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RESUMEN
El queso fresco es elaborado con leche de vaca, algunas veces pasteurizada, con
una vida de anaquel de 10 dias, en la actualidad en diversos lugares aun emplean
métodos artesanales para la realizacion de este producto, se tiene la idea que de
ello depende el sabor, aroma y textura del queso (Lépez, 2004). Sin embargo, la
leche puede estar contaminada por diversos microorganismos presentes en ella de
forma autéctona y del ambiente local donde se produce el queso (Martinez et al.,
2013), los metales pesados pueden estar presentes en la leche debido a que las
vacas consumen agua o alimentos contaminados (Yuzbasi et al., 2003), ademas de

los equipos utilizados durante su elaboracion (Moreno et al., 1994).

En la presente investigacion se evalué la presencia de microrganismos patégenos
Escherichia coli y Staphylococcus aureus ademas de elementos potencialmente
toéxicos (EPT) como lo son algunos metales pesados. Se analizaron dieciocho
muestras procedentes de tres mercados del estado de Tlaxcala (Apizaco, Santa
Ana Chiautempan y Tlaxcala), los puntos de venta no cuentan con las medidas
adecuadas de conservacion y a pesar de ello ofertan el producto. Los resultados
obtenidos muestran la presencia de E. coli en todas las muestras evaluadas de los
tres puntos de venta, mientras que las de S. aureus mostraron valores que sobre
pasan la NOM-243-SSAI-2010 (<100 UFC/g,) en mercados de Santa Ana

Chiautempan y Tlaxcala, este ultimo alcanzando valores de hasta 1 500 000 UFC/g.

Los EPT evaluados en los quesos como Cadmio, Cobre, Manganeso y Plomo no
presentaron concentraciones detectables en las muestras, sin embargo, el Zinc
presentdé valores entre 11.332 y 29.8425 mg/kg que sobrepasan la ingesta
recomendada por la OMS/FAO (2002) tanto para niios como para mujeres y
hombres adultos. Por otra parte, se calcul6 el riesgo cancerigeno en infantes, nifios

y adultos, los cuales no presentaron un riesgo por consumir este alimento.

Los diversos problemas de contaminacion en agua, suelo y alimentos son factores

gue conllevan riesgos microbioldgicos y quimicos en diversos productos, presentan



un riesgo para la salud, por ello es de suma importancia conocer los procesos de

produccion, transformacion, venta y almacenaje de productos alimenticios.

Palabras clave: Queso, microrganismos, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

elementos potencialmente téxicos (EPT).



ABSTRACT
The fresh cheese is made with cow's milk, sometimes pasteurized, with a shelf life
of 10 days, today in various places still employ artisanal methods to make this
product, you have the idea that this depends on the taste, smell and texture of the
cheese (Lopez, 2004). However, milk may be contaminated by various
microorganisms present in it in an indigenous way and from the local environment
where the cheese is produced (Martinez et al., 2013), heavy metals may be present
in milk because cows consume water or contaminated food (Yuzbasi et al., 2003),

in addition to the equipment used during its production (Moreno et al., 1994).

The presence of pathogenic microorganisms Escherichia coli and Staphylococcus
aureus in addition to potentially toxic elements (PTSD) such as some heavy metals
was assessed in this investigation. Eighteen samples from three markets in the state
of Tlaxcala (Apizaco, Santa Ana Chiautempan and Tlaxcala) were analyzed, the
outlets do not have adequate conservation measures and yet offer the product. The
results obtained show the presence of E. coli in all the evaluated samples from the
three outlets, while those of S. aureus showed values that go over NOM-243-SSAI-
2010 (<100 UFC/g,) in markets in Santa Ana Chiautempan and Tlaxcala, the latter
reaching values of up to 1 500 000 CFUs/g.

PEPs measured in cheese such as Cadmium, Copper, Manganese and Lead
showed no detectable concentrations in the samples, however Zinc had values
between 11,332 and 29,8425 mg/kg exceeding the WHO/FAO recommended intake
(2002) for both children and adult women and men. In addition, the carcinogenic risk
in infants, children and adults was calculated, which did not present a risk for

consuming this food.

The various problems of contamination in water, soil and food are factors that carry
microbiological and chemical risks in various products, present a risk to health, so it
is of utmost importance to know the processes of production, transformation, sale

and storage of food products.



Keywords: Cheese, microorganisms, Escherichia coli, Staphylococcus aureus,

potentially toxic elements (PTSD).



1. INTRODUCCION

Las demandas de los consumidores actualmente son: ingerir alimentos seguros,
con un alto valor nutritivo, menos procesados y uso de conservadores naturales; las
diversas enfermedades causadas por la ingesta de alimentos contaminados
representan un riesgo para la salud, por tal motivo es de suma importancia conocer
donde comienza y quienes son los involucrados en la produccion de un alimento

inocuo, lo cual garantizara obtener un atributo de calidad (OMS, 2017).

La inocuidad alimentaria cumple y lleva consigo condiciones y medidas necesarias
durante la obtencion de las materias primas, produccion y/o elaboracion,
almacenamiento y distribucion de los alimentos; para que el consumidor tenga
asegurado que una vez ingeridos no representen un riesgo para la salud, tomando
en cuenta que existen diferencias individuales de la inocuidad de los alimentos,
debido a que existen personas que son intolerantes o alérgicos a ciertos productos.
En gran medida la responsabilidad de asegurar la inocuidad alimentaria y que se
lleve a cabo son: el gobierno a través de la ejecucion de normas y reglamentos, la
industria a fin de que cumplan esos lineamientos y los consumidores que hagan un

manejo adecuado de estos (Garzén, 2009).

Las enfermedades causadas por alimentos contaminados constituyen un serio
problema para la salud de la poblacién. Actualmente es comun escuchar reportes
de personas que contraen padecimientos debido a la ingesta de alimentos o agua
gue estan contaminados por microorganismos y/o quimicos toxicos que llegan a
causar diversas enfermedades o incluso hasta producir la muerte. Los sintomas
como diarrea, calambres estomacales y vomitos pueden complicarse hasta causar
enfermedades como insuficiencia renal aguda, anemia hemolitica y trombocitopenia
(deficiencia de plaquetas) provocados por la presencia de Escherichia coli,
representando una grave amenaza para la salud, afectando principalmente a nifos,

mujeres embarazadas, y personas de la tercera edad (OMS, 2019).



Por otra parte, la resistencia a diversos antibiéticos como a la Metilcilina por parte
de Staphylococcus aureus, ha favorecido al uso indiscriminado de otros antibidticos,
lo cual ha generado que cepas de este género, induzcan enfermedades infecciosas
simples como foliculitis hasta complicaciones méas severas como endocarditis,
septicemias, meningitis, neumonias o bacteriemias. Las infecciones causadas por
este microorganismo atacan principalmente a neonatos, nifios y adultos; quienes
albergan a S. aureus en la nasofaringe, ocasionalmente en piel y excepcionalmente

en vagina o en recto (Bisso, 2011).

Ademas, los elementos potencialmente toxicos como algunos metales pesados,
encontrados en alimentos provienen de diversas fuentes, entre las mas importantes
estan: suelos contaminados en el que se producen estos para el ser humano y
animales; lodos residuales, fertilizantes quimicos y plaguicidas empleados en la
agricultura, asi como del agua que ingieren los bovinos. La exposicion humana a
estos compuestos se produce de diferentes maneras, incluida la inhalacién, el
contacto dérmico y por la ingesta de los alimentos, que representan al menos el
90% de la exposicién humana global (Llobet et al., 2008).

La exposicion de los alimentos a microorganismos, a elementos potencialmente
toxicos, antimicrobianos y agentes fisicos extrafios, afectan la calidad de vida y
salud del ser humano al ser consumidos, puesto que son causantes de diversas
enfermedades como disfuncién renal, trastornos nerviosos, anemia, cancer,
gastroenteritis, esterilidad y muerte neonatal; quienes pueden llegar a causar
intoxicacion aguda o crénica, especialmente entre los nifios y adolescentes
(Klaassen, 2013).

Actualmente los estudios sobre los peligros que provocan las enfermedades
transmitidas por los alimentos y de los riesgos propios que representan para los
consumidores, junto con la capacidad de adoptar intervenciones adecuadas,
deberia permitir a los gobiernos y al sector privado reducir significativamente los

riesgos relacionados con la alimentacion (OMS, 2009).

1.1 Riesgo en salud humana



En salud, riesgo es sinénimo de que haya la probabilidad de que un efecto no
deseado, ocurre como resultado de la exposicion a diferentes agentes (toxicos,
xenobidticos, contaminantes, microorganismos, etc.). Se debe considerar que la
ocurrencia de un efecto adverso depende no solo de la dosis interna que se alcance
de un determinado téxico tras la exposicion, sino también de otros factores como la
variabilidad interindividual asociada a factores biolégicos (genética, edad, sexo,

raza, toxicocinética, etc.) y de estilos de vida individuales (Hernandez et al., 2009).

Los riesgos en salud se generan por una exposicion a agentes causales. En general,
éstos pueden ser quimicos (sustancias quimicas contaminantes del ambiente,
farmacos, productos industriales, etc.), fisicos (radiaciéon), o biolégicos
(microorganismos patdgenos). Si bien la naturaleza de estos diversos peligros que
pueden llegar a suponer una amenaza para la salud humana obliga a
aproximaciones metodoldgicas distintas. Ademas, se debe considerar que los
toxicos que se encuentren presentes tendran que someterse a una evaluacién de
riesgos, tomando en cuenta dos factores: i) la concentracién del contaminante v ii)

la temporalidad de la exposicién (Hernandez et al., 2009).

Para que exista un riesgo, la poblacion debe entrar en contacto con el téxico, es
decir, debe haber exposicion. Sin embargo, para que ocurra un efecto biolégico que
puede o no terminar en un dafio a la salud, normalmente el contacto no es suficiente,
sino gque se requiere de la entrada del téxico al organismo del ser vivo expuesto. En
este contexto, el proceso de evaluacion del riesgo se transforma en materia de salud
publica y adquiere relevancia. No obstante, la evaluacion del riesgo no siempre se
materializa, ya que lograrla implica contar con informacién de tres factores: i) la
fuente del agente causal (por ejemplo, la fuente de contaminacion); i) el medio por
el cual este agente entra en contacto con la poblacion receptora; y iii) la poblacion
receptora (Hernandez et al., 2009).

Por lo anterior descrito, la leche al ser un alimento completo dado el alto contenido
y variedad de nutrimentos importantes para mantener la vida sana de cada
individuo, es por ello ha sido ampliamente recomendada para su consumo diario y

regular (Soares et al., 2010). Sin embargo, hay evidencia de que la leche y otros
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productos lacteos pueden contener cantidades variables de diferentes
contaminantes. Surgiendo asi el interés de determinar los riesgos de enfermedades
causadas por agentes patdgenos, cancerigenas y no cancerigenas derivadas del
consumo de productos de la leche.

1.2 Leche

La leche destinada para consumo humano es un producto proveniente de la
secrecion natural de las glandulas mamarias de las vacas sanas, se excluye el
producto obtenido quince dias antes del parto y cinco dias después de éste o
cuando produzca calostro (DOF, 1996). Al ser un liquido cuya composicion es
compleja, de color blanco y opaco, de sabor dulce y un pH cercano a neutral, lo
hacen ser un alimento natural exclusivo de mamiferos tras su nacimiento, que no
puede ser sustituida por otros al contener un alto valor proteico, grasas, sales e
hidratos de carbono. Dentro de su conservacion tenemos una gran variedad de
productos que existen en el mercado: leches de consumo no modificadas (excepto
por la influencia de calentamiento y/o desnato parcial) leche cruda, leche
pasteurizada y esterilizada, leches concentradas (condensadas o evaporadas),
leches modificadas (fermentadas o acidificadas); crema, mantequilla, queso y

subproductos como el requeson (Alais, 2003).

Badui (2006) hizo referencia a que después del parto, la vaca comienza con
secreciones mamarias, que duran de dos a tres dias, produciendo el calostro,
liqguido con alto contenido nutrimental para el becerro; con un sabor y olor amargo,
también contiene inmunoglobulinas (anticuerpos) y cuya composicion promedio es
79% de agua, 10% proteinas, 7% grasa, 3% lactosa y 1% de cenizas; destinado
para fortalecer el sistema inmunoldgico de la cria. Pasado este periodo la vaca
comienza a sintetizar la leche durante la lactancia que va de 180 a 300 dias, la
produccion diaria varia alrededor de 3 litros para vacas de pastoreo y sin atencion

médica y hasta 25 litros para vacas con buenas condiciones de salud y alimentacion.

La leche entera por si sola contiene un alto contenido de agua 87.89%, ademas
proteinas 3.28%, grasa 3.66% Yy lactosa 4.65% (Charley, 2007). Las diversas razas,
asi como su alimentacién y etapa de lactancia hacen que varie la composicién de

8



la leche (Tabla I), ademas los periodos estacionales del afio, la regidon y la hora de
ordefio, afectan o benefician, la calidad y cantidad de leche que producen las vacas
(Kirk et al., 2011).

Tabla I. Composicion quimica de la leche (%) de diferentes razas de vacas.

Raza Agua Grasa Proteinas Lactosa Cenizas
Holstein 88.1 3.4 3.1 4.6 0.71
Ayshire 87.3 3.9 3.4 4.4 0.73

Suiza café 87.3 3.9 3.3 4.6 0.72
Guarnsey 86.3 4.5 3.6 4.7 0.75
Jersey 85.6 5.1 3.7 4.7 0.74

(Badui, 2006).

