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RESUMEN

Las especias y condimentos han sido utilizados a nivel mundial como sazonadores de
alimentos. Sin embargo se ha determinado que son muy susceptibles a contaminacion por
microorganismos tanto deteriorantes como algunos dafiinos a la salud. Se ha reportado la
presencia de géneros de microorganismos formadores de esporas tales como Clostridium y
Bacillus, ademas de no formadores como coliformes, los cuales son encontrados
frecuentemente en algunas especias. Por otro lado, se ha determinado que los hongos varian
de una especia a otra, los mas abundantes Aspergillus y Penicillium, ademas se han
reportado la presencia de algunos microorganismos patogenos entre ellos Salmonella, y
Eschericha coli.

Podemos considerar que la presencia de estos microorganismos patogenos en las
especias pudiera indicar si estos fueran capaces de constituir un riesgo, pudiendo entonces
ser los vehiculos de contaminacion en los alimentos, causando enfermedad en el humano.

Se analizaron un total de 304 muestras de cinco especias comunmente usadas como
sazonadores de alimentos (ajo en polvo, comino, pimienta, orégano y laurel) en el norte de
México. Se analiz6 la presencia de microorganismos tales como Bacillus cereus,
Salmonella thypi, Shigelia dysenteriae, E. coli 0157:H7, coliformes totales, fecales,
hongos y levadurgs, asi como mesofilicos totales.

La metodologia a usar para determinar la presencia de cada microorganismo fue segun
lo especifica la norma oficial mexicana para cada fin, asi como los métedos oficiales de la

oficina de alimentos y drogas (FDA) de Estados Unidos de América.



Se encontro que todas las especias contenian cuentas elevadas de mesofilicos totales en
las tres presentaciones. Sin embargo, se encontraron valores menores para laurel y orégano.
Los microorganismas coliformes totales y fecales variaron dependiendo de la
presentacion que se estudiara. Se encontré un mayor numero en pimienta, ajo y comino en
la presentacion de polietileno. Para la presentacién a granel y frasco de vidrio estos
microorganismos fueron menores en las cinco especias.
Los hongos que mas frecuentemente se encontraron fueron Aspergillus niger,
Rhizopus, Penicillum y Cunninghamelia .
Los microorganismos patogenos Salmonella thypi, Shigella dysenteriae y E.coli
0157:H7 no fueron encontrados en ninguna muestra de las cinco especias analizadas.
En el caso de Bacillus cereus se encontraré en 32 muestras, siendo 23 provenientes de

presentacion de bolsa de polietileno, 8 de granel y 1 de frasco de vidrio.
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ABSTRACT

Spices and condiments have been widely used in the world for seasoning food.
However, they are susceptible to contamination by microorganisms Sporulated and non
sporulated bacteria (such as Clostridium, Bacillus and coliforms respectively) and fungi
(such as Aspergillus and Penicillum) have been reported as contaminants of this type of
food. The presence of microorganisms in spices and condimients is important because
could cause contamination of other food items, and spoil or cause diseases.

We analyzed 304 samples of the most common spices used in the Northemn
Mexico such as garlic powder, cumin seed, black pipeer, oregano and bay leaves for the
prescence and quantification of Bacillus cereus, Salmomella thypi, Shigella dysenteria, E.
coli 0157 H:7, total and fecal coliforms, fungi yeast, and mesofilic microorganisms.
Samples were packaged and non- packaged.

The method uesd for determination of each microorganism was according to the

official Mexican regulations, and the official methods of the FDA of USA Salmonella
was also serotyped. Fungi and yeast was identificated to genera.
We found high levels of mesofilic microorganisms in garlic powder, cumin seed, black
pipeer, however lower levels found in bay leaves and oregano. The level of total and
fecal coliforms w;s dependent of the type of packaging. We found high leavles in garlic,
cumin seed and black pipeer in plastic-packaged samples. The non-packaged and glass-
packaged samples showed the lowest levels of these microoréanisms for the 5 spices.

Fungi found were Aspergillus niger. Rhizopus, Penicillum and Cunninghamella.



Pathogenic microorganisms such as Salmonella thypi S‘higella dysenteriae and E. coli
0157: H7 were not detected in the 5 spices. However, Baci(lu& cereus was found in 32

samples (23 of plastic-packaged, 8 of non- packaged and 1 of glass packaged).
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INTRODUCCION

En nuestro pais las especias son usadas para sazonar alimentos o platillos en la
comida regional, sin embargo se ha encontrado que estas pueden ser susceptibles a
contaminacion por microorganismos deteriorantes 6 patogenos (Silliker, J.H.,1985).
Esto pudiera ser debido a los procesos recibidos para su obtencion, almacenamiento y
distribucion, ya que permitirian exponer las especias a agua contaminada, polvo o heces
fecales de péjarc;s, roedores e insectos (Silliker, J.H.,1985).

De Boer et al en 1985 reportaron que la mayoria de las especias y hierbas tenian
altos numeros de bacterias y sugirieron que podian contribuir al deterioro de los
alimentos.

Kneifel y Berger en 1993 analizaron 160 muestras de 55 especies y hierbas. Ellos
encontraron cuentas de mesofilicos alrededor de 10’ UFC/g en pimienta negra, chiles
y especia china. Ademas determinaron que mas del 50 % de las muestras contenian
mesofilicos totales entre 10*y 10° UFC/g,

De igual manera Rodriguez ef al en 1991 evaluaron la calidad microbiologica de
algunas especies de consumo en Cuba. Ellos encontraron que las especies mas
comamina:das fueron la pimienta negra y el comino, los cuales alcanzaron valores de
microorganismos mesofilicos de hasta 10° UFC/g, ademas los coliformes se encontraban
en valores de hasta 10° UFC/g.

Ademas se han reportado microorganismos potencialmente enteropatogenos

formadores de esporas tales como Clostridium perfringens y Bacillus cereus (Silliker,
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J.H.,1985). Ademas de ellos, se han detectado & otros microorganismos patogenos tales
como Aspergillus flavus y A. parasiticus los cuales son productores de aflatoxinas,
Salmonella typhi causante de fiebre entérica y envenenamiento alimentario, Shigella
dysenteriae, la cual es responsable de shigelosis ¢ disenteria bacilar y E.coli 0157:H7
que es capaz de producir colitis hemorragica.

El objetivo principal de este trabajo consistié¢ en determinar y cuantificar la presencia de
Salmonelia typhi, Shigella dysenteriae, B.cereus, Escherichia coli 0157:H7, coliformes
totales y fecales, hongos y levaduras y mesofilicos totales en 5 especias (ajo en polvo,
comino, pimienta, orégano, laurel) que se expenden en Monterrey N.L. y su area
metropolitana y ademas son de uso comun en la cocina mexicana como sazonadores.

Se han reportado estudios a nivel mundial sobre la calidad microbiologica de las
especias. En nuestro pais no se conoce ningun reporte acerca de esto y por lo tanto no
existe normativa para especias. En este trabajo se decidé analizar S especias de uso
comun en la cocina mexicana con el fin de determinar tanto microorganismos patogenos
y deteriorantes, los cuales se mencionaron anteriormente.

Este trabajo ofrecera informacion de la calidad microbiologica de las especias para
valorar una nonﬁativa y también para tener conocimiento de los microorganismos que se

pudieran detectar en estos condimentos.



ANTECEDENTES

Tanto en nuestro pais como en otros, desde hace mucho tiempo, se han usado las
especias como sazonadores de alimentos, sin embargo se ha encontrado que estas son
muy susceptibles a contaminacion por microoganismos deteriorantes O patdgenos.
(Silliker, J.H.,198S). Debido a lo anterior, se han realizado cada vez con mas frecuencia
estudios microbiologicos de las especias mas utilizadas en cada pais (Silliker,
J.H.,1985).

