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ARTICULO ORIGINAL

Deteccidn molecular de Salmonella spp., Listeria spp.
y Brucella spp. en queso artesanal fresco comercializado
en Barranquilla: un estudio piloto

Zamira E. Soto-Varela', Clara Gilma Gutiérrez', Yurina de Moya', Ramén Mattos?,
Hernando José Bolivar-Anillo®, José Luis Villarreal*

' Grupo de Investigacion en Gestion Ecolégica y Agroindustrial, Programa de Microbiologia, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Libre, Barranquilla, Colombia

2 Grupo de Investigacion en Métodos Estadisticos Aplicados, Universidad Libre, Barranquilla, Colombia
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Universidad Libre, Barranquilla, Colombia
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Universidad Libre, Barranquilla, Colombia

Introduccion. Cada afio mueren, aproximadamente, tres millones de personas como consecuencia de
las enfermedades transmitidas por alimentos. El queso artesanal fresco que se produce y distribuye
en la regiéon Caribe colombiana es un producto autéctono de los departamentos de Cérdoba, Sucre,
Bolivar, Atlantico, Magdalena, Cesar y La Guajira. Su consumo masivo aumenta el riesgo de infeccion
con salmonelosis, listeriosis y brucelosis debido a que es elaborado con una tecnologia muy rustica,
con leche de vaca no pasteurizada, sin procedimientos estandarizados e higiénicos, y a que su
almacenamiento no es adecuado.

Objetivo. Detectar la presencia de Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. en muestras de queso
artesanal costefo fresco procedente de los departamentos de la regién Caribe colombiana.
Materiales y métodos. Mediante reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), se
analizaron 27 muestras de queso proveniente de cinco departamentos de la region Caribe: Atlantico
(n=6), Bolivar (n=2), Cérdoba (n=1), Magdalena (n=16) y Sucre (n=2). Del total de las muestras, 17
eran de queso blando, cinco de queso semiduro y cinco de queso duro.

Resultados. En el 62,9 % de las muestras se detecté Salmonella spp. (17/27), en el 70,4 %, Listeria spp.
(19/27), y en el 22,2 %, Brucella spp. (6/27). Las muestras provenian principalmente del departamento
del Magdalena y, en 62,5 % (10/16) de ellas, se encontr6 Salmonella spp. y Listeria spp., en tanto que
en el 50 % (3/6) de las muestras del departamento del Atlantico se detectd Brucella spp.

Conclusion. Los resultados evidenciaron la presencia de estos microorganismos en todas las
muestras de queso costefio blando.

Palabras clave: Salmonella; Listeria; Brucella; enfermedades transmitidas por los alimentos/
epidemiologia; reaccion en cadena de la polimerasa; queso.

doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3677

Molecular detection of Salmonella spp., Listeria spp. and Brucella spp. in fresh artisanal cheese
marketed in the city of Barranquilla: A pilot study

Introduction: Each year approximately 3 million people die as the result of foodborne diseases. The
fresh artisan (handmade) cheese produced and distributed in the Colombian Caribbean region is a
native product from the departments of Cérdoba, Sucre, Bolivar, Atlantico, Magdalena, Cesar, and
La Guajira. Its mass consumption increases the risk of infection with Salmonella spp., Listeria spp.,
and Brucella spp., as it is made with a very rustic technology, with unpasteurized cow milk, without
standardized and hygienic procedures and its storage is inadequate.

Objective: To detect the presence of Salmonella spp., Listeria spp., and Brucella spp. in samples of
fresh artisan cheese from the Colombian Caribbean region.

