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l.- INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos (ETAsS) son una causa
importante de morbilidad en todos los paises. Tradicionalmente, los
alimentos que con mayor frecuencia se involucran en brotes de ETAS
son los de origen animal (carnicos o lacteos). Sin embargo, existen muchos
tipos de alimentos cuya participacion en brotes se desconoce. Es comuln
observar en los reportes que mensual o anualmente emiten los paises, tablas
de los brotes por alimento, en donde se incluye un renglén en el que un
porcentaje importante de los brotes se produjo por alimentos desconocidos.
Esta falta de informacién puede ser debido a varios factores tales como la falta
de una cultura para el estudio epidemiolégico de los brotes, falta de
presupuesto para la investigacion de los brotes, alimentos consumidos solo en
una region, entre otros.

En México existe una gran variedad de alimentos y bebidas que son producidos
y consumidos en los diferentes estados de la republica mexicana. Algunos de
estos alimentos son producidos en varios estados y se han vuelto
representativos de toda una regién. Es el caso de la tortilla.

Se ha reportado que actualmente en México se consumen 19.7 millones de
toneladas de tortillas al afio. No obstante, es increible que a pesar de que la
tortilla es un alimento basico para el pueblo de México y para muchos otros de
Latinoamérica, existe muy poco avance en la tecnificacion del proceso de
produccion y manejo higiénico de este producto. Mas aun, practicamente no
existe informacion publicada en revista cientificas sobre diferentes aspectos de

la tortilla como por ejemplo, calidad, deterioro, higiene e inocuidad. Asi por



ejemplo, no se conoce cual es la frecuencia de microorganismos patdogenos en
la tortilla, ni qué tipo de microorganismos se pueden encontrar asociados a
esta, ni su comportamiento en la tortilla, ni hay registros de brotes asociados a
Su consumo.

Es evidente la urgente necesidad de generar informacion cientifica que

contribuya a solucionar la problematica relacionada con la tortilla

Por tal motivo, el objetivo de este trabajo fue determinar la frecuencia vy
comportamiento de microorganismos indicadores de higiene y salmonella en

tortilla.



II. Antecedentes

2.1 Historia de la tortilla

La primera tortilla se prepar0 para satisfacer a un antiguo rey Maya. En el afio
10,000 AC, un humilde trabajador invento la tortilla para satisfacer el hambre de
su rey. La primera tortilla se prepardé combinando maiz fresco con granos secos
(Béarcenas, 2005).

Tres mil aflos mas tarde, en 7,000 AC, los residentes del Valle de Tehauacan
empezaron a usar recipientes hechos de piedra para hervir el maiz que crecia
salvaje a sus alrededores y lo incluyeron como ingrediente principal de la
tortilla. Aproximadamente 1,000 afios después, estos mismos Mayas
empezaron el cultivo formal del maiz (Barcenas, 2005).

Los espafioles le pusieron "tortilla" a los pequefios circulos de maiz que
formaban la base de la comida indigena porque le encontraron un parecido en
forma a la tortilla espafiola. Pero la similitud termina alli, ya que la tortilla
espafiola es preparada a base de papa. (Barcenas, 2005).

2 .1.1 Composicion

La tortilla esta compuesta por una gran cantidad de minerales los cuales
se encuentran en diferentes proporciones dependiendo de que tipo de
proceso se lleve a cabo para obtenerla (Tabla 1). Por lo cual en la
siguiente tabla se puede observar que se tiene una mayor cantidad de
minerales utilizandose un proceso industrial que usando uno casero
(Bressani y col, 1990).

2.1.2 Proceso de elaboracion

Proceso tradicional.- La tecnologia para la produccion de tortilla de maiz es

muy antigua y se ha transmitido de generacion en generacion en el transcurso
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de los afos. El proceso central en la elaboracion de tortillas es la
nixtamalizacion (del nahuatl, nextli, cal de cenizas y tamalli, masa de maiz

cocido (Cabrera, 1992)).

Tabla 1: Composicién de minerales segun tipo de tortilla de maiz

Producto P K Ca Mg Na Fe |Cu Mn Zn
Maiz en bruto 300 325 |48 108 54 48 1,3 1,0 4,6
Tortilla casera 1 309 273 217 (123 |71 70 20 1,0 54
Tortilla casera 2 - - 202 - - 2,7 03 |- 3,4
Tortilla casera 3 294 |- 104 |72 - 35 1,3 |- 4,6
Tortilla industrial 1 |315 |- 182 106 - 40 25 |- 3,2

Tortilla industrial 2 240 142 198 60 2 1,2 0,17 041 1,2

Tortilla industrial 3 269 185 (205 |63 9 15 10,19 040 11
Fuentes: Bressani y col, 1990.

En la figura 1 se presenta el diagrama de flujo del proceso de elaboracion de
tortila. No se sabe con certeza cuando fue que los antiguos mexicanos
comenzaron a dar al maiz el tratamiento térmico-alcalino de la nixtamalizacién,
sin embargo la importancia de este tratamiento ha sido ponderada en multiples
estudios (Bressani y col., 1958; Vazquez y col., 1990). Inicialmente la ceniza
volcanica fue usada como fuente de alcali para llevar a cabo la
nixtamalizacion. Actualmente, en el ambito artesanal e industrial se utiliza la cal
grado alimenticio, es decir oxido de calcio con menos del 5% de oxido de
magnesio (Reyes, 1990). La nixtamalizacion, cumple varias funciones: facilita el
desprendimiento del pericarpio y pedicelo del grano de maiz, controla la

actividad microbiana, mejora el sabor, aroma, vida de anaquel y el valor



nutricional de las tortillas entre otras (Paredes Lopez y Sahardpulos Paredes,
1983; Serna Saldivar y col., 1988a,b).

La utilizacion de este procedimiento tradicional esta restringido actualmente a
partes del medio rural y a pequefias areas urbanas, ya que se prefiere utilizar
las harinas de masa deshidratada, que tienen la ventaja de dar resultados muy

parecidos o de menor calidad, pero con menor trabajo y costo (Gémez, 2001).

Proceso industrial.- En la actualidad, los procesos industriales para la
produccion de harina instantanea nixtamalizada para la produccion de tortillas,
utilizan el proceso tradicional con modificaciones tales como: altos volimenes
de produccion, tiempos de proceso mas cortos, asi como también la
homogeneidad de los productos obtenidos (Serna Saldivar y col., 1990), es
decir, una mejor distribucibn de tamafios de particula en las harinas
obtenidas. Diferentes métodos son usados para producir harina instantanea. El
mas comun es cocer el grano limpio en una suspension de cal inyectando
vapor en un cocedor rotario entre 30 y 60 min. Dependiendo del tipo de maiz.
El maiz cocido se deja reposar por poco tiempo, es enjuagado para remover
parte del pericarpio y molido, utilizando un molino de matrtillos, especialmente
disefiado para este fin, las particulas gruesas son molidas de nueva cuenta y
separadas por tamafio, finalmente las particulas adecuado de acuerdo a las
caracteristicas deseadas en la harina, el cual depende del producto que se
quiera elaborar (Rooney y Suhendro, 1999). El secado es una etapa de
importancia critica, debido a que este puede provocar cocimiento adicional y
también que ocurra cierta expansion de las particulas después del proceso de

molienda en humedo (Gémez, 2001).
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FIGURA 1: Diagrama de flujo del proceso tradicional para la elaboracion de

tortillas (Serna-Saldivar y col., 1990).




2.1.3 Produccién

Hoy en dia se estima que 630 millones de tortillas son consumidas todos los
dias alrededor del mundo, en México se consumen diariamente 300 millones
de tortillas de maiz contra so6lo 60 millones de harina de trigo. Y lo que empez6
como un intento para complacer a un rey ha terminado como un elemento
integral de la rica cultura Hispana. La tortilla ahora forma parte de la vida
cotidiana de no sélo los hispanos sino de diversas culturas alrededor del
mundo (Camara, 2007).

La industria de harina de maiz nixtamalizado inici6 actividades en el afio de
1948, con el establecimiento de una pequefa fabrica de 12 mil toneladas
anuales en Cerralvo Nuevo Leon. Esto con la idea de facilitar la elaboracion de
la tortilla., evitar que el ama de casa tuviera que hacer y moler el nixtamal
diariamente. Actualmente, la harina de maiz es la base para la fabricacion de
los diversos alimentos tradicionales mexicanos, es clave para la produccion
econdémica de la tortilla, con apego a las disposiciones y normas ecoldgicas,
para un procesamiento agil e higiénico y con una comercializacion amplia,
dadas su estabilidad y durabilidad en almacenamiento. Este proceso para la
transformacion econdémica del maiz en masa de nixtamal, mediante una
industrializacion integrada y controlada, nacié6 en México con la intencion de
satisfacer la creciente demanda de tortilla en las zonas urbanas, para preservar
las formas y sabores tradicionales y lograr eficiencia y beneficios en higiene y
ecologia, que se repercuten en precio y calidad en beneficio del consumidor

final (Fregoso, 2005).