Jensen ef al 1934 y Castell 1944 sugirieron que la presencia de nimeros altos de
esporas en especias que condimentaron los alimentos enlatados, podrian ser la causa de
alteraciones posteriores en el alimento. Se ha demostrado que algunas especias podrian
contener esporas de bacterias mesofilicas aerobias, mesofilicas anaerobias y termofilicas.
Dentro de ellos, los microoganismos potencialmente enteropatogenos incluyeron a
Clostridium perfringens y Bacillus cereus (Silliker, J.H.,1985). C. perfringens ha sido
encontrado en muestras de pimienta negra, jamaica, cilantro, hoja de laurel y nuez
moscada y en menor proporcion en la canela y clavo (Nikolaeva, 1967; Powers,E.M;
1975; Leitao, M.F; 1973-74; Krishnaswamy et al, 1971).

Mossaiami y Yousef (1965) y por otro lado Julseth y Deibel (1974) reportaron
que en las especies puede haber abundantes variedades de bacterias no formadoras de
esporas, unas indicadoras de contaminacion y otras causantes de enfermedad.

Se han realizado estudios microbiologicos en los Estados Unidos de las especias

tanto locales como importadas y se encontré variabilidad en la incidencia y ndmero de
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organismos amiloliticos y proteoliticos, ademas de los termofilicos formadores de
esporas, hongos, levaduras y microoganismos totales. En este estudio se demostré un
efecto inhibitoric de Salmonella utilizando la cassia, cebolia y orégano (Julseth R.M,
and R H.Delbel, 1974).

De igual manera, De Boer et al en 1985 reportaron que la mayoria de las especias y
hierbas tenian altos numeros de bacterias que contribuian en el deterioro de los
alimentos. De las muestras analizadas se encontraron hongos en un numero mayor a 10*
UFC/g, los mas frecuentes fueron Aspergillus niger, A flavus, Penicillum citrinum, P.
Chrysogenum, Absidia corymbifera y A.tamarii ademas de la presencia de estos géneros
de hongos se reporto C. perfringens, Bacillus cereus y Salmonella considerandose de
riesgo para la salud. En Noruega la pimienta negra una especia analizada fue causa de un
brote de S. oranienburg mientras que en Newfoundiand un caldo sazonado tanto con
pimienta blanca como negra contaminadas con S. welteverden causaron brotes de
salmonelosis (Robillard, P.1983).

Powers ef al en 1975 determinaron el grado de contaminacion de 10 marcas de
especias de 16 bases militares de la armada, la fuerza naval y la aérea de los Estados
Unidos. Ellos determinaron que la incidencia de C. perfringens fue del 15 % ya que fue
posible aislar al microorganismo en 4 de 7 especias analizadas, siendo estas: hojas de
laurel, pimenton, chile en polvo, canela, ajo en polvo y orégano. El orégano presentd el
porcentaje de contaminacion mas alto, alcanzando un 53 %. Ademas, los autores
encontraron que la microflora de las especias entre las diferentes marcas vano
ampliamente. El numero de coliformes fue bajo y solo se presenté en el 9% de las

muestras analizadas y su presencia no indico riesgos a la salud ya que no se encontraban
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en grandes cantidades (solo en tres muestras los conteos excedieron de 100 UFC/g). En
ese estudio en cinco muestras provenientes de laurel, pimienton y orégano se obtuvieron
cuentas de hongos y levaduras mayores de 1x10' UFC/g, e incluso se encontrd una
muestra de laurel con 6.7 x 10° UFC/g de hongos y levaduras. Staphylococcus coagulasa
positivos solo fueron encontrados en una muestra de orégano, sin embargo, se
encontraba en bajas cantidades por lo que no represento riesgo para la salud.

Baxter y Holzapeel en 1982 analizaron 36 especias, hierbas y aditivos de alimentos
en Sudafrica, siendo obtenidas de diferentes fuentes tales como tiendas comerciales y
fabricas de procesado de especias donde se fumigaron con dioxido de etileno. Ellos
obtuvieron altos nimeros de microorganismos esporulados, ademas de valores de
mesofilicos aerobios totales en rangos de 10° 6 10° UFC/gr. La mayor contaminacion se
detecto en pimienta negra, cilantro, paprika, pimiento y pimienta blanca. No existio
diferencia significativa con respecto a los organismos patogenos excepto para B. cereus,
hongos y estreptococos fecales. La presencia de B.cereus fue confirmada en 7 de 19
muestras obtenidas de tiendas comerciales. Los enterococos, fueron aislados e
identificados en paprika, pimienta negra y blanca, pimienton, polvo de cebolla vy
salamita.

En un estudio realizado por Pafumi en 1986 se analizaron algunas especias y
hierbas de Australia. El encontrd contaminacion con microorganismos patogenos y
causantes de deterioro. Los resultados mostraron la presencia de microorganismos
aerofilicos totales (1.0 x 10 UFC/ g) en clavo y el pimientén y grandes cantidades (2.0
X 10° UFC/ g) en la pimienta negra. En el estudio, la pimienta blanca mostré altos

niveles en todos los microorganismos probados.



En otro trabajo se estudi6 la calidad microbiologica de diferentes ~ especias
(asafoetida, cardamomo, canela y clavo) obtenidas de un mercado de Chandigarh en
la India. Ademais se determiné la resistencia a antibioticos y enterotoxigenicidad de los
aistados de E. coli y Salmonella obtenidos. Se encontré que la maxima resistencia
fue a la penicilina (77.5%) y alrededor de un 40% de los aislados de E. coli y el 62%
de los aislados de Salmonella spp fueron enterotoxigénicos. (Kaul,M and N.Taneja,
1989). En 1993 Kneifel y Berger, analizaron 160 muestras de 55 especies y hierbas.
Ellos encontraron cuentas de mesofilicos alrededor de 10" UFC/g en pimienta negra,
chiles y especia china y determinaron que mas del 50 % de las muestras contenian
mesofilicos totales entre 10* y 10° UFC/g. Los bacilos estuvieron en cantidades
menores a 10° UFC /g en mas del 40% de las muestras. También se encontraron (en
niveles mas bajos de 10 UFC/g) enterobacterias, pseudomonadales y aeromonadales, asi
como de enterococos y lactobacilos. Se encontré §. arizonage en una de las muestras de
pimienta negra. En algunas muestras de ajo y de curry se encontrd a Bacillus cereus
en niveles de 10° UFC/g.

El estudio sobre la calidad microbiologica de las especies continué y en 1991
Rodriguez. ef al evaluaron la cabhdad microbiologica de algunas especies de consumo
en Cuba. Determinandose que las especies mas contaminadas fueron la pimienta negra
y el comirjo, los cuales alcanzaron valores de microoganismos mesofilicos de hasta 10°
UFC /g, ademas los coliformes se encontraban en valores de hasta 10° UFC/g. Sin
embargo, el orégano y la canela presentaron buena calidad microbioldgica ya que los

valores obtenidos para cada caso no sobrepasaron el limite permitido por ese pais



(10*UFC/g). No se detecto la presencia de Salmoneila spp ni levaduras en las muestras

estudiadas.

Presencia de B. cereus en especias

Los miembros del género Bacillus es un grupo grande y variado, todos sus
miembros forman esporas, y las especies difieren en la forma y tamafio de sus bacilos; en
general los microoganismos de este grupo son saprofitos inofensivos, pero pueden llegar
a producir casos raros de meningitis, endocarditis, neumonia o septicemia en pacientes
debilitados. B. cereus es causa importante de envenenamiento alimentario. Es un bacilo
agrupado en pares y frecuentemente en cadenas, es movil por la presencia de flagelos
peritricos, produce una espora elipsoidal central o paracentral y su distribucion es
amplia.

Hobbs y Gilbert en 1974, reportaron que las esporas de B. cereus fueron capaces
de sobrevivir el cocinado y estuvieron viables en los alimentos durante el proceso
Ademas se establecio que el microorganismo no era riesgoso @ menos que el alimento se
mantuviera entre 10 y 55°C por largos periodos de tiempo. Bajo esas condiciones, el
microorganismo era capaz de crecer y producir toxina, ya fuera en el alimento o en el
tracto digestivo después de ingerido el ahimento. (Hobbs,B.C, and R Gilbert,1974).

Se ha determinado que B. cereus causa dos tipos de enfermedades: 1a emética y la

diarréica. Estas dos son causadas por dos enterotoxinas distintas producidas por el

TiCrOOrganismo.