Alais (2003) cito que la leche contiene de 3 a 10 g/L de sales minerales, asimismo,
Villegas (2012) determin6 que estan formadas por la combinacion de los cationes
Mg**, Na*, K*, Ca**y los aniones CI, PO4 y citratos principalmente (Tabla II),
ademas forman parte del sistema coloidal de caseinas. Practicamente es posible
cuantificar la materia mineral como “cenizas” por una técnica de calcinacion de la
leche a 550 °C.

Tabla Il. Principales elementos minerales de la leche de vaca (g).

Potasio Calcio Cloruros . Magnesio Fésforo .
Sodio (Na) Azufre (S Citratos
(K) (Ca) () (Na) ® " (vg) (P)
1.41 1.23 1.19 0.58 0.30 0.12 0.95 1.6

(Villegas, 2012).

Los minerales de la leche se determinan generalmente por incineracion,
encontrandose de 7 a 8.5 g de cenizas por litro, son alcalinas y dentro de ellas hay
una modificacion de equilibrio acido-bésico, en el transcurso de la incineracion. Por
otra parte, hay perdida de elementos volatiles y modificaciones; como el yodo que
regularmente desaparece, el fésforo que forma fosfatos, los citratos se destruyen
completamente, en tanto el azufre forma sulfatos y carbonatos por accion del COx.
Asimismo, se ha indicado que las diversas propiedades de la leche dependen de
factores ambientales, alimenticios y de la edad del animal (Alais, 2003), también de
los componentes como la densidad, tencion superficial, calor especifico, mientras
gue otras dependen de las sustancias disueltas: indice de refraccion, punto de
congelacion; por otra parte, otras dependen de los iones: pH (reaccion ionica) y
conductividad, y por las sustancias reductoras (potencial Redox).



1.2.1 pHy acidez de la leche

La acidez de la leche se ha relacionado con la riqueza de sélidos totales no grasos
(proteinas) y con la acidificacion de esta por la actividad de la microbiota acidificante
(Villegas, 2012). De este modo puede hallarse leches frescas con elevada acidez
natural, sin que haya desarrollado acido lactico aiin por via microbiana a partir de la
lactosa. Pero cuando se encuentran leches con baja acidez, puede revelar un
estado de desnutricion de la vaca o de adicion de agua, esto repercute en la
disminucién de proteinas. Para determinar la acidez se emplea una titulacién con
hidroxido de sodio décimo normal (NaOH 0.1 N) reportandose en grados Dornic; en

México la acidez de la leche es entre 14 y 18 grados Dormic (Sainos et al., 2007).

La leche tiene una reaccion ionica cercana a la neutralidad, con un pH comprendido
de entre 6.6 y 6.8 por la presencia de caseinas y de los aniones fosférico y citrico;
el pH varia durante el ciclo de lactacion y alimentacion de la vaca. Los valores de
pH y acidez no estan ligados, tienen variaciones sensibles entre cada uno, en
algunos casos el pH puede ser el indicado pero la acidez puede estar por arriba de
18 grados Dormic o puede haber leches con acidez aceptable, pero con pH
mayores a 6.8 (Alais, 2003).

1.3 Quesos

La NOM-121-SSA1-1994 establece que los quesos son elaborados con la cuajada
de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales, con
o sin adiciébn de crema, obtenida por la coagulacion de la caseina con cuajo,
gérmenes lacticos, enzimas, acidos organicos comestibles y con o sin tratamiento
ulterior por calentamiento, drenado, prensado o no, con o sin adicién de fermentos
de maduracion, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes comestibles
opcionales, que dan lugar a las diferentes variedades de quesos: frescos,

madurados y procesados (DOF, 1996).

Los pasos principales para la elaboracién de quesos son coagulacién de leche, corte
de coagulo, eliminacién del suero (desuerado), salado, prensado y maduracién si lo

requiere. En México los “quesos frescos” son los mayormente consumidos, estos
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tipos no necesitan un proceso de maduracién, s6lo se consumen con sal o
sazonados, y con la adicion de algunas especias (Badui, 2006). En el mundo existen
cerca de 1000 variedades de quesos y por supuesto varios de ellos tienen procesos
similares de elaboracion. Las diversas caracteristicas como textura, aroma y sabor
se debe principalmente a la variedad de origen de la leche (vaca, cabra, bufala,
oveja, etc.), también por el proceso de pasteurizacion, la concentracion en la enzima
coagulante, los microorganismos o enzimas afadidas, la velocidad e intensidad de
acidez, la concentracion de la enzima coagulante, el grado y forma de
deshidratacion del coagulo, la cantidad de sal, la forma y tamafio del queso y las
condiciones de temperatura, maduracién y humedad. También es importante
considerar a aquellos factores que determinan la gran variedad de quesos como los
son el uso de leche, crema y en algunos casos la utilizacién del suero (Charley,
2007).

Los quesos contienen la mayoria de los nutrimentos de la leche, son ricos en
proteinas y excelente fuente de calcio y fosforo, ademas de vitamina A, riboflavina,
etc. (Tabla Ill).

1.4 Proceso de elaboracion de quesos

Los quesos frescos o artesanales mexicanos tienen una elevada cantidad de agua
(58%), son perecederos y basicamente la calidad de la leche aporta el sabor, aroma,
textura y caracteristicas alimenticias del producto. La leche que se ocupa debe estar
libre de agentes fisicos como materia fecal, insectos o agua agregada, agentes
quimicos pueden ser alcohol, almidén, la cal, o el azlicar y agentes microbiol6gicos
tiene que estar libre de microrganismos patdgenos como Brucella, Campylobacter,
Crytosporidium, E. coli, Listeria y Salmonellas; todos los mencionados son extrafios
a su composicion (Lopez, 2004).

Se comienza con el andlisis de la leche con pruebas de acidez titulable debido a la
sospecha de presencia de biota bacteriana natural o por adiciéon de agua a la leche
por una baja densidad. La pasteurizacion se realiza para eliminar microorganismos

patdgenos presentes, pero sin alterar las propiedades fisicas y quimicas propias de
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la leche, esta se puede realizar a 60 °C por 20 min, a 62.8 °C durante 30 soa 71.7
°C por 15 s. Enseguida se enfria hasta 32 °C para la adicion de cuajo; es sumamente
importante agitar para evaporar gases que generan sabores y olores
desagradables. Se continua con el corte de cuajada en forma horizontal o vertical
con liras de acero, obteniéndose el llamado grano y por otro parte el suero (FAO,
2011).

Posteriormente se deja reposar de 5 a 10 min y se comienza a calentar de nuevo a
38 °C para poder dar textura al queso. En el desuerado y salado, se retira casi la
totalidad de la cuajada. Por ultimo, se realiza el moldeado, dejando escurrir de 15 a

20 min.
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Tabla lll. Composicién de diversas variedades de quesos por 100 g.

Proteina Grasas Carbohidratos Calcio Fdsforo Hierro Vitamina Tiamina Riboflavina Niacina

Queso Agua%) Calorias
9) (9) (9) (mg) (mg) (mg) AU  (mg) (mg) (mg)
Natural
Azul 42.41 353 21.40 28.74 2.34 528 387 0.31 721 0.029 0.382 1.016
Brick 41.11 371 23.24 29.68 2.79 674 451 0.43 1083 0.014 0.351 0.118
Cheddar 36.75 403 24.90 33.14 1.28 721 512 0.68 1-059 0.027 0.375 0.080
Cottage
78.96 103 12.49 451 2.68 60 132 0.14 163 0.021 0.163 0.126
Cremoso
Crema 53.75 349 7.55 34.87 2.66 80 104 1.20 1427 0.017 0.197 0.101
Gjetost 13.44 466 9.65 29.51 42.62 400 444 B b b b 0.813
Limburger 48.42 327 20.05 27.25 0.49 497 393 0.13 1281 0.080 0.503 0.158
Parmesano
17.66 456 41.56 30.02 3.74 1376 807 0.95 701 0.045 0.365 0.042
Rallado
Suizo 37.21 376 28.43 27.45 3.38 961 605 0.17 845 0.022 0.365 0.042
Americano
Procesado
) 39.16 375 22.15 31.25 1.60 616 745 0.39 1210 0.027 0.353 0.069
Pasteurizado
Queso
] 47.65 290 16.41 21.23 8.73 562 712 0.33 788 0.048 0.431 0.131
Americano

Adaptacion de U.S. Dept. Agr. Manual N°8-1. Composicion de alimentos. Productos diarios. Crudo, procesado y preparado.
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1.5 Caracteristicas fisicas y quimicas de los quesos frescos

Este tipo de quesos contiene una humedad entre 46 y 57%, del 18 a 29 % de grasa,
de 17 a 21% de proteina, sal de 1 a 3% y pH >6.1 (Hwang y Gunasekaran, 2001;
Path, 1991; Alias, 2003).

Diaz et al. (2017) analizaron 64 muestras de quesos fresco que se comercializaron
en los mercados del municipio de Toluca del Estado de México a temperaturas de
entre 7.8 a 26.2 °C, con un pH entre 4.84 y 6.07, con una humedad de entre 42.71
y 66.66%, materia seca de 1.68 a 3.38%, cenizas de 2.64 a 5.24%, NaCl de 0.29 a
1.44%, proteinas de 16.81 a 26.62% y contenido de grasa de 12 a 32%. En el
estudio se detectaron un total de 10 vendedores fijos y 54 ambulantes, lo cual
mostro que existe una mayor oferta del queso fresco en los mercados populares o
“tianguis” comparados con los mercados municipales fijos, situaciéon que puede

comprometer la trazabilidad del producto.
1.6 Genuinidad y tipicidad de quesos mexicanos

Villegas y Cervantes (2011) definieron genuino a: “aquello que es derivado de..., y
por lo tanto pertenece a”, trasladandolo al caso de los quesos mexicanos genuinos
gue, en otras palabras, son el resultado de su propia historia, cultura y saber-hacer.
De acuerdo con la Real Academia de la Lengua Espafiola, genuino significa: puro,
propio, legitimo, natural, adecuado, auténtico; mientras que Larousse Cocina (2017)
definié genuino, para denominar a aquellos que no tienen o casi no contienen
colorantes u otros elementos quimicos. Por lo general son quesos regionales,
artesanales, de autoconsumo o de comercializacion muy limitada; también se les

conoce como quesos naturales o puros.

Los quesos genuinos, se han producido en nuestro pais desde hace mas de 350
afos, son hechos a base de leche cruda; cuando se introdujo nueva tecnologia que
incluia descremar, pasteurizar, refrigerar y agregar cultivos lacticos seleccionados,
se dio paso a los quesos de leche pasteurizada, en el pais existen mas de 40
variedades de quesos genuinos, algunos gozan de una amplia difusion, con altos

volimenes producidos, como ejemplo el queso Chihuahua, el tipo Manchego,
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Panela, Asadero y Cotija. Otros se conocen y consumen en ciertas regiones, como
gueso Crema de Chiapas, queso Guaje, de Hoja y queso de Poro de Tabasco

(Villegas y Cervantes, 2011).

Marescotti (2006) defini6 de forma genérica, la tipicidad de un producto
agroalimentario, por ejemplo, un queso, es la particularidad que deriva de una liga
(relacion) con el territorio donde se elabora, pero considerando las tradiciones
historicas y culturales particulares en las que se ha desarrollado.

Desde el punto de vista normativo, la Ley General de Salud desde 1989 reconocio
a los quesos genuinos como quesos frescos o maduros, a los fundidos o procesados
y a los llamados “imitacion de queso o quesos de imitacion”. Estos ultimos se
refieren a una multitud de productos que parecen quesos, pero no lo son, siendo
guesos simulados; unido a esto la demanda por el consumo de quesos no naturales
producto de imitacion como los quesos Panela, Oaxaca y Chihuahua; puede
conllevar a que México sea el principal productor de quesos de imitacion a nivel
mundial (aunque no existe estudios sistematizados que lo soporten); industriales y
técnicos del sector quesero y consumidores, priva la confusion sobre la naturaleza
y propiedades de los productos aparentemente semejantes denominados quesos
no genuinos, no naturales, de imitacion, rellenados, analogos, sucedaneos,

alternativos, o “naturales” (Villegas y Cervantes, 2011).

Por tal motivo, Villegas (2004) propuso una clasificacion para quesos y productos
similares encontrados en México. Los quesos de la categoria genuino pueden ser
de leche pasteurizada o de leche cruda; los de la categoria imitacion son los quesos
rellenados (con grasa vegetal), los quesos extendidos con grasa vegetal, los quesos
recombinados con grasa butirica y vegetal, los quesos analogos elaborados a base
de soya y sales de calcio y magnesio o procesos de acidificacion) y los quesos de

la categoria procesado son tajados y untables.
1.7 Produccién nacional de quesos

SAGARPA (2016) publicé que la leche bovina en el tercer trimestre de 2016 alcanz6

una produccién de 8 mil 634 millones de litros, con un incremento de 1.7%
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superando al del mismo periodo de 2015 en estados como Chihuahua, Coahuila,
Jalisco y Guanajuato, mientras que en estados como Puebla y Chiapas
disminuyeron su volumen en comparacion al afio anterior. Por otra parte, en agosto
de 2016 la elaboracion de productos derivados y fermentados lacticos como queso,
crema y yogurt alcanzé un volumen de 751 mil 370 t. La industria de quesos produjo
245 mil t en el periodo entre enero y agosto de 2016, entre los mas consumidos
estan los Quesos Frescos 17%: Panela 14/%, Doble Crema 13%, Amarillo 13%,
Chihuahua 11%, Crema 9%, Manchego 9%, Oaxaca 6% Yy otros 8% (SIAP, 2016).

