 1988).

La listeriosis en mujeres embarazadas se manifiesta por fiebre, dolor de

cabeza, y escalcfrios; es decir, sintomas semejantes a un resfriado, por lo que
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suele pasar inadvertida por la paciente. Al estar infectada la madre, por via
transplacentaria se infecta el feto y puede producirse aborto. La listeriosis en
recién nacidos generalmente involucra varios organcs, cCOmo higado, bazo,
eséfago, puimén, amigdalas, glandulas adrenales, corazoén, timo, y musculos
esqueléticos (Marth,1988). L. monocytogenes puede causar meningitis,
meningoencefalitis y septicemia; generalmente se presentan en recién nacidos o
en personas mayores de 50 afos y son enfermedades comunmente fulminantes.

Existe también listeriosis cutanea, la cual ocurre principaimente en
personas como veterinarios y granjeros que tienen contacto directo con tejidos de
animales infectados (Marth, 1288).

L. monocytogenes tiene la capacidad de invadir y crecer en una gran
variedad de células de mamiferos, entre ellas macrofagos, células epiteliales y
fibrcblastos (Bubert y col, 1992); lo que ayuda a explicar " la diversidad de
sindromes que causa.

El mecanismo por el cual este microorganismo causa enfermedad todavia
no se conoce bien. Se sugiere que el tracto intestinal es la principal via de
entrada de! natégeno (Gaillard y col, 1987).

L. monocytogenes requiere sobrevivir a la acidez del estdémago, penetrar la
pared intestinal y multiplicarse en el hospedero para producir la enfermedad.
Existern evidencias de que este microorganismo se multiplica en las células
epiteliales del intestino (Racz y col., 1972). Sin embargo, MacDonald y Carter
(1991) sugieren que el microorganismo cruza la barrera intestinal por las células M
y después de ser fagocitado por macréfagos, se multiplica en ellos. Finalmente se
presenta la lisis de los macréfagos Yy el microorganismo atraviesa el epitelio
capilar y llega a los diferentes érganos que infecta (Ryser y Marth, 1991).

Se sabe que este microorganismo produce una icxina hemoliica
(listeriosina), una fosfoiipasa C fosfatidol especifica y una lecitinasa, que le
permiten formar un poro en la membrana de la vacuola fagocitica de la célula
huésped. Una vez en el citoplasma, la bacteria se multiplica y se mueve a lo largo
de los filamentos de actina hasta llegar a la membrana de la célula; ahi induce a

una célula vecina para que fa fagocite (Figura 4). De esta forma L. monocytogenes

se va diseminando por células vecinas (Hof y col., 1984).




C.- Epidemiologia

L. monocytogenes causa menos del 1% de los brotes de ETAs con
etiologia conocida en Estados Unidos. Su importancia radica en la letalidad de la
enfermedad aue causa, la listeriosis. En Estados Unidos en el periodo entre 1973
y 1987, fue responsable del 28.3% de las muertes por causa bacteriana entre las
ETAs (Bean y Griffin, 1990).

Varios productos lacteos han sido involucrados en brotes causados por
L monocytogenes:. leche pasteurizada, queso panela y helado de crema, entre
otros. Algunos productos carnicos se han relacionado con casos de listeriosis en
Suiza, Holanda, Canada, ltalia y Estados Unidos (Ryser y Marth, 1991). También
ciertas verduras han sido vehiculos en brotes ae listeriosis, como repollo, apio,
tomates, y lechuga (Ho y col., 1986; Schilech y col., 1983).

En el brote mas grande que se conoce de listeriosis causado por queso
nanela se estimé que el alimento contenia entre 10° v 10* células del patdgeno
por gramo. Sin embargo en helado de crema que se asocidé a un brote se
encontraron <10 ufc/lg (NACMCF, 1991). La dosis minima infectante es dificil de
calcular, ya que la poblaciéon susceptible a este microorganismo presenta
condiciones muy patrticulares.

Se sugiere que el habitat primario de L. monocytogenes es el suelo y |a
vegetacién en descomposicion (Ryser y Marth, 1991). Este microorganismo se ha
aislado de materia fecal de animales enfermos y sanos, tales como cabras,
corderos, cerdos, pollos y pavos, entre otros. Van Renterghem y col. (1991)
proponen que la materia fecal de los animales contamina la tierra; de ésta pasa a
los alimentos de los animales y a los vegetales para consumo humano,

constituyéndose un ciclo como se ilustra en la Figura 5.
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D.- Aislamiento e identificacidn.

Aunque L. monocytogenes crece bien en medios de cultivo comunes, se
requieren medios especiales para su aislamiento a partir de alimentos;
principalmente por que la flora asociada por lo general se encuentra en mayor
proporcion que el patégeno.

Existen mas de 60 caldos de enriquecimiento y un nimero semejante de
medios solidos para el aislamiento del microorganismo (Ryser y Marth, 1991). Los
procedimientos adoptados por el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos {USDA) y por la Administracion de Niedicamentos y Alimentos (FDA), son
los mas utilizados en la actualidad.

Para el aislamiento de L. monocytogenes se aprovechan algunas
caracteristicas propias del germen, como su capacidad para crecer en medios con
alto contenido de NaCl (hasta 10%) y utilizar esculina. Se han utilizado diferentes
agentes para inhibir el crecimiento de otros microorganismos, principalmente
Gram-negativos y hongos; los mas comunes son el acido nalidixico, acriflavina,
clcloheximida, colistina, cloruro de litio, moxalactamo, tiocianato de potasio, y
feniletanol (Ryser y Marth, 1991).

Para la diferenciaciéon de Listeria de otros géneros, se utilizan de rutina las
pruebas de movilidad, requerimientos de oxigeno, crecimientc a 35°, produccion
de catalasa, producciéon de H,S, formacion de acido a partir de glucosa y la
reaccién al Gram (Tabla 12).

Para la diferenciacion de especies se realizan las pruebas que se
muestran en la Tabla 13. Existen tres especies del género Listeria que producen
B-hemdlisis, pero de ellas, sblo L. monocytogenes produce acido a partir de
ramnosa y es positiva a la prueba de CAMP con S. aureus.

No todas las cepas de L. monocytogenes soi patégenas; la produccion de
B-hemolisis se ha asociado con fa patogenicidad, sin embargo se han encontrado

algunas cepas p-hemoliticas, no patoégenas. Por ello es importante realizar

ensayos
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Tabla 12. Caracteristicas diferenciales de Listeria y otros generos.’

Género Movilidgd- | Requerimizntos,| Crecimiento [Catalasa |H,S Acido a partir
de oxigeno a 35°C de glucosa

\ Brochothrix - Faculattivo - + +
Erysipelotrhrix - Faculattivo + - +

L isteria + “Faculattivo + R L 7+

3 d 5% 5 2
Lactobacillus R Faculattivo + 5 "

Kurthia + Aerobio + + -

(Modificado de Manual de Bargy, 1984)

~N WV O s W N

Algunas cepas producen H,S en pequefias cantidades.

Simbelos estandar: +, 80% o mas de las cepas son positivas; -, 90% 0 mas de 135 cepas son negativas.
Todas las cepas son moviles a 20-25°C, liceramente o inméviles a 37°C.

La mayoriz de las cepas son inmoviles, pero existen algunas cepas moviles.
La mayoria de las cepas son moviles, pero existen cepas inmoévlies.

La produccién de catalasa d2pende del medio y de la temperatura de incubacion.
Algunas cepas producen catalasa.




N B )
,irii

-

v

Tabla 13. Caracteristicas diferenciales del genero Listeria y L. grayi, L. murray. y L. denitrificans.

¥

¢

«gt 4 .:.r
H W

Produccion de acido

Especies B- hemdlisis a partir de CAMP Patogenicidad
Manitol | Ramnosa | Xilosa | S. aureus |R. equi (raton)

L. monocytogenes + - + - + - +

L. ivanovii + - - + _ ¥ T

L. innocua - - \Vj - R - R

L. welshimeni - - V + - - - T
L. seeligeri + - - + - - -

L. grayi - + - - - - -

L. murrayi - + vV - R i R

L. denitrificans - - - + - - +7?

+ 90% de las cepas o mas son positivas
- 90% de las cepas 6 mas son negativas
V 11-89% de las cepas son positivas
(Modificado de Manval Bergy; Ryser y Marth, 1991)




biol6égicos, como la prueba de patogenicidad al ratén; esta prueba es la mas
utilizada actualmente y consiste en inocular por via intraperitoneal ~ 10° células
viables de L. monocytogenes/ ratén, a cinco ratones de 16 a 18 g. Dentro de 7
dias los ratones inoculados con cepas patégenas mueren {Ryser y Marth, 1991).
Otros ensayos biolégicos utilizan conejos, cobayos, o embriones de pollo (Rysery
Marth, 1991).

La serotipificacién de L. monocytogenes también es importante; ya que 3
de los 13 serotipos que se conocen han sido responsables del 95% de los casos

de listeriosis humana: 4b, 1/2b, y 1/2a (Gellin y Broome, 1989).

2.4.3 Staphylococcus aureus
A.- Caracteristicas generales

S. aureus es un coco Gram positivo que forma grupos tridimensionales de
células al reproducirse, produce catalasa y es anaerobio facultativo (ICMSF,
1996). Desde =l punto de vista sanitario S. aureus es la Unica especie impcrtante
de las 30 que conforman el género (Manual Bergy). Este microorganismo produce
un conjunto de enterotoxinas que causan efectos nocivos er el hombre y algunos .
animales. Una de las principales fuentes de contaminacién de S. aureus a los
alimentos es e! hombre. Se encuentra frecuentemente infectando heridas, o
colonizando la mucosa nasal y faringea de individuos sanos. Este microcrganismo
presenta algunas caracteristicas que'.le permiten sobrevivir y crecer en diversos
élimentos:

e Crece desde 6.5 hasta 50°C, aunque la produccién de las toxinas tiene

como temperatura minima 10°C (ICMSF, 1996c).

e Usualmente crece en concentraciones de 15% de cloruro de sodio
(Halpin-Dotinalek y Marth, 188S). Por esto, alimenics cen altas
concentraciones de sal que resultan inhibitorios para otros
microorganismos, son buenos sustratos para S. aureus. Bajo Optimas
condiciones de otros factores crece hasta en 25% de NaCl (ICMSF,
1996¢).

e FEl intervalo de pH en el que crece es 4-10. Para producir la toxina

requiere entre 4.5 y 9.6 en condiciones aerobias: en anaerobiosis, el pH
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minimo se eleva hasta 5.0. El crecimiento a un determinado pH también
depende del acido empleado (ICMSF, 1980).

Es capaz de multiplicarse a Aa tan bajas como 0.83, pero las toxinas no
se producen en Aa menores a 0.87 (ICMSF, 1996¢).

En aerobiosis se produce 10 veces mas enterotoxina B que en una
atmésfera que contiene 95% de nitrégeno y 5% de dioxido de carbono
(Carpenter y Silverman,1974).

S. aureus se inactiva facilmente por radiaciones ionizantes; las toxinas
no se destruyen con las dosis de radiacibn gamma utilizadas para
alimentos (ICMSF, 1996¢).

En la destruccion de este microorganismo con calor, sucede algo similar
que con la radiacién; S. aureus se destruye con la pasteurizacién,
mientras que las toxinas pueden resistir la esterilizacién que se aplica a
los alimentos enlatados de baja acidez (ICMSF, 1995).

S. aureus no se considera un buen competidor; sin embargo, la
inhibicion del crecimiento debido a la actividad de ofros
microorganismos es variable; depende del tipo y numero de dichos
competidores (ICMSF, 1996¢). La actividad do algunas bacterias puede,
incluso estimular el crecimiento de S. aureus e incrementar la cantidad
de enterotoxina producida (Halpin-Dohnalek y Marth, 1989).

Este microorganismo es relativamente resistente al secado y sobrevive
bien en la mayoria de las condiciones ambientales; por lo que puede
persistir por algun tiempo en areas de produccién de alimentos y

convertirlas en fuenies de contaminacion (ICMSF, 1996c).
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B.- Patogénesis

Las toxinas producidas por S. aureus son los verdaderos agentes
etiologicos de la intoxicacion estafilococcica. Estas toxinas son proteinas
globulares de una sola cadena, soiubles en agua, con peso molecular entre
26,000 y 29,000 daltons. Son resistentes a proteasas como pepsina y tripsina, lo
que evita que sean hidrolizadas en su paso por el tracto digestivo (Bergdoll, 1990).
Son toxinas termoestables que requieren ur: tratamiento de 100°C por 30 minutos
para destruirlas. Las toxinas se han dividido en serotipos: A, B, C, D, E, y H; esta
ultima recientemente descubierta (Bergdoll, 1990; ¢7?). Estas toxinas se
considaran enterotoxinas porque el sitio donde actiuan es el tracto gastrointestinal;
sin embargo su accién es sobre receptores nerviosos que transmiten los impulsos
hasta el centro del vémito en el cerebro, por medio de nervios simpaticos
aferentes y del nervio vago (Halpin-Dohnalek y Marth, 1989).

Se estima que 1pg a 100ng de toxina son suficientes para causar la2
enfermedad. En un brote debido a leche con chocolate en nifios en edad escolar,
considerados como poblacién sensible, se estimd en 100 a 200 ng la dosis
ingerida (Bergdoll, 1990). Se ha visto que Inyestas repetidas del mismo tipo de
toxina incrementa la tolerancia en animales (ICMSF, 1996c).

Los sintomas de la enfermedad se presentan entre 1y 7 horas después de
la ingestion dzl alimento con toxinas. Los sintomas mas comunes son nausea,
vomito, dolor abdominal y diarrea; en algunos casos se presenta dolor de cabeza
y colapso. La recuperacién es rapida generalmente en 24 h, sin embargo por la
pérdida de liquidos puede requerirse hospitalizacion (ICMSF, 1996c).

Experimentos en animales muestran que el crecimiento de S. aureus en el
tracto intestinal o la inyeccién de toxina purificada puede producir enteritis. No se
conoce como se produce la diarrea, ya que estas toxinas no causan acumulacion

de fluidos en asa ligada de conejos (Bergdoll, 1990).
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C.- Epidemiologia. -

S. aureus se encuentra colonizando la mucosa y la piel de la mayoria de los
animales de sangre caliente; sin embargo, como es un competidor pobre, pocas
veces causa intoxicacion alimentaria por alimentos crudos. La excepcion es la
leche proveniente de vacas con mastitis causada por este microorganismo; donde
se encuentra en cantidades importantes, y por tanto en mayor proporcion que
cualquier microorganismo que contamine la leche.

En la mayoria de los brotes de intoxicacién estafilococcica se presentan
dos factores decisivos: existe un portador que contamina el alimento y ese
alimenrto se conserva en condiciones de abuso de temperatura.

Los alimentos implicados en brotes de intoxicacién estafilococcica
incluyen carnes rojas, especialmente carnes procesadas, pollo, ensaladas de pollo
y papa, pasteles rellenos de crema, mariscos, y productos lacteos (Halpin-
Donnalek y Marth, 1989; Lancette y Tatini, 1992). Productos cotno salami y
quesos que han sido fermentados incorrectamente pueden permitir el desarrollo
de S. aureus y la formacién de las toxinas (Gilmour y Harvey, 1990, in ICMSF,
1996).

En Estados Unidos la intoxicacién por S. aureus en 1981 fue la causa del
17.6% de las ETAs de origen bacteriano (Bergdcil, 1990). Aunque su incidencia
tiende a disminuir, sigue ocupando un renglén importante entre las ETAs en ese
pais.

La mayoria de los brotes de intoxicacion estafilococcica involucran
numeros pequefios de personas. Sin embargo también se han presentado
grandes brotes, como el que ocurrié en Jap6n y afect6 a 15600 personas; o el que
se presentd en Indiana, Estados Unidos a 1300 personas que asistieron a un dia
de campo (bergdoil, 1990). La mayor parte de los brotes causados por S. aureus

involucran toxinas del tipo A y D. Estas dos toxinas se producen en intervalos de

nH, Aa y Eh mas amplios que.las toxinas By C.




D.- Aislamiento e identificacién

El recuento directo en placa es uno de los métodos mas utilizados para el
aislamiento y enumeracion de S. aureus. Puede realizarse por extension en
superficie, por la técnica de Miles y Misra, o por vaciado en placa. En las dos
primeras técnicas se puede apreciar la morfologia colonial de S. aureus y
diferenciarlo de otros microorganismos. En la técnica de vaciado en placa la
ventaja es que la cantidad de alimento analizada es mayor. Existen varios medios
selectivos y diferenciales para S. aureus, pero cl mas comun es el agar Baird-
Parker (ICMSF, 1978). Esie medio contiene telurito de potasio, glicina y cloruro de
litio como agentes selectivos, vema de huevo y piruvato para recuperar las células
dafiadas. S.aureus reduce el telurito e hidroliza la fecitina y la lipovitelenina de la
yema de huevo, por lo que las colonias aparecen negras con una zona opaca y/o
un halo claro en su rededor (ICMSF, 1996¢c). Ei recuento de S. aureus también
puede realizarse por la técnica de nuamero mas nrobable (NMP); en esta técnica
pueden utilizarse medios selectivos y no selectivos. El enriquecimiento no
selectivo es util para recuperar células dafadas (Lancette y Tatini, 1992).