El sindrome diarréico recuerda a aquel producido por C. perfringens. Los sintomas
se desarrollan usualmente después de 8 a 20 h después de la ingestion del alimento. El
sindrome emético ocurre a las pocas horas de la ingestion (1-5 h) y los sintomas
recuerdan a los producidos por efecto de la enterotoxina de Staphylococcus aureus, e
incluyen nausea y vémito, diarrea, espasmo abdominal y tenesmo (Melling.J., ez a/,
1976).

Ghosh, ef al en 1978, reportan que B. cereus es comun en suelo y plantas, y que
ha sido aislado en muchos alimentos tales como productos lacteos, carnes, especias y
productos secos como cereales especialmente arroz. Los alimentos implicados en las
enfermedades diarréicas incluyeron cereales, alimentos que contenian almidon y maiz,
puré de papa, vegetales, productos carnicos, pudines, sopas y salsas. El tipo emético es
mas frecuentemente asociado a maiz frito y hervido, y al macarron y queso (Johnson,
K.M,,1984). Se requieren altos nimeros de microorganismos para causar la enfermedad
(10° UFC / g). Se ha comprobado que todos los brotes de ambos tipos de cuadros
clinicos se han producido como resultado de temperaturas impropias de mantenimiento
de los alimentos y por enfriamiento lento de grandes cantidades de ellos. (Johnson,
K.M., 1984).

Se ha reportado que muestras de especias provenientes de lugares de
procesamiento o en el punto de llegada de las importaciones en Norteamérica, Europa,
Oriente Medio y Japon estaban contaminadas con microorganismos del género
Bacillus, especificamente por B. pumilus, B. frimis, B. brevis y B. cereus (Goto, A_, et

al, 1971).



Powers et al en 1976 reportaron la incidencia de B. cereus en especias procesadas
adquiridas por la armada y la fuerza aérea de E.U. En el estudio se analizaron 110
muestras de especias que incluyeron hojas de laurel, pimienta roja, chile en polvo,
canela, ajo en polvo, mostaza en polvo y orégano. Encontraron al microorganismo en un
53 % de las especias, y las cantidades variaron de 50 a 8.5 x 10° UFC/ g; ademas se
determind que el 89 % de los aislados fueron toxigénicos.

De igual manera Antai en 1988, reportd el grado de contaminacion por Bacillus
en especias de Nigeria, se examinaron 230 muestras de cinco diferentes especias
{pimienta a]igat.or, pimienta roja, pimienta negra, tomillo y polvo curry). Se encontro en
general que las especias estaban contaminadas, ya que la cantidad de bacterias
mesofilicas se encontraba desde 1.8 x 10* hasta 1.1 x 10° UFC/g, B. cereus fue aislado

en altas cantidades, y encontraron a B. subtilis, B. polymixa y B. coagulans.

Presencia de Hongos vy Levaduras.

Se ha determinado que los hongos varian de una especia a otra, pero el mas
abundante suele ser Aspergillus glaucus (Chistianse.C. M., ef al, 1967, Hadlock, R,
1969 y Hori Y., eral, 1971) Se ha reportado que dos especies del género Aspergrilus
son productoras de toxinas. A. flavus y A. parasiticus estas producen sustancias
conocidas como aflatoxinas las cuales se han identificado como agentes cancerigenos
(Pefia, D.S., et al, 1990). Hasta el momento todos los seres vivos han resultado
susceptibles a las aflatoxinas; las dosis letales varian, pero en el caso de la aflatoxina B,

que es la mas toxica pueden ser desde menos de 0.5 hasta 20 microgramos de



aflatoxina por kilogramo de peso corporal. El consumo humano de alimentos, con
residuos de aflatoxinas, constituye un peligro para la salud. En los mamiferos, la
aflatoxicosis provoca una amplia variedad de manifestaciones patoldgicas incluyendo
necrosis hepatica, disfuncion hepatica y extensas lesiones hemorragicas que resultan
letales. Ademas del higado, también el timo puede verse afectado por las aflatoxinas
(Pefia,D.S., et al, 1990).

En 1960 se presento el caso de una persona con perdida de apetito y debilidad
muscular. Se determind que el responsable fue el consumo de una comida mohosa de
cacahuate. Se encontro que el alimento estaba contaminado con A. flavus, el cual formo
la aflatoxina. Este caso surgio en Inglaterra (Hayes,P.R., 1992) y casi simultincamente
en Kenya y Uganda se presento en patos y posteriormente en Estados Unidos y Europa.
Se han encoﬁtrado 4 aflatoxinas principales By, B;, G,, G,. Estas son muy similares
quimicamente y todas resistentes al calor, requiriéndose 100°C por largo tiempo para
destruirla.(Hayes P.R_, 1992).

Ekundayo en 1987, reporté la microflora y contenido vitaminico de alimentos
condimentados y secados al sol en Nigeria. Se encontro que los aislados fungicos mas
frecuentes de ho;'lgos para okra fresca, frutos de pimienta y semillas de melén fueron
Boiryodiplodia theobromae, Rhizopus stolonifer, Trichoderma harzianum, Mucor
mucedo y'Fusarium oxysporum En los frutos secados al sol por 20 dias se encontré
principalmente Aspergillus spp y Penicillum spp.

En un trabajo desarroliado por Shrivastava y Jain (1992) se estudié la microflora

de semillas y algunas especias, Y se encontro que los principales contaminantes en hierba
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del obispo, pimienta negra, cilantro y comi;\o fueron A. flavus, A. niger, A. ochraceus,
Penicillum spp, Rhizopus arrhizus, R. stolonifer y Syncephalastrum racemosum.

Kady et al (1992) aislaron e identificaron 38 géneros y 81 especies de hongos
presentes en 120 muestras de 24 tipos de especias colectadas en diferentes lugares de
Egipto. Se aislaron principalmente los géneros Aspergillus (25 especies) y Penicillium,
(7 especies) de los cuales _A.flavus, A. niger, A. ochraceus, A. fumigatus, A. terreus,
P.chrysogerum y P. corylophilum fueron los mas comunes.

Rogers y Guariano en 1986, determinaron que al agregar dicloran y rosa de
bengala al medio de cultivo se estimulo el sobrecrecimiento de los hongos y se
promovian morfologias coloniales distintivas.

En 1994 Delcourt et al, realizaron un estudio sobre el grado de contaminacion por
hongos y bacterias de pimientas en polvo asi como la determinacion de la concentracion
de aflatoxina B. La pimienta negra estuvo mas contaminada que la pimienta blanca, sin
embargo, no fueron aisladas bactenas causantes de enfermedad. La contaminacion por -
hongos fue debida principalmente a Aspergillus fumigatus, A. flavus, A. niger y A.
ochraceus. Se detectaron concentraciones de aflatoxinas Bl en todas las muestras y no
parecieron tener correlacion con la ocurrencia de Aspergiilus. Los autores sugirieron el
uso de up tratamiento esterilizador de las especias, ademas que la deteccion de

aflatoxinas debia ser necesaria para mejorar la calidad de las pimientas.
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Presencia de enterobacterias en especias

El tubo digestivo, en especial el intestino grueso, es el sitio de mayor colonizacion
bacteriana en el cuerpo, la flora bacteriana normal alcanza 10" bacterias por gramo de
peso seco en colon y las heces. Gran parte de ésta flora es inofensiva y pasa inadvertida,
aunque en ocasiones se introducen microoganismos patogenos que pueden causar
infeccion. El grado de infeccion y su tolerancia se relaciona con las normas de higiene y
sanidad de cada comunidad. En grandes zonas del mundo estas normas son escasas y las
enfermedades diarreicas frecuentes, por lo que en muchos de estos paises dichas
infecciones causan un gran indice de mortalidad infantil y la debilidad que provocan
complica los problemas de malnutricién ( Duerden B.I .e7 al, 1993).