Contribucion de los autores:

Zamira E. Soto-Varela: desarrollo de protocolos de laboratorio, evaluacion de la calidad metodolégica, procesamiento y analisis de
datos y redaccién del articulo

Clara Gilma Gutiérrez: busqueda de la literatura, clasificacion y revision de informacion y redaccion del articulo

Yurina de Moya: desarrollo de protocolos de laboratorio y redaccion del articulo

Hernando José Bolivar-Anillo: toma de muestras, revision y redaccién del articulo

Ramoén Mattos: evaluacion de la calidad metodolégica, analisis de datos y apoyo en la discusion

José Luis Villarreal: revision de los protocolos de laboratorio, interpretacion de resultados, revision y redaccion del articulo
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Materials and methods: Twenty-seven samples of cheese from five departments of the Caribbean
Region (Atlantico (n=6), Bolivar (n=2), Cérdoba (n=1), Magdalena (n=16), and Sucre (n=2)) were
analyzed by real-time polymerase chain reaction (QPCR). Seventeen of the samples corresponded to
soft cheese, five to semi-hard cheese and five to hard cheese.

Results: In 62.9% (17/27) of the samples we detected Salmonella spp., in 70.4% (19/27), Listeria
spp., and in 22.2% (6/27), Brucella spp., mainly from the department of Magdalena. In 62.5% (10/16)
of the samples we detected Salmonella spp. and Listeria spp. while in the department of Atlantico,
50% (3/6) of the samples corresponded to Brucella spp.

Conclusion: The results confirmed the presence of these microorganisms in all the samples of soft
cheese from the Colombian Caribbean region.

Keywords: Salmonella; Listeria; Brucella; foodborne diseases/epidemiology; polymerase chain

Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. en queso fresco

reaction; cheese.
doi: https://doi.org/10.7705/biomedica.v38i3.3677

A pesar de los estrictos controles que se imponen
a la industria alimentaria, cada afio mueren, apro-
ximadamente, tres millones de personas como
consecuencia de enfermedades transmitidas por
alimentos (1,2), siendo la causa principal el con-
sumo de agua o alimentos contaminados (3,4).
Se han descrito mas de 250 enfermedades trans-
mitidas por alimentos (5), lo que exige llevar a cabo
controles microbiolégicos y sanitarios cada vez
mas estrictos durante los procesos de produccién
de alimentos.

Segun la Norma General del Codex Alimentarius,
el queso fresco se define como el producto
higienizado sin madurar que esta listo para el
consumo después de su elaboracién. El queso se
clasifica segun su consistencia, es decir, el valor
correspondiente al porcentaje de humedad sin
materia grasa, en extraduro, duro, firme semiduro y
blando (6,7). El queso que se produce y distribuye
en la regién Caribe colombiana es un producto
autéctono de los departamentos de Coérdoba,
Sucre, Bolivar, Atlantico, Magdalena, Cesar y La
Guajira. Se elabora con leche de vaca no pas-
teurizada utilizando una tecnologia muy rustica y
se somete a un periodo de salado de dos horas
para prensarlo posteriormente; es de color blanco
y no es madurado ni acido. El procedimiento para
su elaboracién no esté estandarizado ni responde
a las normas higiénicas y, ademas, el almacena-
miento del producto no es adecuado (8,9).

Dado su consumo masivo, el riesgo de listeriosis,
salmonelosis y brucelosis, producidas por Listeria

Correspondencia:

Clara Gutiérrez, Grupo de Investigacion en Gestion Ecoldgica
y Agroindustrial, Programa de Microbiologia, Facultad de
Ciencias Exactas, Universidad Libre, km 7 antigua via Puerto
Colombia, Barranquilla, Colombia

Teléfono: (300) 621 3019; fax: 359 8567
clarag.gutierrezc@unilibre.edu.co; clara_tierra@yahoo.es

Recibido: 21/11/16; aceptado: 02/11/17

monocytogenes y microorganismos de los géneros
Salmonella spp. y Brucella spp., es alto. Dichas
infecciones hacen parte de las enfermedades
transmitidas por alimentos, cuyo impacto en la
salud publica es innegable (10-12).

La transmisidn de Brucella spp. puede darse por
contacto directo con secreciones de animales
infectados (13) o, indirectamente, por el consumo
de productos lacteos no pasteurizados (14). Sin
embargo, los reportes de transmisién de persona
a persona de Brucella spp. son escasos (15), en
tanto que Salmonella spp. y L. monocytogenes
se transmiten principalmente por la ingestion de
alimentos contaminados. El desarrollo de estas
enfermedades depende de varios factores, como la
patogenia del microorganismo, la dosis infecciosa
y el estado de salud del consumidor (16).