Para la identificacion de S. aureus se utilizan las pruebas de catalasa,
reaccion al Gram, morfologia celular, coagulasa y termonucleasa. La coagulasa es
una enzima soluble que coagula el plasma, al actuar sobre €l fibrindbgenc en
presencia de un factor existente en la sangre de varias especies, entre ellas el
humano (Bergdoll, 1990). La termonucleasa es una fosfodiesterasa termoestable
que hidroliza el ADN o ARN. Estas dos enzimas son producidas por mas del
90% de las cepas de S. aureus (Bergdoll, 1990).

La ausencia o la presencia en bajos niumeros de S. aureus en un alimento
no implica la ausencia de las toxinas. Pueden aplicarse tratamientos al alimento
que disminuyan o eliminen a los microorganismos, pero que no sean suficientes
para inactivar las enterotoxinas (Lancette y Tatini, 1992). Por ello en algunos
casos es necesario evidenciar v cuantificar las toxinas en los alimentos.

Todos los métodcs para detectar las enterotoxinas de S. aureus utilizan
anticuerpos especificos (Bergdoll, 1990). Los mas comunes se basan en la

difusién en un gel-del anticuerpo y la toxina proveniente del alimento. Existen otros
|125_

métodos, como el radioinmunoensayo, que emplea enterotoxina marcada con




En el método de ELISA, la toxina en el alimento se cuantifica indirectamente
midiendo la actividad de una enzima ligada a un anticuerpo especifico contra la
toxina. La aglutinacion pasiva en latex utiliza anticuerpos adheridos a particulas de
latex, que permiten apreciar a simple vista la reaccion entre el anticuerpo y la
toxina (Bergdoll, 1990). Como la cantidad estimada de enterotoxina necesaria
para causar enfermedad es muy pequefia (1ug a 100ng), se requiere un proceso

de extraccién y concentracion antes de realizar las pruekbas de deteccién.

2.4.4 Escherichia coli O157:H7.

A.- Caracteristicas generales

E. coli es un bacilo no esporulado, Gram negativo, anaerobio facultativo,
generalmente moévil y la mayoria de las cepas fermentadoras de lactosa. Se
considera como parte de la flora normal del intestino del hombre y de la mayoria
de los animales de sangre caliente (Doyle y Cliver, 1990c). La mayoria de las
cepas de E. coli son inocuas, peio algunas son capaces de causar enfermedad.
Se reconocen 6 grupos de E. coli patégenas enterotoxigénica, enteropatoégena,
enteroinvasiva, enteroagregativa, difusamente adherente, y enterohemcrragica
(Nataro y Kaper, 1598).

De estos grupos se distingue la E. coli enterohemorragica por la severidad
de la enfermedad que produce. El serotipo 0157 es el mas involucrado en ETAs.
El andlisis de electroforesis de enzimas multilocus muestra que la evolucion de
este serotipo inici6 hace 5 millones de afios a partir de una E. coli
enteropatégena, pero no se sabe cuando adquirid la virulencia que hoy exhibe
(Armstrong y col., 1996). En 1982 con la aparicion y estudio de dos brotes de
diarrea sanguinolenta grave asociados a una misma cadena de comida de servicio
rapido, E. coli O157:H7 se reconoce como patégeno para e! hombre. Analizando
las cepas disponibles en la década anterior en Inglaterra, Estados Unidos y
Canada, se encontraron algunas cepas de este serotipo que hatian sido aisladas
entre 1975 y 1982 (Amstrong y col, 1996). En Eurcpa entre 1974 y 1981 se

investigarcn anticuerpos contra el antigeno O157 en pacientes holandeses con

sindrome urémico hemolitico, y se encontraron en 14 de 33 pacientes. La




proporcion de mueétras positivas mostré un incremento estadisticamente

significativo con el tiempo (Chart y col., 1991).

El surgimiento de este patégeno esta asociado con cambios genéticos en el
microorganismo, cambios en la produccion y distribucion de alimentos, cambios
en el estilo de vida y preferencias de los consumidores, y en las prioridades del
sistema de salud de vigilancia de ETA’s (Wachsmuth, y col., 1997: Altekruse y
col., 1997).

Este microorganismo tiene caracteristicas muy particulares, gue le permiten
sobrevivir y crecer en diversos ambienies y aiiinentos:

e A valores de pH entre 5.5 y 7.5 la velocidad de crecimiento es similar, pero
disminuye rapidamente a niveles mas bajos (Buchanan y Klawitter, 1992). El
minimo pH de crecimiento se encuentra entre 4.0 y 4.5 (Buchanan y Bagi,
1994).

e Experimentaimente este patégeno sobrevive de varias semanas a meses en
alimentos como mayonesa, salchichas, cidra de manzana, v queso Chedar. La
sobrevivencia se extiende de manera importante cuando se disminuye la
temperatura de almacenamiento. En cidra de marizana sobrevivié 2-3 dias a
25°C, mientras que a 8°C se mantuvo viable entre 10 y 31 dias (Buchanan y
Doyle, 1997).

» La temperatura minima de crecimiento en condiciones por lo demas optimas
es aproximadamente de 8-10°C (Buchanan y Bagi, 1994; Rajkowski y Marmer,
1995).

* Muchas cepas de E. coli 0157:H7 no desarrollan a temperaturas mayores de
44°C (Doyle y Schoeni, 1984). Se ha visto que el limite superior de
temperatura de crecimiento es dependiente del medio de cultivo. Todas las
cepas probadas por Palumbo y col. (1995) crecieron en infusién cerebro
corazon a 45°C, pero 6 de 16 cepas no se multiplicaron en caldo EC a esa
misma temperatura.

* E. coli O157:H7 no presenta una especial resistencia a los compuestos

antimicrobianos que se utilizan en los alimentos (Buchanan y Doyle, 1997).
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Estas caracteristicas, aunadas a los factores que propiciaron su “surgimiento”,
han hecho de E. coli O157:H7 uno de los patégenos mas importantes de la

década.

B.- Patogénesis

La infecciéon por E. coli O157:H7 se manifiesta clinicamente de diversas
maneras; desde el estado de portador asintomatico hasta el sindrome urémico
hemolitico (SUH), que puede ocasionar la muerte (Coia, 1997).

La diarrea es la forma mas comin de esta infecciér; tiene un periodo de
incubacién entre 1y 14 dias; con frecuencia es sanguinolenta y se acompafa de
dolores abdominales fuertes. Se presenta vomito en’ cerca de la mitad de los
pacientes y ocasionalmente fiebre. Esta colitis hemorragica puede causar la
muerte, especialmente en los extremos de la edad (Coia, 1997).

El SUH es la complicacién mas importante de la infeccion por este
microorganismo. Ocurre en el 7% de los casos, después de 5-10 dias de
presentarse ios sintomas de colitis hemorragica. Sc presenta anemia hemolitica
croangiopatica, trombocitopenia, y falla renal aguda (Coia, 1997). La mayoria de
los pacientes con una terapia apropiada se recuperan; pero del 3-5% de los nifios
afectades pueden morir y entre 12 y 30% tener secueias severas, como dano
renal, hipertension, o dafio al sistema nervioso central (Nataro y Kaper, 1998).

Pueden presentarse otras complicaciones como colecictitis, perforacion del
colon, pancreatitis, litiasis biliar posthemolitica, prolapso rectai, apendicitis,
hepatitis, edema pulmonar, cistitis hemorragica, disfuncién miocardica, y
anormalidades neurolégicas, entre otras (Nataro y Kaper, 1998).

E. coli presenta varios factores de virulencia, responsabies de la
sintomatologia que causa:

1. Toxinas shiga: Es el principal factor de virulencia; se trata de citotoxinas
similares a la producidas por Shigella dysenieriea, que son toxicas a las células
Vero. Se han denominado Stx tipo 1y 2 (Armstrong y col., 1996). Estas toxinas
estan involucradas en la diarrea y en la colitis; causan acumulacion de fluidos y

dafio a tejidos cuando se inyectan en asa ligada (Nataro y Kaper, 1998). Se ha
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propuesto que estas toxinas dafian a las vellosidades que cubre las célula del
epitelio intestinal, las cuales se encargan de la absorcién de nutrientes y agua; las
células encargadas de la secrecion de fluidos no se ven afectadas, y el balance
de absorcidn-secrecién se afecta (Nataro y Kaper, 1998).

2. Enterohemolisina: Esta proteina es producida por casi todas las cepas de
E. coli O157:H7 y por muchas cepas productoras de Stx, no O157. Esta codificada
por un plasmido de 60Mda, l'amado pO157. El papel de esta toxina no se conoce
bien; se ha visto que Iz lisis de eritrocitos in vivo libera hemoglobina, que estimula
el crecimiento de E. coli O157:H7, y puede servir como fuente ce hierro (Nataro y
Kaper, 1998).

3. Factores de adherencia al intestino: Estas proteinas le permiten adherirse
al intestino y colonizarlo, con la subsecuente formacién de lesiones. También
estan codificadas en el plasmido G157 (Nataro y Kaper, 1998).

4. Plasmido pO157: Este plasmido esta presente en todas las cepas de
0157:H7, y codifica para una catalasa-peroxidasa. Se ha sugerido que esta
involucrado en la supresién de la produccién de un exopolisacarido, pero su papel
en la patogénesis se desconoce (Nataro y Kaper, 1298).

5. LPS 0157: Este lipopilosacarido incrementa la citotoxicidad de Stx sobre
células vasculares endoteliales in vitro, pero no se conoce bien su efecto in vivo

(Nataro y Kaper, 1998).

C.- Epidemiologia

Se han presentado grandes brotes causados por E. coli O157:H7; sin
embargo los casos esporadicos representan la mayor parte de las infecciones. El
CDC estima que se presentan anualmenite 20000 casos y cerca de 250 muertes
en Estados Unidos. El costo se na estimado entre 250 y 500 miliones de dolares
(Griffin y Tauxe, 1991). Los aislamientos y los brotes por este patégeno se han
incrementado en los Ultimos afios en Argentina, Australia, Bélgica, Dinamarca,
Alemania, ltalia, Israel, Suecia y Sudafrica (Coia, 1998).

E. coli 0157:H7 se ha asociado principalmente al consumo de carne de res.

Se han visto involucrados en brotes otros productos carnicos, leche, yoghu,

queso, carnes cuiradas y fermentadas, cidra de manzana sin fermentar,
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mayonesa, agua, verduras crudas y ensaladas (Nataro y Kaper, 1998; Coia,
1998). Entre las verduras incriminadas como vehiculos se encuentra la iechuga,
causante de varios brotes, y germinado de rabano crudo, q'ue causd un gran
brote en Japén con mas de 6000 casos. Dos brotes recientes de infeccién por E.
coli 0157:H7 en Michigan vy Virginia se asociaron a germinado de alfalfa (Nataro y
Kaper, 1998).

La dosis infectante minima se ha estimado en aproximadamente 100 a 200
células, un numero algo menor al de Shigella (Nataro y Kaver, 1998). Esta
observacién ayuda a explicar los brotes asociados a agua. y la alta tasa de casos
secundarios en los brotes. En el brote ocurrido en Japorn-asociado a germinado de
alfalfz, se presentaron mas de 1000 casos secundarios en las familias de los
pacientes (lijima y col., 1997). Los factores que han propiciado los brotes afectan
tanto la contaminaciéon, como la sobrevivencia del microorganismo; se ha
presentado contaminacion por aguas negras, contaminaciéon de fuentes de agua
para beber por contaminacion animal; coccion 6 pasteurizacion inadecuada de los
alimentos, o fallas en otro proceso que permita la sobrevivencia del patégeno
(Coia, 1998).

En Estados Unidos y el Reino Unido, se ha observado un efecto de la
época del afio sobre la incidencia de estas enfermedades; el 60% de los casos se
presentan en el verano y principios de otofio (WHO, 1997).

La eliminacion de E. coli 0157:H7 por nifios infectados puede extenderse
por varias semanas (hasta de 142 dias), con medias entre 13 y 17 dias
(Armstrong y col., 1996). En un estudio de SUH post-diarrea, se aisl6 al patégeno
en el 100% de heces colectadas dos dias después del inicio de los sintomas; la
tasa de aislamiento se redujo al 92% a los 3-6 dias, y hasta el 33% después de 6
dias (Armstrong y col., 1996j.

Algunos aspectos sobresalientes de la epidemiologia de E. coli O157:H7
merecen destacarse: Tiene como reservorio el tracto intestinal del ganado vacuno
y ctros animales; se transmite por una gran variedad de alimentos, principalmente

carne de res: muestra una dosis infectante muy baja, y la tasa de ataque es

generalmente alta, al igual que la transmisién persona-persona (Nataro y Kaper,




1998). En la Figura 6 se ilustra los principales reservorios y mecanismos de

transmision de F. coli O157:H7.

D.- Aislamiento 2 identificacion.

Las cepas de E. coli O157:H7 se diferencian de otras E. coli por que no
fermentan el sorbitol en 24 h, ni hidrolizan el 4-metilumberiferil-B-D-glucorénido
(MUG) v por la produccién de una o mas toxinas Stx, factores de adherencia y un
plasmido de 60MDa (Meng y col., 1994).

Para el aislamiento de E. coli 0157:147 se han desairollado métodos
convencionales que involucran cultivo del alimento, aislamiento y confirmacion
bioquimica de las cepas. También se han aplicado técnicas serologicas .y
genéticas que disminuyen el tiempo y el costo (Meng y col., 1994).

El medio de cultivo mas utilizado es el agar MacConkey-sorbitol (MCS), que
evidencia la incepacidad del patégeno para utilizar el sorbitol. Esta caracteristica
no es exclusiva de E. coli 0157:H7; los serotipos 026,_055 y 0111 aislados de
pacientes con SUH en Chile no fermentaion el sorbitol (Ojeda y col., 1995).

E] aislamiento de E. coli 0157:H7 en agar MCS puede realizarse con un
enriquecimiento previo en caldos selectivos, como caldo soya tripticasa o caldo
GN Hajnza adicionados de cefixime (50ng/ml) y vancomicina (40ug/mi) (Nataro y
Kaper, 1993). En el Reino Unido se ha utilizado agar MCS con cefixime y teiurito,
que inhiben a otros microorganismos no fermentadores de sorbitol, comio
Plesiomonas, Aeromonas, Morganella, y Providencia (Coia, 1998). Este medio
inhibe por completo a otras cepas de E. coli, pero permite el desarrollo de E. coli
0157:H7 y Shigella sonnei (Zadik y col., 1993).

También se ha utilizado agar MCS con MUG 6 con bromo-cloro-indolil
glucorénido (BCIG), para evidenciar la incapacidad de E. ccli C1567:H7 para
producir B-glucoronidasa. Estos medios no se utlizan de rutina por el alto costo de
estos sustratos (Coia, 1998). E. coli 0157:H7 no fermenta ramnosa, a diferencia
de la mayoria de cepas de E. coli no fermentadoras de sorbitol. Por tal razén, la
adicion de ramnosa en el medio MCS con cefixime incrementa la proporcién de

colonias incoloras que corresponden a E. coli O 157:H7 (Nataro y Kaper, 1998).
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bovino
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directa
¢ Transmisién persona a persona

Casos secundarios

Figura 6. Fuentes y mecanismos de contaminacion de E. coli O157:H7 a

los alimentos y al hombre (Armstrong y col., 1996).




Para los estudios epidemiolégicos se requiere que las cepas aisladas por
cultivo se confirmen y caractericen serolégicamente, por perfil de plasmidos,
produccion de toxinas. electroforesis en gel de campo pulsante, o analisis de ADN
polimérfico amplificado al azar (Meng y col., 1994;.

Se han desarrollado métodos para detectar E. coli O157:H7 directamente
del alimento, como la inmunofluorescencia directa con anticuerpos 0157 vy la
filtraciérn con epifluorescencia directa. Estas técnicas son muy ‘rapidas, se
obtienen resultados er: aproximadamente 2 horas ( Meng y col.,, 1994). Aunque
tiencn limites de deteccidn relativamente altos y el anticuerpo presenta reacciones
cruzadas con otros microorganismos, se ha observado buena correlacién con
métodos de cultivo.

Existen ensayos de aglutinacion en Iétgx, ensayos de ELISA y métodos que
combinan la utilizacién de anticuerpos especificos (0157) con filtracion en
membrana hidrofobica. Todos estos métodos que usan anticuerpos contra 0157
tienen la desventaja de que se presentan reacciones cruzadas con otras cepas de
E. coli 0157 no-H7, Escherichia hermanii, Brucella abortus, Brucella melitensis,
Yersinia enterocolitica serotipc 0:9, Salmonella grupo N, Pseudomonas maliophila
y otras bacterias entéricas (Borczyk y col., 1990).