2.2 Micologia de la tortilla.

Existen pocos estudios sobre la microflora de las tortillas de maiz cocido en
agua de cal, la mayoria de estudios publicados hacen referencia a los hongos
dada su importancia como productores de micotoxinas, tales como la
aflatoxina. En un estudio realizado con tortillas obtenidas en México, D.F., en
distintas épocas del afio durante 1977- 1978, se encontré que entre el 15 al
20% de las muestras recolectadas en primavera y en la estacion lluviosa
contenian aflatoxinas. La concentraciones de la aflatoxinas B1 vari6é entre 50 y
200 ppb (Martinez, 1979).

Se han evaluado diferentes métodos para eliminar las aflatoxinas de la tortilla,
no obstante, el mas viable parece ser la inactivacién térmica en un medio
alcalino (nixtamalizacién). Martinez (1979), reporté que la coccién del maiz en

agua de cal disminuia las concentraciones de aflatoxinas entre un 50 a 75%.

Segun Martinez (1979) concentraciones de cal de hasta 10% no resulta mas
eficaz que una del 2% para disminuir las aflatoxinas. Un estudio realizado en
la UNAM, el proceso de coccién en agua con cal disminuye los niveles de
aflatoxinas de 127 ug por kg en el maiz a 68,6 ug por kg en las tortillas. Los
investigadores concluyeron que el proceso apenas tenia eficacia, dado que el
valor inferior alcanzado alun estaba muy por encima del valor considerado
aceptable (unos 20 pg por kg). Dichos autores hallaron que la acidificacion tal
como sucede en el tracto intestinal aumentaba los niveles de aflatoxinas.
(.Campos y col. (1980), En otros estudios se observo que la coccion del maiz
en agua con cal al 2 % provocaba la descomposicion de las micotoxinas

zearalenona y el deoxinivalenol (DON), (Abbas y col., 1988). Los
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investigadores encontraron reducciones importantes, el porcentaje de
reduccion vario entre 58 y 100 % de reduccion para zearalenona, y entre el 72
y 82% para el DON; ademas, se destruyd0 completamente el 15-acetil-DON
(Abbas y col., 1988).

Se han elaborado tortillas con otros cereales, como por ejemplo mezclas de
sorgo y maiz, Sin embargo, las tortillas de sorgo no tienen la misma calidad
organoléptica o nutritiva que las de maiz (Vivas y col., 1988).

Otros estudios comprenden el uso de mezclas de harina de tortilla y arroz, y de
harina de tortilla y harina de trigo. No obstante, los productos de mezclas de
arroz y maiz tienen un valor nutritivo superior al de las tortillas de trigo y maiz
(Akingbala y Rooney., 1987). También se han empleado mezclas de maiz
germinado ya que se sabe que la germinacion aumenta la lisina (Akingbala y

Rooney., 1987).

2.3 Microorganismos patdgenos encontrados en semillas

Maiz: existen pocos estudios sobre la microbiologia del maiz, pero al igual que
el trigo, se asocia frecuentemente con la presencia de hongos tales como
Aspergillus u otros deterioradores de tortilla. No se han encontrado brotes de
etiologia microbiana asociados a el consumo de tortilla, sin embargo el
crecimiento de microorganismos deterioradores provocan mal olor, sabor y
perdida de la textura de la misma (Roigé,2005).

Trigo: los microorganismos patbgenos mas encontrados en éste grano son
los hongos tales como Aspergillus niger o parasiticum los cuales pueden

desarrollar en las semillas y producir aflatoxina; esto ocurre con los granos



dafiados mecanicamente cuyo germen (parte bioquimicamente mas rica), es el
mejor punto de partida para el crecimiento de mohos. La pérdida de la
capacidad germinativa de los granos y el aumento de acidez grasa durante el
almacenamiento, estan directamente relacionadas con el desarrollo de hongos
sobre los granos. Las lipasas fungicas producidas por hongos de campo o
durante el prealmacenamiento, por el género Penicilium son capaces de

producir una lenta acidificacién de granos y harinas (Roigé, 2005).

2.4  Microorganismos indicadores de higiene

Los microorganismos indicadores se emplean como apoyo para evaluar la
higiene de los alimentos; dan una idea de las condiciones higiénicas bajo las
cuales se ha elaborado un alimento. La presencia en los alimentos de algunos
como E. coli, sugiere que el alimento se contamino con heces fecales
(Fernandez, 2000). Los grupos microbianos indicadores de mayor uso en los
alimentos son: bacterias mesofilas aerobias, organismos coliformes totales,
coliformes termotolerantes (fecales), E. coli, Enterococos, la familia
Enterobacteriaceae, Staphylococcus aureus, asi como hongos y levaduras
(Fernandez, 2000).

Para evaluar el riesgo de un alimento a la poblacion, con frecuencia se recurre
al uso de microorganismo indicadores y no al uso de patégenos, ya que a

menudo es dificil aislar bacterias patogenas en los alimento (Fernandez, 2000).

2.4.1 Coliformes totales
Los organismos coliformes son buenos indicadores de la calidad higiénica de

los alimentos, se basa en la experiencia positiva adquirida en el agua, ya que
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las enfermedades transmitidas esta agua generalmente son de caracter
intestinal, la presencia de contaminacién indica la posibilidad de que existan
agentes etiolégicos productores de estas enfermedades. El grupo coliforme
agrupa a todas las bacterias entéricas que se caracterizan por tener las
siguientes propiedades bioquimicas: ser aerobias o anaerobias facultativas; ser
Gram negativas; no son esporogenas; fermentan la lactosa a 35 °C en 48
horas.

Los coliformes son una familia de bacterias que se encuentran cominmente en
las plantas, el suelo y los animales, incluyendo a los humanos. En general, las
bacterias coliformes se encuentran en mayor abundancia en la capa superficial
del agua o en los sedimentos del fondo. Por su amplia diversidad el grupo
coliformes ha sido divido en dos grupos: coliformes totales y coliformes fecales

(Fernandez, 2000).

2.4.2 Coliformes fecales

Se define como coliformes fecales a aquellos que fermentan la lactosa a 44,5
— 45,5 °C, analisis que permite descartar a Enterobacter, puesto que ésta no
crece a esa temperatura. Si se aplica este criterio creceran en el medio de
cultivo principalmente E. coli (90%) y algunas bacterias de los géneros
Klebsiella y Citrobacter.

Desde el surgimiento de éste grupo microbiano se ha empleado el término
“coliformes fecales” para designarlos, sin embargo, recientemente diversas
instituciones e investigadores han sugerido que tal término sea cambiado ya

que se crea confusion debido a que el solo término da idea de contenido
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intestinal en los alimento, lo cual no es verdad. El nombre actual sugerido es el
de coliformes termotolerantes (BAM, 2001; Fernandez 2000). Los coliformes
termotolerantes se aislan con frecuencia de la materia fecal pero no son
exclusivos de ella; un porcentaje considerables de éstos tienen como habitat el

agua, el suelo y las plantas

2.5 Escherichiacoli

E. coli es un microorganismo Gram-negativos, tienen forma bacilo y
pertenecen a la familia Enterobacteriaceae. Esta bacteria es un habitante
comun de los intestinos de todos los animales, incluyendo el de los humanos.
Cuando se usan métodos de cultivos aerdbicos, esta bacteria es la especie
dominante encontrada en las heces. Normalmente cumple una funcion
importante en el cuerpo, suprimiendo el crecimiento de especies de bacterias
dafiinas asi como también sintetizando cantidades apreciables de vitaminas
(Fernandez 2000). Son pocas las cepas de E. coli capaces de causar
enfermedades a los humanos a través de diferentes mecanismos. Por ejemplo,
el serotipo E. coli O157:H7, es una variedad extrafia de esta bacteria que
produce grandes cantidades de una o mas toxinas relacionadas, que causan
dafos severos en el revestimiento del intestino. Estas toxinas [verotoxina (VT),
toxina tipo shiga] estan cercanamente relacionados o son idénticas a la toxina
producida por Shigella dysenteriae (Starovi€¢ova,2006).

Las enterobacterias (incluyendo a la E. coli) son sensibles al calor y son
inactivadas a través del calentamiento (cercano a 70°C). Entre las mayores
causas de la infeccion se pueden mencionar a los alimentos crudos o a los

parcialmente cocinados y a la contaminacién cruzada, que ocurre cuando los

12



alimentos preparados entran en contacto con los crudos o con las superficies
contaminadas (tablas para picar, por ejemplo). De este modo, la coccién
apropiada e higiénica de los alimentos puede prevenir ampliamente las
infecciones enterobacterianas. La hamburguesa cruda o parcialmente cocida
(carne molida) ha sido implicada en varias de las epidemias documentadas; sin
embargo, las epidemias causadas por una variedad patdégena de E. coli, la
0157:H7, han implicado también al germinado de alfalfa, a los jugos de fruta no
pasteurizados, al salami seco-curado, a la lechuga, a la carne de caza y al

requeson (Starovicova,2006).