El habitat natural de muchas enterobacterias es el intestino de mamiferos; aigunos
como E. ctsli se encuentran en el intestino como flora normmal. Sin embargo,
Salmonella, Shigelia y ciertos serotipos de E.coli pueden considerase como patogeno.
Se ha establecido que aunque muchas enterobacterias forman parte de la flora intestinal,
también pueden ser patogenos oportunistas, los cuales pueden causar infecciones fatales
cuando las defensas normales del huésped son insuficientes, tal como en el caso de
recién nacidos, pacientes en etapa terminal de su enfermedad 6 pacientes que reciben
tratamiento inmunosupresivo (Braude, AL, 1984).

E. coli es una de las especies mas estudiadas en la actualidad. Fue descubierta en
1887 y en 1892 comenzo a ser usada como indicador de contaminacion fecal

(Vanderzant C. Y D.F.Splittstocsser 1992). Es una bacteria gram negativa encontrada
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sola 0 en pares, tiene forma bacilar y en la mayoria de los casos es movil por la
presencia de flagelos peritricos.

Kadis et al 1971, asi como Karison y Gunderson en 1965, reportaron que era
frecuente encontrar coliformes en las especias, sin embargo, E. coli no era tan
comin. Se han aislado organismos coliformes en la pimienta negra, jengibre, cilantro,
hinojo, chile rojo, ajo, comino, mostaza, té masala y curry en polvo. Los autores aislaron
en estas especias cepas de E. coli (10 aislados), Kiebsiella pneumoniae (41), K.

ozaenae (6) Enterobacter hefmiae (5) E. liquefaciens (6) y Pectobacterium spp (42).

De la bacteria E. coli existen cinco serotipos Jos cuales se asocian a diferentes
cuadros clinicos:

1) E.coli enterotoxigénica, la cual causa diarrea en cerditos y temeras, y diarrea
del viajero en personas que viven en climas cilidos, principaimente en paises
subdesarrollados. La sintomatologia es muy similar a aquella causada por Vibrio
cholera en cuanto a producir diarrea profusa y acuosa sin sangre ni moco. Pueden
aparecer colicos abdominales, vomitos, acidosis, postracion y deshidratacion y puede no
haber fiebre, los sintomas duran de tres a cinco dias (Benenson S;1992).

2) E. coli enteroinvasivo, relacionado con algunos serotipos de Shigella. Los
microorganismos poseen la capacidad de depender de plismidos para invadir y
multiplicarse dentro de las células epiteliales del colon de humano y puede causar una
enfermedad analoga a la disenteria. La enfermedad comienza con célicos abdominales

intensos, malestar generalizado, expulsion de las heces acuosas, tenesmos y fiebre, y
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evoluciona hasta la expulsion de miiltiples heces escasas y liquidas que contienen sangre
y moco (Braude, A. 1., 1984; Benenson S;1992).

3) E. coli enteropitogeno que se asocia a diarrea de lactantes menores de un afio de
edad, en quienes produce diarrea acuosa con moco, fiebre y deshidratacion, es un
serotipo especial que no se encuentra comunmente en el intestino normal. Se ha visto
que no invade las células epiteliales del intestino delgado, por lo que no produce
enterotoxinas facilmente detectables (Braude, A.I., 1984, Benenson S;1992).

4) Serotipo enterohemorrdgico (0157:H7), el cual se identifico en 1982 cuando en
Estados Unidos hubo una epidemia de colitis hemorragica en varios estados. El cuadro
incluye heces acuosas con sangre visible, pero sin leucocitos en las heces, estas cepas
causan un sindrome hemolitico-urémico. Es capaz de producir unas citotoxinas muy
potentes llamadas toxinas similares a Shiga 1 y 2 por su gran semejanza con las toxinas
de S. dysenteriae, también fueron llamadas Vero I y II. La produccion de éstas toxinas
depende de la presencia de algunos fagos que transporta la bacteria, ademas contienen
un plasmido que codifica para un tipo nuevo de fimbrias = que intervienen en la
adherencia de la bacteria a la mucosa intestinal. Es muy agresiva provocando una tasa de
mortalidad elevada (Duncan, S., ef al, 1994; Benenson S.A;1992). El serotipo mas
representativo de este grupo es el 0157:H7.

5) E.coli enteroagregativa, causa diarrea infantil en algunas partes del mundo y
también diarrea persistente en los lactantes. El periodo de incubaciéon estimado es de 20
a 48 horas. En modelos animales este serotipo desencadena un cuadro histopatologico

caracteristico (Benenson S.A;1992).
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Presencia de Salmonella en especias.

El género Salmonella comprende a un grupo de microoganismos peligrosos debido
a la frecuencia y gravedad de enfermedades que provocan. Los miembros de este grupo
son bacilos gram negativos, que se encuentran en pares o solos, generalmentie son
moviles por la presencia de flagelos peritricos. Todos son organismos patogenos
intestinales, S.ophi, S.paratyphi A, 8. parapyphi B y S. paratyphi C producen la
enfermedad septicémica llamada fiebre entérica. Otros miembros de este género en
ocasiones producen ur. panorama similar, pero con frecuencia causan gastroenteritis o
envenenamiento alimentario. La subdivision de este género es poco usual ya que se basa
en analisis antigénicos. De esta manera se han distinguido mas de 1800 tipos de
salmonellas y a muchos se les han asignado binomios que sugieren que son especies; por
ejemplo S. typhimurium y S. enteritidis (Brande, A1, 1984;Vanderzant C and
D F Splittstocsser, 1992; Duerden B.I. ef af, 1993).

S. typhi difiere de las otras especies en que el hombre es el iinico huésped natural y a
nive] laboratorio tiene baja virulencia en ratones y otros animales, la fuente del
microorganismo siempre es el paciente o el portador humano. En estadios tempranos la
fiebre entérica es principalmente una septicemia mas que un trastorno alimentario. Al
igual que esta especie antes mencionada S. paratyphi A, B, C también produce fiebre
entérica aunque por lo general menos grave que la ocasionada por §. nphi (Duerden
B.I; et al, 1993).

La fiebre entérica se diferencia de las demas infecciones causadas por salmonellas en

que la principal caracteristica de presentacion es la fiebre y no los sintomas intestinales.
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Después de haber entrado al cuerpo del nuevo huésped por via oral, se cree que llegan a
la circulacion por los vasos linfaticos intestinales, la fase bacterémica de la tifoidea es
seguida por su localizacion, principalmente en las placas de Peyer del intestino delgado,
en la vejiga urinaria y en los rifiones, aunque también algunas veces en la médula osea.
El cuadro clinico de la primera semana de la enfermedad consiste en fiebre que aumenta
progresivamente, cefalalgia e intenso malestar general, el diagnéstico de la tifoidea es
seguido por la gravedad de la enfermedad, la intensidad de la fiebre y la presencia de
confusion mental y otros signos de endotoxemia. La segunda semana aparece en
muchos casos una erupcion cutanea llamada rosela en el tronco, el comienzo de la
diarrea y con frecuencia hepatosplenomegalia palpable. La ulceracion de las placas de
Peyer puede perforar el intestino 0 producir hemorragia. La paratifoidea es similar
aunque mas benigna que la tifoidea. (Duerden B.I et al, 1993).

El envenenamiento alimentario es la forma usual de la enfermedad causada por
muchos tipos diferentes de salmonellas aparte de S. Hphi y S. paratypi, algunocs
serotipos en especial S. fyphimurium son de manera persistente la causa de numerosos
ataques cada afio, pero la frecuencia de muchos otros varia dependiendo de las
practicas agricolas, la importacion de animales infectados y muchos otros factores. De
igual manera especies como S. enteritidis, S. heidelberg v S. adehide también estan
implicadai(Braude A. 1,1984; Duerden B.L. et al,1993).

La infeccion por salmonellas se encuentra ampliamente difundida entre mamiferos
y aves domésticas y silvestres, y suele ser asintomatica en ellos. Una vez cocinados los
alimentos pueden ser contaminados posteriormente, ya sea por quienes les manipulan o

por el contacto con los alimentos crudos contaminados o con superficies y /o utensilios
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que se contaminan y nos son limpiados después. Para el envenenamiento alimentanio se
requiere que la bacteria tenga oportunidad de multiplicase en los alimentos. Después de
1a ingestion de la bacteria en el alimento hay un periodo de incubacion de 12 a 36 hrs
durante el cual las salmonellas colonizan la mucosa intestinal y comienzan a dafiarla, este
daiio en las mucosas produce una mayor secrecion de liquidos y un aumento de la
motilidad intestinal, lo que da como resultado la diarrea que es la principal caracteristica
clinica ademas se puede producir cefalalgia, dolor abdominal y posiblemente fiebre;
ademas, puede ocurrir vomito (Duerden B.1, et a/ 1993).