El objetivo de este trabajo fue detectar mediante
gPCR Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella
spp. en quesos artesanales procedentes de los
departamentos de la costa Atlantica colombiana
que se distribuyen en expendios de Barranquilla.

Materiales y métodos

Tipo de estudio

Se hizo un estudio de tipo descriptivo y transversal.
Origen y caracteristicas de los quesos

Se encontraron 27 expendios en la base de datos
de la Secretaria de Salud de Barranquilla. Esta
informacién se complementd buscando en el direc-
torio telefénico y mediante un sondeo directo.
Diecisiete de los expendios aceptaron participar.
El origen y el tipo de los quesos expendidos en
la ciudad, se determinaron entrevistando a los
distribuidores mediante una encuesta estructurada
en la cual se clasificaba el tipo de queso en blando,
semiduro y duro, y se consignaba su procedencia y
el volumen de queso acopiado para la venta.
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Muestreo de los quesos frescos

Mediante un muestreo no probabilistico entre los
meses de enero y mayo del 2013, se recolectaron
muestras de queso costefo fresco en 17 expen-
dios mayoristas de Barranquilla, y se tomaron 27
muestras. Los expendios incluidos vendian queso
costefio fresco producido en la costa Caribe colom-
biana y sus distribuidores aceptaron participar
libremente en el estudio mediante consentimiento
informado. De cada muestra se tomaron 100 g que
fueron procesados en el Laboratorio de Investiga-
cién de la Universidad Libre de Barranquilla.

Extraccion, purificacion y cuantificacion del ADN

Se pesaron 25 g de cada muestra y se homoge-
nizaron en 225 ml de agua con peptona al 0,1 %
en un equipo Stomacker 400 Circulator™ (Seward
Ltd.) a 260 rpm durante 30 segundos.

Con el proposito de permitir que las particulas
sélidas en suspensién se decantaran, los homo-
genizados permanecieron a temperatura ambiente
durante dos horas y, posteriormente, se mezclaron
500 pl del sobrenadante con 200 pl de la solucion
tampo6n TE 1X (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH
8,0). En la lisis celular se emplearon 10 mg/m con
pH 8,0 de lisozima Ay 0,5 % v/v de dodecilsulfato
sodico (SDS). La mezcla se incubd durante 90
minutos a 37 °C.

Para eliminar los péptidos y lipidos residuales, se
adicionaron 80 pl de una soluciéon de 5 M de cloruro
de sodio (NaCl) mas 100 pl de 3M de acetato
de amonio y se incub6é nuevamente durante 10
minutos a 65 °C. La suspension resultante se traté
con una mezcla de fenol, cloroformo y alcohol
isoamilico (25:24:1), y el sobrenadante se tomé
para una segunda purificacion con cloroformo y
alcohol isoamilico (24:1).

ElI ADN se sometié a precipitacion con isopropanol
frio durante 30 minutos y, posteriormente, se lavo
con etanol al 70 %. Después de la evaporacion
del etanol, se hidraté con 20 pl de agua libre de
desoxirribonucleasas (DNasa) y ribonucleasas
(RNasa). La pureza y concentracion del ADN se
determinaron en un espectrofotdémetro NanoDrop
2000c™ de Thermo Scientific, Waitham, MA, USA
(17,18).

Reaccién en cadena de la polimerasa en
tiempo real

La amplificacién mediante gPCR para la deteccién
del género Salmonella spp. se realizé con el estu-
che comercial iQ-Check Bio-Rad Salmonella 1I™,
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la del género Listeria spp., con el estuche comercial
iQ-Check Listeria spp.™ (Bio-Rad), siguiendo las
instrucciones del fabricante, y la de Brucella spp.,
con el estuche comercial Quantification of Brucella
genus (all species)™ (PrimerDesign, Ltd.), el cual
emplea una sonda TagMan™ leida en el canal FAM.