Doyle y Schoeni desarrollaron un método basado en un ensayo de
inmunoblot que detecta hasta 1.5 E. coli O157:H7 por gramo de alimento; se ha.
probado con leche, carne y pollo crudos. Este método utiliza un antisuero contra
las toxinas SXt (Doyle y Schoeni, 1994).

Otros métodos de deteccion incluyen hibridacion con DNA especifico y
métodos basados en PCR. Algunos de estos métodos utilizan porciones de los

genes que codifican para las toxinas Sxt, 6 asociados a la virulencia de E. coli

verocitotoxigénicas, por io que no son especificos para el serotipo 0157:H7 (Meng
y col., 1994).




3.0BJETIVOS
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3.1 Objetivo General.

Evaluar los riesgos microbianos implicados en la preparacion vy

almacenamiento de guacamole.

3.2 Objetivos Especificos.

3.2.1

3.2.2
323

324

3.2.5

Evaluar la sensibilidad de algunas técnicas para el aislamienio de
Listeria monocyiogenes y Saimonella sp a partir de pulpa de aguacate.
Estudiar ta microbiologia del guacamole tradicional.

Determinar la patogenicidad de las cepas de L. monocytogenes aisladas
del guacamole. ' '
Investigar el comportamiento de L. monocytogenes, Salmonella sp, E. coli
0157:H7 y S. aureus en pulpa de aguacate.

Determinar la influencia del pH sobre el comportamiento de Salmonelia sp y

L. monocytogenes en CST.
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4. METODOLOGIA




4.1 MATERIALES
¢ Los medios de cultivo para el aislamiento de L. monocytogenes:

Caldo UvM
Caldo Fraser
Agar LPM
Agar Oxford
Agar Oxford modificado (MOX)
Se prepararon a partir de sus ingredientes, utilizando reactivos Baker. E|
resto de los medios de cultivo fueron de la marca BIOXON, Maxico.
* Los equipos utilizados se describen en cada apartado de los métodos.
» Las cepas.se cbtuvieron de las siguientes instituciones:
Cepas institucion

L. monocytogenes Scott A Universidad de Guadalajara

L. monocytogenes 4bH Universidad de Guadalajara

L. monocytogenes \'7 Universidad de Guadalajara
Salmonella agona Empresa P&G

Salmonella michigan Empresa P&G

Salmonella montevideo Empresa P&G i

Salmonella typhimurium Universidad de Guadalajara
S. aureus ATCC 29213 Universidad de Cavis, California.
S. aureus ATCC 89213 Universidad de Davis, California.

S. aureus termonucleasa +

S. aureus ATCC 28923 Instituto Nacional de Nutricion
Rodococcus equi Universidad de Quadalajara
E. coli NP

E. ¢oli O157:H7 2019 Empresa P&G

E. coii O157:H7 932 Empresa P&G

E. coli O157:H7 994 Empresa P&G

E. coli O157:H7 F4546 Empresa P&G

e Se utlizaron incubadoras Felisa y Precision cientific, refrigeradores de

uso domestico y materiales comunes en un iaboratorio de Microbiologia.




4.2 METODOS

4.21 Evaluacién de las técnicas propuestas por USDA y FDA para la
recuperacién de L. monocytogenes a partir de aguacate.

Se evaluaron las técnicas de aislamiento propuestas por la administracion
de drogas y alimentos (FDA) y por el departamento de agricultura de los Estados
Unidos (USDA) para el aislamiento de L. monocytogenes, aplicandolas a pulpa de
aguacate. Se comparé la sensibilidad de las técnicas cualitativas y se estudio la
influencia de la pulpa de aguacate sobre la recuperacion del microorgarismo en

ambos procedimientos.

4.2.11 Efecto de la pulpa de aguacate sobre la recuperacion de
L. monocytogenes por las técnicas propuestas por USDAy FDA.

Un cultivo de L. monocytogenes Scott A de18 h de incubacion a 35°C, se
lavo y resuspendi6é en solucion salina. A partir de diluciones decimales de esta
suspensién, se inocularon por separado, porciones de 25 g de pulpa de aguacate
y de 25 mL de caldo soya tripticasa (CST), de manera que contuvieran 50
células/lg 6 mL. La pulpa de aguacate se obtuvo en el laboratorio a partir de
aguacates macures sin lavar, ni desinfectar; y el volimen del in6culo fue de 1.25
mL de la dilucién requerida. Las porciones de pulpa de aguacate se
homogeneizaron manuaimente por 2 minutos y 2 minuios mas en Stomacher 2
velocidad normal. Los caldos se homogeneizaron solamente en Stomacher por 2
minutos a la misma velocidad. Se adicionaron de 225 mL de diluyente de peptona,
tanto a la pulpa de aguacate como a los caldos, y se homogeneizaron en
Stomacher por 1 minuto. De ambas suspensiones se prepararon 3 diluciones
decimales y de cada una se transfirié un mL a cada uno de 3 tubos con 9 mL de
caldo UVM (Técnica de USDA) y se incubaron por 24h a 30°C. De igual manera
se inocularon 3 tubos con 9 mL de caldo LEB (Técnica de FDA) y se incubaron
48 h a 30°C.

Posteriormente se transfirio 0.1 mL de cada caldo UVM a tubos con 10
mlL de caido Fraser y se incubaron 24-48 h a 35°C. Los caldos UVM que

mostraron ennegrecimiento al final de la incubacion y todos los caldos LEB, se




sembraron en agar MOX para obtener colonias aisladas. Las placas se
incubaron por 24-48 h a 35°C y se confirmé bioquimicamente una colonia
sospechosa de cada placa. El estudio se realiz6 por duplicado.

Como contro! se aplico este mismo esquema scbre porciones de pulpa de
aguacate no inoculada.

Se realizé el recuento de la cepa de L. monocytogenes siguiendo la técnica
de Miles y Misra, utilizando agar soya tripticasa (AST) e inoculando por

sextuplicado 10 plL de las diluciones 5, 6 y 7 del cu'tivo original.

4.2.1.2 Evaluacion de la sensibilidad de las técnicas de USDA y FDA paia el
aislamiento de L. monocytogenes a partir de pulpa de aguacate

En este estudio se empled una mezcla de 4 cepas de L. monocytogenes:
Scott A y 3 cepas aisladas de guacamole. Las cuatro cepas se hicieron crecer 18
h a 35°C en caldo soya tripticasa con extracto de levadura (CSTEL) por separado.
Los cultivos se lavaron, se resuspendieron en SS| y se mezclaron en proporciones
iguales. Con esta mezcla se inocularon porciones de 10 g de pulpa de aguacate
obtenida como se describié anteriormente. Los niveles de inéculo fueron ~2, 4 y
45 células por porcién. Se homogeneizaron manualmente por 1 minuto y se
mantuvieron a 22° por 30 minutos. Se siguieron las técnicas cualitativas para el
aislamiento de L. monocytogenes de USDA y FDA ilustradas en las Figuras 7y8
respectivamente. Para este caso se utilizaron volimenes de 90 mL de los caldos
UVM v LEB para maniener la proporcién 1:10 con la muestra analizada. Las
cepas aisladas de cada muestra se confirmaron mediante las pruebas

bioquimicas que se listan en 6.2.4. El estudio se realizé por cuadruplicado.
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25g de alimento

225 mL caldo
UvM

Homogeneizacién
en Stomacher 1min

v

I Incubacién 24h a
30°C

l 0.1 mL

10 mL de caldo
Fraser

'

Incubacion 24-48h a
35°C

v y

Caldos ennegrecidos

Caldos no ennegrecidos

l Una asada ) l

Agar MOXy LPM
l Descartar

Colonias negras, convexas, Yy
cremosas en MOX; colonias planas,
transldcidas, y azuladas en LPM

v

Caracterizacién bioquimica 'y
serolégica.

Figura 7. Técnica utilizada por USDA para el aislamiento de
L. monocytogenes de los alimentos.
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25¢g de alimento

225 mL caldo
LEB

Homogeneizacion
en Stomacher 1min

l

Incubacion 48h a
30°C

'l' Una asada

Agar Oxford y LPM

l

Colonias negras, convexas, de consistencia
cremosa en Oxford y colonias planas,
transiicidas y azuladas en LPM

l

Caracterizacion bioquimica y
seroldgica.

Figura 8. Procedimiento propuesto por FDA para el aislamiento de
L. monocytocgenes de los alimentos.
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4.2.2 Evaluacién de la técnica propuesta por HPB para el aislamiento de

Salmonelia spp, aplicada a puipa de aguacate.

En este experimento se estudio la sensibilidad de la técnica propuesta por
la HPB {Dependencia para la proteccion de la salud de Canada) para el
aislamiento de Salmonella, aplicado a pulpa de aguacate. Se investigo el efecto
del preenriquecimiento sobre la recuperacién de Salmonella a partir del mismo
sustrato. Se utilizé una mezcla de cuatro cepas preparada como en el
experimento anterior: S. montevideo, S. agona, S. michigan, y S. typhimurium. Se
inocularon porciones de 25 g de pulpa de aguacate obtenida como se describid
previamente, con ~6, 60 y 24C células contenidas en 1mL. Dos muestras de cada
nivel de indculo y una porcién de pulpa sin inocular se sometieron al tratamiento
que se esquematiza en la Figura 9. Para otro conjunto igual de muestras se omitié

el preenriquecimiento, y se siguio6 el resto del diagrama.

4.2.3 Investigacién de la microbiologia del guacamole tradicional.

Se analizaron 76 muestras de guacamole tradicional obtenidas en
aproximadamente 1 afo de diversos sitios, que se clasificaron en cuatro tipos:

o Restaurante: Lugares cerrados, donde hay un espacio y empleados
exclusivamente para preparar los alimentos. Se cuenta con agua potable
corriente y sanitarios para el personal.

e Fonda: Se consideran !lugares ceirados, donde las personas efectian otras
actividades ademds de preparar los alimentos; como atencién de clientes,
limpieza y cobro. También cuentan con agua corriente y sanitarios, que
comparten con los consumidores. Generalmente la cocina se encuentra cerca
de la entrada del establecimiento.

e Mercado: Lugares que expenden comida en el interior de un mercado.

e Puesto: Expendios de comida en la via publica.




25g de alimento

225 mL de
caldo nutritivo

Homogeneizacién en
Stomacher 1 min

v

Fncubacién 18-24h a 35°C

Una asada

l Una asada
Caldo tetrationato Caldo selenito
verde brillante cistina
Incubacion 24h Incubaciéon 24h
a43° C ' a33° C

l |

Una asada

A 4

Agar verde brillante (AVB)
y agar sulfito bismuto(SB)

v

Incubacion 24h a 35°C

v

Colonias negras, opacas,
convexas, cremosas y con halo
negro en SB; colonias planas
translucidas, y rosas en AVB

v

Caracterizacion
bioquimica y serolégica

—

Figura 9. Método propuesto por HBP para el aislamiente de Salmoneila a .
partir de alimentos.
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Las muestras se mantuvieron en refrigeracion desde su compra hasta el
analisis, sin exceder de 4 horas. Se realizaron mediciones de pH y actividad de
agua, recuento de microorganismos indicadores: bacterias mesofilas aerobias
(BMA), organismos coiiformes totales (OCT), hongos, levaduras y Staphylococeus

aureus; asi com, las investigaciones de Salmonella y L. monocytogenes.

4.2.3.1 Medicion de pH

10 g de muestra se diluyeron en 10 mL de agua destilada recién hervida y
enfriada en un bafio de hielo hasta tcmperatura amhiente. La medicién se realizo
en un potenci€metro Oribn 410-A, previamente calibrado con soluciones

amortiguadoras Merck de pH 4 y 10.

4.2.3.2 Medicion de Actividad de agua (Aa)

Se utilizé un equipo AqualLab ® modelo CX2, el cual mide la humedad
relativa del interior de una camara donde se coloca la muestra. El equipo se
calibrd con agua destilada y solucion=s saturadas de cloruro de bario (Aa=0.900)

y cromato de potasio(Aa=0.970). Cada muestra se analizé por triplicado.

4.2.3.3 Recuentos de microorganismos indicadores

Se llevaron a cabo recuentos de BMA, OCT, hongos, levaduras y S.
aureus. Cuando las muestras presentaron un pH menor a 6.0 se neutralizaron con
"~ NaCH al 20 y 5% antes de su analisis. A partir de 10 g de muestra se prepararon

diluciones decimales con diluyente de petona (0.1%) y se inocularon los medios

especificcs para cada grupo:




Grupo indicador Medio Técnica

BMA Agar cuenta estandar Vaciado en placa
OCT Agar rojo violeta bilis Vaciado en placa
Hongos Agar papa dextrosa Vaciado en placa

Y levaduras | (Ampicilina 0.02%+ rosa de
bengala 30ppm)
S. aureus Agar Baird-Parker (ABP) | Extension en superficie

Los recuento se llevaron a cabo de acuerdo a las especificaciones del Manual
de Analisis Bacteriolégico (rDA, 1992), ccn las siguientes modificaciones:
- La suspension del alimento se homogeneizé en Stomacher por 1 minuto a
velocidad normal. |
-~ Para S. aureus se inocularon 200l de cada dilucién.
- La homogeneizacién de las diluciones decimales se efectué por 10 segundos
en volumenes de 8+1mL en vortex.
Para cuantificar E. coli se utilizd caldo Fluorocult®, que contiene lactosa, un
indicador acido-base, triptéfano y 4-metilumberiferil-p-D-glucorénido (MUG).

cste medio permite detectar la formacion de gas y acido a partir de lactosa,
y la produccién de indol y de B-glucoronidasa, que atnado al crecimiento a 44.5°C
permite hacer una deteccion confiable de E. coli (Pérez y col., 1986; Bredie y
Boer, 1992). Se prepararon 4 diluciones decimales de cada muestra de
guacamole y se inocularon tubos con 3 mil de Fluorocult con cada una de ellas. Se
incubaron a 44.5+0.2°C por 24 y 48 horas y se observaron los resultados a ambos
tiempos. Para evidenciar la hidrélisis del MUG, se expusieron los tubos a luz UV,
utilizandc una lampara Blak-Ray® modelo UVL-56 con una A de 366rnm.

El 10% de las colonias sospechosas de S. aureus aisladas al azar de cada
placa de ABP se confirmaron en base a la morfologia microscépica, la reaccién al
Gram y la capacidad de producir catalasa y termonucleasa. La prueba de
termonucleasa se realizé de Ia siguiente manera:

En caldos de infusion cerebro corazén (BH!) se inocularon por separado
cada una de las colonias y se incubaron 18-14 h a 35°C. El cultivo se sometid a

ebullicion por 15 minutos en un bafio Maria y se enfri6 hasta temperatura
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ainbiente. Se utilizé agar azul de toluidina extendido en un portaobjetos, con ~2
mm de espesor. Se hicieron perforaciones en el agar, y se depositaron pequefias
alicuotas de los cultivos tratados. Se utilizé como control un cultivo de una cepa
de S. aureus productora de termonucleasa. Los pcrtaobjetos se incubaron dentro
de una caja Petri sobre un soporte de vidrio acompafiados de un algodén con
agua y dlicerina, para evitar la deshidratacion del medio. Después de una
incubacion de 4-6 h a 35°C, la presancia de un halo rosa se considerd como

positivo, independientemsnte del tamario de su diametro.

4.2.3.4 investigacion de microorganismos patégenos.

Los microorgai1ismos patégenos investigados fuercn L. monocytogenes y
Salmonella, cuyo aislamiento se efectu6 de acuerdo con las Figuras 7 y 9.

La caracterizacion bioquimica de Salmonella se realizé basandose en las
siguientes pruebas (Flowers y col., 1992):
 Utilizacion de glucosa y lactosa o sacarosa (TSI! 35+1°C)

» Produccion de lisina descarboxilasa (LIA/ 35+1°C)

e Produccién de ureasa

» Produccion de ornitina descarboxilasa e indol (MIO/35+1°C)
e Movilidad (MIO/35+1°C)

e Crecimiento en caldo KCN.

Fara identificar las cepas de L. monocytogenes se llevaron a cabo las
siguientes pruebac, segln se describe en el Manual de Analisis Bacterioldgico
(FDA, 1992): ‘

e Morfologia microscopica y reaccion al Gram

¢ Produccién de cataiasa (en pertaobjeto)

» Utilizacion de glucosa y lactosa o sacarosa (TS1/35+1°C)
e Produccién de H;S (TSI/35+1°C)

e Movilidad (SIM/22+0.5°C)

e Pruebas de rojo de metilo y Voges Proskahuer

e Utilizacién de manitol, ramnosa y xilosa a 35+1°C.

e Produccién de hemodlisis (Agar sangre de cordero)




* Prueba de CAMP
* Agiutinacién con antisueros O tipo 1y 4 DIFCO.