1.8 Produccién en Tlaxcala

Las pequefias queserias, familiares en el estado de Tlaxcala cuentan con un
espacio generalmente anexo a la vivienda, destinado exclusivamente a la
produccion de los derivados lacteos. Su infraestructura es basica: parrilla de gas,
botes para calentar la leche (de acero inoxidable en algunos casos), aros de madera
o de pvc, prensa, queseras de madera, moldes, botes de plastico, también algunos
cuentan con descremadora eléctrica; los insumos utilizados son los minimos,
esencialmente, cuajo y sal. En promedio, estas queserias procesan 235 L de leche
cada dia; debido a que en la regiébn no hay cadena de frio -mas alla de la
refrigeracién por aire que poseen un tercio de los queseros para almacenar su
producto y de los refrigeradores domésticos en que se preservan los derivados
lacteos por las pocas horas que transcurren entre su produccion y su
comercializacion- la leche se acopia y los derivados lacteos se producen dos veces
al dia (vargas, 2007).

Los sistemas de venta que utilizan los productores de quesos en el estado de
Tlaxcala son: establecimiento de un “puesto” fijo en algun mercado, venta itinerante
en los tianguis de las poblaciones vecinas, venta a mayoristas en otras ciudades,
venta de casa en casa en distintas poblaciones y entrega peridédica de producto en

cremerias de varias ciudades.
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1.9 Organismos infecciosos

La leche por su variada composicién quimica ofrece un medio de cultivo 6ptimo para
el desarrollo especialmente de las bacterias. En este grupo podemos encontrar
bacterias que se alimentan basicamente ya sea de la proteina, lactosa o de las
grasas. Sus actividades bioquimicas sobre cada uno de estos compuestos seran

proteoliticas, sacoroliticas o lipoliticas, respectivamente (Keating, 1992).

Villegas (1993) consideré que la leche al ser la materia prima alimentaria mas
perecedera de todas, debido a su alta concentracién de microorganismos (> 500
000 células/mL), a su riqgueza de nutrimentos y a su elevado porcentaje en agua (>
85 %), la transformacion de la leche en queso debe realizarse dentro de unas horas
a partir de la ordefia (antes de 6 h si es “bronca” y menos de 24 h si es enfriada y

pasteurizada)

Las bacterias lacticas transforman la lactosa en acido lactico bajando el pH hasta
4.5. A esta acidez se impide la accion de estas bacterias y otros gérmenes. Las
bacterias coliformes llegan a la leche y subproductos durante su manejo y procesos
de elaboracion dadas las malas condiciones higiénicas presentes. La temperatura
Optima para su desarrollo es aproximadamente 37 °C. En la leche cruda recién
ordeflada, estas bacterias se multiplican rapidamente formando esporas y se
pueden destruir por la pasteurizacion a temperatura baja (Meyer, 1987). Por lo que
se emplean como indicadores de la higiene en el manejo de la leche después de

este proceso (Keating, 1992).

Las bacterias coliformes producen &cido lactico y acético, biéxido de carbono e
hidrogeno a partir de la lactosa. Con base en la formacion de estos gases, se puede
determinar la presencia de bacterias coliformes, cuya presencia indica ademas la

existencia de bacterias patogenas (Meyer, 1987).

Eck (1990) menciono que las bacterias Escherichia coli y Enterobacter aerogenes
son microrganismos gram-negativos y anaerobios facultativos que se encuentran
generalmente en el intestino de hombre y animales, en suelo, heno o polvo

principalmente; estos microorganismos indican una deficiencia en los métodos de
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produccion, transporte y venta. En el queso, las bacterias coliformes provocan la
formacion de muchos agujeros pequefios en la pasta conocido como hinchamiento
precoz, por ocurrir antes de las 48 h, y constituye un elemento de depreciacion del

producto.
1.9.1 Escherichia coli

Este tipo de bacteria se transmite al ser humano principalmente por el consumo de
alimentos contaminados, como productos de carne cruda o poco cocida, leche cruda
y derivados, hortalizas y semillas germinadas crudas contaminadas. E. coli puede
crecer a temperaturas que oscilan entre los 7 y 50 °C, a temperatura 6ptima de
37°C. Algunas pueden proliferar en alimentos &cidos, hasta pH de 4,4, y en
alimentos con una actividad de agua (aw) minima de 0,95. Se destruyen al coser los

alimentos a temperatura de 70 °C o mas (OMS, 2017).

Debido a su alta presencia en el intestino, E. coli se utiliza como el indicador principal
para detectar y medir la contaminacion fecal en la evaluacién de la inocuidad del
agua y alimentos, se transmite a través de la contaminacion cruzada o por contacto
humano directo durante la preparacion de los alimentos. A pesar de la gravedad o
ausencia de los sintomas de la enfermedad, las personas y animales infectados
pueden liberar entre 106 a 109 unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo
de heces (FAO, 2016).

1.9.2 Staphylococcus aureus

Es la especie mas patdgena, pertenece a la familia Micrococcaceae, tienen la forma
de coco, generalmente se agrupan formando racimos, inmdviles, son gram
positivos, aerobios y anaerobios facultativos, su temperatura Optima para su
crecimiento es de 37°C. Producen un pigmento amarillo dorado y son
halotolerantes, producen enzimas como la coagulasa, fosfatasa vy
desoxirribonucleasa que le distinguen de otros estafilococos, asimismo, exotoxinas
como la hemolisina y entero toxina (Murray et al., 2009; Forbes et al., 2009;
MacFaddin, 2004). S. aureus esta presente en el ambiente, agua, aire y alimentos;

en especial en derivados lacteos y embutidos (Elika, 2013).
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Los reportes internacionales sobre intoxicaciones alimentarias causadas por S.
aureus no son notificadas a los sistemas de vigilancia epidemiologica y por
consecuencia la intoxicacion alimentaria estafilococica (IAE) se debe
principalmente, a que es una enfermedad autolimitante (la recuperacion
normalmente ocurre sin suministro de medicamentos) y los organismos de salud
frecuentemente no la incluyen dentro de las enfermedades de declaracion

obligatoria, tal como sucede en Estados Unidos de América (Doyle, 2001).

Se ha estimado que solo del 1 al 5% de todos los casos de IAE que ocurren en
Estados Unidos son reportados al Departamento de Salud Publica; a su vez, se
estima que la IAE corresponde al 14% del total de las ETA, siendo la tercera causa
mas comun de tipo bacteriano en este pais (Doyle, 2001), mientras que en Francia,
S. aureus enterotoxigénico es la segunda causa de ETA después de Salmonella

spp (Kérouanton, 2007).

1.10 Elementos potencialmente Téxicos (EPT)

La tabla periédica contiene cerca de 70 elementos metalicos, de ellos 59 son
considerados metales pesados (MP), que son aquéllos con peso atbmico mayor al
del hierro (55,85 g/mol). Londofio et al. (2016) mencionaron que son elementos
quimicos con alta densidad, mayor a 4 g/cm?3, toxicos en concentraciones bajas,
algunos de estos son el aluminio (Al), bario (Ba), berilio (Be), cobalto (Co), cobre
(Cu), estaiio (Sn), hierro (Fe), manganeso (Mn), cadmio (Cd), mercurio (Hg), plomo
(Pb), arsénico (As), cromo (Cr), molibdeno (Mo), niquel (Ni), plata (Ag), selenio (Se),
talio (TI), vanadio (Va), oro (Au) y zinc (Zn).

Los elementos traza u oligoelementos, son componentes quimicos que se requieren
en bajas cantidades para asegurar un crecimiento y desarrollo adecuados. Su
ausencia o concentracion por encima del nivel tolerable puede ser perjudicial para
el organismo humano, animales y plantas, llegando a ser toxicos si se toman en
cantidades excesivas. Estan presentes en bajas concentraciones (mg/kg™?) en la

corteza de la Tierra. En general todos los elementos traza son toxicos si se ingieren
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o inhalan en cantidades suficientemente altas y durante largos periodos de tiempo.
Los principales oligoelementos necesarios en la vida de la especie humana son el
Cu, Co, Mn, F, Fe, Se, I, Ni, Zn y Mo (Plant et al., 2001). Muchos de estos son
facilmente movilizados por las actividades humanas en proporciones que exceden

en gran medida las de los procesos geoldgicos (Galan y Romero, 2008).

En general se considera que los MP son perjudiciales, pero muchos resultan ser
esenciales en la dieta humana y en algunos casos su deficiencia o exceso puede
conducir a problemas de salud. Otros en cambio no cumplen una funcion fisiolégica

conocida, alteran la salud y es mejor evitarlos siempre (Londofio, 2016).

1.10.1 Origen y distribucion de elementos potencialmente téxicos (EPT)

estudiados

Se encuentran de manera natural en el ambiente en concentraciones que por lo
general no perjudican las diferentes formas de vida. Los metales pesados no son
degradados o destruidos, sin embargo, pueden ser disueltos por agentes fisicos y
quimicos y ser lixiviados. Algunos forman complejos solubles, que son
transportados y distribuidos a los ecosistemas hasta incorporarse a las cadenas

troficas, primordialmente aquéllos procedentes de areas contaminadas (Tabla IV).

Tabla IV. Fuente de contaminacién por metales en alimentos.

Origen de contaminacion Elementos potencialmente toxicos (EPT)

Natural, proviene del suelo Cadmio, bromo, flor, cobre
Uso de insecticidas, desinfectantes y o )
_ Arsénico, cobre, plomo mercurio
medicamentos
Del suelo arenoso y de envases de vidrio Silicio
Por el equipo de procedimiento Cobre, hierro, niquel, estafio, plomo, zinc,

hierro, niquel, estafio, plomo, cadmio.

Debido al almacenamiento Estroncio
Por oxidacién de los envases Hierro y cobre
Debido al procesamiento Cobre, cadmio, arsénico

Suplementos alimenticios en dietas de o _ o
) Cobre, cadmio, hierro, zinc, arsénico
animales

Adaptacion de Arnold (1980) por Londofio (2016).
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1.11 Andélisis de riesgo

Actualmente es alarmante el ndmero de casos de infeccion por alimentos
contaminados, sobre todo en paises subdesarrollados (OMS/FAO, 2012). Las
enfermedades mas comunes son diarreas 0 en casos extremos cancer, provocadas
por alimentos insalubres que contienen bacterias, virus, parasitos o sustancias
quimicas nocivas causando mas de 200 enfermedades, generalmente son de
caracter infeccioso o toxico que penetran el organismo a traveés del agua o de

alimentos contaminados (OMS, 2017).

En el articulo 5 del Acuerdo sobre la Aplicacion de Medidas Sanitarias y
Fitosanitarias (MSF) se pide a los paises que se aseguren de que sus medidas
sanitarias o fitosanitarias se basen en una Evaluacidén de Riesgos existentes para
la vida y salud de las personas y de los animales o para la preservacion de los
vegetales, teniendo en cuenta las técnicas de Evaluacion de Riesgos elaboradas
por las organizaciones internacionales competentes. En el articulo 9 del mismo
acuerdo se sefiala la obligacion de los paises de prestar asistencia técnica a otros
paises subdesarrollados con el fin de mejorar sus sistemas de inocuidad de los
alimentos (OMS, 2007).

La OMS (2007) mencion6 que el andlisis de riesgos es una forma sistematica de
evaluar riesgos asociados a la presencia de peligros en los alimentos para facilitar
la adopcién de decisiones en materia de gestion de riesgos y su comunicacion.
Consta de un proceso integrado por fases, cuyo objetivo es determinar la naturaleza
de un riesgo, expresarlo en términos cualitativos o cuantitativos y establecer las
medidas adecuadas para minimizarlo o limitarlo a un nivel aceptable. Este analisis

se integra por las siguientes fases:

1. Evaluacion de riesgos, es el procedimiento que estima la probabilidad de que
ocurra un riesgo. Este proceso cientifico consiste en tres pasos: identificacion
de peligros, caracterizacion de peligros, evaluacion de exposicion y

caracterizacion de riesgos.
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2. Gestion de riesgos, proceso en el cual las autoridades competentes y
basandose en los resultados de la primera fase elige las opciones adecuadas
para disminuir los riesgos, aplican dichas medidas (incluidas las legislativas)
y se lleva a cabo el seguimiento de estas. En esta fase se determina la
importancia del riesgo estimado, se comparan los costos de su reduccién
frente a los beneficios sociales de correr dichos riesgos y se lleva adelante el

proceso politico e institucional para reducir dicho riesgo.

3. Comunicacion de riesgos, proceso interactivo de intercambio de informacion

entre la evaluacion, gestion y el resto de las partes implicadas.

Torres et al. (2005) mencionaron que las metodologias de evaluacion de riesgo para
salud humana y para biota (riesgo ecoldégico) se han desarrollado de manera
independiente; sin embargo, paulatinamente se reconoce cada vez la exigencia de
establecer mejores niveles de proteccion tanto al ser humano como a los otros
componentes del ambiente, por ello surge la necesidad de disefiar una a una
metodologias de evaluacién de riesgo integradas que contemplen tanto a la

poblacién humana como a los otros receptores ecoldgicos en un solo proceso.
1.11.1 Evaluacién de riesgo en salud

Surge por la necesidad de evaluar los riesgos en salud en sitios contaminados, bajo
una metodologia cientifica, la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA por sus siglas
en inglés; EPA, 2004) como la Agencia para las Sustancias Toxicas y el Registro de
Enfermedades —(ATSDR por sus siglas en inglés; ATSDR, 2008) generaron
opciones metodoldgicas.