2.6 Salmonella

El género Salmonella es uno de los mas extensamente estudiados entre los
patdgenos que pueden ser aislados de los alimentos. Ello se debe a la
frecuencia con la cual el germen participa en brotes y casos individuales de
gastroenteritis (Fernandez, 2000). Salmonella es un tipico bacilo Gram
negativo de la familia Enterobacteriaceae. Generalmente son moviles por
flagelos peritricos, no formadores de esporas, aerobios o0 anaerobios
facultativos con una rica composicion antigénica que se emplea como base
para la identificacion de sus miembros en serotipos. Estos se definen por la
presencia de antigenos somaticos (antigenos O, de naturaleza lipopolisacéarida)
y flagelares (antigenos H, proteinas) (Fernandez, 2000). Salmonella es una
bacteria primariamente parasita intestinal de los animales, incluido el hombre.
Se libera al medio ambiente cuando se le expulsa por las heces. Entonces
muestra cierta capacidad de sobrevivencia en los materiales que contacta, y

bajo condiciones favorables también para multiplicarse en ellos; los alimentos
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no son una excepcion. Asi, una diversidad de superficies se convierte en
reservorio extraintestinal del microorganismo, y por tanto en una fuente de
contaminacion a los alimentos (Fernandez, 2000).

La temperatura Optima de crecimiento de Salmonella se encuentra entre 35y
37°C, aunque es capaz de multiplicarse en un intervalo mas amplio de
temperatura (6-45°C). Las salmonellas como la mayoria de las bacterias
Gram negativas son sensibles al calor de forma que la pasteurizacion (72°C, 15
S) asegura su destruccion en la leche. La tasa de desarrollo empieza a declinar
notoriamente al disminuir la temperatura por debajo de 20°C y se torna ya muy
lenta en refrigeracion hasta los 5-6°C, cuando ya se suspende. Estudios han
demostrado que las temperaturas de refrigeracion permiten la sobrevivencia de
este microorganismo y la congelaciébn, aunque provoca un descenso
considerable en su namero, no produce su total desaparicion (Feachem y col.,
1983). Es mas, la adaptacion previa de células de Salmonella a temperaturas
bajas puede aumentar notablemente su crecimiento y supervivencia en
productos alimenticios refrigerados (Airoldi y Zottola, 1998) llegandose a
informar de la capacidad de este microorganismo para crecer a temperaturas
<5°C (Craven y W.illiams, 1998). Aunque la congelaciéon puede resultar
perjudicial para este patégeno, no garantiza su destruccion en los alimentos, de
hecho han sido detectadas células de esta bacteria en productos que habian
estado almacenados en congelacion durante afios como carne cruda, pescado
y huevo liquido (Georgala y Hurst, 1963; Kamplemacher, 1992).

Salmonella resiste pH en el intervalo de 3.8 a 9 con un 6ptimo de 7 segun la
IAMFES (1991) y 3.8 a 9.5 con optimo de 7.5 segun la ICMSF, (1996), aunque

existen estudios que revelan su presencia en mayonesas muy acidas (Chung y
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Goepfert, 1970; Leyer y Johnson, 1993). De hecho en determinadas
condiciones, como son las bajas temperaturas o la adherencia a superficies,
este microorganismo tolera mas facilmente la acidez (Gawande y Bhagwat,
2002). La naturaleza del acido organico también influye en el pH minimo al que
este microorganismo puede crecer (Chung y Goepfert, 1970). La actividad de
agua limite para el desarrollo de Salmonella es de 0.94 (ICMSF, 1996), 6ptima
de 0.99 aunque a valores muy bajos del orden (0.20) correspondientes a
productos deshidratados, sobrevive mucho tiempo. Esta bacteria es bastante
sensible al cloruro sodico, sin embargo se ha detectado en salmueras con un
contenido de sal de 3.2%; es importante mencionar la influencia del pH 'y
temperatura ya que esta ultima ejerce una marcada influencia en la tolerancia a
la sal (D’Aoust, 1989; Thomas y col., 1992). Algunos serovares proliferan en
presencia de 1-2% de NaCl a 8°C, en tanto que otros se reprimen; a 12°C hay
desarrollo a concentracion de 4% a 22°C hasta en 5-8% y a 37°C se tolera el
7-8% (Matches y Liston, 1972). El germen puede multiplicarse en tocino (3.2%
de sal y 16.5 mg/kg de nitrito) conservado a 16°C, y sobrevivir mas de 30 dias
a 22°C (Farrel y Upton, 1978).

Este microorganismo no es buen competidor y, en concreto, es fuertemente
inhibido por la microflora lactica; por el contrario se sabe que resiste bien y
durante mucho tiempo en los medios exteriores como la tierra, materia fecal,
equipos, locales, etc., lo cual ha jugado un papel determinante en la
epidemiologia de la salmonelosis (Airoldi y Zottola, 1998; McDade y Hall,
1964). Los desinfectantes comunes como fenoles iodados y clorados son

eficientes frente a Salmonella (Mejia, 2003).
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A excepcion de la S. Typhi, los demas serotipos de Salmonella producen un
padecimiento conocido como salmonelosis. La salmonelosis humana es una
toxiinfeccion de origen alimentario producida por la ingestion de alimentos
donde se han podido multiplicar algunas de las especies de Salmonella. La ruta
primaria de la infeccion es la ingestion del microorganismo por un huésped
susceptible y en un namero suficiente para que se llegue a desarrollar la
enfermedad y su patogenia se debe principalmente a la presencia de una
endotoxina (LPS). Asimismo, se ha demostrado como algunas cepas de S.
typhimurium son capaces de producir enterotoxinas (Bryan y col., 1979;
Kapperud y col., 1990).

Las especies de Salmonella siguen siendo la causa principal de las
enfermedades bacterianas transmitidas por alimentos, considerandose a nivel
mundial como las zoonosis mas frecuentes y las toxiinfecciones alimentarias
mas comunes. En la actualidad, estudios epidemioldgicos indican que las
enfermedades transmitidas por alimentos debidas a Salmonella ain no estan
controladas (Boletin Epidemiol6gico Semanal, 1998; Boletin Epidemiol6gico
Semanal, 2000; Boletin Epidemiolégico Semanal, 2002; Boletin Epidemiologico

Semanal, 2003).

2.6.1 Presencia de Salmonella en alimentos

El principal habitat de las especies de Salmonella es el tracto intestinal de
animales. Su transmision al ser humano tiene lugar por via fecal-oral mediante
el consumo de aguas y alimentos contaminados. Asi mismo los animales de

compafia como perros y gatos, asi como animales salvajes (roedores, reptiles
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e insectos) pueden servir de reservorio de Salmonella (Feachem y col., 1983;
Kapperud, 1990).

Fuera del tracto intestinal (como en pastos, aguas residuales, heces secas)
pueden sobrevivir largos periodos de tiempo, incluso afios. ElI género
Salmonella se encuentra muy extendido en la naturaleza pudiendo contaminar
locales de procesado de alimentos, materiales de las industrias alimentarias,
suelos, mesas, utensilios, etc., lo cual supone un riesgo de contaminacion para
los alimentos que en ellas se procesan. Los alimentos pueden contaminarse
durante cualquier fase de los procesos de manipulacion (Feachem y col., 1983;
Kapperud, 1990; Pether y Gilbert, 1971).

Practicamente, todos los alimentos de origen animal pueden ser vehiculo de
transmision de Salmonella al ser humano, siendo las aves y los huevos la
causa mas frecuente de salmonelosis. La constante presencia de especies de
Salmonella en poblaciones animales sensibles (pollos, cerdos, etc.) se debe en
parte a la contaminacién de animales exentos de este microorganismo por
animales de la misma poblacién que son portadores asintomaticos (D’Aoust,
1989; Perales y Audicana, 1988; Todd, 1994).

Los alimentos de alto riesgo de contaminacion con Salmonella son las carnes y
los productos carnicos, las aves y sus derivados, huevos y ovoproductos, leche
y derivados lacteos. La carne puede contaminarse durante las fases de
carnizacion, debido a que es frecuente encontrar a este microorganismo en el
equipo y utensilios empleados, superficies, suelos y paredes, pezuias, pelo y
piel de los animales sacrificados, etc. por todo esto, su frecuencia en las
canales es alta, siendo un caso especial las canales de aves, donde la

incidencia de estas bacterias es mucho mayor. Los alimentos a base de carne
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listos para comer también pueden contaminarse facilmente con Salmonella, por
ejemplo en los EUA, el roastbeef insuficientemente cocido ha sido el alimento
mas comunmente implicado en brotes de salmonelosis (Goodfellow y Brown,
1978).