4.2.4 Determinaciéon de la patogenicidad de las <cepas do
L. monocytogenes aisladas de guacamole.

Se determind la patogenicidad de 24 cepas de L. monocytogenes aisladas
de guacamole, de las cuales 15 eran hemoliticas y 9 no hemoliticas. Ocho cepas
no hemoliticas y 10 hemoliticas se almacenaron en refrigeracion; las 6 cepas
restantes se almacenaron tanto en refrigeracion, como en temperatura ambiente.
El almacenamiento se exiendié entre 8 y 14 meses.

Se utilizaron ratones hembra donados por el Instituto Nacional de Virologia
de la Secretaria de Salud en la ciudad de México. D.F. Los animales se adaptaron
en el laboratorio por 4 dias antes de la realizacién de la prueba.

Las cepas de L. monocytogenes se activaron mediante dos resiembras
consecutivas e incubacion a 35°C por 24 h en caldo y agar soya tripticasa ccn
0.6% de extracto de levadura. Los cultivos de 18 h de las cepas de
L. monocytogenes se concentraron 10 veces centrifugando a 4500 rpm por 10
minutos y resuspendiendo en solucién salina.

Cuatro ratones de 16 a 18 g y uno de 18 a 20g se inocularon
intraperitonealmente con 0 1mL de la suspensiéon de cada una de las cepas,
conteniendo aproximadamente 1x1 0° células.

Los ratones se distribuyeron para tener los 5 ratones inoculados con una
cepa por jaula y se observaron dos ocasiones por dia durante 5 dias. De los
animales rauertos se practicaron necropsias y se realizé cuitivo en agar MOX de
liquido intraperitoneal, higado y Bazo. Los ratones que permanecieron vivos hasta
los 5 dias se sacrificaron con éter, se realizaron necrépsias, cultivo de liguido
intraperitoneal, higado y bazo en agar MCX; una porcion del bazo se
preenriquecié en caldo Fraser por 48 h a 35°C. Los caldos ennegrecidos se
sembraron en agar MOX vy se incubaron por 48 h a 35°C. Al menos un
aislamiento de cada cepa se caracterizé con tincibn Gram, catalasa, peffil

bioauimico y hemélisis como se describi6 en e! apartado anterior.
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4.2.5 Comportamiento de L. monocytogenes, E. coli 0157:H7, Salmoaella 'y
S. aureus en puipa de aguacate.

El estudio se llevd a cabo mediante un procedimiento similar para los cuatro .
patégenos; sz Jescribe una metodologia general y algunos detalles particulares
para cada microorganismo estudiado.

Aguacates maduros obtenidos del supermercado, se lavaron con agua y
jabon en el laboratorio, v se desirnfectaron con una solucion Jde yodoforo (~50 ppm
de yodo disponible) por 20 minutos. Después Je enjuagarios con SSI estéril se
separd la pulpa asérticamente, se homogeneizé y se distribuyé en porciones de
10 g. En la pulpa de aguacate se efectuaron medicicnes de pH y Aa. Las
porciones se inocularon por separado con ~50 y 2500 células del microorganismo
estudiado; el inéculo consistia en 0.5 ml de una mezcla de cepas lavadas,
resuspendidas en SSI y diluidas hasta obtener la concentracién deseada. Las
porciones de pulpa inoculadas se homogeneizaron mar.ualmente por un-minuto, y
se almacenaron a 22+0.5°C o en refrigeracion. A diferentes intervalos se tomaron
tres muestras inoculadas de cada nivel de microcrganismos, en las cuales se

. realizaron recuentos de! patdégeno y de la flora asociada. - -

e L. monocytogenes: La temperatura del refrigerador donde- sé~
sz .e-@lacenaron las muestras del estudio a temperaturas bajas, se mantuvo 8rff&"3’5 =~
y 7.5°C los 29 dias del estudio; solamente el dia 14 se elevd la temperatura hasta
9.6°C. Se utilizaron 4 cepas de L. monocytogenes: Scott A, V7, 4b (aislada de
queso asociado a un brote), y una aislada de guacamole. El recuento del

- =patdgeno se realizé por extensiéon en superficie usando agar Oxford modificAdo™ "

-
N
A E

{MOX! e-incubando 48h a 35°C. El comportamiento de BMA y OCT se eféctiig-aR=5= 7=
+~porcianes.«de. pulpa no inoculadas que se aimacenaron ba;oi’as%ﬁgﬁza’éﬁ‘“ A

e -

~ ondiciones ya descritas. Los recuentos de estos microorganismos se redlizaron
como se indica en el apartado 4.2.3.3

e Salmonzlla: El recuento de Salmonella se llevé a cabo por vaciado
en placa en agar sulfito bismuto (SB), corn incubacion de 24h a 35°C. El
comportamiento de la flora asociada se estudi6 de igual manera que para

L. menocytogenes. La temperatura del refrigerador se mantuvo entre 3.4 v 8.0°C.

.
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Las cepas utilizadas fueron: S. montevideo, S. agona, S. michigan, Y
S. typhimurium.

e E. coli O157:H7: Se utilizaron 4 cepas resistentes a 50 ppm de acido
nalidixico. El recuento de este microorganismo se realiz6 por vaciado en placa en
agar soya tripticasa (AST) adicionado de 50 ppm de acido nalidixico. También se
efectud un recuento en AST sin antibiético, y la diferencia entre los recuentos de
los medios con y sin antibidtico se consideré como flora asociada. Ambos medios
se incubaron 24h a 35°C. La temperatura del refrigerador oscil6 entre 1-11°C.

o S. aureus: El recuento de S. aureus se realizd por extension en
superficie en agar Baird-Parker suplementadc con 200U de polimixina B/mL de
medio e incubado 48h a 35°C. Se realizaron recuentos de OCT como se describe

en el apartado 4.2.3.3. La temperatura del refrigerador oscil6 entre 1.0y 9.5°C.

4.2.6 Evaluacion del efecto del pH sobre el comportamienitc de Salmonella 'y

L. monocytogenes en caldo soya tripticasa.

Para este estudio se recurri6 el equipo computarizado Bioscreen, que
realiza mediciones turbidiméiricas dei desarrollo bacteriano. Se utilizaron 2 cepas
de Salmonella y 25 cepas de L. monocytogenes aisladas de guacamole. Como
cepas control se utilizaron S. typhimurium y L. monocytogenes Scott A. Se
prepar6 caldo soya tripticasa (CST) a diferentes valores de pH: 5.0, 5.2, 5.5, 5.7,
6.0y 7.0 ajustado con &cido citrico. Se distribuyeron 390 ulL de los caldos en cada
fosa de placas de pléastico.

Las cepas se hicieron crecer por separado en CSTEL a 35°C por 18h: Se
lavaron, se resuspendieron en solucién salina y se diluyeron hasta tener 1x10°
células/mL de caldo. Se inocularon en cada fosa 10puL de esta suspension, ¢e
manera que contuvieran ~1000 células por fosa. El equipo se programé para
incubar las placas a 35° por 48h, con agitacion y mediciones cada 15 minutos a
una A de 600nm.

Una vez que el aparato ha registrado ia informacion y trazado las graficas
de absorbencia vs tiempo, se puede disponer de los siguientes parametros: area

bajo la curva, tiempo de deteccion, duracion y pendiente de la fase |ogar|tm|ca
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4.3 Analisis estadistico

Se utilizd el paquete estadistico Statistica version 4.3 (1993) para analizar

los resultados de los siguientes estudios:

1. En la investigacion de la microbiologia del guacamole se aplicaron:
a) Prueba de Kruskal-Wallis: Se analiz6 de manera independiente el efecto
de 3 factores sobre el contenido de microorganismos indicadores:
Sitio ae muestreo con 4 niveles.
- Almacenamiento: con 2 niveles.

- Presencia de L. monocytogenes: con 2 niveles.

2. En la evaluacion del efecto del pH sobre el comportamiento de
L. monocytogenes y Salmonella se aplicé un analisis de varianzz;
considerando a las cepas como réplicas, y como Gnico factor al pH con

B niveles.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
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5.1 Evaluacion de la técnica propuesta por el Departamentc de Proteccion 2
la Salud de Canada para el aislamiento de Salmonella aplicada a pulpa

de aguacate.

Se eligid la metodologia utilizada por el Departamento de Proteccion a la
Salud de Canada para aislar Salmone//é a partir de guacamole, porque ha
resultado ser una técnica que recupera bien las celulas estresadas por acido
(Hoffman y col., 1997).

El preenriquecimiento €3 un paso del aislamiento de los microorganismos
patégenos muy importante, que permite la recuperacion de células subletalmente
dafadas y su ulterior desarrollo en los medios selectivos.

Los caldos GN, lactosado y nutritivo se sefialan como algunos de los mas
eficientes para el aislamiento de Salmonella (D'Aoust y Maishment, 1979).
Organizaciones como la Asociacion Oficial de Quimicos analistas (AOAC) vy la
Organizacion Internacional de la Estandarizacion (150), utilizan el caldo lactosado
como preenriquecimiento, mientras que el HPB utiliza el caldo nutritivo.

D'Aoust y col. (1992) evaluaron la recuperacion de Salmonella a partir de
alimentos naturalmente contaminados utilizando las técnicas del HBP y de i30;
encontraron que la sensibilidad de ambos meétodos es similar.

Hoffman y col. (1997) encontraron resultados diferentes; ellos evaluaron los
métodos prdpuéstos por la AOAC v el HPB para la recuperacion de Salmonella
javiana a partir de queso Mozarella. Estas técnicas resultaron comparables
cuando las muestras artificialmente contaminadas se analizaron inmediatamente:
pero cuando se almacenaron por 7 dias a 4°C antes del analisis, la recuperacion
de S. javiana fue mayor por el método del HPB. Se encontro que en el caldo
lactosado se presentaba un cambio en el pH del medio de 2-3 unidades entre las 5
y las 9 horas de incubacion; este cambio tan brusco pudo haber afectado el

desarrollo de Salmonella.

73




En el caldo nutritivo la disminucién en el pH es menor y mas lenta. Al final
de la incubacion se encontrd una poblacién de S. javiana de 1 logi;g mayor en el
caldo nutritivo que en el caldo lactosado.

Parece ser que el caldo nutritivo es mejor para recuperar células de
Salmonella estresadas por el acido y por el almacenamiento en refrigeracion que
el caldo lactosado.

Como el guacamole incluye en sus ingredientes jugo de limoén, es de
esperar que el pH sea bajo. Por ello se requiere un método canaz de recuperar
células estresadas por la acidez, como el propuesto por el HBP.

Algunos autores recomiendan el uso del enriquecimiento directo en
alimentos crudos o muy contaminados; sin embargo, evaluaciones realizadas con
carne cruda y materiales de desecho, muestran que la deteccién de Salmonella es
hasta 3 . veces mayor cuando se realiza el preenriquecimiento, que con el
enriquecimiento directo (Edel y Kampelmacher, 1973; Harvey y Price, 1977).

En la evaiuacidon realizaca en el presente trabajo se encontré que el
preenriquecimiento permite una mayor recuperacion del patdégeno, especialmente
cuando la cantiaad de células de Salmonella presentes en la pulpa de aguacate es
baja. El uso de enriquecimiento directo podria producir muchos falsos negativos
(Tabla 14).

En las muestras preenriquecidas el patdgeno se aisl6 de todos los niveles
de indéculo, tanto de caldo tetrationato verdé brillante {TVB), como de caldo
seienito cistina (SC). Sin embargo, se presentd mayor desarrollo de la flora
asociada en los medios sbiidos inoculados con caldo SC, que en &aquellcs
inoculados con caldo TVB (Tabla 15).

El abundante desarrollo de la flora asociada en el caldo SC pudo haber
interferido en la recuperacion del Salmonella en las tres ocasiones gue no se aislé
de agar sulfito bismuto (ASB) y de agar verde brillante (AVB). La temperatura a la
cual se incuba el caldo TVB puede ser en gran medida responsable de la mayor

selectividad mostrada por este medio.
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Tabla 14. Evaluacién de la sensibilidad y del preenriquecimiento del método
propuesto por HFB para el aislamiento de Salmonella aplicado a pulpa de

aguacate.
Nivel de § Con preenriquecimiento Sin preenriquecimiento
Inéculo 2 Caldo TVBO Caldo SC Caldo TVB Caldo SC
urci2sg] B [TASB JAVB |T'| ASB [AVB | T|ASB | AVE | T|ASB | AVB | T
A + + + - + + _ _ R _ _ _
6
B + + |+ + - +1 - - _ - _ _
60 A + + + - + + - - - - - -
B + + |+ + + | +] - - B _ -
240 A + i B + |+ . -1 + T
B + + + + 1+ + - . _ _ _ _

! Aislamiento de Salmonella en el caldo.
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Tabla 15. Desarrollo de la flora asociaca en medios dlidos del método de
aislamiento de Salmonella propuesto por HPB aplicado a pulpa de aguacate (Con
preenriquecimiento).

Tr:\éillﬁf Réplica Caldo TVB Caido SC

ASB AVB ASB AVB
UFC/25¢g

6 A + t* +++ +4++
B + + +++ +++
60 A + + +++ +++
B + + +++ +++
240 A + + e+ T
B -+ + +++ +++

+ crecimiento en 25% de la placa.

++ crecimiento en 50% de la placa.
+++ crecimiento en 75% de la placa.
++++ crecimiento en 100% de la placa.
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Partiendo de muestras de alimentos naturalmente contaminadas se ha
observado que la eficacia de ASB y AVB cuando se inoculan a partir de TVB son
similares; sin embargo, cuando estos medios sélidos se inoculan con caldo SC 6
caldo selenito verde brillante la eficacia del ASB es mayor que la del AVB (D’Aoust
y col.,1992. En contraste, los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la
eficacia de los dos medios sélidos fue semejanfe, independientemente del caldo
de enriquecimiento. La alta selectividad del ASB no fue suficiente para inhibir el
desarrollo de la flora asociada proveniente del caldo SC (Tabla 15).
Probablemente se deba a la cantidad y al tipo de géimenes presentes en la pulpa
de aguacate.

La técnica evaluada parece ser eficaz para la recuperacion de Salmonella a
partir de pulpa dei aguacate, ya que mostré sensibilidad para recuperar hasta 6

células en porciones de 10 g.

5.2 Evaluacion de las técnicas propuestas por USDA y FDA para la

recuperacion dc L. monocytogenes a partir de aguacate.

Las metodologias propuestas por USDA y FDA son fas mas utilizadas en la
actualidad para recuperar L. monocytogenes de los alimentos. Se han realizado
estudios para comparar la sensibilidad y la capacidad de estas técnit‘:as para
recuperar células esiresadas, con resultados contradictorios. En este trabajo se

evalud la sensibilidad de las técnicas cualitativas y la recuperacion cuantitativa de

L. monocytogenes a partir de pulpa de aguacate.




5.2.1 Efecto de la pulpa de aguacate sobre la recuperacion de

L. monocytogenes por las técnicas propuestas por USDA 'y FDA.

El aguacate contiene aproximadamente 13.5% de lipidos (Zubiran, 1992),
pero en especial la variedad Hass puede contener hasta 20% (Rodriguez, 1982).
Esta elevada concentracion de grasa podria interferir en la liberacion de los
mi¢roorganismos a los caldos de cultivo, o de alguna otra manera en su
desarrollo:por ello se compard cuantitativamente la recuperacion de
L. monocytogenes de pulpa de aguacate respecto 2l caldo soya tripticasa (CST),
donde los gérmenes se encuentran libremente suspendidos y libres de inhibicion.

Considerando que la técnica de NMP no es muy precisa, se puede afirmar
que las diferencias obtenidas entre el CST y la pupa de aguacate no son
significativas (Tabla 16). Aparentemente existe poca o nula interferencia de la
puipa de aguacate sobre la recuperacion del germen. Tampoco se observaron

diferencias importantes entre las dos técnicas.

5.2.2 Evaluacion de la sensibilidad de las técnicas de USDA y FDA para el

zislamiento de L. mcnocytogenes a partir de pulpa de aguacate.

Se evalué la capacidad de estas técnicas para recuperar numeros
pequefios de L. monocytogenes a partir de pulpa de aguacate. Se logré recuperar
con ambas técnicas hasta 2 células de 10 gramos de pulpa de aguacate (nivel
mas bajo utilizado).