Se ha reportado que la pimienta negra contaminada con Salmonella weltevreden,
fue responsable de varios casos de salmonelosis humana (Laidley,R; et @i, 1974).

En un trabajo desarrollado por Bruchmann en 1995, se analizaron 315 muestras de
| especias y mezclas de estas. Los autores pusieron una particular atencion a la paprika ya
que se habia reportado que podria estar contaminada con Sal/monella. De todas las
muestras, analizadas 20 contenian a la bactena (18 de paprika, 1 de curry y 1 de
pimienta). Las cepas aisladas fueron predominantemente S. typhimurium, sin embargo.

también se encontraron S. altona y S. bredeney.

Shigella en especias

Shigella spp es el bacilo causante de la disenteria humana. Es un bacilo gram
negativo, agrupado solo O en pares, inmovil, es una parasito obligado del hombre y
ocasionalmente de chimpancés y monos. El dafio depende de la especie que participe, la

mas severa es S. dysenteriae, luego S. flexneri, S. boydii y finalmente S. sonnei (Rafii.F.
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et al, 1995). La patogenicidad depende de Ia invasion destructora de la mucosa
intestinal, pero la especie mas violenta es S. dysenteriae por la produccién de una
enterotoxina tipo colera.

La shigelosis 6 disenteria bacilar en el hombre puede producirse por las cuatro
especies del género Shigella. Esta enfermedad se presenta como una diarrea aguda y se
caracteriza por la defecacion frecuente de excremento laxo que tiende a ser de poco
volumen y contiene sangre, moco y pus. Con frecuencia hay dolor al defecar y tenesmo
continuo. La infeccion por shigelas se restringe al intestino, no existe invasion de tejidos
mas profundos ni bacteremia. Se necesita ingerir pequeiias cantidades del
microorganismo para que se establezca la infeccion. Se ha encontrado que los bacilos se
adhieren a la superficie de la mucosa para establecer la infeccion. Siendo importantes
los componentes de superficie como las fimbrias.Una vez fijados invaden las capas
superﬁciales’de la mucosa, causando ulceracion e inflamacion, lo que da como resultado
sangrado, secrecion de moco y produccion de exudado purulento (Duerden B.l. er
al, 1993).

La disenteria bacilar es una enfermedad causada por una higiene personal deficiente,
la transmusion suele ser directa por contacto persona a persona (Braude A1,1984,
Jawetz, E; et al, 1990; Jokilik, W K., er al, 1986, G.H Reed, 1994; and B.I Duerden, et
al, 1993).~

En base a todo lo anterior, la determinacion de la calidad microbiologica de algunas
especias de consumo humano resulta de interés. Creemos que los datos arrojados en

este trabajo serviran para marcar pautas sanitarias al respecto.
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HIPOTESIS

El ajo en polvo (Allium sativum), comino (Cynanomun cynanomun), pintienta
(Polygomum hydropiper), orégano (Origanum vuigare) y laurel (Litsea glausescens
H.B.K) que se expenden en el area metropolitana de Monterrey estin contaminadas
con Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, B.cereus, Escherichia coli 0157:H7

coliformes totales y fecales, hongos y levaduras y mesofilicos totales.
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OBJETIVO

Determinar y cuantificar la presencia de Salmonella typhi, Shigella dysenteriae,
B.cereus, Escherichia coli 0157:H7, coliformes totales y fecales, hongos y levaduras y
mesofilicos totales en 5 especias (ajo en polvo, comino, pimienta, orégano, laurel) que

se expenden en Monterrey N.L. y su 4rea metropolitana.
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MATERIAL Y METODOS

Cepas de referencia:

Para este trabajo se utilizaron cepas de referencia de Salmonella typhimurium
(aislada de chocolate) Shigella dysenteriae (presumiblemente humano), Bacillus
cereus, donadas por J.Y.D’ Aoust, of Health and Welfare (Canada), y Eschericha coli
0157:H7 ATCC 43889, donada por la Dra. Lynn McClane de la Universidad de
Massachusetts, Amherst, MA EUA. Las cepas fueron conservadas en agar infusion
cerebro corazon (ICC, DIFCO) en refrigeracion realizindose resiembras cada 4 meses.
Estas cepas recibieron un proceso de activacion, inoculando una asada a caldo 1CC e

incubandose a 37°C por 24 hrs.

Especias Utilizadas:

Se analizaron' S especias comunmente utilizadas en la cocina regional: ajo (4llium
sativum), comino (Cynanomun cynanomun), pimienta (Polygomum hydropiper),
oregano (brigamim vulgare) y laurel (Litsea glausescens H.B.K). De ellas se analizaron
225 en presentacion de bolsa de polietileno (45 de cada especia), 50 de presentacion a
granel (10 muestras para cada especia) y 30 en presentacion de frasco de vidrio (6 de

cada especia), (Tabla 1).
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Tabla 1 Especias utilizadas

Nombre comin Nombre cientifico Parte usada
(Estado)
AJO Allium sativum Fruto (polvo)
PIMIENTA Polygonum hydropiper Fruto (entero)
COMINO Cynanomun cynanomun Fruto (entero)
OREGANO Origanum vulgare Hojas —Tallos (enteros)
LAUREL Litsea giausescens H B.K Hojas (enteras)

Se realizé6 un muestreo aleatorio de las cinco especias en centros comerciales y

establecimientos de 4 municipios del area metropolitana: Monterrey N.L, Guadalupe,

San Pedro Garza Garcia y San Nicolas de los Garza N.L.

Analisis de la actividad aptimicrobiana de las especias utilizadas.

Debido a antecedentes reportados acerca de la actividad antimicrobiana que

algunas especias presentan, fue necesario realizar un analisis para determinar si algunas

de ellas no causarian algin efecto inhibitorio sobre los microorganismos buscados. Se

activaron las cepas de referencia y 60 w de cada una se inocularon en tubos de ensayo

que contenian 3 ml de extracto de cada especia, previamente diluido 1:10 con solucién
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salina estéril al 0.85 % y esterilizado por filtracién. Los tubos se dejaren reposar por
10 a 15 min y posteriormente se realizo un plaqueo realizando diluciones decimales y
sembrindolas en medio ICC. Las placas fueron incubadas a 37°C por 48 h y
posteriormente se comparé el crecimiento con los controles que no contenian los

extractos de las especias.

Calidad microbiologica de las especias:

La determinacion de los microorganismos contaminantes de las especias se realiz6
conforme esta especificado por la normativa mexicana para cada caso. Para B.cereus se
siguié la metodologia aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA,
E.U.A), debido a que no hay normativa en México.

a) Preparacion de la dilucion:

Se pesaron 6 g de la muestra y se colocaron en un frasco de dilucion que contenia
54 ml solucién salina al 0.85% estéril (dilucion 10™") y se realizaron diluciones decimales
hasta 107,
b) Mesofilicos totales:

Las di]ucionés se sembraron en placas petri y posteriormente se. les agregd agar para
cuenta en.placa fundido. Después que las placas solidificaron fueron incubadas a 37°C

por24 a 43h



c) Shigella dysenteriae:

Se prepararon diluciones hasta 10 y se sembraron en placas contenian agar Mac
Conkey y agar Salmonella Shigella (SS) mediante la técnica de distribucion en
superficie, utilizando una varilla de Driglasky. Las placas se incubaron a 35-37°C por
24 h. Se tomaron las colonias tipicas para Shigella (opacas a trasparentes) las cuales se
sometieron a las pruebas bioquimicas: fermentacion de (glucosa, lactosa y sacarosa),

descarboxilacion de la lisina, descarboxilacion de la ornitina y reaccion de la ureasa.

d) Bacillus cereus.