Finalmente, Salmonella puede llegar a la leche por medio de la ubre y de los
pezones de las vacas y desde los operarios que manipulan la leche, siendo
menos corrientes las contaminaciones durante infecciones septicémicas de las
vacas (Bryan, 1983; Tammingay col., 1977).

Los vegetales procedentes de tierras regadas con aguas negras, cercanas a
animales de crianza o domésticos, o abonadas con desechos animales suelen
estar contaminadas con agentes patdgenos intestinales incluida Salmonella.
Estos alimentos, también pueden servir de vectores para la transmision del
microorganismo como ocurre con los cereales, las frutas y verduras e incluso
en especias y granos (Fernandez, 2000). A partir de germinado se han
reportado varios brotes de salmonelosis (Galbraith y col., 1960; Nguyen-the y
Carlin, 1994).

La recuperacion de E. coli de los alimentos, implica que otros microorganismos
de origen fecal, incluyendo patdégenos, probablemente estén presentes.
Algunas veces existe correlacion entre la abundancia de E. coli y la
probabilidad de aislar Salmonella.

Varios serotipos de Salmonella se han visto involucrados en casos de
salmonelosis debido al consumo de vegetales crudos, los sitios donde se
configuraron los brotes incluyeron puestos en la carretera, supermercados y

fiestas escolares (Blostein, 1993).
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En los alimentos con bajo contenido de humedad el nimero de salmonellas
presentes o la frecuencia con la cual se obtienen resultados positivos,
generalmente es pequefa. Ello es debido tanto al efecto letal de los procesos
aplicados antes y durante el secado como a la muerte progresiva del
microorganismo durante el almacenamiento. La negatividad del hallazgo es,
sin embargo, una condicion relativa y puede bastar recurrir a porciones de
mayor tamafo en el analisis para conseguir resultados positivos (D’Aoust,
1994).

Es importante mencionar que también se han registrado brotes de salmonelosis
debidas a colorantes de cosméticos (Lang y col., 1967) y por productos

farmacéuticos (Glencross, 1972).

l1l. JUSTIFICACION

Durante el procesamiento de tortillas es inevitable la contaminacion
externa por microorganismos trasportados por el aire o bien por cualquiera de
los utensilios que tiene contacto con estas (la mesa, el papel para el empaque,
la bascula, entre otros). En general a las tortillas no se les asocia con
brotes de enfermedad de etiologia microbiana. Sin embargo, tomando en
consideracion las malas practicas de higiene que en general ocurren durante
el procesamiento de las tortillas, es de esperar que estas sean susceptibles
de contaminarse con microorganismos patdégenos. Se debe de considerar
también que debido a la forma en que comunmente se produce y comercializa
este producto, una de las principales fuentes de contaminacion es
posiblemente el ser humano. A pesar de ello, no se tiene registrados brotes de

enfermedad asociados al consumo de tortillas; dos explicaciones se pueden
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tener para este hecho: no se ha considerado a las tortillas como fuente de
infeccion y en consecuencia no se incluyen como alimentos sospechosos en el
estudios de los brotes, 0 bien en realidad la tortilla no es fuente de infeccion.
No obstante, es muy posible que este ocurriendo la primera.

Una forma de evaluar el riesgo de enfermedad por el consumo de un alimento
en particular es determinar la frecuencia de microorganismos patdgenos en €l y
conocer el potencial para multiplicarse en tal alimento (Fernandez, 2000). A
partir de esta informacién es posible tener herramientas objetivas para evaluar
el riesgo de enfermedad por un alimento en particular.

Por consiguiente, como una forma de evaluar el riesgo que representa el
consumo de de tortila se investigs: la frecuencia de microorganismos
indicadores de higiene, E. coli y Salmonella en tortilla recién elaborada, el
potencial de E. coli y Salmonella para desarrollar en tortilla recién elaborada y
el incremento de temperatura en tortillas cuando son calentadas en un

microondas.
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IV. OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Determinar la frecuencia y comportamiento de coliformes totales, E. coli y

Salmonella en tortilla frescas

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

4.2.1 Determinar la frecuencia de coliformes totales, E. coli y Salmonella en
tortillas recién elaboradas obtenidas de diferentes establecimientos.

4.2.2 Estudiar el comportamiento de coliformes totales, E. coli y Salmonella
en tortilla frescas.

4.2.3. Investigar el incremento de temperatura en tortillas cuando son

calentadas en un microondas.
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V. METODOLOGIA

5.1 Frecuencia de coliformes totales, E. coli y Salmonella en tortilla
recién elaborada

5.1.1 Recoleccion de muestras

El estudio se efectud con tortillas frescas compradas en tortillerias de diferentes
municipios del estado de Hidalgo.

Se recolectaron 50 muestras de tortillas en un periodo de 3 meses (Junio-
Agosto). Las tortillas fueron compradas en 50 establecimientos de 5 municipios
del estado de Hidalgo (Pachuca de soto, Mineral de la reforma, Tula de allende,
Tepeji del rio y Tezontepec de Aldama). En todos los establecimientos se
compro6 500 g de tortillas; éstas fueron transportadas (en el empaque de venta)
bajo condiciones asépticas segun lo establecido por la NOM-109-SSA1-1994.
Las tortillas se analizaron dentro de las 3 primeras horas después de su
compra. La cuantificacion de BMA, Organismos coliformes, Escherichia coli y
Hongos y Levaduras, se realiz6 de acuerdo a los manuales especializados de
la Administracion de medicamentos y alimentos de los Estados Unidos de
América (FDA/JFSAN, por sus siglas en Ingles), 2001; y de acuerdo con los

protocolos de la legislacidbn mexicana vigente.

5.2  Anélisis microbioldgico

5.2.1 Preparacion de la muestra

Se selecciono una muestra representativa de 25 g a partir de los 500 g de
cada muestra comprada, para esto, bajo condiciones asépticas se retird el
empaque (papel) que cubria a las tortillas, se tomo una porcion de la tortilla de

“arriba” una de en “medio” y otra de “abajo”. La sub-muestra de 25g se coloco
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en una bolsa esteéril de plastico a la cual se le adicion6 225 mL de Diluyente de
Peptona. Esta bolsa se considerd la primera dilucion decimal. Finalmente la
bolsa se homogeneiz6 en un Stomacher por 1 minuto a 260 rpm (NOM-093-
SSA1-1994).

5.2.2 Recuento bacterias mesofilas aerobias

A partir de la muestra homogenizada se realizaron diluciones decimales en
tubos con 9 ml de diluyente de peptona. Diluciones seleccionadas fueron
sembradas en cajas de petri mediante la técnica de vertido en placa empleando
agar cuenta estandar. Las cajas fueron incubadas a 35°C/24-48 h (NOM-093-
SSA1-1994).

5.2.3 Recuento de organismos coliformes

A partir de la muestra homogenizada se realizaron diluciones decimales en
tubos con 9 ml de diluyente de peptona. Se empleo la técnica de doble capa: a
partir de diluciones seleccionadas se colocé 1 mL en cajas de petri vacias
seguido de 15 mL de agar bilis y rojo violeta (ABRV) que se dejo solidificar y
posteriormente se adicionaron otros 5 mL del mismo medio. Las placas se
incubaron a 35°C durante 24 h y se contaron las colonias rojo oscuras con un
diametro de 0.5 mm a 2 mm con halo de precipitacion de bilis (NOM-112-SSA1-
1994, NOM-113-SSA1-1994).

5.2.4 Cuantificaciéon de E. coli

La cuantificacion de los E. coli se realizé mediante la técnica del Numero Mas
Probable (NMP). A partir de la muestra homogeneizada se realizaron dos
diluciones decimales mas en DP (diluciéon 102y 10 -3). A partir de la suspension
homogeneizada (10 ') se inoculd6 1 mL en cada uno de tres tubos que

contenian Caldo Lactosado (CL) y campana Durham. La misma operacion se
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realiz6 a partir de las diluciones 102y 103. Los 9 tubos de CL inoculados
fueron incubados a 35°C por 24 h. Posteriormente, una asada de los tubos que
presentaron desarrollo y produccién de gas, se transfirié en tubos conteniendo
caldo lactosado bilis verde brillante fluorocult (CLF) y campanas Durham. Los
tubos de CLF se incubaron a 44.5°C / 24-48 h. Los tubos de CLF que
presentaron desarrollo y produccion de gas mas produccion de fluorescencia e
Indol se consideraron positivos para E. coli. Cabe mencionar que para
comprobar la confiabilidad de la técnica, los tubos positivos a las tres pruebas
se estriaron en agar EMB (eosina azul de metileno) y se observaron colonias
tipicas de E. coli.