Estas opciones parten de una amplia evaluacién ambiental (cuantificando toxicos
en los medios involucrados en las rutas de exposicion) para después, mediante
definicion de escenarios de exposicion y tratamiento probabilistico de la informacion
(como los modelos de simulacion Montecarlo), generar estimados cuantitativos de
riesgo. Estas metodologias son utiles, pero en mayor o menor grado se enfrentan a
incertidumbres, siendo una de las mayores la incertidumbre relativa a la exposicion
(Hernandez, 2009).
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En América Latina, ante la pobreza, la educacion insuficiente, la falta de empleos
adecuados bien remunerados, y ante otras muchas carencias sociales, la cuestiéon
ambiental no es de alta prioridad. Es decir, no es posible arriesgar la erogacion de
recursos econdémicos cuantiosos en limpieza de sitios solo por una mala definicion
de riesgo. Es asi como la Organizacion Panamericana de la Salud (Diaz-Barriga,
1999) encabezd un andlisis critico de las metodologias existentes para mejorarlas,
disminuyendo su incertidumbre. Como resultado se propuso el uso de

biomarcadores de exposicion y biomarcadores de efecto.

Los primeros implican el monitoreo de las sustancias toxicas o sus metabolitos en
fluidos biolégicos o tejidos del individuo supuestamente expuesto. Por ejemplo, no
solo es realizar la metodologia de muestrear plomo en suelo, sino que también debe
realizarse un analisis de plomo en sangre, que certificaria la absorcién del
compuesto. Por otra parte, el empleo de biomarcadores de dafio o de efecto,
representa el hecho que el téxico ya absorbido ha comenzado a afectar la funcion
celular. Ejemplos de estos biomarcadores de efecto o de dafio son la actividad de
enzimas como las colinesterasas en pacientes expuestos a insecticidas
organofosforados (Joshaghani et al., 2007); la apoptosis en nifios expuestos al
dicloro difenil tricloroetano (DDT) (Pérez-Maldonado et al., 2004) y la disminucién
del coeficiente intelectual en nifios expuestos a plomo (Garcia-Vargas et al., 2001;
Canfield et al., 2003).
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2. ANTECEDENTES

La salud publica estd bajo la perspectiva de enfrentarse a multiples factores
sociales, ambientales, culturales y de salud, cuya interrelacion se manifiesta a
través de enfermedades como diarreas, infecciones respiratorias, enfermedades
infectocontagiosas y transmisibles, asi como intoxicaciones por exposicion a
plaguicidas y alimentos contaminados. De aqui que, desde una perspectiva
internacional, en los paises pobres, un nifio muere cada 15seg por enfermedades
diarreicas (Morris, 2004), 200 millones de nifios en el mundo no alcanzan su
desarrollo potencial (OMS, 2008), mas de cinco millones de infantes de 0-14 afios
mueren cada aflo por enfermedades relacionadas con condiciones ambientales
adversas, principalmente en paises en desarrollo, lo que significa en promedio
13000 muertes infantiles por dia (UNICEF/OMS, 2002). Por ello es importante tener
una evaluacion del riesgo microbiolégico que debe incluir la identificacion de
peligros, la evaluacién de la exposicion, la caracterizacion del peligro y la
caracterizacion del riesgo (Codex, 1999).

Martinez et al. (2013) reportaron el recuento de microrganismos presentes en
quesos frescos de tres regiones de Cuba; los valores hallados fueron superiores a
5x10%2 UFC/g en todas las zonas analizadas, para Staphylococcus se determinaron
valores de 1x103UFC/g, mientras que para E. coli fueron de1x103UFC/g. Asimismo,
el 19% de las muestras fueron positivas para Salmonella spp y 14% fueron positivas
para E. coli. Atribuyen la presencia de estas bacterias enteropatdgenas a la
deficiencia de higiene que constituye una alerta de riesgo para la salud publica.

El estudio hecho por Duran et al. (2010) quienes determinaron la presencia de
microrganismos patdogenos en quesos comercializados en un municipio de
Colombia, utilizando la técnica del numero mas probable (NMP) hallando a E. coli
en 16 muestras, también como resultado obtuvieron un recuento de organismos
mesofilos aerébico en promedio de 1.5x108UFC/g y como indicador sanitario a E.
coli con 2.5x10%UFC/g. Concluyendo que la presencia de este microorganismo se
debe a la manipulacion higiénica deficiente durante la elaboracién del producto.
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La determinacion de indicadores sanitarios en 12 muestras de quesos en la Habana,
Cuba por parte de Martinez et al. (2016) quienes reportaron que los
microorganismos presentes en 11 de las muestras analizadas formaron
5x108UFC/g, también reportaron coliformes totales con el 83.2% con valores de 104
UFC/g, hongos y levaduras en un intervalo de 10*-10® UFC/g. Los resultados
presentados evidenciaron deficiencias sanitarias en los quesos analizados, lo que
hace necesario exigir el cumplimiento de las Buenas Practicas de Manufactura a lo
largo de todo el proceso, desde la obtencién de la leche hasta llegar al producto
final, para evitar que se produzcan enfermedades de transmision alimentaria en la

poblacion.

Martinez et al. (2013) realizaron una evaluacion sobre la calidad e inocuidad de
guesos frescos artesanales en la provincia de Cuba, determinaron la presencia de
diversos microorganismos entre los encontrados Staphylococcus quien mostro
resultados positivos a la prueba de confirmacion coagulasa, ademas de valores
superiores a 1x10% UFC/g en las muestras de las tres diferentes regiones de Cuba
evaluadas, concluyendo en que estos resultados son indicativos de deficiencias
higiénicas en la fabricacién de quesos frescos artesanales, lo cual se encuentra
asociado al elevado contenido bacteriano, causando de esta forma el rapido

deterioro del producto.

Rodas et al. (2016) efectuaron un estudio sobre la presencia de S. aureus en quesos
comercializados en la ciudad de Milagro, Ecuador, analizaron microbiol6gicamente
54 muestras de quesos. 30 muestras de quesos correspondientes al 55.56%,
resultaron contaminados por S. aureus, mientras que las restantes 24 (44.4%)
fueron negativas a la presencia de dicho microorganismo. De los 54 quesos
muestreados 18 fueron artesanales, 18 pasteurizados y 18 tipo mozzarella. Los
resultados por cada tipo de queso por la presencia de S. aureus fue, de 18 quesos
artesanales se present6 en todas las muestras (100%); 11 en quesos pasteurizados

(61%) y 1 en queso mozzarella (5%), contaminados por la presencia del
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microorganismo. El porcentaje de contaminacion entre cada tipo de quesos
demuestra el riego inminente de que se presenten infecciones en los humanos,
conllevando a problemas de salud publica por intoxicaciones estafilococicas. Por
otro lado, los niveles de contaminacion en los quesos estudiados superan los
parametros permisibles por las normas INEN del Ecuador, debido a las condiciones

higiénicas deficientes en su proceso de elaboracidon, manejo y expendio.

Gaona (2011) realiz6 la determinacién de elementos quimicos en queso Cotija, en
la sierra Jalisco-Michoacéan; las concentraciones encontradas de As de 0.5 ppmy
Pb de 0.1 ppm, fueron superiores al limite maximo permisible establecido en la
NOM-735-COFOCALEC-2018 (DOF, 2019).

Mohamadreza et al. (2015) midieron niveles de EPT en la leche de vaca bronca de
sitios de produccion en Iran, con un total de 32 muestras realizaron el analisis con
espectrometro de absorcion atémica donde encontraron concentraciones de
mercurio y arseénico, las cuales oscilaron entre 7.29y 14.95 ug/ L y de 15.20 a 25.90
Mg/L, respectivamente. Citan textualmente que todos los valores estuvieron dentro
de los limites permisibles establecidos por Codex Alimentarius y PTWI. Suponiendo
que el consumo anual per capita es de 150 litros de leche, el estimado de los dos
metales pesados, en la regién fue de 4.50 ug / dia para Hg y 8.52 ug / dia para As.
Mientras que, para el analisis del contenido de niquel y estafio, las muestras
contuvieron cantidades minimas de 45.10 (ug/L) y 29.78 (ug/L) y maximas de
310.55 (ug/L) y 314.64 (pg/L), respectivamente. Ademas, reportaron que las
ingestas diarias de Niy Sn por el consumo de leche se estimé de 34.92 ug y 28.23

Mg, respectivamente.

Por otra parte los riesgos sanitarios que enfrentan las poblaciones humanas
conduce no solo a la evaluacién de la exposicidon a sustancias toxicas y/o nocivas 'y
a sus respectivos efectos sobre su salud, sino también a la identificacion y analisis
de otros factores ambientales adversos relacionados con la falta de agua potable y
de servicios de saneamiento basicos, la falta de infraestructura, asi como a la

carencia educativa y habitos de higiene en poblaciones que, ademas, viven bajo
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condiciones de alta marginacion y pobreza. Estas comunidades son, entonces,
altamente vulnerables no solo por las multiples exposiciones ambientales, sino por

el ambiente social que les rodea (Lee, 2002).

Maas et al. (2011) realiz6 una evaluacion de la leche cruda utilizada para la
produccion de queso en Francia, encontrando concentraciones de Zn entre 20 y 30
mg/mL, sin embargo, las concentraciones en el producto final fueron superiores a

las iniciales de 33 mg/g y de 41 mg/g, respectivamente.

En dos estudios epidemiolégicos, los trabajadores no tuvieron una mayor incidencia
de canceres asociados con la exposicidon ocupacional inhalatoria al zinc (Logue et
al., 1982; Neuberger y Hollowell, 1982).

Los trabajadores de nueve plantas electroliticas de zinc y cobre fueron estudiados
por Logue et al. (1982) encontrando que los trabajadores de dos de estas plantas
estuvieron expuestos a zinc o zinc/cobre; en las siete plantas restantes, los
trabajadores estaban expuestos al cobre. No se encontré una asociacion entre la

mortalidad por cancer y la exposicién al zinc.

Neuberger y Hollowell (1982) estudiaron la mortalidad excesiva por cancer de
pulmén asociada a la residencia en una antigua area de mineria y fundicién de
plomo/zinc del medio oeste de los Estados Unidos. Las tasas de mortalidad
ajustadas por edad y sexo se compararon con las tasas estatales y nacionales. El
analisis determin6 que la mortalidad por cancer de pulmén era elevada en la regién,
pero no se encontrd que estuviera asociada con los niveles de plomo o zinc. Muchos
factores de confusién no fueron considerados en el analisis, como el tabaquismo,

ocupacién y la duracién de la residencia en la zona en cuestion.

En tanto una evaluacion del riesgo para la salud de los nifios debido al consumo de
leche de vaca en areas contaminadas en Puebla y Tlaxcala, realizada por Castro et

al. (2017), la cual presento EPT como Cd, Pb, Ni, Cu, Cry Zn. Ademas de realizar
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una estimacion a riesgo a la poblacién. Los valores presentaron fueron por debajo

de 1y se consideraron no cancerigenos para la salud de los nifios.
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3. JUSTIFICACION

Los peligros biolégicos de origen alimentario incluyen organismos como las
bacterias, estos organismos estan frecuentemente asociados a manipuladores y
productos contaminados en establecimientos. El uso de aguas residuales para
producir granos y forrajes para alimentar al ganado vacuno pueden convertirse en
una fuente de los diversos compuestos toxicos contenidos por la leche, entre los
que se encuentran los elementos potencialmente toxicos (EPT), que se caracterizan
por su bioacumulacion causan problemas de salud publica por ser citotdxicos,
causar enfermedades cancerosas y mutagénicas. Ademas de los factores
ambientales, la falta de agua potable y de servicios de saneamiento basicos, la poca
infraestructura, habitos de higiene con lleva a la vulnerabilidad de que productos
frescos como los quesos representen un riesgo a la salud.

Por estas razones resulta de particular importancia determinar el impacto que
representa la venta y manipulacion de quesos artesanales en via publica, dada la
proliferacion de enfermedades infecciosas producidas por la contaminacién de E.
coli y S. aureus. Asimismo, detectar la presencia de EPT no permitidos en los
alimentos para el consumo humano, que puedan representar un riesgo a la salud

de una poblacion.
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4. OBJETIVOS

= General

Evaluar la presencia de Escherichia coli, Staphylococcus aureus y de elementos
potencialmente téxicos como cadmio, cobre, plomo y zinc en quesos frescos
procedentes de mercados de los municipios de Tlaxcala, Santa Ana Chiautempan

y Apizaco.
= Especificos

Determinar la presencia de Escherichia coli y Staphylococcus aureus aislados de

quesos frescos por técnicas microbioldgicas, para descartar riesgo biol6gico.

Estimar las concentraciones de elementos potencialmente téxicos como Cadmio,
Cobre, Plomo, Manganeso y Zinc en quesos frescos, por medio de

espectrofotometria de absorcién atémica.

Determinar el riesgo potencial en salud humana por consumo de queso.