Se transfiné 100 pl de cada dilucién a placas con agar manitol yema polimixina -
selectivo para B. cereus, mediante la técnica de distribucion en superficie. Las placas se
incubaron a 37°C por 24 h. Pasado este tiempo las colonias tipicas (redondas 6 planas,
de translicidas a cremosas y presentando una precipitacién en el medio de cultivo),
fueron resembradas en agar ICC y se sometieron a las pruebas bioquimicas
correspondientes (Voges Proskaguer, fermentacion de manitol, reduccion de nitratos,

movilidad y produccion de cuerpos paraesporales).

e) Coliformes Totales y Fecales

Este énsayo se realizd mediante la técnica del numero mas probable, la cudl
consistio en lo siguiente: a partir de la dilucion 107, se inocularon (10 ml) a una serie
de 3 tubos con campana de Durham conteniendo 20 ml de caldo lactosado 1.5X.

Posteriormente se tomo 1 ml y se sembrd en otra serie de 3 tubos con 10 ml de caldo
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lactosado 1X. Esto mismo se repitié. con otra serie de 3 tubos, 2 los cuales e les agregé
0.1 ml de Iz dilucién 10™.

Los tubos se incubaron a 37°C por 48h. Aquellos que presentaron produccion de gas
fueron transferidos a tubos que contenian caldo bilis verde con campana Durham. Se
incubaron a 37°C para el analisis de coliformes totales y a 44°C para la determinacion
de coliformes fecales por 48 h. Los tubos que produjeran gas se registraron como
positivos para cada determinacion. Los resultados se interpolaron en las tablas de NMP,

segun la norma oficial mexicana NOM — 112- SSA1.1994.

f) Escherichia coli O157:H7

A partir de los tubos positivos para coliformes fecales, se tomo una asada y se
transfiné a cajas que contenian agar eosina azul de metileno (EMB,DIFCO). Se
incubaron a 37°C por 24h. Las colonias con brillo verde metalico, (caracteristicas de E.
colr), fueron sometidas a pruebas bioquimicas: fermentacion de (glucosa, lactosa y
sacarosa), descarboxilacion de la lisina, descarboxilacion de la ornitina, indol y reaccion
de la ureasa. Se incubaron a 37°C por 24 h. Las cepas positivas fueron sometidas a

tipificacién con suero especifico para E.coli O157:H7.

g)Hongos y Levaduras.

Se sembraron diluciones decimales de las muestras en cajas petri, a las que
posteriormente se les agregd agar papa dextrosa con 12% de acido tartarico

previamente esterilizado. Las cajas se incubaron a 25°C por 4 dias. Las colonias
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encontradas fueron identificadas mediante la morfologia caracteristica tanto

MAarcoscopica Como microscopicamente.

h) Salmonella spp.

Se pesaron 3g de la muestra y se le agregaron 27 ml de caldo lactosado y se
mezclaron. Después de reposar a temperatura ambiente por 24 h se ajusto el pHa 6.8
0.4 con NaOH 1 M estéril. De la mezcla anterior se tomo6 1 ml y se coloco en un tubo
con 9 mi de caldo tetrationato. Se incubé a 37°C por 18 a 24 h. Posteriormente se
realizaron diluci.ones decimales del cultivo y se sembraron en placas con agar xilosa,
lactosa desoxicolato (XLD, DIFCO), por la técnica de extension en superficie. Las
placas se incubaron a 35°C por 24 h.

Las colomnias tipicas de Salmonella (trasparentes) fueron sometidas a las pruebas
bioquimicas: fermentacion de glucosa, lactosa y sacarosa, descarboxilacion de la lisina,
descarboxilacion de la ornitina y reaccion de la ureasa. Los sistemas se incubaron a 35°C
por 24 h.

Las cepas de Salmonella encontradas fueron sometidas a serotipificacion a fin de

determinar la presencia de S. thypi .

Analisis estadistico de los datos:

Los resultados fueron sometidos a un andlisis de vananza por rangos para valorar
cada especia individualmente con respecto a su presentacion y determinacion de

MiCTOOTZAanismos.
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Ademis para comparar los resultados de las diferentes presentaciones se realizd un

analisis de varianza de una sola via, a partir de medias expresadas logaritmicamente.
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RESULTADOS

Anilisis de la actividad antimicrobiana de las especias utilizadas.

Cuando se analizo el posible efecto antimicrobiano de los extractos de las especias se

encontré una minima alteracion de la viabilidad de Salmonella typhimurium, cuando se

probé con el orégano, de igual manera para Shigella dysenteriae, al probarla con laurel

orégano y comino, en Bacillus cereus al probarla con comino y Eschericha coli. no se

encontrd ningun efecto inhibitorio. Estos resultados se obtuvieron con una

concentracion (1:10), los extractos de especias no afectan de manera drastica a los

microorganismos buscados (tabla 2).

Tabla 2 Efecto de los extractos

referencia

de especias sobre las cepas de

Cepas de referencia

Cantidad de microorganismos UFC/g

Ajo Pimienta | Comino | Orégano Laurel Control
Saimonelia typhimurium| — >10° >10° >10° 7.2x10* >10° >10°
Shigella dysenteriae 8.0x10° | 9.6x10" | 3.7x10* | 2.5x10* | 4.2 x10* [1.12x105
Bacillus cereus 1.47x10° | 1.45x10° | 4.4x10° | 7.7x10* | 7.5x10° | 1.4x10°
Escherichia coli >10° >10° >10° >10° >10° >10°
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Calidad Microbiologica de las especias

a) Mesofilicos totales:

Los resultados referentes a los mesofilicos totales se encuentran resumidos en la
tabla 3, para la presentacion de bolsa de polietileno, en la 4 para presentacion a granel y
5 para frasco de vidrio.

Cuando analizo la presentacion de bolsa de polietileno, encontramos que el 46.6%
de las muestras de ajo contenian valores muy altos de mesofilicos (>10°-<10" UFC/g).
En caso de comino el indice de contaminacion disminuyé, sin embargo el 33.3% (15) de
las muestras tuvieron valores que iban de 10*a 10’. Valores muy semejantes a los
anteriores se encontraron para la pimienta. En el caso del orégano y laurel se encontro
que el mayor porcentaje de muestras (29.5% de orégano y 60% de las muestras de
laurel) presentaron valores menores de 10° UFC /g,

Cuando se analizaron las muestras expendidas a granel, se pudo observar resultados
similares a los anteriores en el ajo, pimienta y comino ya que la mayoria de las muestras
tuvieron una carga microbiana alta (entre 10* y 10%). En el laurel y orégano el mayor
porcentaje de mﬁestras (40 % para orégano y 40 % para laure!). presentaron valores
entre 10*y 10° UFC/g.

Las muestras expedidas en frasco de vidrio, resultaron con una carga microbiana
muy similar a la encontrada en presentacion a granel, es decir, los valores mas altos
fueron de 10* a 10° UFC/g para ajo comino y pimienta. Para el orégano, el 50% de las
muestras tuvieron valores entre 107y 10* UFC/g. En el laurel el mayor porcentaje de

muestras (66.6 %) presentaron una carga menor de 10° mesofilicos /g.
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b) Microorganismos coliformes totales

Los resultados de este punto se encuentran resumidos en la tabla 6 para la
presentacion en bolsa de polietileno, 7 para granel y 8 para frasco de vidrio.

Los resultados encontrados en la presentacion de polietileno fueron muy semejantes
al punto anterior. El mayor nimero de muestras de ajo, comino y pimienia contenian
valores altos de coliformes. En tanto que casi el 100% de las muestras de orégano y
laurel mostraron cuentas bajas de estos microorganismos. (menores de 30 UFC/g ).

Analizando las muestras expedidas a granel, el ajo presenté una contaminacion baja
por este tipo de organismos. En cuanto al comino el 40 % de las muestras mostro
valores entre 10’ y 10* UFC/g. El 50% de las muestras de pimienta tuvieron cuentas de
entre 10% y 10° coliformes/g.

El orégano y laurel, al igual que en la presentacion de bolsa de polietileno, no
mostraron contaminacion aparente.