Finalmente, el calculo de la concentracién de E. coli por gramo se realizd con
base en las tablas del NMP ( NOM-114-SSA1-1994).

5.2.5 Determinacion de Salmonella

Las muestras homogeneizadas en el Stomacher que contenian la tortilla con
caldo lactosado (4.2.1) se incubaron a 35° durante 24 h. Posteriormente se
transfirid 1 mL de la muestra a tubos conteniendo 9 mL de caldo selenito cistina
y 9 mL de caldo tetrationato, los caldos se incubaron a 35°C/24 h 6 43°C/24 h,
respectivamente. Después de la incubacion, cada tubo se sembro por estria en
los medios selectivos: agar Salmonella-Shigella, agar sulfito de bismuto y agar
verde brillante; las cajas inoculadas se incubaron a 35°C/24 h. Al menos 3
colonias con morfologia tipica de Salmonella y una atipica que desarrollaron en
cada medio de cultivo se sometieron a pruebas bioquimicas empleando agar
hierro y triple azucar, agar hierro lisina, caldo urea, caldo triptona (para

produccion de Indol) y agar citrato de Simmons. Las colonias con pruebas
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bioquimicas tipicas de Salmonella se confirmaron serolégicamente con

antisueros polivalentes ( NOM-114-SSA1-1994).

5.3 Comportamiento de Salmonella y E. coli en tortillas recién
elaboradas.

5.3.1 Cepas

Se emplearon dos cepas de Salmonella Typhi y una de E. coli. Las cepas
fueron donadas por el laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Departamento de Investigacion y Posgrado en Alimentos de la Universidad
Autonoma de Querétaro. En estudios anteriores, a partir de estas cepas nativas
se obtuvieron cepas resistentes a rifampicina(Rif+) (Rojas, 2005; Moreno,
2006). Estas (Rif+); éstas se mantuvieron en agar soya tripticasa inclinado
a 3-5°C hasta su uso. Previo a empleo se activaron dos veces en caldo
soya tripticasa incubado a 35°C/24hrs.

5.3.2 Inoculacién de las tortillas y monitoreo de los microorganismos

En un centro comercial se compraron muestras de tortillas frescas (2 kg)
procesadas en tortilladora, se transportaron al laboratorio y se procesaron
dentro de las siguientes 2 horas como se describe abajo.

Por otro lado, cultivos de 24 h de S. Typhiy E. coli fueron lavados dos veces
en solucién salina isotonica (SSI) a 3500 rpm/25 min. Los cultivos se
resuspendieron en SSI para obtener aproximadamente de 1x10° UFC/mL. A
partir de este cultivo lavado, se realizaron diluciones decimales en DP para
obtener una concentracién aproximada de 1x10* UFC/mL. A partir de esta
suspension se inocularon 10 pL de sobre una tortilla, una vez inoculada la

tortilla, se colocaron tres tortillas una sobre la inoculada y otra debajo y se
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marco con un circulo el area inoculada. Las tres tortillas se introdujeron en una
bolsa de plastico y se cerr6 herméticamente. Se prepararon varias bolsas con
tortillas inoculadas de la misma forma. Una serie de bolsas se incubd a 30°,
otra a 22°C y una mas a 3-5°C. Periédicamente, por triplicado de cada
temperatura se tomaron bolsas con las tortillas, las tortillas se sacaron y se
corto circularmente con ayuda de un cuchillo estéril la parte de las tortillas que
tuvieron contacto con el inoculo (la tortilla de arriba y la inoculada), estas
porciones se colocaron en una bolsa estéril y se adicioné6 100 mL DP; las
bolsas se homogeneizaron Stomacher por 1 minuto a 260 rpm. A partir de
estas suspensiones homogeneizadas, el recuento de los microorganismos se
efectu6 mediante la técnica de vertido en placa empleando agar con 100 ppm
de rifampicina. Las cajas fueron incubadas a 35°C por 24-48 h.

Todos los estudios fueron realizados por triplicado.

4.4 Determinacion del incremento de temperatura de tortillas
calentadas en microondas

Se tomaron porciones de 10 6 15 tortillas y se colocaron en bolsa de plastico
estéril; estas se cerraron herméticamente. A continuacion, cada bolsa con
tortillas se sometié a un solo calentamiento diferente en microondas por: 0, 15,
30, 40 6 45 segundos. Al final de cada tratamiento se registré la temperatura de
la parte superior media e inferior de las tortillas y se observd su consistencia y
textura. Cada tratamiento se efectud por triplicado. El horno de microondas que
se empleo tenia las siguientes caracteristicas: Samsung, modelo

MW1235WB,120V,60Hz,1.55Kw.
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Incidencia de coliformes totales (OC), E. coli y Salmonella en
tortilla recién elaboradas.

De las 50 muestras de tortila analizadas en general, el 32% mostrd
positividad para E. coli mientras que el 68% fue positivo (Tabla 2) para
organismos coliformes(Oc); para este ultimo grupo microbiano en algunas
muestras se obtuvieron niveles muy elevados. La Norma Oficial Mexicana
establece un limite de Oc de < 30 UFC/g; considerando este valor el 60 % esta
por arriba de tal limite, por lo que estrictamente hablando esas muestras de
tortillas no serian aptas para el consumo humano ya que existe un riesgo
elevado de enfermedad (Tabla 2). Es destacable que Salmonella serotipo

Typhi se aislé en una de las muestras (Tabla 2).

Tabla 2. Positividad de microorganismos indicadores de higiene en

tortillas
Minimo Media Méaximo | Muestras fuera
Frecuencia norma (%)
%
OoC* 68 <10 1.0 x102 | 1.0x108 60
E.coli? 32 <3 22 1100 32
Salmonella 2 - - - 2

*UFC/g; *NMP/g

Como se menciond, se analizaron muestras de tortillas procedentes de 5
municipios del Estado de Hidalgo. Es destacable que no todas las muestras de

tortilla procedentes de los diferentes municipios, presentaron el mismo nivel de
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contaminacion ni la frecuencia con la que se encontraron contaminadas con los
microorganismos indicadores (Gréafica 1). Todas las muestras de tortilla
compradas en Tula presentaron coliformes en niveles por arriba del limite
permitido (Gréfica 1), sin embargo, E. coli no se detectd en ésta muestras. Para
el caso de las recolectadas en Mineral de la Reforma, el 90 % estuvo
contaminada con Oc y en el 40 % se aisl6 E. coli (Grafica 1).

Grafica 1l

Frecuenciade OCy E. coli en muestras de tortillas segun el
municipio de compra
100

80 - mocC
W E. coli

60 -
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Porcentaje de muestras contaminadas

0 T T T T

Pachuca Mineral de la Tula Tezontepec Tepeji del Rio
Reforma de Aldama

A pesar de las diferencias observadas en la frecuencia de Oc y E. coli entre las
tortillas de los diferentes municipios, a excepcion de las de Tepeji del rio, todas
las demas presentaron mas del 50 % de tortilas con niveles de
microorganismos por arriba del limite permitido (grafica 1, anexo 1), lo cual nos

sugiere fuertemente falta de higiene en tales muestras.
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Se sabe que los OC se relacionan con falta de higiene en productos recién
preparados, como las tortillas, y no con presencia de materia fecal ya que estos
son frecuentes en diferentes materiales, materias primas, vegetales o en la
materia fecal (Geldreich y col., 1971; Khan y col.,1992; Beuchat, 1995; Harris y
col., 2001). Por tal razdn existe alta probabilidad de que los OC provengan de
diferentes materiales y no propiamente de la materia fecal. En consecuencia, la
presencia de OC son como indicadores de malas practicas higiénicas durante

la preparacion de dichos alimentos (Fernandez, 2000).

Los niveles de OC encontrados en las muestras de tortillas pueden explicarse
de tres maneras distintas: a) a alta contaminacién inmediatamente después de
preparadas las tortillas; b) una discreta contaminacion en tortillas recién
preparadas y debido a la presencia de nutrientes, alta humedad y temperatura
ambiente favorable, multiplicacion microbiana; este desarrollo puede ser tan
activo que rapidamente alcancen su concentracion maxima en el alimento, y c)
la ocurrencia simultdnea de ambas. La primera opcién pareceria la mas viable,
no obstante, en funcién de las deficientes condiciones de higiene durante la
produccion, preparacion y comercializacion de las tortillas, es posible la
ocurrencia de ambas. Este sefialamiento es de especial significado cuando los
microorganismos involucrados tienen caracter patégeno, ya que se puede estar
propiciando la contaminacion y su desarrollo en dicho alimento.