5 HIPOTESIS

La manipulacién y venta de quesos frescos en puestos ambulantes expuestos al
aire libre son factores que influyen en el desarrollo de microorganismos infecciosos
como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, quienes representan un riesgo

potencial

En la actualidad el uso desmedido de agroquimicos y el riego con aguas residuales
en la produccién de forrajes pueden ser una de las fuentes que generen la presencia

de algunos elementos potencialmente téxicos en el producto lacteo.
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6 METODOLOGIA
6.1 Area de estudio

El estudio se realizd6 en tres mercados del estado Tlaxcala: Mercado Sabatino
ubicado en Tlaxcala centro, Mercado 12 de Mayo del municipio de Apizaco y
Mercado Dominical de Santa Ana Chiautempan. Las zonas de muestreo son
consideradas como puntos claves de abastecimiento de alimentos para la poblacion

tlaxcalteca.
6.2 Muestreo de queso fresco

Se recolectaron al azar seis muestras de queso fresco en diferentes puntos de venta
de cada uno de los mercados seleccionados (Tlaxcala, Santa Ana Chiautempan y
Apizaco), dando un total de 18 muestras. La obtencion de las muestras se llevé a

cabo entre enero y diciembre de 2018.
6.3 Cepas control

Las cepas control utilizadas para la determinacién de microrganismos patdégenos
fueron cepa control positiva Escherichia coli clave ESP24 y control negativo
Enterobacter aerogenes clave ESP8, mantenidas en un medio de cultivo BAB,
mientras que para Staphylococcus aureus, la cepa control positivo fue S. aureus
clave ESP31 y para el control negativo S. epidermis ATCC/2228 clave ESP25,
todas ellas proporcionadas por el Laboratorio Estatal de Salud del Estado de
Tlaxcala. Cada una de las cepas se inocularon y se mantuvieron bajo las mismas

condiciones, que las muestras analizadas (ANEXO 1).

6.4 Determinacion de la presencia de coliformes fecales, coliformes totales y
Escherichia coli

La determinaciéon de este microrganismo se realizé con base en la NOM-121-SSA1-
1994, "Bienes y servicios. Quesos: frescos, madurados y procesados" (DOF, 1995)
y la NOM-210-SSA1-2014, "Productos y servicios. Métodos de pruebas
microbiolégicas. Determinacion de microrganismos indicadores patégenos" (DOF,
2015).
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El principio de la técnica se basa en la dilucién de la muestra en tubos multiples, de
tal forma que todos los tubos de la menor dilucion sean positivos y todos los tubos
de la dilucibn mayor sean negativos. El resultado positivo se demuestra por la
presencia de gas en cada uno de los tubos con las diversas diluciones, cuya
produccion es a partir de la fermentacion de la lactosa a 45.5 °C £ 0.2 °C (en
alimentos) dentro de las 48 h de incubacion, ademas del crecimiento microbiano
(DOF, 2015)

Para obtener el NMP se aplica la teoria de la probabilidad, considerando distribucion
aleatoria de las bacterias presentes en la muestra, esta técnica consiste en una
prueba presuntiva y confirmativa, para considerar la serie de diluciones es
importante conocer el origen de la matriz, asi como probable riesgo de
contaminacion, cabe recalcar que esta prueba indica a presencia o ausencia del

organismo, considerandola, asi como prueba cualitativa (DOF, 2015).
6.4.1 Preparacion de muestras

Las 18 muestras, fueron depositadas en bolsas plasticas y etiqguetadas para su
identificacion con base en su procedencia con las siguientes claves Tlaxcala(T-1 a
T-6), Apizaco (A-1 a A-6) y Santa Ana Chiautempan (S-1 a S-6) ; se guardaron en
hieleras herméticas a 4 °C para su traslado al Laboratorio Estatal de Salud Publica
del estado de Tlaxcala para realizar posteriormente las de pruebas microbioldgicas,
partiendo de la determinacion de coliformes fecales, enseguida coliformes totales y

por ultimo la identificacion de E. coli ademas de S. aureus.

Para el andlisis microbiologico se tomaron 25 g de cada muestra de queso fresco
pesandose en una balanza analitica (OAHUS PIONER), cada muestra se inocul6
en 225 mL medio de cultivo APA, las muestras en conjunto con el medio de cultivo
se colocaron en bolsas plasticas herméticas estériles para triturarlas con un equipo
Stomacher (400 CIRCULATOR) durante 1 min; trascurrido el tiempo, la muestra
triturada se colocé nuevamente en el frasco de origen para ser considerada como
primera dilucion, a partir de esta se realizaron las siguientes series de diluciones en
frascos que contenian 90 mL de soluciéon de fosfatos, hasta la dilucion de 10”7
(Figura 1).
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Figura 1 (a-d). Determinacion de E. coli. a) Preparacion del material, b) Pesado de la muestra en

balanza analitica (OAHUS PIONER), c) Trituracion de la muestra de queso (Stomacher 400

CIRCULATOR), d) Diluciones en frascos con solucion de fosfato.

6.4.2 Determinacion de Coliformes Totales y Fecales

De las diluciones realizadas, se seleccionaron tres y cuatro diluciones de la 10 ala

104, se inocularon con 1 mL de muestra en tubos con medio de cultivo Caldo Lauiril,

se hizo por triplicado en sulfato triptosa que contenian campanas Durham para la

observacion de produccion de gas (Figura 2).

Diluciones de la muestra 10 mL

| - A

Peso de la

muestra 25 g 10—1 10 2 10—3
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Figura 2. Representacion esquematica de la técnica de NMP (Camacho, et al.,

2009).
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Los tubos inoculados fueron incubados (incubadora-SHE-LAB) de 24 a 48 h a una
temperatura entre los 35-37 °C, para verificar la prueba se utilizaron cepas de E.
coli (control positivo) y E. aerogenes (control negativo), ademas de un control de

esterilidad que contenia medio de cultivo estéril.

Transcurrido el tiempo de incubacion se realizé una lectura de tubos y se observé
si habia turbidez y produccion de gas en las campanas Durham. A los tubos con
presencia de gas se les realizé una resiembra en tubos con medio de cultivo Caldo
E. coli (EC) y Caldo Verde Brillante, la resiembra se realizé tomando una alicuota
para ser inoculada en tubos con medio de cultivo EC y Caldo Verde Brillante, para
después incubarlos durante 24 a 48 h a 35-37 °C, en incubadora, esta resiembra se

llevé acabo con controles positivos y negativos.
6.4.3 Determinacién de E. coli

Después de la lectura y al observar produccion de gas, se sembraron en medio de
cultivo (por estria cruzada) en agar Agar azul metileno de Levin (EMB-L) he
incubaron de 18-24 h a 44 °C, para observar colonias caracteristicas de E. coli
(Figura 3).
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Figura 3. Agar azul metileno de Levin (EMB-L) y tubos positivos a coliformes totales y fecales.

Transcurrido el tiempo de incubacion, se seleccionaron dos colonias semejantes a
las tipicas formadas por E. coli (colonias planas con centro negro, con o sin brillo
metalico), se resembraron en placas de Agar para Métodos Estandar durante 24h a
35°C, después del tiempo de incubacion se realizé una Tincién de Gram, con la
finalidad de observar bacilos cortos gram negativos. Se continuo con la
identificacion del microorganismo con pruebas bioquimicas o de confirmacion
llamadas Indol, Rojo de metilo, Voges Proskauer y Citrato de Simmons, las cuales

consisten en cambios de coloracion.

Con la prueba Indol se determina si la bacteria produce la enzima triptofanasa, la
cual hidroliza el triptéfano en indol y alanina. El caldo de triptona al 1% se inocula e
incuba a 35°C por 48 h y adicionar 0.2 0 0.3 mL de reactivo de Ehrlich, el resultado

positivo se presenta con una coloracion rosa-rojizo en la superficie, indica que se
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ha formado un complejo colorado entre el indol y el p-dimetilamino benzaldehido. El
alcohol amilico concentra el complejo colorado en la superficie, indicando positivo a

E. coli.

Con la prueba Rojo de Metilo se detecta la fermentacion &acido-mixta. La
acumulacion de acidos acético o formico que modifican el pH, haciéndolo muy acido,
este cambio de pH se detecta afiadiendo el indicador Rojo de Metilo al cultivo. Se
inocula el medio de Clark-Lunbs (MR-VP) e incubar a 37 °C por 48 h y afadir 5
gotas de Rojo de Metilo, la presencia del color rojo en el interior del tubo muestra

resultado confirmativo a la presencia de E. coli.

En tanto la prueba de Voges Proskauer revela la fermentacion butanodidlica,
mediante un reactivo alfa-naftol de hidroxido de potasio, detecta la presencia de un
precursor del butanoidol (acetilmetilcarbinol o acetoina) que en presencia de
oxigeno se oxida a diacetilo, con ayuda del reactivo alfa naftol incrementa la
sensibilidad de la reaccion. El diacetilo origina una coloracién roja, por el contacto
de la potasa y oxigeno. El medio empleado es Clark-Lunbs (MR-VP) se incuba a 37
°C por 48 h y adiciona el reactivo alfa naftol. La coloracion roja indica negativo a la

presencia de E. coli.

Por altimo, la prueba bioquimica Citrato de Simmons, se utiliza citrato como fuente
de carbono y energia. La prueba emplea un medio Simmons con citrato, se inocula
por estria cruzada con aza de platino e incuba a 35 °C por 48 h, si hay una coloracion
verde, el resultado es negativo a la presencia de E. coli y se es azul indica un

resultado positivo a su presencia.

6.5 Determinacion de Shaphylococcus aureus

Esta estimacion permite saber cuantos organismos de S. aureus estan presentes
en alimentos. Para la preparacion de muestras, material y medios de cultivo se
realizd con base en las NOM-210-SSA1-2014 y NOM-115-SSA1-1994 (DOF 2015,
1995).
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Se hace el vertido directamente en placas de medio de cultivo selectivo y diferencial,
con la confirmacion mediante las pruebas de coagulasa y termonucleasa. Este
método es adecuado para el analisis de alimentos en los cuales se esperen mas de
100 células de S. aureus por gramo. Baird-Parker es un medio parcialmente
selectivo que utiliza la capacidad de los estafilococos de reducir el telurito a telurio

y detectar la lecitinasa a partir de la lecitina del huevo.

Para la determinacion de S. aureus, se utilizé un medio selectivo solido Agar Baird-
Parker (BP), el cual contiene las fuentes de carbono y nitrégeno necesarias para su
crecimiento. La glicina, el cloruro de litio y telurito potasico que actiian como agentes
selectivos, en tanto la yema de huevo constituye el sustrato para determinar la
produccion de lecitinasa, ademas de la actividad de lipasa. Los estafilococos
producen colonias grises oscuro a negro debido a la reduccién del telurito, los
estafilococos que producen lecitinasa descomponen la yema de huevo y crean
zonas transparentes alrededor de las colonias.

Es posible que se forme una zona de precipitacién debido a la actividad de lipasa,;
el medio no debe utilizarse para el aislamiento de estafilococos diferentes de S.
aureus, dentro de la identificacién se utiliza pruebas bioquimicas, en este paso se
identifica el género y especie del organismo enterotoxigénico (S. aureus). Estas
pruebas bioquimicas se realizan de acuerdo con la NOM-210-SSA1-2014 (NOM,
2015), tiene la presencia de la enzima coagulasa, formacién de un coagulo lo que
muestra positivo a la presencia de S. aureus y presencia de la enzima

termonucleasa, coloracién rosa indicando positivo a este organismo.

6.5.1 Analisis microbioldgico para S. aureus

Para la determinacion de S. aureus se parti6 con el procedimiento para la
determinacién de E. coli (diluciones, en solucion de fosfato), una vez que se
realizaron las diluciones y considerando las de mayor representatividad 10%,102,10°
3,10 se inoculo 0.1 mL a placas con Agar Baird Parker por duplicado (Figura 4);

con ayuda de un triangulo de vidrio se expandio la muestra sobre toda la superficie
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de cada caja Petri, técnica conocida como de barrido, en esta técnica se utilizé como
control positivo S. aureus y como control negativo S. epidermidis bajo las mismas

condiciones (Figura 5).

Figura 4. Inoculacion de S. aureus y barrido sobre superficie en agar Baird Parker.
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Figura 5. Representacion esquematica de la determinacién de S. aureus con base en la NOM-210-
SSA1-2014 (DOF, 2015).

Una vez que la muestra fue absorbida por el medio de cultivo, se incubo de 24 a 48
h a 35°C, posteriormente se realizo el conteo de las colonias tipicas de S. aureus
caracterizadas por la formacion de colonias negras, circulares, brillantes, convexas,

lisas de diametro de 1 a 2 mm, con una zona opaca Yy halo claro alrededor de ella.

Posteriormente se seleccionaron las placas que formaron de 15 a 150 colonias
tipicas y atipicas de S. aureus, de estas placas se seleccionaron 5 colonias tipicas
por muestra para su confirmacion, realizando las pruebas de termonucleasa y
coagulasa, (para la prueba de coagulasa el plasma liofilizado de conejo fue
sustituido por plasma de humano, por lo que se realizaron las pruebas de validacion

con controles positivos y negativos a la par del proceso).
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Las colonias seleccionadas se inocularon en un tubo con 0.5 mL de Caldo Infusion
Cerebro de Corazén (BHI) por 24 h a 35 °C para ambas pruebas. Después de la
incubacion el tubo con 0.5 mL se dividié en tubos estériles 0.2 mL para prueba de
coagulasa y 0.3 mL prueba de termonucleasa (Figura 6).

\ -

- !
21, Barromead Thermaoly oe c

Figura 6 (a-c). Pruebas de confirmacién termonucleasa y coagulasa para S. aureus. A) Agar azul de
toluidina ADN, b) Incubacién de colonias tipicas de S. aureus en BHI, ¢) Muestras de S. aureus con

inoculo en bafo maria.

6.5.2 Prueba de coagulasa

Para esta prueba de confirmacién coagulasa, se utilizaron tubos con 0.2 mL de BHI,
agregando 0.1 mL de plasma humano, estos fueron incubados durante 24 hrs. a
35°C.