Se prepard la mezcla de reaccion siguiendo las
indicaciones del fabricante para un volumen final
de 25 pl, con una concentracion de ADN de 150 ng.
El protocolo de amplificacion se llevé a cabo con
el estuche CFX96 Touch Real-Time PCR Detection
System™ (Bio-Rad, Hercules, California) en un
termociclador C-1000™.

En todas las muestras se agregé un control interno
en el momento de la lisis celular durante la extrac-
cién del ADN, el cual se amplificd conjuntamente
con el ADN de la muestra utilizando otra sonda
TagMan™ detectada en el canal VIC. En cada
ensayo se incluyeron los respectivos controles
positivos, negativos y los blancos, segun las ins-
trucciones del fabricante.

Analisis de resultados

El porcentaje de muestras positivas para los géne-
ros Salmonella, Listeria y Brucella se determiné
mediante el cociente entre el nUmero de muestras
positivas y el nimero total de muestras multipli-
cado por 100. El calculo se hizo considerando
como unidad de muestreo el expendio y, como
unidad objeto de andlisis, el tipo de queso.

Resultados
Origen y caracteristicas de los quesos

Segun la encuesta aplicada, el queso distribuido
en expendios mayoristas de Barranquilla procedia
de 36 municipios y corregimientos de la region
Caribe colombiana. El departamento del que pro-
venia la mayor parte (58 %) de este producto
fue Magdalena. Los departamentos de Atlantico
y Bolivar aportaron 19 y 14 %, respectivamente.
Los departamentos con los menores porcentajes
fueron Sucre (6 %) y Cérdoba (5 %). Los voliumenes
distribuidos oscilaban entre 50 y 2.000 kg por dia.
En cuanto al tipo de queso, el de mayor distribu-
cion fue el queso blando (58 %), en tanto que los
quesos semiduro y duro registraron un porcentaje
de 21 % cada uno.

Caracteristicas de los quesos frescos analizados

Los porcentajes de muestras positivas para
Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp.
fueron de 63 % (17/27), 70,4 % (19/27) y 22,2 %
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(6/27), respectivamente. De las 27 muestras reco-
lectadas, 17 (63 %) eran de queso blando, 5 (18,5 %)
de queso semiduro y 5 (18,5 %) de queso duro.

Once de 17 (64,7 %) muestras de queso blando
fueron positivas para Salmonella spp., 13 de 17
(76,5 %) lo fueron para Listeria spp. y 6 de 17
(35,3 %) para Brucella spp., es decir, el total de
muestras positivas para Brucella spp. en este
estudio, se encontraron en queso blando. Tres de
las muestras fueron positivas simultaneamente
para los tres microorganismos. En cuatro de las 27
muestras analizadas, las cuales fueron positivas
para Brucella spp. (sin determinar), no se logro la
amplificacién del control interno.

Cuatro de 5 (80 %) de las muestras de queso
duro fueron positivas para Salmonella spp., 3 de
5 (60 %) para Listeria spp. y ninguna fue positiva
para Brucella spp., en tanto que 2 de 5 (40 %)
muestras de queso semiduro fueron positivas para
Salmonella spp., 3 de 5 (60 %) para Listeria spp. y
ninguna para Brucella spp.

Porcentaje de muestras positivas para
Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp.
por departamento de procedencia del queso

De las muestras de quesos procedentes de Atlan-
tico, 3 de 6 (50 %) fueron positivas para Salmonella
spp., 4 de 6 (66,6 %) para Listeria spp. y 3 de 6
(50 %) para Brucella spp. De las de quesos proce-
dentes del Magdalena, 10 de 16 (62,5 %) fueron
positivas para Salmonella spp., 10 de 16 (62,5 %)
para Listeria spp. y 2 de 16 (12,5 %) para Brucella
spp. Las dos muestras de quesos procedentes de
Bolivar fueron positivas para Salmonella spp. y
para Listeria spp., y una de ellas para Brucella spp.