Para el caso de E. coli, es sabido que en alimentos recién preparados, como
las tortillas, la sola presencia de este microorganismo sugiere en general
contaminacion fecal reciente. La deteccion de E. coli en los alimentos es

esencial por que su presencia en alimentos como la tortilla implica la
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probabilidad de que un patégeno pueda estar presente. Y en consecuencia, su
presencia se asocia con un riesgo potencial. En algunos alimentos como los
mariscos, se ha encontrado una buena correlacion de la presencia de E. coli
con la de bacterias enteropatdégenas Mas aun, aunque la mayoria de las cepas
de E. coli son no patdégenas, existen algunas cepas de E. coli que causan
enfermedad tal es el caso de E. coli O157:H7, cuya dosis minima infectante es
muy baja (10-100 células) (Fernandez, 1981).

La presencia de Salmonella es inaceptable en cualquier alimento listo para el
consumo la justificacion es debida a que en ocasiones se han requerido solo 10
células del patdogeno para producir la enfermedad (Fernandez, 2000). No
obstante, este patdgeno se aisl6 en una de las muestras de tortilla que
analizamos. El serotipo identificado fue Typhi. Se sabe que S. Typhi es un
patdogeno exclusivo del humano, por lo que su presencia en las tortillas es
indicativo de contaminacion fecal humana o mejor dicho de contaminacion fecal
humana (Fernandez, 2000). Este serotipo es uno de los mas virulentos de
Salmonella; provoca la enfermedad conocida como tifoidea. En esta hay
malestar general, cefalalgia, fiebre alta persistente, dolor abdominal, dolores
en el cuerpo y debilidad, generalmente acompafados de una diarrea parecida
al puré de guisantes o de estrefiimiento. A veces, en el tronco, en el dorso y en
el térax, aparecen manchas de color rosa. Otras veces se observa un ritmo
cardiaco lento, un abdomen sensible y dilatado, un aumento del tamafio del
bazo y en ocasiones hemorragia intestinal o nasal. Los sentidos estan débiles
y los pacientes pueden llegar a desvariar. La convalecencia es lenta (1-8

semanas). El estado de portador se puede prolongar durante varios meses y
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durar afios. Tipicamente, las personas portadoras cronicas albergan el
organismo en la vesicula biliar (ICMSF, 1996.).

En general existen pocos reportes sobre la frecuencia de microorganismos
indicadores o patdgenos en alimentos, esto principalmente porque la tortilla en
general no es considerada como alimento de riesgo y en consecuencia no hay
necesidad por conocer la inocuidad microbiana de este producto. En un
estudio realizado en Guatemala, se encontr6 que los principales
microorganismos aislados de tortillas preparadas en las regiones serranas,
fueron coliformes, dos especies de estafilococos y varios tipos de levaduras
(Capparelli y Mata, 1975). Los autores sefialan que los principales factores que
contribuyen a la contaminacion de la tortilla son el agua empleada para la
transformacién del maiz cocido en masa y el molinillo utilizado para moler el
maiz cocido, asi como los utensilios que entran en contacto con la tortilla

(Capparelliy Mata, 1975).

La elevada frecuencia con la que se encontraron los microorganismos de
higiene en las tortillas recién preparadas procedentes de los diferentes
establecimientos del estado de Hidalgo, nos sugieren un problema serio de
contaminacion en estos sitios de produccion. Es posible que estén ocurriendo
simultaneamente mecanismos de contaminacién directa y cruzada, teniendo
como principal vehiculo o fuente al humano y a este mismo diseminador de la
contaminacion dentro de la tortilleria. En general, es frecuente observar en las
tortillerias que una sola persona realiza diferentes actividades tales como,
controlar el nivel de masa en la maquina tortilladora, calibrar la maquina para

tener un tamano adecuado de tortilla, recibir manualmente las tortillas recién
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elaboradas (por lo general con la mano desnuda) y despachar el producto al
consumidor. La mayoria de las veces entre estas actividades tal persona no se
lava las manos o si lo realiza lo hace en agua no potable; otras ocasiones
emplea un trapo con el que se limpia las manos para, segun él, limpiarse las
manos. Esta bien documentado que este tipo de utensilios como los trapos de
cocina en realidad son mas bien un reservorio de microorganismos que un
elemento que contribuya a la limpieza de las manos (Fernandez, 2000). Por
otro lado, es muy posible que cada actividad que realiza el humano dentro de la
tortilleria contribuya a al contaminacibn de sus manos. En consecuencia,
cuando tal persona tiene contacto con las tortillas recién elaboradas es muy
posible que las contamine, siendo este el principal factor de contaminacion de
las tortillas. De hecho aunque la masa pueda contener niveles muy elevados de
microorganismos previo a la elaboracion de la tortilla, la concentracion de tales
microorganismos disminuye de manera importante durante la coccion del
producto debido a que se alcanzan temperaturas superiores a los 70°C, por lo
qgue microorganismos como los coliformes, E. coli y enteropatégenos (como
Salmonella), remotamente podrian sobrevivir a este tratamiento térmico. En
consecuencia, la persona que tiene contacto directo con las tortillas recién

elaboradas se convierte en el principal factor de contaminacién.
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6.2 Comportamiento de Salmonella y E. coli en tortillas recién
elaboradas.

Generalmente, cuando se detectan niveles de microorganismos indicadores
muy por arriba de los limites establecidos por la normativa 6 la demostracion de
un microorganismo patdgeno en un alimento, es razén suficiente para retiralos
del mercado y realizar acciones preventivas o0 correctivas para evitar la
presentacion de brotes de enfermedad. La razén es que algunos
microorganismos patégenos como Shigella, muestran dosis infectante muy
baja (ICMSF, 1996); por otra parte la mayoria de los microorganismos
patdogenos suelen manifestar potencial para desarrollar en los alimentos, lo
que depende de una variedad de factores ecoldgicos (ICMSF, 1996). Su
efecto sobre el destino de un microorganismo en particular, puede ser positivo
(sobrevivencia / desarrollo) o negativo (inactivacién) dependiendo de las
condiciones prevalentes al momento de ingresar al alimento y de su manejo
ulterior. En consecuencia, un alimento es mas o menos peligroso dependiendo
del tipo de microorganismos patdégenos que contenga y de las facilidades que
presente para su eventual desarrollo.

No existe informacion sobre el comportamiento de E. coli ni de
microorganismos patdgenos entéricos en tortilla. En consecuencia como otra
forma de evaluar el riesgo de las tortilas se propuso determinar el
comportamiento de E. coli y Salmonella en tortilla fresca.

Se observo que tanto E. coli como Salmonella se multiplicaron sobre la tortilla
(Gréfica 2); para E. coli Unicamente se investigé su comportamiento a 22° C y
para Salmonella tanto a 22 como a 31° C (Gréfica 2). A 22° C, la multiplicacién

de Salmonella fue menor y mas lenta que a 31° C.
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Grafica 2. Comportamiento de Salmonella y E. coli
en tortilla almacenada a 22 0 a 31°C
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--4-- Salmonella 31 °C
—B—E. coli31°C
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Para ambas temperaturas, partir de las primeras 2 horas Salmonella
comienza a multiplicarse alcanzando a 31°C en tan solo 8 horas una
concentracion aproximada de 6 Logio UFCltortilla; a 22°C, en el mismo tiempo
la concentracion se incrementd en aproximadamente 1.5 Logio UFC/tortilla, con
respecto a la concentracion inicial (Gréfica 2). Por otro lado, E. coli mostré un

comportamiento muy semejante al observado en Salmonella a 31°C.

Un estudio semejante se efectud en refrigeracion; como era de esperar, bajo
ésta condicion, ninguno de los dos microorganismos se multiplico ya que estos
microorganismos no son psicrotrofos (Grafica 3). No obstante, la concentracion

del microorganismo se mantuvo constante al menos 48 h.
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Grafica 3. Comportamiento de Salmonella y E. coli
en tortilla almacenada a 5°C
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Es sabido que el destino de los microorganismos en los alimentos depende de
una diversidad de factores relacionados con el alimento, el medio ambiente y
los propios microorganismos. De hecho es la interaccidn de estos factores lo
qgue define su comportamiento. Aunque la tortilla es rica en carbohidratos, estos
se encuentran principalmente en forma de almidén o carbohidratos complejos;
en cualquier caso, las bacterias necesitan la maquinaria enzimatica adecuada
para poder utilizarlos como fuente de energia. Sin embargo, ni E. coli 6
Salmonella tienen el potencial para degradar el almidon o los carbohidratos
complejos de las tortillas (Bergey’s, 2001). Es posible que los microorganismos
para desarrollar estén utilizando la poca glucosa libre presente en las tortillas,
ademas de que puede estar utilizando otros nutrientes que también se
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encuentran en la tortilla pero en menor concentracion, tales como, proteinas,
vitaminas y minerales. Se ha reportado que numerosos microorganismos son
capaces de desarrollar sobre diferentes materiales con sélo trazas de
nutrientes; por ejemplo, una diversidad de microorganismos puede subsistir y
multiplicarse en la superficie de los vegetales integros a expensas de los
escasos nutrientes (sales, vitaminas, carbohidratos, proteinas) que se
disuelven en el agua de exudacion (Brackett,1997; Thaysen 1930). Se sabe
ademas que la actividad de los microorganismos depende de la eficiencia
para competir con la flora microbiana nativa del alimento; sin embargo,
este efecto es menor en el caso de las tortillas recién elaboradas ya que la
concentracion de la flora contaminante que pudiera competir con E. coli 6
Salmonella, es muy baja.