Para las muestras de frasco de vidrio solo en el comino se encontré un porcentaje de
16.6% con una carga de coliformes entre 10y 10° UFC/g. Las 5 especias en general

presentan valores bajos de estos microorganismos.
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TABLA 8. Determinacién de microorganismos coliformes -
totales de 5 especias procedentes del area metropolitana
de Monterrey, N.L en presentacion de frasco de vidrio

Numero de muestras con coliformes totales

Especias Muestras
totales UFC/g
<3 -<30 >10%- <10°
Ajo 8 8 0
Porcentaje 100 0
Comino 6 S 1
Porcentaje 83 17
Pimienta 6 B 0
Porcentaje 100 0
Orégano 6 6 0
Porcentaje 100 0
Laurel 6 6 0
Porcentaje 100 0
Total 30 29 1
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c) Coliformes fecales

Los resultados de esta determinacién para las tres presentaciones se resumen en las
tablas 9,10,11.

Aunque los valores de coliformes totales en las muestras de ajo comino y pimienta
fueron significativamente altos, cuando analizamos la presencia de microorganismos
coliformes fecales encontramos valores muy bajos en todas las presentaciones. Para el
caso de laurel y orégano ya se habian encontrado valores bajos de coliformes totales y lo

mismo ocurmid en los coliformes fecales.
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TABLA 11. Determinacion de coliformes
fecales en 5 especias expendidas en el
area metropolitana de Monterrey N.L en
presentacion de frasco de vidrio.

_N_L’lmero de muestras con coliformes fecales
Especias Muestras
totales UFC/g
<3 -<30

Ajo 6 6
Porcentaje 100
Comino 6 6
Porcentaje 100
Pimienta 6 6
lporce ntaje 100
Orégano 6 6
|Porcentaje 100
Laurel 6 6
Porcentaje 100
Total 30 30
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d) Hongos y levaduras.

Los resultados de la determinacion de los principales hongos y levaduras se
muestran en las tablas 12,13, y 14.

Para la presentacion de bolsa de polietileno el mayor mimero de muestras de las 5
especias estaban contaminadas con géneros como Aspegillus niger, Rhizopus,
Penicillum, Cunnighamella. En menor proporcion se encontraron otros geéneros tales
como Mucor, Absidia, Fusarium, A.fumigatus, A. aureolus, A. candidum, Rhodotula.

De las especias expendidas en la presentacion a granel los resultados encontrados se
muestran en la tabla 13. Los géneros predominantes en las muestras fueron Rhizopus, y
Aspergillus niger. Otros géneros encontrados en menor proporcion incluyeron a
Cuninnghamella, Absidia y Nigrospora.

En ésta presentacion (granel) se pudo observar diferencia de la presentacion en bolsa
de polietileno ya que aqui la cantidad de géneros encontrados fue menor.

Los resultados de los principales hongos encontrados en la presentacion de frasco de
vidro fueron Cuninnghamelia, Penicillum y A. niger ademas otros géneros como

Fusarium, A. aureolus (tabla 14).
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TABLA 13. Hongos y levaduras encontrados en 5 especias adquiridas en presentacion
a granel provenientes de! area metropolitana de Monterrey N.L.

Numero de muestras que contienen hongos y levaduras

Especias |Muestras Géneros de hongos y levaduras
totales |Cunninghamelia| Aspergillus sp | A. niger | Absidia | Rhizopus | Nigrospora

Ajo 10 3 2 4
Porcentaje 30 20 40
Comino 10 1 2 1 4 1
Porcentaje . 10 20 10 40 10
Pimienta 10 3 2 6 1
Porcentaje 30 20 60 10
Orégano 10 7 2
Porcentaje 70 20
Laurel 10 8
Parcentaje 80
Total 50
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TABLA 14 Hongos encontrados en 5 especias adquiridas en presentacion

de frasco de vidrio provenientes de Monterrey, N.L.

Numero dé muestras que contienen hongos y levaduras

Especias | Muestras Géneros de hongos y ievaduras
totales | Peniciilum A. niger | A.aureolus |Cunninghamella | Fusarium

Ajo 6
Porcentaje
Comino 6 2 b 1
Porcentaje 33 33 17
Pimienta 6 2 2 1
Parcentaje 33 33 17
Orégano 8 4 1
Porcentaje 67 17
Laurel e 3
Paorcentaje 50
Total 30




e) Salmonella typhi, Shigella dysenteriae, Escherichia. coli O15T:H7.
No se encontraron microorganismos enteropatogenos en ninguna de las muestras

analizadas, en ninguna presentacion.

f) Bacillus cereus

Se obfuvieron 32 aislados identificados como B.cereus siguiendo la metodologia
aprobada por la Administracion de Drogas y Alimentos (FDA, E. U.A).

De la presentacion de bolsa de polietileno fueron 23 aislados, 10 se encontraron en el
ajo lo que representa un 22.2%, 4 en la pimienta y comino (8.8%). Los valores
detectados para estas muestras iban de 10° -10° UFC/g. En el orégano se encontraron
tres aislados (6.8 %) y en laurel 2 (4.49%) los valores iban de 10° - 10° UFC/g.

En la presentacion a granel se encontraron 8 aislados, 2 se detectaron en muestras
de ajo y orégano (20%), 1 en una muestra de pimienta (10%) y 3 en comino (30%). Los
valores detectados iban de 10*- 10° UFC/g.

En la presentacion de frasco de vidrio solo un aislado se encontrd en un a muestra de

comino (16.6%) los valores detectados 10° UFC/g.
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Resultados del ah:ilisis estadistico

Tal como se menciono anteriormente los resultados se sometieron a un analisis de
varianza por rangos para valorar cada una de las 5 especias individualmente comparando
las tres presentaciones que fueron analizadas (bolsa de polietileno, granel, frasco de
vidrio) y para cada determinacion (mesofilicos totales, coliformes totales y fecales).
Estos resultados se muestran en la tabla 15. (Confiabilidad fue de un 95%),
observandose que existia diferencia significativa al comparar la prestacion bolsa de
polietileno contra vidrio para la determinaciéon de mesofilicos totales en las 5 especias,
asi esta diferencia existié en las otras dos determinaciones (coliformes totales y fecales)

al realizar comparaciones de las diferentes presentaciones.

También se valoraron los resultados de las medias de cada especia, especificadas en
logaritmos por medio de un analisis de varianza de una sola via, para valorar las
diferencias significativas con respecto a las tres presentaciones y para cada
determinacion. Los datos se muestran en la tabla 16.

Los resultados indicaron que si existic una diferencia significativa para las tres
presentaciones valorando las medias de las 5 especias con respecto a mesofilicos totales,

cosa que no ocurrio para la determinacion de coliformes totales y fecales donde no se

observo diferencia significativa para las tres presentaciones.
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Tabla 15 Analisis estadistico (ANOVA por rangos, P > 0.05) donde se compara las. diferentes presentaciones de las
especias analizadas

Coliformes totales

Coliformes fecales

Especia Mesofilicos totales

Polietileno x Vidrio |Palietileno x granel |Granel x vidrio  [Palietilena x Vidrio |Polietileno x granel  |Granel x vidrio | Polietileno x Vidrio | Polietileno x granel | Granet  vidrio
Ajo Si Si No Si Si No Si Si No
Comino Si No No Si No No Si No Si
Pimienta Si No No Si No No Si No No
Orégano Si No No. No No No No No No
Laurel Si No No No No No No No Na

Nota: (Sl) Existe diferencia significativa

(No) No existe difrencia significativa
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Tabla 16 Medias logaritmicas de cada especia segun su presentacion y microorganismos
determinados

Especia Bolsa de polietileno Granel Frasco de vidrio
Mesofilicos | Coliformes | Coliformes |Mesofilicos | Coliformes | Coliformes |Mesofilicos | Colifarmes | Coliformes
Totales Totales Fecales Totales Totales Fecales Totales Tolales Fecales
Ajo 7.32 3.65 3.3 5.83 i 1.47 541 1.39 1.39
Comino 7.15 428 26 592 34 3.18 579 7 1.21
Pimienta 7.65 47 353 6.18 335 221 5.08 0.47 0.47
Orégano 5.79 1.38 0.84 4.41 206 1.36 2.92 0.47 0.47
Laurel 413 0.6 06 454 0.47 0.47 2.06 047 0.47
Media 6.4 2.92 2.9 5.37 2,15 1.7 4.25 0.9 0.8
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DISCUSION

Desde hace mucho tiempo se ha reportado que algunas plantas tales como el ajo
podian poseer un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de algunos microorganismos
patogenos (Delaha,E.C and Garagusi, V.F,1985).