6.5.3 Prueba de termonucleasa

En esta prueba de confirmacion se utilizé agar azul de toluidina — ADN fundido a
flujo de vapor, posteriormente se expandié sobre un porta objetos, se esperé a que
gelificara y con ayuda de pipetas Pasteur estériles, se realizaron orificios sobre el
agar para adicionar una gota de muestra, de control positivo y negativo, previamente
sometidos a bafio maria; los porta objetos se depositaron en una camara humeda.
La formacion de un halo rosa alrededor del orificio confirma positivo a la presencia

de S. aureus.
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6.6 Determinacidén de elementos potencialmente téxicos (EPT)

Con base en los parametros establecidos en la norma mexicana NOM-117-SSA1-
1994, bienes y servicios (DOF, 1995), se empled el método de prueba para la
determinaciéon de cadmio, arsénico, plomo, estafio, cobre, fierro, zinc y mercurio en
alimentos, agua potable y purificada por espectrometria de absorcion atdmica. La
comprobacion de la presencia de EPT se basd en hacer pasar un haz de luz
monocromatica de una frecuencia tal que pueda ser absorbida por el analito que se
encuentra presente en forma de vapor atbmico. La medida de la intensidad luminosa
antes y después de su paso por el vapor atdbmico permitié determinar el porcentaje
de absorcion. La cantidad de absorcién aumenta con la concentracion de los atomos
en el medio absorbente, es decir, la medida de la absorcion aumenta con la
concentracion del elemento en la muestra, ya sea que esté en su condicién original

0 Sujeta a pretratamiento.
6.6.1 Preparacion de muestra

El principio operacional del método de determinacion de humedad es utilizando una
estufa y balanza analitica, se prepara la muestra, pesa, enfria y la muestra se pesa

nuevamente (Nollet, 1996).

Las 18 muestras de queso fresco se les realiz6 la lectura de pH, se esper6 a que
las muestras se encontraran a temperatura ambiente y nuevamente se tomé lectura
de pH de cada una de las muestras. Subsiguientemente en cipsulas de porcelana
previamente secadas y taradas se pesaron 6 g de muestra, las muestras se
mantuvieron en una estufa de secado de 50-70 °C durante 20 a 30 dias, hasta que
las muestras alcanzaran un peso constante (ANEXO 2).

6.6.2 Digestion de la muestray determinaciéon EPT

Se utilizan 0.5 g de cada muestra de queso con 0% de humedad, afiadiéndoles 10
mL de acido nitrico (HNO3) de alta pureza, dejandose reposar por 15 min para iniciar
a continuacion la digestion (Figura 7). Las muestras preparadas se colocaron en el
carrusel del horno de microondas (CEM MARS 6) a 200 °C por 20 min, una vez

finalizada la digestion se dejan enfriar las muestras durante 15 min (Figura 8) y se
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diluyen con 50 mL de agua desionizada para ser filtradas utilizando papel filtro
(Whatman #1/125 mm). Los blancos utilizados fueron preparados bajo las mismas

condiciones (HNO3s y agua desionizada) para cada serie de digestion (Figura 9).

Figura 7. Preparacion de muestra con HNOs
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Figura 8. Digestién de muestras en el horno de microondas (CEM MARS 6).

Figura 9. Dilucion y filtracion de muestra de queso con agua desionizada.
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Se realizo una curva de calibracién por cada elemento (Cd, Cu, Pb, Mny Zn), en el
espectrometro de absorcion atémica por flama (VARIAN modelo Spectr AA 880) las
muestras se introdujeron manualmente comenzando con el blanco y enseguida
cada muestra digerida, las lecturas realizadas se hicieron por triplicado en cada una

de las muestras y blancos.
6.7 Estimacion de riesgo en salud humana

Para determinar el riesgo en salud humana por la presencia de microorganismos y
EPT presentes en las muestras de quesos frescos analizadas se consultaron y
compararon con los limites maximos permisibles establecidos en las NOM-210-
SSA1-1994 y NOM-243-SSA1-2010 (DOF, 2014 y 2010) para analisis
microbiolégicos, CODEX Alimentarius (CXS 283-1978), NMX-F-317-S-1978 y NOM-
116-SSA1-1994 para determinacion de pH y humedad (DOF, 1978 y 1995);
mientras que los resultados para los EPT se utilizé la ingesta recomendada por
diferentes organismos OMS/FAO (2002), ATCDR (2018) y por Research (1997) en

consumo de leche.

Por lo tanto, con los datos obtenidos se realizé la estimacién de riesgo de acuerdo
con la metodologia que recomienda la OPS (Diaz, 1999). Se calculé la dosis de

exposicién, empleando la siguiente formula:

. (C)(TD(FE)
B PC

Donde:

DE: Dosis de exposicion (mg/kg/dia)

C: Concentracién del contaminante en el ambiente
TI: Tasa de ingesta

FE: Frecuencia de exposicion

PC: Peso corporal
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Para la estimacion de riesgo individual y poblacional para efectos cancerigenos se

empleo la de potencia cancerigena (FPC) aplicandose la siguiente formula:
Riesgo individual = DE*FPC
Riesgo poblacional = Riesgo individual*total de la poblacion

En tanto la evaluacion de riesgo para efectos no cancerigenos se compararon los
resultados de la dosis de exposicion estimada con el MRL (nivel de riesgo minimo)

aplicando la siguiente formula:
Riesgo individual= DE/MRL > 1 RIESGO

Riesgo poblacional = Riesgo individual*total de la poblacion
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7 RESULTADOS
= Visitas al area de estudio

Se realizaron tres visitas a cada uno de los mercados (Mercado Sabatino - Tlaxcala,
Mercado 12 de Mayo - Apizaco y Mercado Dominical - Santa Ana Chiautempan)
recolectando 6 muestras de quesos frescos en cada una de las visitas en diferentes
épocas del afio, durante el periodo comprendido entre los meses de junio a
diciembre de 2018 (Tabla V).

Tabla V. Namero total de muestras de quesos frescos recolectadas en los tres mercados.

Mercados
Tlaxcala Apizaco Santa Ana Chiautempan
Primera visita 6 7 6
Segunda visita 6 4 6
Tercera visita 5 6 7
Promedio 6 6 6
TOTAL 18

7.2 Observacion de muestras de E. coli

Los primeros resultados presuntivos obtenidos del andlisis de las diluciones de la
101 a 10 de cada una de las 18 muestras, fueron positivos a coliformes totales y
fecales con base en la presencia de gas en la campana de fermentacion de los
tubos Durham (Figuras 4, 10).
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Figura 10 a-c. Resultados positivos a coliformes totales y fecales. a) Positivo a coliforme totales y
fecales, presencia de gas en la muestra, b) Control negativo, ¢) Positivos a coliformes totales y

fecales en todas las muestras de quesos.

Después de que cada tubo presentd formacion de gas, se sembré en medio de
confirmacion, para bacterias coliformes totales en caldo Verde Brillante de Bilis y
para coliformes fecales en caldo EC (Figura 11). El cambio de color y turbidez en
cada uno de los tubos con el medio de cultivo de confirmacion muestran positivo a
la presencia de microorganismos fecales y totales, en cada una de las diluciones
(Tabla V1), el resultado se expresa >1100 NMP/g (Anexo 3).

Figura 11. Prueba de confirmaciéon de coliformes totales y fecales. a) Siembra en caldo Verde

Brillante de Bilis y caldo EC, b) Confirmacion de coliformes totales y fecales.
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Tabla VI. Diluciones en caldo verde brillante de Bilis y Caldo EC, para confirmacion de coliformes
fecales y totales.

Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Estimacion
Medio de cultivo
10t 102 103 10 NMP/g
Caldo Verde
Presente Presente Presente Presente >1100
Brillante de Bilis
Caldo EC Presente Presente Presente Presente >1100

DOF (2015).

En la prueba confirmativa de los tubos de caldo EC se obtuvo positivo a 16
muestras, esto indica que hay presencia de coliformes fecales, sin embargo, las
muestras identificadas cdmo A-6 y S-6 indica tuvieron <3 NMP/g (Tabla VII).

Tabla VII. Presencia de coliformes fecales en cada muestra.

Origen de Clave de N Estimacion
) o No. de muestras Tubos positivos
muestra identificacion NMP/g

A-1 A-2, A-3, A-4,

Apizaco 6/5 0 0 1 <3
A-5y A-6
Santa Ana  S-1 S-2, S-3, S-4,
] 6/5 0 0 1 <3
Chiautempan S-5y S-6
T-1T-2, T-3, T-4,
Tlaxcala 6/6 3 3 3 >1100

T-5yT-6

DOF (2015).

Posteriormente de haber encontrado coliformes fecales en las muestras y de
realizar la prueba de confirmacion en agar EMB-L se obtuvieron colonias tipicas de
E. coli que también se presentaron en agar cuenta estandar CE (Figuras 12 y 13).
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T Y

Figura 12. Prueba confirmativa de E. coli, en agar EMB-L, colonias con centro negro planas con

brillo metalico.

Figura 13. Colonias presentes de E. coli en agar Cuenta Estandar (CE)

Por ultimo, una vez aislado el microorganismo en agar (CE), se realiz6 la prueba de
confirmacion para E. coli por identificacion bioquimica como lo indica la NOM-210-
SSA1-2014 (DOF, 2015) (Figura 14) (Tabla VI).
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Figura 14. Pruebas de confirmacién positivas para E. coli (Citrato?, Indol?, Rojo de metilo® y Voges

Proskauerd)

Se destaca que en uno de los seis puestos ambulantes de los mercados de Apizaco
(A6-3) y Santa Ana Chiautempan (S6-3) no se encontrd presencias de E. coli (Tabla
VIIl), mientras que en las muestras restantes mostraron ser positivo a las pruebas
bioquimicas de confirmacién a E. coli. La interpretacion de cada uno de los tubos
(cambios de coloraciones) son con base en la NOM-210-SSA1-2014 (DOG, 2015)
(ANEXO 4).
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Tabla VIII. Resultados confirmativos de presnsencia de E. coli en quesos frescos expendidos en
los tres mercados municipales enl estado de Tlaxcala en el periodo junio — diciembre 2018..

Origen de la
muestra

Apizaco

Santa Ana
Chiautempan

Tlaxcala

Control Citrato Indol Pr\éggzjer Rojo metilo
Escherichia coli - + - +
Enterobacter aerogenes + - + -

Clave de nuestra
A1-3 - + ] +
A2-3 - + - +
A3-3 - + ; +
A4-3 - + - +
A5-3 - + - +
A6-3 + - + =
S1-3 - + - +
S2-3 - + - +
S3-3 - + ; +
S4-3 - + - +
S5-3 - + - +
S6-3 + ) - )
T1-3 - + - +
T2-3 - + - +
T3-3 - + ; +
T4-3 - + - +
T5-3 - + - +
T6-3 - + ; +

Las pruebas bioquimicas para la confirmacion de E. coli se interpretan a cada resultado Citrato
negativo, Indol positivo, Voges Proskauer negativo y Rojo de metilo positivo. E. coli conto con control
positivo y negativo E. aerogenes para cada prueba.
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7.3 Presencia de S. aureus en queso

Las caracteristicas particulares para la identificacion de UFC de S. aureus con base
en la NOM-243-SSA1-2010 (DOG, 2015), son colonias tipicas negras, circulares,

lisas, con un halo claro alrededor de la colonia, como se muestran en la figura 15.

—» Colonia tipica

Figura 15. Colonias tipicas de S. aureus en placas con agar Baird Parker.

Los resultados fueron positivos para la prueba de confirmacion coagulasa en 12
muestras de los mercados de Tlaxcala (T-1-3, T2-3, T3-3, T4-3, T5-3y T6-3) y Santa
Ana Chiautempan (S1-3, S2-3, S3-3, S4-3, S5-3y S6-3), en tanto las muestras de
Apizaco, solo tres de las mismas presentaron positivo a esta prueba (Al-3, A3-3y

A4-3), al realizar la prueba y después de 24 h la formacion del coagulo en el fondo

del tubo como se muestra en la figura 16, indica que S. aures se encuentra en las

muestras de queso en la tabla IX se especifica cada resultado de cada una de las

18 muestras.
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Figura 16. Prueba confirmativa de coagulasa para S. aureus en plasma humano.

Tabla IX. Resultados confirmativos de la presencia de S. aureus en quesos frescos expedidos en
tres mercados municipales del estado de Tlaxcala durante el periodo junio — diciembre de 2018.
NOM-210-SSA1-2014 (DOG, 2015).

Prueba de confirmaciéon

Control
) Termonucleasa Coagulasa
Origen de la
muestra Staphylococcus. aureus + +
Staphylococcus. epidermis - -
Clave de nuestra

Al1-3 + +
A2-3 - -

Apizaco A3-3 +

A4-3 +
A5-3 - -
A6-3 - -
S1-3 + +
S2-3 + +
Santa Ana S3-3 + +
Chiautempan S4-3 + +
S5-3 + +
S6-3 + +
T1-3 + +
T2-3 + +
T3-3 + +
Tlaxcala T4.3 N N
T5-3 + +
T6-3 + +
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Los resultados de confirmacion para S. aures en la prueba de termonucleasa
presentados en la figura 17, muestran una coloracion rosada alrededor del inoculo;
en el mercado de Apizaco las muestras A2-3, A5-3 y A6-3 mostraron resultados
negativos a la presencia de S. aureus, sefialados en la tabla IX. Los resultados de
confirmacion o de ausencia de este microorganismo en cada muestra se
interpretaron conforme a la NOM-210-SSA1-2014 (DOG, 2015) (ANEXO 5).