Por otro lado, el desarrollo de los microorganismos de estudio en la tortilla se

favorece por la elevada actividad acuosa.

En este estudio, tanto E. coli como Salmonella fueron capaces de multiplicarse
durante las primeras horas de almacenamiento de la tortilla, tanto a 22 como a
31°C; un comportamiento similar pero con otros microorganismos, ha sido
reportado en la literatura. En un estudios realizado en Guatemala se observo
que la microflora de tortillas recién elaboradas incremento su nimero a partir
de las primeras 4 horas alcanzando una concentracion aproximada de 8 Logao
UFC/g a las 24 h. Los organismos coliformes, Bacillus sp y Streptococcus sp
también se multiplicaron alcanzando a las 24 h una concentracion aproximada
de 6.5 Logio UFC/g (Capparelli y Mata, 1975). En el mismo estudio se observo

que cuando las tortillas se fortificaron con harina de soya y vitaminas el
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microorganismo mostré un desarrollo muy semejante al presentado en las
tortillas no fortificadas (Capparelli y Mata, 1975). En otro estudio efectuado en
Guatemala, se desarroll6 una formulacion para tener una tortilla de humedad
intermedia con larga vida de anaquel contra Staphylococcus aureus, levaduras
y hongos. Entre otros componentes se utilizd glicerol, particulas sdlidas de
maiz DE-42 y sal, asi como sorbato potasico, entre otros. Los investigadores
afirmaron que el producto empaquetado adecuadamente, podia durar por lo
menos 30 dias, y que su apariencia, textura y demas caracteristicas eran
similares a las de las tortillas ordinarias con actividad hidrica de 0,97 (Pelaez y
Karen, 1980). En otros estudios se ha logrado incrementar de manera
significativa la vida de anaquel de las tortillas con bajos niveles de sorbatos 6
propionatos afiadidos a la masa con la que se elaborara la tortilla y también por
la adicion de sorbatos en la superficie de la tortilla recién elaborada (Hickey y
col, 1982). Recientemente, se afirm6 en EUA que la utilizacion de propionato
de calcio puede prolongar de 2-5 dias el periodo de conservacion de las
tortillas a temperatura ambiente y de 2-11 dias usando dimetilfumarato, en
idénticas condiciones de almacenamiento siempre y cuando se empleen bolsas
de polietileno. Aunque se ha conseguido prolongar la vida de anaquel de la
tortilla, éste sigue siendo un problema muy importante para la industria de la
tortilla (Islam y col, 1984).

Nuestro resultados muestran el potencial que E. coli y Salmonella tiene para
multiplicarse en la tortilla tanto a 22 como a 31°C, pero no en refrigeracion. Es
destacable que aunque el estudio no se realizo a la temperatura Optima para el
desarrollo de estos microorganismos, aun asi, se multiplicaron. Las

temperaturas a las cuales efectuamos los estudios son muy semejantes a las
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gue comunmente se comercializa la tortilla en el centro de la republica; no
obstante, en algunos estados del norte o en las regiones costeras, la
temperatura es mas elevada llegando a ser en promedio de 37°C, la cual es la
temperatura Optima para el desarrollo tanto de Salmonella como de E. coli.
Bajo estas condiciones es de esperar entonces un mayor desarrollo de los
microorganismos lo cual se reflejaria en incremento en la velocidad de
desarrollo y mayor concentracion de celular alcanzada.

Por otro lado, con frecuencia en los hogares que una vez que se ha terminado
de ingerir alimentos, las tortillas no se refrigeran inmediatamente y se dejan a
temperatura ambiente por mas de dos horas antes de refrigerarlas. Esta
practica entonces, favoreceria la multiplicacion de las bacterias patdégenas
sobre la tortilla incrementandose el nivel de riesgo. En los restaurante o sitios
donde se preparan alimentos cocinados a gran escala, se presenta ademas
otra situacion; debido al uso constante y abundante de las tortillas, con
frecuencia éstas se mantienen fuera del refrigerador a la temperatura que
existe en la cocina, se ha reportado que la temperatura dentro de las cocinas
de estos establecimientos puede oscilar de 30-40°C (Fernandez, 2000), en
consecuencia los microorganismos patdgenos desarrollarian alcanzando nivel
importantes. Cabe sefalar que en las grandes ciudades (Monterrey, Ciudad de
México, Guadalajara) debido a la alta demanda de la tortilla que se presenta a
la hora de la comida (aproximadamente a las 2 de la tarde), los productores
comunmente comienzan a producir la tortilla desde temprana hora (alrededor
de las 8 de la mafana) y desde ese momento la almacenan en recipiente que
mantiene la temperatura como las “hieleras”; en estos recipientes la tortilla se

mantiene a una temperatura entre 35-40°C; la cual es una temperatura
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cercana a la 6ptima de los patdgenos entéricos como Salmonella. Y en estos
recipientes la tortilla es almacenada hasta la hora “pico” de venta (2 de tarde).
Si asumimos que un productor comenzara a producir tortillas desde las 8 de la
mafana, y las contaminara con Salmonella por la falta de higiene, y
posteriormente almacenara estas tortillas contaminadas en las hieleras para su
posterior venta a las 2 de la tarde, la salmonela tendria el tiempo suficiente
para poder incrementar su concentracion durante el almacenamiento de tal
manera que a las 2 de la tarde se encontraria ya en una concentracién de por
lo menos 1 x 10% UFC/porcibn o area contaminada; concentraciéon que se
encuentra por arriba de la dosis minima infectante.

En consecuencia, si no se va a consumir la tortilla inmediatamente o dentro de
las dos primeras horas después de elaborada, por lo menos se debe refrigerar.
Por otro lado, es evidente que la refrigeracidn no mejora la calidad sanitaria de
la tortilla una vez contaminada. Generalmente una vez contaminado un
alimento con microorganismos patdégenos, durante su almacenamiento en
refrigeracion se presentara una lenta inactivacion de los patégenos (Fernandez,
2000). Es poco probable que por la sola refrigeraciébn se provogue una auto
depuracion del alimento que asegure la inocuidad del producto. La
sobrevivencia a baja temperatura se ha observado en muchos
microorganismos patégenos como Salmonella, la cual después de 9 meses es
posible aislarla a partir de carne de pollo cocinada y almacenada en
congelacion (Gunderson.,1948). Naturalmente, el tiempo de sobrevivencia en
refrigeracion o congelacion va a depender del nivel de inoculo inicial, de las
caracteristicas del alimento y de las condiciones de almacenamiento (Frazier y

Westhoff, 1998).
39



6.3 Incremento de temperatura de tortillas recalentadas en microondas
Con frecuencia, las tortilas que no se consumen el mismo dia de su
preparacion, son almacenadas principalmente bajo refrigeracion para ser
consumidas en los dias siguientes. Previo a su consumo, estas tortillas
almacenadas son recalentadas. En las ciudades el calentamiento de los
alimentos mediante los hornos de microondas es un procedimiento que se
emplea cada vez mas con mayor frecuencia; otra forma de recalentar las
tortillas es con los llamados”’comales” o planchas metalicas calientes. El
calentamiento que se aplica a las tortillas es con la finalidad de llevarlas a una
temperatura adecuada para su consumo, y no con la finalidad de inactivar
microorganismos.

Como pudimos observar en los estudios anteriores, existe la probabilidad de
que las tortilas se contaminen con microorganismos patdégenos, como
Salmonella, y es posible que estos se multipliquen sobre las tortillas. De esta
manera, si las tortillas contaminadas son almacenadas en refrigeracion, los
patdgenos microbianos sobreviven. Nos cuestionamos si debido a que el
recalentamiento de la tortilla no se aplica para inactivar microorganismos
patdgenos, estos podrian sobrevivir a tal tratamiento térmico de
recalentamiento de la tortilla en microondas.