Aparentemente nc existen diferencias en la sensibilidad de ias técnicas, sin
embargo, una mayor abundancia de la flora asociada en los medios solidos al
seguir la técnica de FDA dificultd el aislamiento d=l patogeno. Comparando la
eficacia de los medios solidos, se encontré que el LPM y el MOX permitieron
mejores resultados que el OXFORD (Tabla 17). La mayor selectividad la presento

el MOX, donde en la mayoria de las ocasiones Listeria spp crecié en cultivo puro.
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Tabla 16. Efecto de la pulpa de aguacate en la recuperacion de
I.. mnnocytogenes mediante las técnicas cualitativas de la FDA vy la USDA

Técnica USDPA FDA
Substrato CST PULPA CST PULPA
Dilucién A B A B ‘A B A B
1:10 3* 3 3 3 3 3 3 3
1,100 3 1 3 2 2 2 3 2
1:1000 0 0 0 0 0 2 2 0
NMP | 200 40 200. 90 90 210 210 90
- 120 - 145 150 150
Media NMP 13357 = 150
e
* Numero de tubos positivos a L. monocytogenes.
{1y ;




Tabla 17. Evaluacién de la sensibilidad de las técnicas propuestas por la

FDA y la USDA para el aislamiento de L. monocytogenes a partir de pulpa de
aguacate.

Nivel de FDA USDA
inoculo LPM OXFORD Total LPM MOX Total
(UFCliporcion)
2.0 4/4* 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4
4.0 4/4 1/4 4/4 4/4 4/4 4/4
440 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4 4/4

* Muestras positivas / nimero de réplicas.
P
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La técnica propuesta por la USDA permite poner de manifiesto las muestras
negativas desde las 36 horas, antes de llevar a cato los aislamientos en placa, lo
que representa un ahorro en tiempo y costo de los analisis.

En una evaluacidon de estas técnicas realizada por 12 laboratorios de
Canada, se encontrdé que de 165 muestras naturalmente contaminadas 11
resultaron positivas a L. monocytogenes por la técnica de USDA y negativas por
FDA; mientras que solamente 3 muestras fueron positivas por la técnica de FDA y
negativas por la USDA. Utilizando células de L. monocytogenes scstresadas
térmicamente se realizaron cultivos en los caldos de preenriquecimiento de ambas
técnicas con diferentes niveles de inéculo. Al czbo de 24 horas de incubacién a
30°C, se aislo el patdgeno de todas las muestras preenriquecidas por la técnica
de USDA vy tan solo el 28.6% de caldo LEB (técnica FDA). A las 48 horas de
incubacion se recuperd el patdgeno de todos los cultivos de ambas técnicas.
También se observé una mayor disminucién del pH en el caldo LEB, que en UVM
después de 24 y 48 h de incubacion (Warburton y col., 1992).

La disminucion en el pH durante la incubacién también ha sido observada
por Dallas y Hitchins (1993), que estudiaron el efecto del desarrollo de
microorganismos aislados de alimentos sobre L. monocytogenes en el
nreenriquecimiento con caldo LEB. Encontraron que algunos microorganismos,
(enterococos por ejemplo) disminuian el pH del medio cerca de 2 unidades
después de 48 horas incubacién. Este pH adverso al desarrollo del patégeno,
podria limitar su crecimiento y/o inducir estrés celular; lo que disminuiria las
posibilidades de que estas células se expresaran en los medios sélidos que
contienen agentes inhibitorios (Dallas y Hitchins, 1993).

En consecuencia se decidié utilizar la técnica utilizada por USDA para

investigar la presencia de L. monocytogenes en guacamole.

5.3 Invesiigacidn de la microbiclogia del guacamole tradicional.

De las 75 muestras de guacamcle analizadas 26 prccadian de restaurante,
24 de mercadc, 20 de fonda y 5 de la via publica. La venta de guacamole en la via

publica no es muy comun, especialinente cuando se eleva el precio del aguacate.
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5.3.1 pH y actividad de agua

E! pH de las muestras fue muy variable, desde 4.04 hasta 7.25. Todas las
muestras obtenidas en puestos de la via publica presentaron valores cercanos a
6. Entre el resto de los establecimientos no hubo diferencias marcadas, pero los
tres grupos presentaron una gran dispersién en los valores de este parametro
(Figura 10).

Las muestras adquiridas enrestaurantes tienden a presentar los valores de
pH rnenores; el 50% de estas muestras tuvieron un pH < a 5.67, comparadas con
6.45, 6.14 y 5.90 de las muestras obtenidas en mercado, puesto y fonda.
respectivamente.

El nivel de pH que presentaron algunas muestras inhibe el crecimiento de

muchos microorganismos, e incluso podrian comprometer su sobrevivencia; sin
embargo, por lo menos la mitad de ellas tuvieron un pH muy cercans o
ligeramente mayor a 6, lo que proporciona condiciones favorables al desarrollo
microbiano. '
E! pH de un alimento .estd determinado por su composicion; es evidente que la
adicién de limén al guacamole puede generar un pH que limite el desarrolio de los
microorganismos, si éste es posible. Sin embargo, la inhibicion del desarroilo no
siempre asegura la inocuidad de un a!i'mento; algunos microorganismos
patogenos tienen dosis infectantes muy bajas, y la sobrevivencia de algunas
células que contaminen el alimento puede ser suficiente para causar enfermedad.

Un valor bajo de pH puede cancelar el riesgo por microorganismos
toxigénicos, como es el caso de S. aureus; para los microorganismos infecciosos,
en cambio, la inhibici6bn del crecimiento solamente disminuye el riesgo, ya que

este es directamente proporcional a la concentracidon del patdgero.
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Las muestras de guacamole presentaron valores de actividad de agua (Aa)
entre 0.967 y 0.998, los cuales son favorables para el crecimiento de la mayoria
de los microorganismos (Jay, 1978). En todos los establecimientos se observo una
variacion semejante en los valores de Aa del guacamole. Las muestras de fonda y
restaurante presentaron los valores mas bajos; en el 75% de las muestras se
detectaron niveles de Aa <0.984 y 0.983, respectivamente (Figura 11).

La actividad de agua es uno de los parametros mas importantes para el
desarrollo y la sobrevivencia de los microorganismos. Mo ohstante, por si sola no
determina la actividad microbiana; ésta se ve afectada por otros factores, como la
temperatura, el pH, el potencial de oxido-reducri¢n, y la presencia de inhibidores
en el alimento, enire otros. Por ejemplo, si un alimento con un pH y Aa favorables
al desarrollo se almacena a una temperatura adversa, ese desarrollo se vera
frenado.

Al relacionar los valores de pH con el contenido de los diferentes grupos
microbianus, se encontré cierta correlacion entre este parémetro y el contenido de
OCT (Figura 12). Entre los valores de pH de 4.0 y 5.3, el contenido de coliformes
se incrementa a medida que el pH aumenta. A valores de pH superiores esta
relacion se pierde.

En la Figura 13(a) se muestra el contenido de OCT y el pH de las muestras
que presentaron un pH entre 4 y 5.3. El'indice de correlacion es aceptable, y
permite afirmar que el modelo (la linea) explica el 81% de los datos. El nivel de

significancia obtenido (p< 0.05) valida estadisticamente la correlacion.
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Sin embargo, esta correlacion se limita en 18 muestras, v no es posible
saber si la poblacién cuantificada en cada muestra se encontraba en activo
crecimiento, estabilizada, o inactivandose, io que hace ain mas compleja la
interpretacion.

El intervalo de valores de pH implicados en la correlacién permite la
sobrevivencia y el desarrollo de los microorganismos en condiciones optimas de
otros factores; sin embargo, las células podri_an estar disminuidas en su estado
fisiologico al llegar al alimento v a los valores menores de pH verse afectada su
sobrevivencia. La correlacién observada podria ser el resultado principaimente del
efecto del pH sobre el desarrolio de los coliformes.

Lo que se hace evidente es que el pH resulta un factor que puede ser
decisivo para ia calidad sanitaria de este alimento; sobretodo si consideramos que
los coliformes tiene una gran similitud con los patégenos entéricos en cuanto a su
respuesta a los factores evaluados.

No se observa una influencia definida de la actividaa de agua sobrz el
contenide de OCT de las 13 muestras en (Figura 13b). El hecho de que los limites
de actividad de agua sea muy favorable para la actividad microbiana puede ser la
razon de que, aparentemente, no se vea afectado algin grupo indicador por este
parametro.

En la Figura 14 se muestra una grafica donde se relaciona el pH, la
actividad de agua y el contenido de OCT. La forma de la superficie de respuesta
obtenida sugiere la interaccién entre los dos factores, ya que se puede advertir
que el efecto de la actividad da agua cambia con el pH. Aunque la interaccion
entre el efecto del pH y de la actividad de agua sobre el desarrollo y la
sobrevivencia de los microorganismos se ha demostrado experimentaimente, no
se puede afirmar que este sea el caso; se carece de datos que validen todos los

puntos de la supefficie. Las cifras de actividad de agua de las muestras se

encuentran solamente €n los niveles medios de la superficie de respuesta.







5.3.2 Microorganismos indicadores
E!l contenido de BMA vari6 desde 1.2x10* hasta 1.5x10°. Las dispersiones
mas amplias se presentaron en las muestras obtenidas en mercado y restaurante

(Figura 15a); en este ultimo se encontraron las muestras con menor contenido de

BMA. Para los OCT se obtuvieron resultados similares a los de BMA (Figura 15),

pero los recuentos de OCT fueron aproximadamente 1 logiyg menores que los de

BMA.

Los niveles de estos grupos bacterianos fuercn similares en las muestras
obtenidas de los diferentes establecimientos, independientemente del lugar de
procedencia las cargas microbianas del alimento tienden a ser elevadas. Este
hecho puede ser el resultado de una. contaminacién muy intensa o de actividad
microbiana en e! alimento. Las dos situaciones son factibles, ya que se trata de un
alimento crude, que con frecuencia se mantiene varias horas a temperatura
ambiente en los sitios de venta expuesto a multiples fuentes de contaminacion.
Por otra parte, la variabilidad en el contenido de BMA y OCT en el alimento
podrian explicarse de varias maneras:

« Si las cargas microbianas se deben s6lo a una contaminacion, el guacamole
menos contaminado podria haber sido preparado con ingredientes de mejor
calidad sanitaria, o haber recibido traiamiertos para disminuir su carga
microbiana.

e En el caso del desarrollo de ios microorganismos en el alimento, la variacion
resultaria de las diferentes condiciones de conservacion del alimento (tiempo y
temperatura), asi como de su pH.

e Ambas situaciones podrian haber prevalecido.

La correlacidn encentrada entre el contenido de OCT y el pH de las muestras
favorece la posibilidad de que se presenta desarrollo an el alimento (Figura 12).

También se observa que las muestras obtenidas de mercado y de

restaurante, que presentaron una mayor dispersiéon de valores de pH (Figura 10),

corresponden a las que muestran un intervalo mas amplio en el contenido de

todos los microorganismos indicadores (~iguras 15y 16).
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Algunas de las muestras de guacamole fueron elahoradas justo al momento
de la compra, mientras que otras ya estaban preparadas cuando se adquirieron.
Desgraciadamente, s6lo se contd con esta informaciéon para 19 muestras.

Al comparar estos dos grupos de muestras, se advirtid que el guacamole
recien preparado o sin almacenar, presenta en general menor contenido de
microorganismos indicadores que el guacamole preparado con antelacion (Figuras
17y 18).

Como se puede observar en la Figura 16a la dispersion de los datos es
noitabte, principalmente en las muestras almacenadas; esto impide validar las
diferencias aplicandc un analisis de varianza basado en la comparacién de
medias. En la Figura 16a sélo se muestra la media, la desviacion estandar y el
error estandar de los datos de BMA, pero para OCT y hongos se observé el mismo
comportamiento. El analisis de los datos se efectué con la prueba de Kruskal-
Wallis, la cual hace comparaciones entre las medianas v los rangos de los grupos.
La mediana es un parametro que representa mejor este tipo de poblaciones cjue la
media, porque la presencia de un dato muy alejado del comportamiento general
afecta significaiivamente a la media, no asi a la mediana. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p< 0.05) entre las muestras
almacenadas y sin almacenar en cuanto al contenido de BMA, OCT y hongos.

Estas observaciones apoyan la posibilidad de que se ha propiciado el
desarrollo de los microorganismos en el aiimenio. Se puede apreciar que la carga
microbiana en aproximadamente el 25% de las muestras almacerniadas coincide
con la mayor parte de las muestras sin almacenar; estas muestras almacenadas
de “baja carga microbiana” podrian haber sido preparadas justo antes de la
compra. La dispersiéon observada en las muestras almacenadas es explicable. ya
que los periodos transcurridos entre la preparacion y el muestreo pudieron variar
desde algunos minutos hasta varias horas.

Los valores de pH y Aa del guacamole almacenado v sin almacenar fueron
semejantes; no se encontraron diferencias estadisticamente significativas

comparando medias, 0 medianas (p > 0.05). El efecto de estos factores estd

incluido en la variacion.
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El contenido de hongos en las muestras de guacamole mosird una
tendencia similar a ia encontrada en BMA y OCT (Figura 16a). Las medianas del
contenido de hongos de los diferentes establecimientos fueron semejantes,
cercanas a 1000 UFC/g. En contraste, el contenido de levaduras es diferente; la
mediana de las muestras obtenidas en puestos fue casi 1 log.g mayor que las
medianas de las muestras de los restantes establecimientos (Figura 18b). Sc
validé estadisticamente esta diferencia con la prueba de Kruskal-Wallis.

Cifras elevadas de levaduras en los alimentos suelen ser irdicadores de
deterioro. El guacamole gereralmente se mantiene a temperatura ambiente en los
comercios de la via publica y el pH de todas las muestras obtenidas en estos
establecimientos fue cercano a 6. Bajo estas condiciones se favorece el deterioro.
Tal condicion no implica necesariamente el desarrollo abundante de toda la flora
microbiana de un alimento. Gzneralmente la alteracion de un alimento particular
resulta de la actividad de un grupo especifico de niicroorganismos (Escartin,
1981). Estos resultados deben interpretarse con reserva, ya que el numero de
muestras analizado de guacamole obtenido de comercios de la via nublica fue
mucho menor que para-el restode Jos establecimientos.

E. coli se encontré en el 60% de las muestras, es decir, gor lo inenos 1 de
cada 2 muestras mcstraba indicios de contaminacion fecal. Este microorganismo
indicador nos evidencia la posibilidad de que estén presentes microorganismos
patégenos dé origen entérico, como Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae, entre
otros. La positividad a E. coli fue aita en las muestras ooienidas de twdos los
establecimientos (desde 54 hasta 71%), aunque se presentaron algunas
diferencias entre ellos (Figura 19} No obstante las diferencias no resultaron
estadisticamente signiiicativas aplicando la prueba de Kruskal-Wadllis. Se enconird
una gran variabilidad er. el contenido de E. coli de las muestras de fcnda, mercado
y restaurante, desde < 29 NMP/g hasta = 3790 NMP/g. En el guacamole obtenido
en el mercado se obtuvo la mayor incidencia de este microorganismo (71%), asi

como la mayor proporcién de muestras contaminadas con el nivel mas alto (21%).
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Esta contaminacion puede provenir de los ingredientes, de la persona que
prepara el alimento, o de los utensilios con los que se elabora el alimento. Si
consideramos que todos los establecimientos disponen de ingredientes ~on

calidad sanitaria semejante, las diferencias se deberian principalmente a las-

practicas sanitarias que se llevan a cabo en los sitios de venta del alimento. La
presencia de E. coli en este alimento constituye un riesgo notencial severo para

los consumidores. Es una evidencia de practicas de operacidn inaceptables
5.3.3 Microorganismos patégeios ‘ .

5.3.3.1 Listeria monocytogenes
De los tres microorganismos patégenos estudiados, L. monocytogenes se

aislé con mayor frecuencia del alimento (16%), como se aprecia en la Figura 20.

Se presentaron algunas diferencias entre las muestras obtenidas de los distintos

o gy ey

establecimientos; diferencias que son semejantes a las obtenidas para E. coli

(Figuras 19 y 21). Las muestras de mercado presentaron la incidencia mas alta

(LN

para E. coliy para L. monocytogenes.
&~ - Si las muestras procedentes de puestos hubierarspreseitads—ula .

incidencia a L. monocytogenes semejante a las de restaurantes o fondas (15%),

Raacionclol o

como ocurri6 para E. coli, habria resultado 1 muestra positiva por ~ cada 7

muestras examinadas; como solamente se dispuso de 5 muestras, resulta poco

probable el hallazgo de al menos una positiva (Figura 21).

EEIND .

La incidencia de L. monocytogenes en este alimento es menor que la
reportada en productos de origen animal crudos y algunos cocidos (Tabla-18); este
hecho es compatible con los reportes epidemiolégicos en Estados Unidos, donde
los productos de origen animal scn ios venicuios mas frecuentes de esle
microorganismo (NACMC, 1991). Los aquesos son alimentos importantes en varios
paises como vehiculos de L. monocytogenes; la incidencia de este
microorganismo en guacamole resulté mayor que la reportada en los quesos
(Tabla 18).
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Positividad (%)

L monocytogenes Salmonela S araus

Figura 20. Positividad de L. monocytogenes, Salmonella, y S. aureus en
guacamole.
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Tabla 18. Incideiicia de L. monocytogenes reportada en diversos alimentos.