Figura 17. Prueba confirmativa termonucleasa para S. aureus en agar azul ADN (Coloracién rosa).

Una vez que se identificaron las colonias de S. aureus se realizd un conteo de placas
por duplicado de cada muestra, donde se seleccionaron las placas que tuvieran
entre 15 a 150 UFC de los tres diferentes sitios; las muestras se contabilizaron en
la dilucion 102 y 10 obteniendo un conteo entre 30 y 35 UFC. El resultado del
conteo indica el nimero de unidades formadoras de colonias por cada gramo o
mililitro (UFC/g o mL) en la muestra, la tabla X indica el nimero de colonias del

microorganismo.
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Tabla X. Estimacién de UFC/g de S. aureus en quesos frescos.

Origen de la muestra _Codigo de UFC/g o mL NOM-243-SSA1-2010
identificacion
A-1 <100
A-2 <100
A-3 <100
Apizaco
A-4 <100
A-5 <100
A-6 <100
S-1 <100
S-2 370 000
S-3 340 000
Santa Ana Chiautempan 100 UFC/g
S-4 <100
S-5 <100
S-6 <100
T-1 60 000
T-2 70 000
T-3 200 000
Tlaxcala

T-4 <100
T-5 1 500 000
T-6 1200 000

Estimacion de UFC de S. aureus, segun el Apéndice B Normativo de la NOM-210-SSA1-2014 (DOF,
2015) y NOM-115-SSA1-1994 (DOF,1995).

Las muestras del mercado de Tlaxcala sobrepasaron las 100 UFC/g limites
maéaximos permitidos por la NOM-210-SSA1-2014 (DOF, 2015). Los valores de del
sitio de Tlaxcala T-1 conté con 60 000 UFC/g, T-2 70 000 UFC/g, T-3 200 000
UFC/g, T-5 1500 000 UFC/gy T-6 1 200 000 UFC/g, asimismo, dos puntos de venta
del mercado de Santa Ana Chiautempan los S-1 y S-2 con 340 000 y 370 000
UFCl/g, respectivamente, y en todas las muestras del mercado de Apizaco se

encontraron entre los limites permisibles para consumo y venta del producto.

7.4 Determinacién de humedad y pH
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La humedad calculada para cada uno de los quesos oscilo entre el 42.40 y 60.91%, al
compararlos con los valores establecidos en la NMX-F-092-1970 (DOF, 1970), reporta
que la humedad minima requerida para quesos frescos debe de ser 45% y maximo de
65 %, por otra parte el CODEX Alimentarius (2018) reporta valores de 54 a 69% de
contenido de humedad para queso fresco, por contener un alto porcentaje de agua
estos alimentos se ven favorecidos por la presencia de microorganismos, en la tabla
Xl, se muestra la comparacion en porcentaje de humedad de las muestras de origen
con la Norma mexicana y el Codex Alimentarius. La materia seca se emple6 para el

analisis de determinacion de los elementos potencialmente toxicos (EPT).

Tabla XI. Determinacion de humedad, para quesos frescos, en comparacion con la NMX-116-SSA1-
1994 y CXS 283-1978.

Origen de la Clave de CXS 283-1978 NOM-116-SSA1-1994
. L C, Humedad %
muestra identificacion . L. . L, .
minima maxima minima maxima
Al 57.79
A2 60.91
A3 51.92
Apizaco

A4 57.27
A5 57.63
Ab 53.02
S1 50.14
S2 42.40
S3 56.67

Santa Ana 54% 69% 45% 65%
Chiautempan s4 54.97
S5 56,78
S6 56.32
T1 56.83
T2 55.26
T3 57.05

Tlaxcala

T4 59.99
T5 60.30
T6 55.39
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CXS 283-1978 (CODEX, 2018) y NMX-116-SSA1-1994 (DOF, 1978).

Ramirez y Vélez (2012) mencionaron que entre mas baja sea la temperatura en
alimentos frescos, se limita la actividad microbiana dentro del alimento, ademas el
sabor y la textura de los quesos es el resultado del control de la temperatura y pH,
asegurando asi el cumplimiento de estandares de calidad. El pH de las dieciocho

muestras oscild entre 4.2 y 6.2, especificados en la tabla XII.

Las muestras A-1, A-5 y A-6 provenientes del mercado de Apizaco contaron con
valores de pH 6.35, 6.01 y 6.1; las muestras de Santa Ana Chiautempan el pH fue
de 4.9 en la muestra S-3 y S-6 con un pH 6.09, por ultimo las muestras de Tlaxcala
T-5y T-6 cuentan con valores de pH 6.15 y 6.05, que en comparacion con la NMX-
F-317-1978 (DOF, 1978) las muestras descritas se encuentran diferenciadas de lo

establecido por la normatividad.
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Tabla XII. Determinacion de pH y temperatura de los quesos frescos recolectados en tres mercados;
Apizaco, Santa Ana Chiautempan y Tlaxcala. NMX-F-317-1978 (DOF, 1978).

NMX-F-317-1978

Origen de la Clave de o
. P pH Temperatura °C
muestra identificacion minima maxima
A-1 6.35 175
A-2 5.75 17
A-3 5.2 18.5
Apizaco

A-4 5.85 19.2
A-5 6.01 15.8
A-6 6.1 15.7
S-1 5.5 19.1
S-2 5.0 19.2

Santa Ana S-3 4.9 19.2 5 6
Chiautempan S-4 562 15.7
S-5 5.93 15.6
S-6 6.09 15.8
T-1 54 17.3
T-2 5.55 17.4
T-3 5.85 17.4

Tlaxcala

T-4 6.0 11.9
T-5 6.15 13.2
T-6 6.05 12.2

NMX-F-317-1978 (DOF, 1978).
7.5 Concentracion y estimacion de riesgo a la salud de EPT

Los elementos como el cadmio, cobre, manganeso y plomo no fueron detectados
por el equipo, debido al limite de deteccion del espectrofotbmetro de absorcién
atomica con atomizador de flama, el equipo mide ppm o los EPT no se encuentran

presentes en el queso.

Sin embargo, el elemento Zinc se encontré en todas las muestras analizadas, en la

tabla XllII se indica la concentracion en mg/kg del elemento en la muestra de quesos,
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posteriormente en la cuarta columna se indica el contenido de Zn en leche en mg/L,
enseguida se muestra la ingesta recomendada en humanos de este elemento
mg/kg, de acuerdo con la edad y género por ultimo el MRL que es un indicativo de

riesgo individual del elemento en humanos.

Tabla XIll. Comparacién de concentraciones de Zinc (mg/kg), con ingesta recomendada por edad y
MRL en muestras de quesos frescos recolectados de tres mercados, Apizaco, Santa Ana
Chiautempan y Tlaxcala.

. L Ingesta
Origen de la . Clg\{e dg/ Concentracion Lec.he recomendada Edad y MRL
muestra identificacion mg/kg mag/litro genero
mg/kg
A-1 19.36
A-2 19.56
1.1-11.3 0 a9 afios
A-3 23.94
Apizaco
A-4 27.40
A-5 21.00
A-6 23.67 3 =
15.5 10 1_2% afnos
S-1 29.84 ninas
S-2 25.33
Santa Ana s-3 21.27
Chiautempan 1018 af
S-4 17.29 19.2 ~-o anos
3.92 nifios 0.3
S-5 20.73 ' mg/kg/dia
S-6 17.51
19 a 65 afios
T-1 17.99 9.8-16.3 mujeres
T-2 22.80
. T-3 14.12 Mas de 65
Apizaco 9.8 afios
T-4 11.33 MUISTEs
T-5 25.18
19 a 65 afios
14 homb
T-6 29.14 ombres

(Research, 1997; OMS/FAO, 2002; ATCDR, 2018).
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Debido a que la concentracion de zinc se encuentra por arriba de la ingesta
recomendada de los diferentes grupos, se procedié a realizar una estimacion de
riesgo a la salud humana, de acuerdo con la metodologia recomendada por la OPS

para infantes (3-6 afios), nifios (10-14 afos) y adultos.

Se comenzo calculando la dosis de exposicion que pueden tener al dia cada uno de
los tres grupos, utilizando las diferentes variantes concentracion del contaminante,
tasa de ingesta, frecuencia de exposicion y el peso corporal promedio. La dosis de
exposicion en cada una de las diferentes edades se presenta en la tabla X1V, esto
indica los miligramos a los que esta expuesto el ser humano a Zn al dia,

dependiendo el peso.

Por otra parte, a partir del MRL del Zn 0.3 mg/kg/dia (dosis de referencia) se calculo
el efecto cancerigeno y el no cancerigeno individual, tomando en cuenta la dosis de
exposicion. En la misma tabla se encuentran los valores de riesgo no cancerigeno
menores a 1 esto indica que no existe algun riesgo cancerigeno en la salud por

consumo de este alimento.
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Tabla XIV. Estimacién de riesgo infantil (3-6 afios), nifios (10-14 afios) y adultos.

Muestra de Concentracién Dosis de exposicién Efecto angerigeno riesgo Efeqto no.car'lc'erigeno
queso individual riesgo individual
ideﬁlg;/igfc?én mg/kg MRL rrllr(j;f/akgt/?jsia mgN/iI?goliﬁa mAgd/Eg/c()jsia Infantes Nifios Adultos Infantes Nifios Adultos
Al 19.36 0.010 0.007 0.001 8.084E-03 5.774E-03 1.155E-03 0.001 0.027 0.019
A2 19.56 0.010 0.007 0.001 8.166E-03  5.833E-03 1.167E-03 0.001 0.027 0.019
A3 23.94 0.012 0.009 0.002 9.996E-03 7.140E-03  1.428E-03 0.001 0.033 0.024
A4 27.40 0.014 0.010 0.002 1.144E-02 8.172E-03 1.634E-03 0.002 0.038 0.027
A5 21.00 0.011 0.008 0.002 8.767E-03 6.262E-03  1.252E-03 0.001 0.029 0.021
A6 23.67 0.012 0.009 0.002 9.884E-03 7.060E-03 1.412E-03 0.001 0.033 0.024
S1 29.84 0.015 0.011 0.002 1.246E-02 8.901E-03 1.780E-03 0.002 0.042 0.030
S2 25.33 0.013 0.009 0.002 1.058E-02  7.554E-03 1.511E-03 0.002 0.035 0.025
S3 21.27 0.3 0.011 0.008 0.002 8.883E-03 6.345E-03  1.269E-03 0.001 0.030 0.021
S4 17.29 mg/kg/dia 0,009 0.006 0.001  7.219E-03 5.156E-03  1.031E-03 0.001 0.024 0.017
S5 20.73 0.010 0.007 0.001 8.655E-03 6.182E-03  1.236E-03 0.001 0.029 0.021
S6 17.51 0.009 0.006 0.001 7.310E-03 5.221E-03 1.044E-03 0.001 0.024 0.017
T1 17.99 0.009 0.006 0.001 7.513E-03 5.367E-03 1.073E-03 0.001 0.025 0.018
T2 22.80 0.011 0.008 0.002 9.520E-03 6.800E-03 1.360E-03 0.001 0.032 0.023
T3 14.12 0.007 0.005 0.001 5.896E-03 4.211E-03 8.422E-04 0.001 0.020 0.014
T4 11.33 0.006 0.004 0.001 4.732E-03 3.380E-03 6.760E-04 0.001 0.016 0.011
T5 25.18 0.013 0.009 0.002 1.051E-02 7.511E-03 1.502E-03 0.002 0.035 0.025
T6 29.14 0.015 0.010 0.002 1.217E-02 8.691E-03 1.738E-03 0.002 0.041 0.029

(OPS, 2008; ATCDR, 2018).
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8 DISCUSION

De acuerdo con los datos obtenidos de los analisis microbiolégicos realizados en
quesos frescos, hay presencia de E. coli en un 80 % de las dieciocho muestras
analizadas, pone en manifiesto que en los diferentes pasos de los procesos de
fabricacion como en el manejo, condiciones ambientales e higiene en que se

oferta el alimento, tienen los medios necesarios para desarrollarse.

Sin embargo, Martinez et al. (2013) observaron que 73 muestras analizadas de
guesos frescos en regiones de Cuba, solo presentaron el 14% positivo a E. coli,
lo cual , lo atribuyeron al ambiente (local) en que se producen, elaboracion
manual, uso de herramientas tradicionales y fermentacibn espontanea,
elementos que afectan la calidad e inocuidad de quesos frescos. Por otra parte,
Duran et al. (2010) encontraron en 16 muestras analizadas presencia de este
microorganismo, mencionan que se debe a la contaminaciéon fecal y
manipulacion del alimento; quienes favorecen el crecimiento microbiano en

queso.

A pesar de que solo tres muestras de queso en Apizaco mostraron negativo a
pruebas de confirmacién (A-2, A-5 y A-6) coagulasa y termonucleasa, la
estimacioén de UFC/g para esas muestras fueron <100, indican que estan por
debajo de la NOM-243-SSAI-2010 (DOF; 2015) por ello se descarta un riesgo en

la salud microbiol6gico (intoxicacion) por ingesta de queso.