En las muestras de los quesos de Cérdoba y Sucre,
no se encontrd Brucella spp., pero la Unica muestra
de Cérdoba fue positiva para Salmonella spp. y
Listeria spp.; las dos muestras de quesos prove-
nientes de Sucre fueron positivas para Listeria spp.,
pero solo una lo fue para Salmonella spp. (cuadro 1).
Discusidn

En Barranquilla confluyen varias rutas de comer-
cializacion del queso costefio proveniente de los
departamentos del Caribe colombiano, principal-
mente de Magdalena, que en este estudio aportd
mas del 50 % del queso distribuido en la ciudad,
en tanto que Sucre y Cordoba tuvieron una parti-
cipacion menor en dicha comercializacién, aunque
son departamentos con una alta prevalencia de
brucelosis en los hatos lecheros (19).

Salmonella spp., Listeria spp. y Brucella spp. en queso fresco

En el presente estudio se reporta la presencia de
Brucella spp. en quesos distribuidos en Barran-
quilla. Este agente patégeno se ha encontrado
previamente en las etapas de produccién pri-
maria de leche en otras ciudades de Colombia
(20,21). En el estudio se reconfirmd, ademas, la
presencia de Salmonella spp. (22,23) en quesos
artesanales distribuidos en el Caribe colombiano
y de Listeria spp. en queso costefio. Como en
el caso de Brucella spp., este ultimo patdgeno
se ha encontrado anteriormente en la materia
prima para la elaboraciéon de los quesos (24).
Puede concluirse, entonces, que en Barranquilla
el consumo de queso costefio estaria asociado
con el riesgo de contagio por Salmonella spp. y
Brucella spp.

Sin embargo, el riesgo también debe asociarse
con la viabilidad de las bacterias en el alimento y
el tipo de queso costefio consumido. El tiempo de
supervivencia de l0os microorganismos en el queso
depende del proceso de elaboracién y de factores
como la concentracién de sal, el pH, las condi-
ciones de maduracién y las cepas bacterianas
empleadas en la transformacién de la leche (25).

En este estudio se encontr6 ADN de Salmonella
spp., Listeria spp. y Brucella spp. simultaneamente
en tres muestras de queso fresco costefio blando,
lo cual coincide con lo reportado en otros estudios
en los cuales se ha demostrado que estos micro-
organismos sobreviven mas tiempo en los quesos
blandos que en los duros (26).

Por otra parte, la ausencia de Brucella spp. en
quesos duros con un contenido de sal de alrededor
de 3,47 % (27), puede explicarse por la sensibilidad
de Brucella spp. a las altas concentraciones de sal
(26). Se ha encontrado que la sal utilizada en los
procesos de salmuera o salado directo del queso
reducen el crecimiento de los microorganismos

Cuadro 1. Porcentaje de muestras positivas para Salmonella
spp., Listeria spp. y Brucella spp. por departamento de pro-
cedencia del queso

Departamento Total (+) Total (+) Total (+)
Salmonella spp./ Listeria spp./ Brucella spp./

total muestras total muestras total muestras

n (%) n (%) n (%)
Atlantico 3/6 (50) 4/6 (66,6)  3/6(50)
Magdalena 1016 (62,5) 10/16 (62,5) 2/16 (12,5)
Bolivar 2/2 (100) 2/2 (100) 1/2 (50)
Cérdoba 11 (100) 1/1 (100) 01 (0)
Sucre 12 (50) 2/2 (100) 0/2 (0)
Total 17/27 (62,9) 19/27 (70,4)  6/27 (22,2)
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patégenos y disminuyen su actividad metabdlica
(28,29). Cinco de las muestras de queso blando
analizadas fueron positivas tanto para Brucella
spp. como para Listeria spp., 12 fueron positivas
para Salmonella y Listeria spp., y de estas, ocho
eran de queso blando, tres de queso duro y una de
queso semiduro.

Se ha reportado la viabilidad de algunas cepas de
Listeria spp. aisladas de quesos con altas concen-
traciones de cloruro de sodio (30), lo cual expli-
caria el mayor porcentaje de muestras positivas
de Listeria spp. frente a los otros microorganismos
evaluados en este estudio.