Pl Langlizagas
Guacamole 75
Follo crudo 58
Pollo cocido 96
Leciie cruda 650
Quesos (Europa) 8848
Alimentos cocidos a base deres | 1102
Salchichas ahumadas 480
Verduras me | 64
Verduras {lechuga, apio, repollo, )
vechtiga, aplo, rep 103 78
papas, tomates y ajos)
Ensaladas empacadas(lechuga,
) 71 30.0
zanahoria y repollo)
Lawrance y Gilmour, 1994 o
Lovett y coi., 1987. i -
Ryser y Marth, 1991.
MacGowan y coi., 1524,
Simon y col., 1992,
Garcia-Gimeno y coi., 1996.
'r‘:,_'['o | I Ie I
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La incidencia de L. monocytogenes en guacamole fue mayor que la

reportada para verduras en otros paises (Tabla 18). A juzgar por las condiciones
en las que se maneja este alimento, L. monocytogenes encuentra posibilidades de
desarrollar en él, lo que incrementaria la posibilidad de su aislamiento.

Las muestras positivas a L. monocytogenes presentaron Medias de pH y

“del contenido de los microorganismos indicadores menores que las muestras
negativas. (Figuras 22 y 23). Utilizando la prueba de Kruskal-Wallis las diferencias
resultaron estadisticamente significativas solamente para el contenico de BMA y
de hongos. Sin embargo la tendencia se presenta en tcdos los microorganismos
indicadores y en el pH.

El pH pudo haber influido en los contenidos microbianos de.las muestras,
que al ser mas bajos representarian menor competencia para el patégeno. Esto no
significa que a mayor carga microbiana, menor probabilidad de contener
patdégenos; un alto contenido de microorganisinos indicadores sugiere un manejo
no higiénico del alimento, lo que podria propiciar la contaminacion y/o desarrolio
de microorganismos patdgenos. Sin embargo, un bajo contenido de indicadores no
asegura la ausencia de patogenos en-el alimento (Escartin, 1881). El destino de
los microorganismos cn. un alimento lo determinan una nuultitud de factores
(Escartin, 1981), uno de ellos es el antagonismo de algunos microorganismos
sobre otros:; Tal efecto es congruente con los resultados obtenidos.

Se ha observado que la mayor proporcién de otros microorganismos, asi
como su habilidad para sobrevivir y crecer rapidamente en los caldos de
enriquecimiento utilizados para aislar L. monocytogenes, son los factores mas
importantes en la interferencia de la flora asociada en esta etapa del aislamiento.
La produccidn de agentes inhibidores de L. monocytogenes, parece tener un papei

secundario en la competencia (Dallas y Hitchins, 1993).

[ .
! "V # ’ "{- :( { , 5
L G a3, TRUTIEE










5.3.3.2 Staphylococcus aureus

Sorpresivamente, S. aureus se detecté en solo 5 de.75 muestras de
guacamole (6.7%). Esta incidencia podria estar causada por una tasa baja de
portadores del microorganismo entre los manejadores del alimento, y/o por la
abundancia de otros microorganismos que inhibieran su desarrollo; e incluso
produjeran condiciones que comprometieran su sobrevivencia.

Tampoco se descarta la existencia de compuestos inhibitorios para S. aureus en
alguno de los ingredientes de! guacamole.

Se encontraron cifras de S. aureus entre 9.ux10° a 2.3x10° UFC/g de
alimento; solo la cantidad mas alta encontrada se acerca a la necesaria para que
se acumule suficiente toxina para causar intoxicacién (Jablonski y Bohach, 1997).
Debe destacarse que la muestra que contenia 2.03x10° tenia un pH de 4.67, el
mas bajo de las 5 muestras en las que S. aureus estaba presente. Aunque este
pH no es muy favorable para el desarrollo del microorganismo, ni para la
produrcidn de la toxina, podria disminuir la actividad de algunos microorganismos
que ejerzan competencia contra S. aureus y permitir el desarrollo de este germen;,

asi como la produccién de la toxina.
s En relaciéon con otros alimentos, la incidencia de S. aureus en evguacamole,

puede considerarse baja; sin embargo, los niveies que encontramos del
microorganismo, son superiores a la mayoria de los que se reportaron en otros

trabaios (Tabla 19).

5:3:3.3 Salmonella _ - - =

i .. -Salmonella se detecté solamente en una de las 75 muestras.analizadas sz
(Figura 20). A pesar de esta baja frecuencia, al evaluar el riesgo a la salud, se
debe subrayar la presencia de E. coli en el 60% de las muestras, que como se
indicé sugiere la posibilidad de la presencia de microorganismos patdgenos
entéricos en el alimento. El hechc de que se hayan presentado brotes por
verduras y frutas crudas contaminadas por este tipo de gérmenes (Resser y col.,
1993), confirma que el riesgo existe. La ausencia de enteropatégenos en un

alimento expuesto a contaminacion fecal constituye un riesgo de consideracion.
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Tabla 1€. Incidencia de S. aureus en diversos alimentos. Varios autores.

Muestras ‘Positividac 4\
& a1 g sig.
= L R gnalizaqas; /9); xS
Guacamole ' T 75 6.7k ?00-235(70
Carne molida de res 74 57 >100
1820 8 >1000
1090 9 >100
Salciicha de puerco 57 25 ~ 100
Filete de salmén 86 2 >3.6
Ostion 53 10 >3.6
Carne molida de pavo 50 6 >10
75 80 >3.4
Pies de crema 465 1 >25
Ensaladas 517 12 >3

! Determinado por recuento en placa o por la técnica de numero mas prebable
(Jablonski y Bohach, 1997).




El resultado negativo en tales alimentos se explica, entre otras razcnes, por
la ausencia del patogeno en los individuos que provocan dicha contaminacion. Por
tanio, el riesgo de contaminacion por este tipo de patégenos 2l alimento quedara
determinado porque alguna de las personas que manejen el producto sea un
portador actual del patogeno.

El aislamientc de microorganismos pctégenos de los aiimentos presenta
dificultades inherentes a los alimertos y a los microorganismos. Los patdgenos
generalmente se encuentran en bajos nimeros en los alimentos y no sueien
hallarse homogéneamente distribuidos, aspecialmente en alimentos heterogéneos
como el guacamole. Como solameiite se analizan 25 gramos del alimento, existe
la posibilidad que la porcion analizada no contenga al patégeno, atn cuando el
alimento este contaminado. Conforme la concentracion del patégeno es menor, se
incrementa la probabilidad de un resultado negativo. Por ello, la investigarcior
microorganismos patdgenos en los alimentos como Unice criterio para evaluar su
inocuidad, puede conducir a interpretaciones erraticas.

El uso de los microorganismos indicadores permite evidenciar practicas
inadecuadas, desde el punto de vista sanitario, que puedan propiciar la
contaminacién o el desarrollo de microorganismcs patégenos. La presencia y
numero de microorganismos indicadores permite visualizar los riesgos potenciales,
es decir aquellos riesgos que en cualquier ocasion podrian expresarse y hacer al
alimento riesgoso.

En Maiasia y Egipto se han encontrado incidencias de Saimonella en
verduras, semejantes a la que-ebserramosren esta investigacion (Arumugaswamy
y col., 1995; Saddik y col., 1985). £n.Malasia se encontré6 Salmonella en una de 24
muestras de verduras {(4%), mientras gque en Egipto solo 2 de 57 iesuliaron

nositivas (3.5%).
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5.1 Comportamiento de L. monocytogenes, Salmonella, E. coli O157:H7 y

S. aureus en pulpa de aguacate.

A pesar de que por su composicion, la pulpa de aguacate no pareceria un
buen substrato para el desarrollo de los microorganismos, todos los
microorganismos patégenos ensayados y la.flora naturalmente presente mostraron
amplio potencial para desarrollar en este substrato. Esto confirma la posibilidad de
que, los altos contenidos microbianos encontrados en las muestras de guacamole

comercial sean el producto de actividad microbiana.

5.1.1 Listeria monocytogenes

Este microorganismo fue el tnico que desarrolld en las dos condiciones de
temperatura probadas: 22°C vy refrigeracién (Figura 24). El comportamiento de
este microorganismo en la pulpa de aguacate sigue una curva de crecimiento
bacteriano clasica. El desarrollo de los dos niveles de indculo tienden a converger.
Este comportamiento es rmas evidente a temperatura de refrigeracion, donde

—-= desde la fase logaritmica ya se detectaban numeros del natégeno-similares con
los dos niveles de in6culo.

‘S A 22°C el crecimiento del germen es activo desde cerca~deas-3 horas de
almacenamiento (Figura 24a). Aparentemente con inoculo bajo se inicia el
desarrollo antes de las 3 horas, sin embargo si consideramos’la magnitud de la
dispersion que se presentd en los dos primeros puntos de esa curva de

Pt crecimiento, no existe diferencia entre ellos. El error fue mayor enrestos dos

== el puntos ya que los recuentos se acercaban al limite de detecgién de {a-téenica

| -- ~empleada (extension en superiicie). e S VTR I

E| deterioro de la pulpa de aguacate se inicia aproximadamente a las 8
horas de almacenamiento con un ligero oscurecimiento del producto. En ese
moment» los niveles del patégeno se encontraban préximos a 14C0 UFC/g con el
nivel de in6culo bajo y de 4.1x10* UFC/g con el a'to; lo que significa un incrementc

de 24 veces el nivel inicial de élulas para el indculo bajo y de un poco mas de 11

veces para el alto. En la practica este alimento puede llegar a conservarse en los
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jugares de venta y a temperatura ambiente hasta 9 horas, por lo que los
incrementos observados son factibles de presentarse.

L. monocytogenes generalmente se encuentra en los alimentos en numero
bajos (Rocourt y Cossart, 1997):

e Leche <1a10 UFC/g

e Helado de crema <1 UFC/g

e Carne cruda y productos carnicos <10 a 100UFC/gLangcsta y ostras

listas para consumir 0.2 a 2 UFC/g

« Pescado congelado <100UFC/g

En otros alimentos, como el queso se han encontrado desde 10 hasta 10’
UFC/g; en pescaro ahumado se han detectado cifras superiores a 10* UFC/g
(Rocourt y Cossart, 1997). Estos elevados nameros que representan un serio
riesgo a la salud, se presentan en alimentos que permiten el desarrollo del
patogeno, y que por su forma de fabricar y manejar proporcionan condiciones
favorables al desarrollo de este microorganismo; - caracteristicas que cumple el
guacamole.

La pendiente v la duracion de la fase logaritmica- que presenta =
. L. monocytogenes en pulpa de aguacate a 22° son muy semejantes con amuos
niveles de inéculo (Figura 24a). Modelando esta fase para los dos niveles ae
inoculo se tienen las siguientes ecuaciones: ’

Inéculo alto Y= 0.2258X +2.8383 R?*=0.9990
In6culo bajo Y= 0.2226X + 1.4039 R?=0.9992 -

donde: -
¥ es el logiede UFC/g en un tiempo X. S
El término independienie es gl intercepto en el eje de las ordenadas ().

Los valores de b son aproximadamente 0.8 veces el inoculo expresado en
log1o. Conociendo este valor y calculando el promedio de las dos pendientes se
puede obtener una sola ecuacién aque defina el desarrollo logaritmico de

L. monocytogenes en pulpa de aguacate a 22°C:

Y= 0.2242X + 0.8 [log1o(inoculo)]

{ 1o




Por ejemplo, si se parte de una pulpa de aguacate con 3 UFC/g, y se
almacena por 8 horas (inicio del deterioro), se tendran 2.18 logso de UFC/g, es
decir 150UFC/g. En los brotes ocurridos por L. monocytcgenes s& ha calculado
que los alimentos responsables del brote contenian mas de 100UFC/g; pero como
este microorganismo desarrolla en refrigeracion . siempre existe un lapso de
tiempo entre la aparicion del brote y el analisis del alimento se considera que ese
ntimero debe ser mas bajo (Rocourt y Cossart, 1997).

En mercados y puesios de la via publica se ha observado el uso de

‘sobrantae, los cuales se mezclan con alimento recién preparado. Si el sobrante de

guacamole estuviera contaminado con 10 UFC/g y hubiera permanecido 4 horas
a 22° C, de acuerdo con el modelo anterior se habrian detectado cerca de 50
UFC/g. Si una porcion de este guacamole se mezclara con nuevo alimento, y se
mantuviera a la misma temperatura por 4 horas mas, la concentracion final seria
de 180 UFC de L. monncytogenesig de pulpa de aguacate. Esto es, considerando
que nuevamente se presentara una fase lag de 3 horas. Sin embargo, se
asperaria que estos microorganismos estuvieran adaptados al_substratc y no
presentaran fase lag, o esta fuera muy corta. $i no-existiera fase.lag; al-cabo de
las 4 horas de alrmacenamiento se iendrian 848 UFC . de L. monocytogenes por
gramo de pulpa de aguacate. Utilizando las siguientes ecuaciones se calculo €
tiempo de generacion para ambos niveles de inécuio .(Kasrazadeh y Ginegeorgis,
1994): | ‘
TG=1n2/K

donde:
TG : Tiempo de generacion
K : Velocidad especifica de crecimienic = 2.302 mi
m: Pendiente de la fase logaritmica.

Para el inoculo bajo el tiempo de generacion fue 1.35 h, y para el in6culo
alto de 1.33 h. Estos tiempos de generacion son muy semejantes a los que
presenta L. monocytogenes en leche de soya a 22° C (Tabla 20), pero hay que

observar en pulpa de aguacate (Fase lag= 3h) el crecimiento inicia

aproximadamenté 1 hora antes que en leche de soya (Ferguson v Shelef, 1990).




Tabla 20. Tiempo de generacién de L. monocytogenes en pulpa de
aguacate conservada a 22°C comparado con otros -alimentos a temperaturas
similares.

%C‘é,lkd’ows’o;a tnptlcésa . T 20 — 188 1
Huevo ente’to (tratamiento térmico) 20 2.6 2
Leche con chocolate 21 1.72 3
Leche entera 21 1.86 3
Suero de leche (6% de NaCl) 22 3.67 4
Leche de soya 22 1.33 5 |
Pulpa de aguacate 22 ) - 1.35

Petran y Zoioia, 1989.

Sionkowski y Shelef, 1990.

Ryser y Marth, 1991.

Papageorgiou and Marth, 1989. -
Ferguson y Shelef, 1990. - -
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En la tabla 20 se advierte que el tiempo de generacion que presenta
L. monocytogenes en pulpa de aguacate es semejante al que se presenta en
leche; la.leche que es tn alimento muy completo que contiene azucares sencillos,
proteinas, grasas, vitaminas, y un pH y actividad de agua muy favorables al
desarrollo microbiano. La pulpa de aguacate parece ser un buen substrato para el
desarrolle de L. monocytngenes.

También es destzcable el nimero que alcanza L. monocytogenes en la
pulpa de aguacate. Después de 48h de incubacion a 22°C sc detectd un poco mas
de 9 logso UFC/g con los dos niveles de inéc;l]'l'é (F‘igura‘24). E! comportamiento de
1a flora asociada se estudi® en muestras no inoculadas con L. monocytoyenes
(Figura 25). A pesar que inicialmente se partié con niveles muy bajos de BMA y
OCT en la pulpa de aguacate, las cifras se incrementaron rapidamente hasta
alcanzar cerca de 7 logso de UFC/g en las 48 horas que duid el estudio.

En refrigeracion, L. moriocytogenes alcanzo niveles de 1.56x108 y 1.0x10° al
cabo de 4 semanas de almacenamiento para el nivel de inéculo bajo y alto,
respectivamente (Figura 24b). En este caso, solamente la curva d= crecimiento del
indculo bajo presenta una-fase logaritmica definida. Considerando los primeros
tres puntos de la linea se obtuvo e! valor de la pendiente y se calculd el tiempo de
generacion. El valcr obtenido fue de 0.52 dias, es decir 12.4 h.

Es evidente que a temperaturas de refrigeracién (3.5-7.5°C) el desarrollo de
L. monocytogenes en pulpa de aguacate es réiativamente rapido. En huevo liquido
pasteurizado a 4°C el tiempo de generacion es de 24-26h, y a 10°C de 7.8-12h
(Ryser y Marth, 1991). En jamon rebanado empacado al vacio e inoculado con 0.2
y 500 UFC/g, L. monocytogenes alcanzo 105-10® UFC/g en 4 semanas a 4.4°C
independientemente del nive! de inocuio (Glass y Doyie, 1989;. En un esiucio con
pollo cocido y rebanado almacenado a 4.4°C con 2.7S logso ge UrC/g como
inoculo, se detectaron 6.94 logso de UFC/g después de 14 dias (Rycer y Marth,
1991); en pulpa de aguacate al cabo dc! mismo tiempo, la cifra que se obtuvo fue
de 7.6-7.9 log1o de UFC/g. '
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Cuando se ¢ompara el comportamiento-de L. monocytogenes en pulpa ue
aguacate y en productos de origen animal como el huevo y el pollo, no hay duda
que se trata de un buen substrato para <l desarrollo del patégeno; con lo que se
confirma el riesgo potencial de listeriosis que constituye el guacamole.