Mientras que las muestras de Tlaxcala (T-1, T-2, T-3, T-5y T-6) tienen una media
de 606 000 UFC/g y en Santa Ana Chiautempan (S-2 y S3) tienen en promedio
de 355 000 UFC/g, ambos sitios sobrepasan la cantidad de S. aureus por la FDA
(2003) quien establece que un alimento con 10° UFC/g es suficiente para causar
sintomas de intoxicacion, en tanto la NOM-243-SSAI-2010 (DOF; 2015)
establece LMP <100 UFC/mL en un queso fresco. Por otra parte, los reportes de
Pazmifio et al. (2016) y del Instituto Nacional de Salud (2011) en Colombia solo
presentan resultados positivos a este microrganismo en pruebas de confirmacion

obteniendo solo resultados cualitativos.
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El pH del queso fresco se encontr6 entre 4.9-6.35 dentro lo recomendable por la
normatividad NMX-F-317-1978 (DOF, 1978) y CXS 283-1978 (CODEX, 2018)
quienes establecen para este alimento un pH 5-6. El porcentaje de humedad se
encontro entre 42.40 — 60.91 % parametros recomendables por el CODEX, 2018
con 54-69 % y 45-65 % por la NOM-116-SSA1-1994 (DOF; 1997).

El reporte presentado por Lépez et al. (2012) determinaron que los métodos y
factores que afectan la calidad de quesos son un pH >6.1 y un porcentaje de
humedad de 46-57% para queso fresco, mientras que Diaz et al. (2017)
presentaron una caracterizacion de quesos los valores presentados de pH 5.0-
5.2 y humedad 50.1-53.8% en 52 tianguis y 4 mercados fijos del estado de
México, concluyen su investigacion que la calidad de la leche, la disminucion de
pH, adicion de sal, la microbiota nativa de la leche y del medio, modifican la
composicién quimica y las condiciones reoldgicas de la pasta, modificando las

caracteristicas del queso.

Los EPT Cd, Cu, Mn y Pb no fueron detectados por el espectrofotometro, en
cambio Zn se encuentra en cantidad por arriba del limite de ingesta reportados
por OMS/FAO (2002) para nifios; la ingesta recomendada para este grupo de
personas es de 15.5 mg/kg entre edades de 10 a 18 afos, los resultados
presentados de los tres sitios, la concentracion de Zn sobre pasan la ingesta en
cada muestra; sin embargo la Dosis de Riesgo Minimo (MRL) es 0.3 mg/kg/dia
es una dosis teodrica realizado por la EPA (2000) a través de curvas de dosis-
respuesta, como resultado de la estimacién a la exposicion diaria para humanos

incluyen poblaciones sensibles a las que no se observan efectos adversos.

El Zinc que se encontrd en todas las muestras analizadas, en comparacion con
la ingesta recomendada para el consumo de leche este elemento se presenta
con 3.92 mg/L (Research, 1997); mientras que la OMS y la FAO (2002), reportan
valores para diferentes edades y géneros para su ingesta 1.1 — 11.3 mg/kg para
infantes de 0 a 9 afos, 15.5 mg/g para niflas de 10 a 18 afios, 19.2 mg/kg para
nifios de 10 a 18 afos, 9.8 — 16.3 a mujeres de 19 a 65 afios, 9.8 para mujeres
con mas 65 afios y 14 mg/kg para hombres de 19 — 65 afos. EI MRL reportado
por ATCDR (2018), menciona que la ingesta recomendada es 0.3 mg/kg/ dia.
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En tanto Gaona (2011) determiné peligros quimicos en queso Cotija, en la sierra
Jalisco-Michoacan, el cual present6é concentraciones de Asy Pb 0.5y 0.1 ppm,
respectivamente; por otra parte, Maas et al., (2011) realizaron una evaluacion de
la leche cruda utilizada para la produccion de queso en Francia, encontrando
concentraciones de Zn entre 20 y 30 mg/mL, sin embargo, las concentraciones

en el producto final (queso) fueron superiores a las iniciales (33 - 41 mg/g).

En la estimacion de riesgo humano calculado por cada muestra de cada sitio los
resultados presentados indican que tanto en nifilos como en adultos no
representan un riesgo a la salud por la ingesta de Zn en queso, la DE en nifios
se encuentra entre 0.004-0.011 mg/kg/dia y en adultos 0.001-0.002 mg/kg/dia,
calculando el riesgo no cancerigeno resultaron valores <1 por lo cual no
representan un riesgo a la salud, este estudio coincide con lo realizado por
Castro et al. (2017) quien evalué el riesgo en la salud de los nifios por consumo
de leche de vaca en areas contaminadas en Puebla y Tlaxcala, los elementos
medidos por espectrofotometria fueron Cd, Pb, Ni, Cu, Cry Zn. Aunque encontré
concentraciones de los elementos, al evaluar el riesgo en salud humana los

valores estuvieron menores a 1.
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9 CONCLUSIONES

Se detectd la presencia E. coli en las muestras procedentes de los tres
mercados, sin embargo, estuvo ausente en dos muestras: A-6 de Apizaco y la
S-6 de Santa Ana Chiautempan.

El conteo en placa de las UFC de S. aureus en las muestras procedentes del
mercado de Apizaco, fueron <100 UFC/g, lo cual indica que no representan un
riesgo a la salud de acuerdo con la NOM-243-SSAI-2010; sin embargo, las
muestras A-1, A-3 y A-4 resultaron ser positivas a las pruebas de confirmacion

de termonucleasa y coagulasa.

Las muestras S-2 y S-3 provenientes del mercado de Santa Ana Chiautempan
formaron 370 000 y 340 000 UFC/g de S. aureus, respectivamente, asimismo,
cinco de las seis muestras analizadas del mercado de Tlaxcala (T-1, T-2, T-3, T-
5 y T-6) presentaron valores entre 60 000 y 1500 000 UFC/g, los cuales
representan un riesgo para la salud publica con base en lo establecido por la
NOM-243-SSAI-2010 (DOF, 2015) y la FDA (2003).

Los factores extrinsecos como el aire, polvo y manejo del producto, ademas de
los intrinsecos como la humedad, temperatura y pH del queso, favorecieron el

desarrollo y presencia de los microorganismos patogenos (E. coliy S. aureus).

En las 18 muestras de queso analizadas, no se encontr6 la presencia de EPT
como el Cd, Cu y Pb. Sin embargo, las concentraciones de Zn presentaron
valores altos de concentracién entre 11.33 y 29.84 mg/kg en todas las muestras
analizadas. Pero al realizar la evaluacion de riesgo en salud humana tanto en

nifios como adultos, los valores presentados no indican riesgo cancerigeno.

10 RECOMENDACION

Por dltimo, se exhorta a que se sigan realizando mas investigaciones en
diferentes matrices para poder monitorear y vigilar las zonas de riesgo a la salud
y asi realizar una caracterizacion completa de riesgo sanitario y de presencia de
EPT.
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ANEXO 1
Materiales y equipo para pruebas microbioldgicas

Bafio de agua con cubierta y recirculacion constante que alcance una
temperatura de 44.5 °C, 45.5 °C £ 0.2 °C.

Lampara de luz UV de 365 nm longitud de onda.

Incubadora de aire que mantiene la temperatura de 35°C + 0.5°C.
Balanza analitica con capacidad adecuada y sensibilidad de 0.1g.
Homogenizador Stomacher 400 circulator.

Potenciometro con sensibilidad de 0.1 de unidad de pH.
Mecheros Bunsen

Tubos de cultivo de 18mm x 150mm, 18mm x 200mm, 16mm x 150mm,

16mm x 160mm, 22 x 175mm con tapdn de rosca.
Tubos de fermentacion (campanas de Durham).
Gradillas de plastico y metal.

Asas bacterioldgicas.

Lentes protectores.

Termdmetro de maximas para autoclave con division minima de 0.5°C
calibrado. Se debera registrar la inspeccion trimestral de la columna de
mercurio del termémetro con una lupa en busqueda de rupturas de la

misma, Si se observa éste deberda salir de uso.

Termdmetro de inmersion total de 379mm de longitud de 25°C a 55°C,
una escala auxiliar a 0°C con subdivisiones de 0.1°C con una precisién y
exactitud de + 0.1°C.

Bolsas estériles para homogeneizador peristaltico.

Pipetas graduadas bacterioldgicas de 0.1mL, 1mL, 2mL, 5mL y 10mL.
Probetas de 100mL, 500mL y 1000mL.

Frascos de dilucién de vidrio de borosilicato con tapon esmerilado.
Frascos con capacidad 500mL con tapa de rosca.

Espatulas, cucharas, cuchillos, pinzas.
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Medios de cultivo
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13.

Caldo de pre enriquecimiento para coliformes (A-1)

Caldo lauril Triptosa

Caldo E. coli (EC)

Agar azul de Metileno de Levin (EMB-L)
Caldo triptona al 1%

Caldo RM - VP

Caldo Citrato de Koser

Citrato de Simmon

Caldo Lauril triptosa con MUG
Caldo Verde Brillante Lactosa Bilis
Agar Mc Conkey

Agar Nutritivo

Agar Cuenta Estandar

Reactivos

1.
2
3
4.
5
6

Regulador de fosfatos solucion concentrada
Diluyente de peptona al 0.1%

Reactivo de Kovac

Reactivo de VP

Indicador rojo de metilo

Reactivos para la coloracién de Gram
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10.

11.

ANEXO 2
Materiales para la determinacion de pH, humedad y EPT

Cépsulas de porcelana

Desecador

Estufa de cultivo

Balanza analitica

Espatula

Cuchillo

Acido nitrico concentrado

Agua desionizada

Tubos coénicos para centrifuga Falcon de 50 mL
Horno de microondas CEM MARS®

Espectrofotbmetro de absorcion atomica
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ANEXO 3

Intervalos de confianza para determinar NMP de Coliformes Totales CT y

Coliformes fecales CF

NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando tres tubos
con 0.1g, 0.01g y 0.001g de muestra.

NMP por g de muestra e intervalos de confianza del 95%, utilizando tres tubos con 0.1g,
0.01g y 0.001g de
muestra.

Tubos positivos Limite de Tubos positivos Limite de

NMP/g confianza NMP/g confianza

0.10 | 0.01 | 0.001 Inferior | Superior| 0.10 | 0.01 | 0.001 Inferior | Superior
0 0 0 <3.0 a 9.5 2 2 0 21 4.5 42
0 0 1 3.0 0.15 9.6 2 2 1 28 8.7 94
0 1 0 3.0 0.15 11 2 2 2 35 8.7 94
0 1 1 6.1 1.2 18 2 3 0 29 8.7 94
0 2 0 6.2 1.2 18 2 3 1 36 8.7 94
0 3 0 9.4 3.6 38 3 0 0 23 4.6 94
1 0 0 3.6 0.17 18 3 0 1 38 8.7 110
1 0 1 7.2 1.3 18 3 0 2 64 17 180
1 0 2 11 3.6 38 3 1 0 43 9 180
1 1 0 7.4 1.3 20 3 1 1 75 17 200
1 1 1 11 3.6 38 3 1 2 120 37 420
1 2 0 11 3.6 42 3 1 3 160 40 420
1 2 1 15 4.5 42 3 2 0 93 18 420
1 3 0 16 45 42 3 2 1 150 37 420
2 0 0 9.2 1.4 38 3 2 2 210 40 430
2 0 1 14 3.6 42 3 2 3 290 90 1,000
2 0 2 20 45 42 3 3 0 240 42 1,000
2 1 0 15 3.7 42 3 3 1 460 90 2,000
2 1 1 20 4.5 42 3 3 2 1100 180 4,100
2 1 2 27 8.7 94 3 3 3 >1100 | 420 a
Referencia: Bacteriological Analytical Manual. FDA, 8th Edicién, Revisién A, 1998
Actualizacion Diciembre 2003.
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ANEXO 4
Interpretacion de resultados para pruebas bioquimicas para E. coli

Todos los cultivos que fermenten la lactosa con produccién de gas dentro de las
48h a 35 °C, sean bacilos o bacilos cortos Gram negativos no esporulados y se

obtengan las siguientes combinaciones para el IMVIC:

Pruebas Biotipo 1* Biotipo 2*
Indol + -
RM + +
VP - -
Citrato - -

* Son consideradas como E. coli.

Calcular el NMP de E. coli basada en la proporciéon de los tubos positivos de caldo

EC confirmados
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ANEXO 5

Interpretacion de resultados para pruebas de termonucleasay coagulasa

para S. aureus

Caracteristicas de S. aureus, S. epidermidis y Micrococcus.

Caracteristicas S. aureus S. epidermidis  Micrococcus
Actividad de catalasa + + +
Produccion de coagulasa + - -
Produccion de termonucleasa + - -
Utilizacién anaerébica de: Glucosa + + -
Utilizacién anaerdbica de: Manitol + - -

+, La mayoria de las cepas son positivas (méas del 90%).

-, La mayoria de las cepas son negativas (mas del 90%).

INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS.

1.

Las pruebas de termonucleasa o coagulasa positiva son consideradas como

resultados confirmatorios de S. aureus.

Si al menos el 80% de las colonias tipicas seleccionadas fueron coagulasa
positiva y/o termonucleasa positiva tomar el nimero total de las colonias

contadas como presuntivas de S. aureus.

En otros casos, calcular el nimero de colonias presuntivas de S. aureus a
partir del porcentaje obtenido de colonias coagulasa y/o termonucleasa
positivas confirmadas.

Promediar los resultados de los duplicados.

Cuando en dos diluciones consecutivas se obtienen cuentas entre 15y 150
colonias (tipicas o atipicas) calcular el nimero de S. aureus para cada
dilucion como se especifica en los puntos anteriores, calcular la cuenta de S.
aureus considerando el factor de dilucion, calcular el logaritmo en base diez
de cada dilucién y realizar la resta de éstos, si la diferencia entre los
logaritmos de las dos diluciones es menor a 0.3, reportar el promedio de las
dos diluciones. Si por el contrario la diferencia entre los logaritmos es mayor

a 0.3; reportar el valor mas bajo.
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