Con la finalidad de tener mas informacién al respecto, se realiz6 un
experimento para conocer de manera indirecta si existian posibilidades para
que los patégenos microbianos sobrevivieran al recalentamiento. Para estos
estudios trabajamos con el horno de microondas. Porciones de 10 o 15 tortillas
se sometieron a calentamiento en microondas por diferentes tiempos. Las

tortillas que utilizamos estaban en refrigeracion y una vez retiradas de éste
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inmediatamente se calentaron en el microondas. Como se puede observar en
las graficas 4 y 5 conforme trascurre el tiempo de calentamiento la temperatura
de las tortillas se va incrementando. Sin embargo, la temperatura no es
homogénea en todas las tortillas. Paralelamente a estos estudios se examino
visualmente la apariencia y textura que las tortillas presentaron después del
tratamiento térmico. Observamos que a los 30 segundos del calentamiento de
las porciones de 10 tortillas, la apariencia y textura de las tortillas presentaban
dafios evidentes (figuras A-C). Aunque no se realiz6 un estudio cuantitativo
para cuantificar los dafios que sufrio la tortilla por el calentamiento en
microondas (por ejemplo, dafio en la rolabilidad, etc), las figuras A-C muestran

el tipo de dafio que se presento.

Gréfica 4. Incremento de la temperatura en tortillas calentadas en
microondas segun tiempo de tratamiento y posicion de las tortillas

(10 tortillas recien sacadas del refrigerador)
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27/10/2008 17:00

27/10/2008 17:00

27/10/2008 17:01

Figuras A, B, C. Efecto del calentamiento sobre la apariencia de tortilla: A 20 s

de calentamiento, B.30sy C 45 s
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Es importante mencionar que se tuvieron limitaciones durante la realizacion de
este estudio, por ejemplo la temperatura fue medida con termometro de vidrio,
ya que no se contaba con termopares, no se midid simultaneamente los tres
sitios, primero se midié la parte de arriba, enseguida la de en medio y por
altimo la parte inferior.

A pesar de ello, la temperatura de la mayoria de las tortillas fue 60°C. A los 40
segundos de calentamiento se alcanz6 una temperatura equivalente a la de la
pasteurizacion en todas las tortillas (Wilbey,1993). Sin embargo, en estas
condiciones, la tortilla presenté dafio en mas del 50 % de su superficie: se
perdio la textura en las zonas dafiadas por reblandecimiento, se tornaron muy
guebradizas y pegajosas.

Para el caso de las porciones de 15 tortillas, a los 45s se presento un ligero
dafio en la superficie de la tortilla, pero en términos generales las tortillas
presentaron una calidad aceptable. Sin embargo, en este tiempo las tortillas
s6lo alcanzaron en promedio una temperatura de alrededor de 60° (Grafica 4).
Una temperatura equivalente al tratamiento de pasteurizacion (Wilbey,1993) se
alcanzé a los 60s pero solo en las tortillas de la parte inferior y las de en
medio; las de parte superior apenas alcanzaron 60°C (Grafica 5). La mayoria
de las tortillas sometidas a este tratamiento, presentaron dafo en gran parte
de su superficie; el dafio fue semejante al descrito para el caso de las

porciones de 10 tortillas.
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Gréfica 5. Incremento de la temperatura en tortillas calentadas en
microondas segln tiempo de tratamiento y posicion de las tortillas (15

90 tortillas recien sacadas del refrigerador)
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Los resultados anteriores muestran que aunque en teoria es posible a los
microorganismos por un calentamiento 10 tortillas por 40s ya que se alcanzan
condiciones de tiempo/temperatura que serian equivalentes al tratamiento de
pasteurizacion, no seria un tratamiento adecuado por que se afecta de manera
importante la textura y la apariencia de la tortilla. Una situacion un poco
diferente ocurrié para el caso de las porciones 15 tortillas, en las cuales aun
con un tratamiento de calentamiento de 60s, que ya dafia de manera
importante la textura y en general la apariencia sensorial de la mayoria de las
tortillas, en las tortillas de la parte superior no se alcanza una temperatura que
en teoria fuera equivalente a la de pasteurizacién. Por consiguiente, existe alta
probabilidad de sobrevivencia de microorganismos patdgenos si se

encontrasen en estas tortillas.
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Los resultados evidencian que el calentamiento en microondas, como en
ocasiones se efectia en los hogares, no es un método que aseguré la
eliminacién de los patdogenos microbianos. La eliminacion se podria alcanzar
con este tratamiento sacrificando la calidad sensorial del alimento. Es
necesario enfatizar que con el propdsito de disminuir riesgos a la salud por
consumo de tortillas “frescas”, es pertinente subrayar la importancia de
manipularlas bajo condiciones adecuadas de higiene durante su produccion,
comercializacién y en los hogares. Ademas de no dejar por mas de dos horas
las tortillas a temperatura ambiente, ya que como quedo evidenciado, los
microorganismos contaminantes entran facilmente en actividad. A la postre

pueden alcanzar niveles muy elevados.

En nuestro pais, anualmente se reportan numerosos casos de tifoidea por S.
Typhi, de hecho México es una area endémica de este patégeno (Fernandez
1981, Gutiérrez 1994). A diferencia de los restantes miembros del género
Salmonella, S. typhi es un patégeno que en condiciones naturales no afecta a
los animales. Esta especie de Salmonella, exhibe una mayor virulencia que las
Salmonellas zoondticas. Su presencia en cualquier alimento y en especial en
los vegetales constituye un riesgo especialmente preocupante.

Finalmente, al parecer la tortilla de maiz puede ser un alimento de riegos para
la poblacion; que hasta ahora no habia sido considerado. Es necesario
implementar medidas adecuadas de higiene durante la elaboracion y venta de
las tortillas, asi como también, es recomendable que los consumidores
recalienten las tortillas antes de ser consumidas independientemente de si

estan recién hechas o no.
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VIl. Conclusiones

1. El 60 % de las muestras de tortilla estuvieron por arriba del limite

microbiolégico permitido la normativa sanitaria de México.

2. El 32 % de las muestras presentaron indicios de contaminacion fecal

reciente.

3. Salmonella Typhi se aisl6 en el 2 % de las muestras de tortillas

4. Con respecto a la procedencia de las tortillas, en general las
provenientes del municipio de Mineral de la reforma fueron las que
presentaron la menor calidad microbioldgica y S. Typhi se aisl6 de las

procedentes de Pachuca.

5. Salmonella fue capaz de multiplicarse en las tortillas tanto a 22 como a
30°C. A 30° en 6 h puede alcanzar una concentracion de al rededor de

1x10% UFC/area contaminada.

6. E. coli y Salmonella no se multiplicaron en las tortillas mantenidas en

refrigeracion.

7. El experimento sobre el recalentamiento de las tortillas en microondas,
bajo las condiciones empleadas en este estudio, sugiere que este tipo
de tratamiento no asegura la inactivacion total de los microorganismos

patégenos de las tortillas.
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IX. Anexos

Anexo |. Tabla de Concentraciobn de Oc vy E.coli

tortillas.

| Origen Oc E.coli
Felix 5x102 <3.0
S/N <10 <3.0
Bosch 2.07x10° <3.0
Carmelito 1.70x102 <3.0
Masita <10 <3.0
Revolucion 1.60x102 <3.0
La Fé <10 <3.0
Tlaxcalteca <10 <3.0
Lluvia <10 <3.0
Mary’s <10 <3.0
Aurrera-pach 1.50x102 <3.0
Juanita 2.0x10% <3.0
Mercado 1.20x102 <3.0
Miraje 4..10x102 <3.0
Sazoén 2.30x102 <3.0
Liconsa 2.0x10? <3.0
Alicia 5.40x10? <3.0
Minero 8.0x10? <3.0
Tolteca 5.10x102 <3.0
Antojitos 9.0x10?! <3.0
Perico 2.80x104 <3.0
Valencia 1.80x10%4 <3.0
Bajadita 2.70x10° <3.0
Tlaco 1.0x10° <3.0
Chacoén 3.20x10% <3.0
Nuevo 4.60x106 <3.0
Proveedor 1.0x108 <3.0
Centro <10 <3.0
Manantial 2.0x102 <3.0
Michonita <10 <3.0
Mexicana <10 <3.0
Especial 5.0x10?! <3.0
Nortefia 2.0x10t <3.0
Vero 3.0x10? 6.2
Taz 4.30x102 3.6
Ignacio Zaragoza 2.0x10? <3.0
Aurrera-tula 5.0x10?t <3.0
Intensa 3.0x102 <3.0

San Carlos 3.80x102 >1100
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Loma 5.0x10?t <3.0
La buena 7.30x10? <3.0
Repartidora <10 <3.0
San Fernando 3.0x10? <3.0
Unica <10 <3.0
Torres <10 9.2
Valenciana <10 <3.0
Atengo <10 <3.0
Salida 2.0x10? <3.0
Frontera 2.0x10% <3.0
La Esquina <10 <3.0
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