La refrigeracion disminuye la velocidad de crecimiento  de
L. monocytogenes, pér ' que la.conservacidn de pulpa de aguacate y guacamole
a bajas temperaturas por tiempos cortos (algunas horas) disminuye el riesgo por

este microorganismo.

5.1.2 Salmonella.

De los cuatro microorganismos estudiadcs Salmonella fue el mas activo a
22°C (Figura 26a). Para obtener la curva de crecimiento completa el estudio se
llevé a cabo durante 72 h. El deterioro de la prilpa de aguacate se inici¢ a las 8
horas de almacenamiento: a las 16 horas se percibian olores desagradables y un
oscurecimiento intenso. El inicio del deterioro se presentdé en pleno crecimiento
logaritmico del patégeno, cuando se tenian ~ 5y 3 logiode UFC/g para el inoculo
alto y bajo, respectivamente.

Las pendientes de la fase logaritmica de los dos niveles de indculo fueron
distintas, siendo mayor la del inoculo bajo. Sin embargo, esta diferenzia no afecto
de manera significativa los tiempos de generacion. que fueron de 60.8 minutos
para el inéculo alto y de 53.6 minutos para el bajo. Ambos tiempos de generacion
son semejantes a los que presenta Salmonella en otros alimentos,

Ern iecne almacenada a 20°C Salmonella spp crece a una velccicad de
0.450 h™, con un tiempo de generacién de 1.54 h, mientras que a 30°C la
yalocidad de crecimiento es de 0.936 h™' y el tiempo de generacidon de 44.4
minutos (Kasrazadeh y Genigeorgis, 1994). En la pulpa de aguacate la velocidad
de crecimiento de Salmonella fue de 0.684 h"! para el in6culo alto y de 0.776 h
para el indculo bajo. También para Salmonella ia pulpa de aguacate resulto ser un

substrato tan favorable como la leche.
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Otros componentes del guacamole también permiten el desarrolio de
Salmonella. Por ejemplo, Zhuang y col., (1995) encontraron que S. montevideo er
jitomates maduros y picados incrementaba ~1.5 y 2.5 logio UFC/g después de 22
h de almacenamiento a 20 y 30°C, respectivamente.

Aunque el desarrollo de Salmonella parece ser mas lento en el jitomate que
en pulpa de ‘aguacate, se incrementa la posibilidad del desarrollo de patégenos
que contarminen el guacamole, cuando este se almacene 2n condiciones de
temperatura inadecuadas.

Es importante comparar el comportamiento de Salmonella en productos de
origen animal, ya que esios alimentos son frecuenterente vehiculos de este
microorganismo. En carne de res cocida, deshebrada e inoculada con 220 UFC/g
de Salmonella typhimurium, este microorganismo alcanza 2500 UFC/g cuando se
almacena a 20°C por 8 horas (Escartin, y col. 1993); en pulpa de aguacate en ese
mismo periodo, pero a 22°C y con un indculo de 20UFC/g, la concentracidn final
es de 2100 UFC/g. Aparentemente la dilerencia entre la capacidad de carne de
res cocida y pulpa de aguacate para sostener el desairo!'o de Salmonella, no es
muy grande. -

Se ha demostrado que. otros frutos, como la sandia permiten el crecimiento
de microorganismos patégenos entéricos (Escartingy cols., 1989). Salmonella
typhi desarrolla en una suspension al 20% de sandia almacenada a 22°C, y
alcanza a las 24 horac 7.53 logoUFC/mL. Con los datos que se proporcionan en
esa publicacion calculamos la velocidad de crecimiento y el tiempo de generacion,
que resultaron de 0.656 h™' y 1.06 h, respectivamente. l.os valores son muy
semejantes a ios que se obtuvieron con pulpa-de-aguacate.

Saimonella es un germen infeccioso,y ‘por tanto & mayor numero de
microorganismos en los alimentos mayor sera €i riesgo para el consumidor.

Durante el almacenamiento en refrigeracion Salmonella mantuvo sus
niveles iniciales por 8 dias y después tendié a disminuir (Figura 26b). La
conservacion de la pulpa de aguacaie cen refrigeracidn elimina el riesgo de
desarrollo de Salmonella, sin embargo algunos serotipos de ese microorganismo
muestran dosis infectantes bpajas, de tal forma que algunas células que

contaminen el alimento podrian causar dafio al consumidor. La refrigeracién como
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Unica medida para asegurar la inocuidad de este alimento no es suficiente, si bien

debe considerarse como una medida complementaria.

5.1.3 Escherichia coli O157:H7

E. coli O157:H7 como los otros patégenos, desarrollé activamente en la
pulpa de aguacate conservada a 22°C (Figura 27). Sin embargo, a diferencia de
L. monocytogenes y Salmonella, los dos niveles de inoculo de E. coli O157:H7 no
alcanzaron el mismo numero de microorganismos en la fase estacionaria. Para
corraoborar estos resultados el estudio ce repitié en dos ocasiones, con el mismo
comportamiento. Er fa Figura 27 se muestran dos de los tres estudios realizados.

En general, las velocidades de crecimiento y los tiempos de generacion de
los dos niveles de indculo en ambos estudios fueron similares; las mayores
diferencias se presentaron entre los niveles bajos de los dos estudios (Tabla 21).
La cantidad de microorganismos inoculados en los dos ectudios es muy
semejante, cumo se puede ver en la Figura 27.

Aparentemente la flora asociada, influye en el comportamiento de E. coli
0157:H7. En el primer estudic para el nivel de inéculo bajo, la flora nativa de la
'pulpa de aguacate se ericontraba en‘el inicio aproximadamente medio log1oUFC/g
por encima del patégeno; la fasedag-fue de de 3h, en contraste, E. coli O157:H7
solo requirié 1.42 h para iniciar su crecimiento (Figura 28a). Esta diferencia en la
duracion de las fases lag permitid al patbgeno compensar la menor proporcion en
la que se encontraba; de tal forma que cuando la flora asociada empez6 a
desarrollar E. coli 0157:H7 ya se eneentraba en igualdad numérica. Los niveles
alcanzados por la flora y por ¢l patégene-al final de-este primer estudio fueron muy
semejantes (Figura 28a).

En el segundo estudio conel mismo nivel de indculo, la flora asociada
también se encontraba en nimeros superiores a E. coli 0157:H7, pero en este
caso aparentemente la flora present6 una fase lag minima, mientras que el
patdgeno inicio la fase logaritmica después de 1.26 h (Figura 28b). A las tres
horas de incubacién a 22°C la flora asociada se encontraba 1.5 log:cUFC/g por
arriba de E. coli 0157:H7, es decir un poco mas de 38 veces el nivel de!
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Tabla 21. Velocidad de crecimiento y tiempo de g=neracién en dos estudios
del comportamiento de E. coli O157:H7 en pulpa de aguacate a 22°C con dos
niveles de inbculo.
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patégeno; esta diferencia se mantuvo durante toda la fase logaritmica.
Aparentemente, la flora asociada fue un factor importante en la disminucién de la
velocidad de crecimiento de E. coli 0157:H7, extendiendo el tiempo de generacién
de ~1.23 a1.39 h.

En el prirmer estudio, el nivel de inéculo alto se encontraba en
concentraciones mas préximas al de la flora asociada (Figura 29); pero como la
flora asociada presentdé una’ fase lay de 3 h, E. coli O157:H7 alcanzd niveles
aproximadamente de 1 logioUFC/g mayor que esa flora desde las 24h de
almacenamiento. El crecimiento acelerauo de los microorganismos asociados
concluyé a las 16 horas y alcanzé un nivel maximo de 8.52 log1UFC/g a las 48 h,
mientras que para £. coli O157:H7 Ia fase logaritmica se prolongd hasta las 24 h, y
alcanzd 9.56 log1o UFC/g a las 48 h.

En el segundo estudio, donde la flora asociada aparentemente no presentd
fase lag, tanto la fase logaritmica de la flora asociada, como la de E. coli O157:H7
terminaron a las 24 h; ambos alcanzaron namero finales semejantes, de ~9.4
logioUFC/g. Aunque la velocidad de crecimiente del patégeno no resultd tan
afectada como ocurri6 en el nivel de indculo bajo, se obtuvo-un-tiempo de
generacion mas grande en el segundo estudio que eri“el primero (Tabla 21). La
flora asociada presente en 'a pulpa de aguacate del segundo-estudio parecia estar
adaptada a ese substrato, porque aparentemente no present6 fase lagy alas 3 h
de almacenamizanto ya se encontraba en fase logaritmica. Probablemente cstos
microorganismos eran diferentes a los que se encontraban en la pulpa de
aguacate del primer estudio; podria tratarse de .microorganismcs que ya se
encoritraban activos en la pulpa de aguacate y por esta-razén la fase lag fue tan
corta, que no fue posible detectarla. ' c

Estos resultados sugieren aue la influencia de la flora asociada sobre el
comportamiento de los microorganismos patdégenos no solo depende del numero
de competidores en el alimento, sino también del tipo y de las condiciones

metabdlicas en las que se encuentren dichos competidores.
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Figura 29. Comportamiento del nivel de indculo alto de E. coli 0157:H7 y
de la flora asociada en pulpa de aguacate almacenada a 22°C.En a y b se

muestran dos estudios independientes.
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La competencia e inhibicion que la flora asociada ejerce sohre los
patdgenos se ha demostrado en muchos alimentos, principaimente en alimentos
crudos que presentan altas cargas microbianas, o en alimentos fermentados por el
tipo y nimero de microorganismos que contienen (Jpton, 1995; Schaack y Marth,
1988).

La pulpa de aguacate constituye un medio adecuado para el crecimiento de
E. coli O157:H7, consideraiido que en caldo soya tripticasa a pH 7.3 y 25°C E. coli
0157:H7 presenta un tiempo de generacién de 1.46h (Doyle y Schoeni, 1984). La
dosis infectante de £. cofi O157:H7 es baja, se estima en algunos cientos de
células; en los alimentos responsables de brotes se han encontrado
concentraciones hasta de 0.3 células /g (Doyle y col.,1997).

La contaminacién de un alimento por este germen y su sobrevivencia son
eventos suficientes para que dicho alimento represente un seric riesgo a la salud
del consumidor. Sin embargo, como ya se ha comentado a mayor cantidad de
microorganismos mayor sera el riesgo de enfermar; por tanto los alimentos que
permiten ei desarrollo de los microorganismos patégenos deben constituir una
prioridad en las acciones de prevencion y control de las-ETAs- — =~

En refrigeracion £. coli 0157:H7 tienae a disminuir, como s€ muestra en la
Figura 30. Aunaue los dos niveles de inéculo pré“éé’ﬁt%m%én“ comportamiento
similar; {a linea del nivel de inéculo bajo empieza a disminuir hasta después de 8
dias de almacenamiento, mientras que esta tendencia se presenta dcsde el inicio
con ei nivel de indculo aito. Por otra parte, el comportamiziito de la flora 2sociada
en los dos niveles de in6culo fue diferente.

En el nivel de in6culo bajo la flora asociada al igual-que E. toli ©157:H7 no
modifican sus niveles sustancialmente a los 8 dias de almacenamiento; a partir de
entonces, el desarrollo de la flora asociada es manifiesto, en coincidencia con la
disminucién del patégeno (Figura 31a). En el nivel de indculo alto desde los 8 dias
de almacenamiento la flora asociada se incrementd, y pudo haber liberado
compuestos nocivos para el patogeno, dando por resultado un proceso

antagbénico.
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Figura. 31. Comportamiento de E. coli O157:H7 y de la flora asociada en
pulpa de aguacate almacenada en refrigeracion (1-11°C). En (a) se muestra el
nivel bajo de indculo y en (b) el nivél alto.
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Otros autores ya han reportado la incapacidad de E. coli O157:H7 para
crecer a 4°C en medios de cultivo (Doyle y Schoeni, 1984; Conner y Kotrola,
1995). La cepa causante de un brote por cidra mostré un ligero crecimiento a 8°C
en este producto, cuyo pH oscilaba entre 3.6 y 4.0, bajo esas condiciones
sobrevivié por 21 dias (Besser y col.,, 1993). Ese ligero incremento y por supuesto
la prolongada sobrevivencia del germen en el alimento, fueron los antecedentes
de un brote de diarrea y sindrome urémico hemolitico que involucré a 18
personas. De acuerdo’con nuestros restiltados, la refrigeracién puede disminuir e!

niesgo por E. coli O157:H7 en el guacamole, pero no cancelarlo.

5.1.4 Staphylococcus aureus

S. agureus fue el microorganismo que menos desarrollé en la pulpa de
aguacaie a 22°C de los cuatro patégenos estudiados, y el que presentd
diferencias mayores entre el ccmportamiento de los dos niveles de inoculo (Figura
32).

Las variaciones mas grandes en los recuentos se presentaron a las 24 y 48
h de almacenamiento para el nivel de inbculo-tajo, y-a ids 24.h para el nivel de
indculo alto. Esto puede deberse al tipo de medio que se utilizé para reaiizar los
recuentos: el Baird-Parker es un medio quetienessla=mcapacidad de recuperar
células estresadas, pero es muy poco selectivo. Por lo que la flora asociada en las
etapas finales del almacenamiento caus® mucha interferencia en los recuentos de
S. aureus. En estos puntos los OCT se encontraban en cerca de 8 logyoUFC/g en
la pulpa de aguacate.

El nivel de inéculo bajo se comportd de manerasemeiante que los otros
patdgenos estudiaaos; presenté una fasedag ce-3:46-h; una fase logaritmica de
cerca de 20 h de duracién y después una fase estacionaria. En contraste, el nivel
de inéculo alto requirié cerca de 16 horas para iniciar el crecimiento logaritmico, el
cual dur6 aproximadamente 8 horas, y a las 24 h de almacenamiento alcanzo la
fase estacionaria. A pesar de las diferencias, ios dos niveles de indculo alcanzaron
nameros maximos semejantes a las 24h, y la velocidad de crecimiento que
mostraron en la fase logaritmica fue de 0.451h™ para el nivel de indculo bajo y de

0.384h™" para €l alto.
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Por la dispersion de los datos en el recuento del nivel bajo de S. aureus a
las 24 h de almacenamiento, se puede considerar que la velocidad de crecimiento
fue semejante para ambos niveles de in6culo. La diferencia se presenté en la
duracién de la fase lag.

En la Figura 33 se muestra el comportamiento de los dos niveles de indculo
y de OCT en la pulpa de aguacate a 22°C. Si se considera solamente el
comportamiento del indculo alto (Figura 33b), parece claro; S. aureus en un inicio
se encontraba en mayor proporcién que los OCT, pero estos iniciaron rapidamente
el crecimiento logaritmico, lo que pudo haber inhibido el crecimiento del patdégeno.
Cuando los OCT disminuyen su tasa de crecimiento, S. aureus presenta su
incremento mas grande (~ 1 log1UFC/g). En el nivel de in6culo bajo (Figura 33a)
no se aprecia esta inhibicion y S. aureus crece hasta alcanzar ~ 5.5 logcUFC/g a
la par con los OCT.

Dowe y col. (1997) observaron comportamientos diferentes con dos niveles
de indéculo de L. monocytogenes inoculada en tierra; mientras que el nivel de
indculo alto (~ 6 logqo UFC/g) disminuy6 cerca de 1.5 log.UFC/g después de 32
dias de almacenamiento a temperatura-ambiente.-(25-30°C), el nivel de inéculo
menor (~2 logio UFC/g) bajo las misntas-condiciones incrementd cerca ue 2 logso
UFC/g. Al final del periodo los dos*nivélessalranzaron nimeros semejantes. Estos
autores también estudiaron el efecto de la flora asociada sobre el comportamiento
del patégeno. Encontraron que cuando se inocula L. monocytogenes (- 4 logio
UFC/g) en tierra que habia recipido un tratamiento térmico con autoclave, el
patdgeno incrementd en un poco mas de 1 log,UFC/g después de 16 cias de
almacenamiento a temperatura-ambiente: En-contraste, cuando se utiliz6 tierra
con la flora nativa intacta, L. monocytogenés terndit-a disminuir ligeramente. Dowe
y col. También encontraron que el efecto competitivo de la flora no se relaciona

con la disponibilidad de fuente de carbono o nitrégeno.

« 129

p - ¥ § % P
A : g it . )
2

TR 2
Faats , 4 g‘js
e A0 f}xim‘c 1

* ¥ 3

b I
s } o
e 1 %" 3hdon Vst g Sl B, F *‘3}.‘#":!'\';"!‘:#




o

Ty

© BodnHo

Tiempo (h)

(b)

20

0

1

mpo (h)

e

T

aureus y OCT en pulpa de aguacate

nto de S.

ie
En (a) se muestra el n

Comportam

2°C

33

igura

F
almacenada a 2

(b) el alto

in6culo bajo y en

| de

ve

130




No se tienen suficientes elementos para explicar la diferencia entre el
comportamiento de los dos niveles de indculo de S. aureus en nulpa de aguacate,
pero es posible que exista algin efecto derivado de la actividad de la flora
asociada. Tal efecto podria estar relacionado con espacic bioldgico disponible o
con la producciaon de sustancias inhibitorias.