Nosotros realizamos un anilisis para determinar si algunas especias utilizadas
pudieran tener algun efecto inhibitorio sobre los microorganismos a analizar. Los
resultados indicaron que a la dilucion usada, las especias producian un efecto
inhibitono minimo sobre el crecimiento de los microorganismos probados.

Esto concuerda con reportes que indican que la actividad antimicrobiana de las
especias debida a su contenido de aceites esenciales es de poca importancia para la
preservacion de los alimentos. Se ha sugerido que esto es debido a que la concentracion
de estos aceites en los productos a los que se les afiadan las especias, es generalmente
demasiado baja como para que llegase a impedir el crecimiento microbiano (Silliker, J.H,
et al 1985).

Cuando se analiz6 la cantidad de microorganismos mesofilicos aerobios encontramos
rangos que iban 10” - >10°® Cuando analizamos la presentacion en que se expedian las
especias utilizadas, pudimos observar diferencia significativa entre ellas, siendo la bolsa
de polietiieno la mas contaminada. Cuando analizamos la presencia de coliformes en las
muestras, :encontramos valores semejantes a los reportados por otros autores (Powers,
EM, et al 1975). En el caso de los coliformes fecales los valores alcanzados fueron

menores o casi nulos a los coliformes totales, esto nos indico que pocos

microorganismos fecales estuvieron presentes ademas que no se emcontro E.coli.
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No encontramos reportes en donde se analizo la presencia de coliformes fecales en

muestras de condimentos.
En general para coliformes y mesofilicos, las cuentas encontradas fueron semejantes a
aquellas reportadas en otros paises, solo que en ellas no se analiz6 la presentacion en
que ellas se encontraban (Powers,EM; efal 1975; RodriguezM M, ef al, 1991; and
Kneifel, W. and E. Berger 1993).

Varios grupos de investigadores han trabajado analizando la calidad sanitaria de
especias(Powers EM; et al 1975; Rodriguez M.M; et al, 1951; and Kneifel, W. and E.
Berger 1993). En algunos de estos estudios se ha podido encontrar que la
contaminacion de las especias varia de acuerdo al tipo de especia, ya que s¢ han
encontrado que algunas son muy susceptibles a contaminacién como es el caso de la
pimienta ( Pafumi,] ;1986).

Nosotros encontramos que las muestra que estaba mas contaminada fue el ajo en
polvo, el comino y la pimienta. Aunque en otros paises se han detectado cantidades
semejantes principalmente en pimienta (Baxter y Holzapeel 1982, Pafumi 1986 y
Rodriguez et al 1991).

En general detectamos que la presentacion mas contaminada fue la de polietileno y
la mejor fue la de frasco de vidrio. Esta diferencia pudiera deberse al manejo y
tratamiento rudimentario a los que son sometidas las especias durante su distribucién y
almacenaje. En el caso de la presentacion en frasco de vidrio, esta posee estandares de
calidad mas elevados ya que algunos de ellos se exportan, de ahi la diferencia en la

calidad sanitana.

50



En nuestro trabajo encontramos que el laurel y el orégano son las especias
menos contaminadas. Esto pudiera deberse a algin efecto antimicrobiano que pudiera
tener en forma natural las especia, y que impidiera la proliferacion de la flora en ellas.
En un trabajo donde se estudio el efecto antimicrobiano de especias y plantas
medicinales contra Clostridum perfringens se encontré al laurel como una de las
plantas que mejor efecto antimicrobiano tuvieron ( Sanchez G.C 1995). Ademas en un
trabajo realizado en nuestro laboratorio buscando C. perfringens en especias, se
detecto que el laurel posee niveles muy bajos de la bacteria (Rodriguez.R.L 1997).

Cuando analizamos la presencia de hongos y levaduras detccta:!;os que los géneros
mas comunes de hongos fueron Rhizopus, Aspergillus, Penicillum y Cuninnghamelia,
de levaduras solo se determiné el género Rhodotorula. Al comprar nuestros resultados
con los reportes encontramos que existe una similitud (De Boer ef a/ 1985).

Sin embargo Ekundayo en 1987, detecto algunos géneros no determinados en
nuestro trabajo y otros no muy frecuentes pero que si se determinaron en un numero
bajo de muestras tales como Botryodiplodia, Trichoderma, Mucor y Fusarium.
Shrivastava y Jain (1992) ademas encontraron también a Syncephalastrum.

De estos hongos determinados consideramos que un genero de importancia para la
salud es Aspergillus ya que existen dos especias tales como A. flavus y A. parasiticus
los cuales_son productores de aflatoxinas (Pefia, D.S; e a/,1990). Sin embargo los mas
comunmente encontrados en este trabajo fueron A. niger y A.ochraceus las cuales no
se ha reportado que sean productores de estas toxinas(Larone, H.D.)

Aunque en general, los hongos detectados no indican un aparente riesgo a la salud,

si pudieran tener importancia en el deterioro del producto (Delcourt A; et al, 1994),
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Cuando buscamos la presencia de microorganismos patdgenos solamente pudimos
detectar a B. cereus. Esto quizd pudo haberse debido a que este es un microorganismo
esporulado y se ha demostrado que las esporas pueden resistir condiciones
desfavorables tales como desecacion y alta temperatura. (Hobbs, B.C y R. Gilbert,
1974)

En trabajos similares se ha encontrado también a B. cereus como contaminante de
especias (Powers, EM, er al 1976). Sin embargo en estos trabajos el porcentaje de
muestras positivas fue de 53% y en nuestro trabajo fue de 10.5 % lo cual no concuerda
con el porcentaje reportado el cual fue mas alto.

Encontramos ademas que las muestras mas contaminadas resultaron ser las de granel
pensamos que esto se debe al manejo que se da a la especia en esta presentacion, ya que
esta mas expuesta a medio ambiente en los mercados y el polvo de alguna manera
pudiese transportar las esporas, pudiendo sobrevivir estas condiciones desfavorables a
gue se pudieran someter las especias posteriormente.

No detectamos otros microorganismos patogenos como Salmonella yphi, Shigella
dysenteriae y E.coli 0157:H7. Esto pudiera indicar que la calidad de las especias es
buena en comparacion con otros paises, ya que hay reportes en donde se ha encontrado
a Saimonella en muestras de pimienta { Laidley,R et a! 1974, Bruchmann1995 and
Kneifel y Berger 1993)

En general aun con todo esto consideramos que la calidad de las especias analizadas
puede ser semejante a las especias usadas en otros paises (Rodriguez et a/ 1991) en
relacion con microorganismos deteriorantes y de mejor calidad en relacion con

microorganismos patogenos.
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Con todo lo anterior, podemos considerar que aceptamos parcialmente la hipotesis
inicial de nuestro trabajo ya que encontramos mesofilicos aerobios, coliformes totales,
hongos y levaduras y Bacillus cereus. Sin embargo no encontramos Microorganismos

patogenos como Salmonella typhi, Shigella dysenteriae y E.coli 0157-H7.
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CONCLUSIONES

1) Se encontraron valores elevados de mesofilicos aerobios en las 5 especias de todas

las presentaciones analizadasy microorganismos coliformes en menor proporcion.

2) La presentacion que resulto mas contaminada fue la de bolsa de polietileno seguida

por la de granel y la de menor contaminacion fue el frasco de vidrio.

3) Las especias mas contaminadas fueron pimienta, comino y ajo en polva.

4) Los hongos mas frecuentemente encontrados fueron Aspergulius niger, Rhizopus,

Penicillum y Cunnighamella.

5) Se encontro a B. cereus en 32 muestras la mayoria provenientes de la presentacion en

bolsa de polietileno.

6) No se’encontro a Salmonella typhi, Shigella dysenteriae y Eschericha coli 0157:H7

en ninguna especia, ni presentacion estudiada.
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