Cuando S. aureus se encuentra en numeros elevados se favorece la
interaccién con la flora asociada que cuando se encuentra en nimeros pequenos,
y en consecuencia cualquier potancial antagénico posible sera manifiesto.

En la Tabla 22 se presentan los tiempos de generacién de S. aureus en
distintos substratos; nuevamente el tiempo de generacibn que esis
microorganismc presenta en la pulpa de aguacate es semejante al que muestra en
la leche. Los nimeros alcanzados por este germen en la pulpa de aguacate al final
del almacenamiento a 22°C son compatibles con niveles de enterotoxina suficiente
para provocar un cuadro clinico; sin embargo, para evaluar el riesgo por
intoxicarion estafilococcica, es necesario comprobar la capacioad de S. aureus
para producir la enterotoxina en la pulpa de aguacate. El riesgo que puede
significar el guacamole como vehiculu de intoxicacion estafilococcica se ve
disminuido por la baja frecuencia de S. aureus en el guacamole comercial y el
posible efecto antagoénico de la flora asociada. - . - -

Como se esperaba, S. aureus en pulpa de aguacate almacenada en
refrigeracion no desarrollé (Figura 34). Los niveles del germen tendieron a
disminuir desde la primera semana de almacenamiento, perc fue hasta la
segunda semana cuando se presentd la mayor reduccion. En este estudio el
comportamiento de los dos niveles de indculo fue similar. Como se conoce bien, la

refrigeracién adecuada es una medida capaz de cancelar el riesgo por S. aureus.
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Tab!a 22. Tiempo de generacién de S. aureus en pulpa de aguacate a 22°C
y en otros substratos a temperaturas similares.

swOh =

Medio de cultivo no 22 7.4 1.8-2.1 1
especificado
Leche entera 22 6.5 1.7-1.9 1
Leche UHT 20 6.5 1.3 2
Leche estéril 25 6.5 0.63 3
Carne de ses, pollo 21 5.56-6.10 8.03 4
Pulpa de aguacate 22 7.18 ‘ 1.54, 1.80

Walker y Harmon, 1965.

Broughall v Brown, 1984.

Yotis y Teodoro, 1957.

Scheusner y Harmon, 1973.

‘ 132
S ¥ + P ¢ $' {

¢ PEPE S " . % R ¢

% i ‘r:*"\‘w""&é"t a3 irt\blhikiékﬁﬁv*fij;i) f :‘-2-‘*(“'\ g

ﬁn Wpeay







§.5 Evaluacién del efecto del pH sobre el comportamiento de
L. monocytogenes y Salmonella en caldo soya tripticasa.

5.5.1 L. monocytogenes

El pH mostro un efecto marcado sobre el desarrollo de L. monocytogenes
(Figura 35). Conforme el pH disminuye se presenta un incremento en el tiempo
de deteccién y disminucion tanto en la pendiente de la fase logaritmica, como
en el nivel de densidad éptica maximo de las curvas de desarrollo.

A niveles de pH 7, 6 y 5.7 la mayoria de las cepas de L. monocytogenes
mostraron una pendiente en la fase logaritmica muy pronunciaaa, con valores
promedio de 171, 93, y 59, respectivamente. ApH 5.4, 5.2y 5.0 el desarrollo es
menos activo con valores promedio de pendientes de 22, 6.8 y 1.7,
respectivamente (Figura 35).

El tiempo de deteccidon que consignamos, incluye la duracion de la fase
lag y el tiempo necesario para que el in6culo alcance la concentracion celular
necesaria para ser detectada por el aparato. Es decir, la multiplicacion
bacteriana ya ha tenido lugar cuando el registro de la densidad dptica del.
aparato se mantiene en el nivel inicial. Para comparar e! comportamiento de
una cepa a diferentes niveles de pH la variacidn en el inéculo es minima, ya
que se inocularon cor: la misma suspension celular; sin embargo entre cepas la
diferencia de inoculo fue de hasta medio logip. La pendiente de la fase
logaritmica nc se ve influenciada por esta variacion, por lo que constituye un

<= sparametro .consistente para comparar el comportamiento entre cepas y-entre- is®s  fuew
diferentes:niveles de pH. _ Ce
= - Con un andlisic de varianza, resultaion estadisticaments diferentes (p<”
0.05) los valores de las pendientes a pH 7.0, 6.0, 5.7 y 5.4 (Figura 36). No hubo
diferencia significativa entre los niveles de pH 6.2y 5.0.

Como se sefaldé en el estudio de la microbiologia del guacamole
comercial (Pagina 88), el pH es un parametro que afecta de manera notable su
calidad sanitaria. Con un valor de pH < a 5.2 se inhibe ei desarrollo de

L. monocytogenes por 1o menos 24 n.
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Figura 35. Comportamiento de L. monocytogenes en CST a 35°C a seis
niveles de pH: 7.0,6.0,5.7,5.4, 5.2y 5.0.
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Sin embargo, hay que recordar que la dosis minima infectante de
L. monocytogenes se acepta como baja y la multiplicacién del germen podria
no ser necesaria para que constituya un riesgo a {a salud.

Por otra parte Hill y col., (1995) encontraron que la sobrevivencia de
L. monocytogenes a pH 3.5 se incrementa de manera notable cuando la
bacteria se expone previamente a pH 5 por 80 minutos. Esta observacion tiene
importancia en la evaluaciéon del riesgo; ya que una cepa L. monocytogenes
proveniente de guacamole con pH 5 tendria mayor probabilidad de sobrevivir a
su pasc por el estbmago que una cepa proveniente de guacamole con pH
neutro. Estos riismos autores consignan que la tolerancia a niveles bajos de
pH de una cepa mutante de L. monocytogenes se asociaba a un incremento
en la virulencia (Hill y col., 1995). Valores bajos de pH (5.2 y 5.0). si bien
inhiben el desarrollo del patdgeno, pueden favorecer la adaptacion a
condiciones &cidas y de manera concurrente incrementar su virulencia.
Adicionaimente, la adaptacién al &cido incrementa la tolerancia al estrés

térmico y osmotico, al cristal violeta y a! etanol (O'Driscol y col., 1396). Para <l

tiene.una repercusion limitada; sin embargo, lo comin as que en los lugares
donde se expende guacamole prevalecen condiciones que favorecen ia
contaminacidén cruzada a través de los utensilios, y el guacamole puede ser
fuente de contaminacion a otros alimentos que requieren que se mantengan o
se sirvan calientes. Asi, una cepa tolerante al estrés térmico podria sobrevivir
porunitiempoinas prolongado que una cepa no adaptada.

=~ApH-Z.0 las cepas de L. monocytogenes siguen un patron muy similar de
comportamiento. Cuando se parie de niveles de pr inferiores se observan
diferencias cada vez mas acentuadas en su respuesta, de manera ‘que a pH
5.2 la dispersion e€s maxima (Figura 37). Este sefalamiento ya ha sido
reportado en algunos estudios. Por ejemplo, Begot y col. (1997) encontraron un
comportamiento variable de 66 cepas de L. monocytogenes segun las
condiciones de pH, temperatura y actividad de agua. Observaron la maxima

variabilidad en los niveles de actividad de agua y temperatura mas bajos
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Figura 37. Comportamiento de 26 cepas de L. monocytogenes a 35°C en
CSTapH7.0,6.0,57,54,52y5.0.
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estudiados (0.96 y 10°C). Basandose en el tiempo de generacion y en 1a duracion
de la fase lag agruparon las cepas en 5 tipos, y encontraron cierta relacion entre el
tipo de cepa y la fuerte de la cual provenian. En nuestro trabajo las cepas
provenian del mismo alimento y la mayor variabilidad también se present6 en las
condiciones menos favorables para el desarrollo de L. monocytogenes.

El comportamiento promedio de las 25 cepas de L. monocytogenes aisladas
de guacamole fue semejante al de L. monocytogenes Scott A a niveles de pH 7.0,
6.0, 5.7,54y5.2. ApH 5.0, 15 de las 25 cepas no desarrollaron dentro de las 48
h, al igual gue L. monocytogenes Scott A. Las 10 cepas restantes mostraron un

ligero incremento ai final dc la incubacion.

5.5.2 Salmonella spp.

Salmor:alla spp fue capaz de desarrollar activamente en todos los niveles de
pH estudiados (Figura 38). A diferencia de lo observado con
L. monocytogenes el tiempo de deteccidn fue similar en todos los niveles de pH;
la diferencia mas grande fue d=.2.25 h y-se presenté entre los valores de pH 7.0 y
5.0. La pendiente de la fase-dogaritmica:de Salmonella se redujo al disminuir el pH,

a:0 de manera menos acentuacda que en el estudio con L. monacytogenes. Este
ofecto se validé estadisticamente (Figuras 39). La pendiente 2 pH 7.0 es
claramente diferente a las obtenidas en el resto de las condiciones y a valores de
pH 6.0, 5.7 y 5.4 no existen diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).
Los niveles de pH més frecuentes del guacamoie comercial se enconiraron entre
7.0 y 5.5 (Figura 40), condiciones-quéspemmiten un desarrollo activo del patégeno.

Las cepas nativas de guacamole-desasrollaron.en la fase logaritmica a una
velocidad simiiar gue S. bphimwiumzén.todos los niveles de pH, pero la duracion
de esta fase fue mayor en las cepas nativas en todos los casos (Figura 41).
Comparando los valores de la pendiente de la fase logaritmica y de densidad
optica maxima que presentaron L. monocytogenes 'y Salmonella se puede apreciar
la dinamicidad y capacidad de adaptacion de Salmonella (Tabla 23). La densidad
6ptica maxima alcanzada por Sa'nionella a pH 5.0 es mayor que la producida por

L. monocyiogenes a pH 7.0.
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Figura 38. Comportamiento de Salmenella spp en CST a pH 7.0, 6.0,
5.7,5.4,52y 50 a 35°C.
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Tabla 23. Densidad dptica maxima alcanzada y pendiente de la fase
logaritmica de L. monocyiogenes y Salmonella spp en CST a pH 7.0, 6.0, 5.7, 5.4,

5.2y 5.0a35°C.
pH
g (Microorganismo 767 Tgg— [57 [564 |52  |5.0
8
2 |L. monocytogenes [0.542 0.394 [0.340 [0.268 {0.218 [0.120
©
SE
g‘i Salmonelia 1498 [1.444 [1.336 [1.187 [0.798 [0.639
19°E
o L..monocytogenes | 170.6 [92.8 58.6 21.7 6.8 1.7 —
[ =4
Q
T [Salmonella 371 256 228 228 162 127
o
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Salmonella, al igual que L. monocytogenes, es capaz de incrementar su tolerancia
a niveles de pH bajos cuando se induce la adaptacion a estas condiciones (Foster
y Hall, 1990). También se ha observado que la adaptacion al acido genera
tolerancia a otros factores como calor, concentracién de sal, un sistema de

lactoperoxidasa, cristal violeta y polimixina B (Leyer y Johnson, 1993).

5.5 Patogenicidad de las cepas de L. monocytogenes aisladas de
guacamole.

Bajo las condiciones de la prueba de patogenicidad utilizada en este trabajo,
las cepas de L. monocytogenes nc patdégenas son incapaces de matar al raton,
mientras que las cepas patégenas matan a los ratones dentro de los 5 dias de la
prueba. Las 16 cepas hemoliticas ensayadas mataron al menos 3 de los 5 ratones
desde las 24 h de la inoculacién, y al final de los 5 dias 13 cepas mataron a los 5
ratones. Las cepas no hemoliticas también fueron letales para los ratones, pero
requirieron mas tiempo para hacerlo que las cepas hemoliticas, y el numero de
animales muertos fue menor (Figura 42).

3i se restringe el tiempo- de observacion de 5 a 3 dias para evaluar los
resultados, ninguna cepa no hemolitica se consideraria patégena, mientras que
todas las cepas hemoliticas-io serian. Se confirma asi el papel de la produccion de
hemolisina en la patogenicidad de L. monocytogenes (Mckellar, 1994).

Kongshavn (1686) encontré que la resistencia a la infeccién por Listeria
variaba con la cepa del raton. En nuestro caso, es posible aue los ratones
utilizados presentaran...una suscepiibilidad mayor a la infeccién por este
microorganismo que los-usadosen otros trabajos.

Seis de las 7-cepasno-hemoliticas que presentaron capacidad para infectar
y matar al menos 2 de los 5 ratones inoculados, resultaron hemoliticas después de
ser aislados de los ratones. Una vez en el huésped las células podrian haberse
visto forzadas a producir la hemolisina para sobrevivir, o alguna célula de las
inoculadas si tenia la capacidad para producir esta proteiné, evadio el sistema

inmune de! raton, desarrollé y causo la infeccion
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El almacenamiento en refrigeracion de 6 cepas previo a la preparacion del
inéculo no causé cambios marcados en su patogenicidad, cuando se compararon
con ias mismas cepas aimacenadas a temperatura ambiente (Tabla 24). Las
cepas almacenadas a temperatura ambiente no se resembraron durante su
almacenamiento, mientras que las que se conservaron en refrigeracion se
subcultivaron aproximadamente cada dos meses. Este hecho, aunado a la
variabiidad propia de los seres vivos, puede ser la causa de las diferencias que
se observan en la Tabia 24. Czuprynski y col. (1989) encontraron que la virulencia
de L. monocytogenes se incrementaba cuando se hacia crecer a 4°C; sin embargo
este efecto se observd cuando se probo la patlugenicidad en ratoén por via
intravenosa, pero no ocurrié cuando fa via de administracion fue gastrica.

En el presente traoajo se encontrd que el almaceramiento a bajas
temperaturas no parece afectar !a capacidaa de L. monocytegenes para causar
enfermedad.

El mecanismo de patogenicidad de L. monocytogenes es complejo, Y
requiere de otros factores adicioriales a 1a hemoiisina (Hof y Rocourt, 1292).
Aunque la capacidad hemolitica no es criterio-suficiente-paraseonsiderar una cepa
patégena, se observé una fuerte relacion con la patogenicidad de las cepas.

La incidencia de L. monocytogenes en el guacamole y la alta proporcion de

cepas patdégenas encontradas, hacen de este alimento un vehiculo muy probable

de listeriosis.




Tabla 24. Patogenicidad al ratén de 6 cepas de L. monocytogenes
almacenadas a temperatura ambiente y refrigeracidn previo a la preparaciéon del
inéculo.

Cepa

(5]
w
-

3C*
32
34
55
GO
66

A OOl O |O

Aol im |O
g o o1 O (O

* Cepa no hemolitica.
' Ratones mueitos acumulados en cinco dias.
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6. CONCLUSICNES
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1. Las técnicas de la USDA y la FDA presentan una sensibilidad similar en la
recuperacion de L. monocytogenes a partir de pulpa de aguacate; La técnica dela

USDA mostré mayor especificidad.

2. El preenriquecimiento es una etapa necesaria para la recuperacion de Salmonella
a partir de pulpa de aguacate. El uso del enriquecimiento directo puede conducir

a falsos negativos.

3. ia pulpa de aguacate es un substrato propicio paia el desarrollo dc Salmonella,
L. monocytogenes, E. coli O157:H7 y S. aureus. Los tres primeros
microorganismos s2 muliiplican activamente en pulpa de aguacate a 22°C,
llegando a niveles cercanos a 9 logio UFC/g después de 48 h de incubacitn. El
desarrollo de S. aureus es mas precario: en el mismo periodo y temperatura

alcanzo sélo cerca de 6 logye UFC/g de pulpa de aguacate.

4. El guacamole ~omercial mostré una amplia variabilidad en el contenido de
microorganismos indicadores, con una tendencia a presentar niveles -elevados

. ~==sindependientemente  del sitoc de muesireo. La positividad. -a & OOl
.. monocytogenes, S. aureus, Yy Salmonella spp tue de 60:8:=16:6, 6.7- 1.3%,

respectivamente.

5. La mayor positividad a E. coli (71%) y la proporcion mas grande de muestras con

el nivel mas alto de contaminacion (21 %) fue el guacamole obtenido de mercado.

<. =6 Las 16 cepas hemoliticas de L. monocytogenes aisladas de-guacamole resultaron

patogenas para &l raton.
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7 Bajos niveles de pH (hasta de 5.0) en el guacamole y su almacenamiento en 5
refrigeracion pueden disminuir el riesgo por Salmonelia y L. monocytogenes, pero .

no cancelario

8. El consumo de guacamole no esta exento de riesgos a la salud, es un posible

vehiculo de patégenos como, Salmonellay L. monocytogenes.
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