Otro factor que se debe tener en cuenta es el
crecimiento de microorganismos que hacen parte
de la microflora del alimento y que compiten por
los nutrientes, hecho que aumenta la probabilidad
de reportar falsos negativos atribuibles principal-
mente al método microbiol6gico tradicional, el
cual determina cualitativamente la presencia o
ausencia de microorganismos y, ademas, emplea
medios de cultivo selectivos a lo largo de muchas
etapas, como las de caracterizacion bioquimica y
serol6gica de colonias bacterianas (31).

Aunque el método estandar o cultivo microbiolé-
gico tradicional tiene un gran valor en los estudios
epidemiolégicos, su sensibilidad es baja y la con-
firmacion de los resultados tarda entre cuatro y
cinco dias (32), por lo tanto, es necesario emplear
metodologias més sensibles de diagndstico, como
la gPCR (21). Aunque la técnica de qPCR detecta
el ADN de los microorganismos y no determina su
viabilidad, se pudo confirmar su aplicabilidad para
detectar microorganismos de dificil aislamiento por
su elevado limite de deteccion.

En diversas investigaciones, se han reportado
limites de deteccién para el ADN de Brucella spp.
del orden de 16 a 1.600 ng con diferentes proto-
colos de gPCR (33). En este estudio fue posible la
deteccién con 83,25 ng de ADN total extraido de
una muestra positiva, lo que evidencia el aumento
de la probabilidad de deteccion en muestras de
alimentos en las cuales estos agentes patégenos
se encuentran generalmente en pequefias canti-
dades. En un estudio de 30 muestras de queso,
realizado en México, no se detectaron bacterias
mediante el método microbioldgico, lo cual se
explico por el bajo nimero de microorganismos
presente en el alimento (34). En un estudio en
Brasil, solo mediante PCR convencional fue posible
detectar la bacteria en quesos ilegales (35).
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El hecho de que en cuatro de las muestras de
queso en este estudio no hubo amplificacién del
control interno, se explicaria, segun estudios pre-
vios, por la presencia de inhibidores de la PCR.
En tales estudios se han reportado variaciones
en la inhibicion de polimerasas en diferentes
concentraciones de la muestra (36,37). Entre los
inhibidores de polimerasas presentes en alimen-
tos como el queso, se han reportado el sodio y
el calcio.

En este estudio se presentd un mayor porcentaje
de inhibicion en muestras de queso duro, lo cual
se puede asociar a su alto contenido de cloruro
de sodio, ya que las polimerasas Ultma, rTth,
Taqg, HotTub, Tfl y Tag son sensibles a concen-
traciones mayores de 60 mM de Na*2. También,
se ha reportado un efecto inhibitorio de la Taq
polimerasa con concentraciones mayores de 0,2
mM de Ca*?, lo que puede explicar la inhibicién
en algunas muestras de queso blando, pues se
ha demostrado que en productos lacteos el calcio
es la mayor fuente de inhibicién, aunque tam-
bién el magnesio utilizado en la reacciéon de PCR
puede tener efecto inhibitorio inverso de los iones
calcio (38).

En cuanto a la presencia de bacterias como
Salmonella spp. y Listeria spp., que son de dificil
aislamiento, su gran frecuencia sugeriria su pre-
sencia a lo largo de toda la cadena de produccion
del queso, desde la obtencion de la leche en las
fincas hasta la distribuciéon del producto. La pre-
sencia de dichas bacterias en estos productos se
ha reportado en otros trabajos en Colombia, en
los cuales se ha determinado que el queso fresco
es uno de los alimentos con mayor presencia de
L. monocytogenes entre los de venta callejera en
Bogota (39), asi como en las ciudades de Monteria
y Cereté, donde se confirm6é que los quesos
caseros frecuentemente estdn contaminados con
Listeria spp. (40,41). A nivel internacional, se han
reportado Salmonella spp. y Listeria spp. en que-
sos frescos de venta callejera (42).

El presente estudio fue un ensayo piloto en el
que se demostrd la utilidad de la técnica de gPCR
como método alternativo para determinar el estado
microbiolégico del queso y para el desarrollo de
estudios de vigilancia epidemioldgica, al demos-
trar la presencia de microorganismos de dificil
aislamiento, como Brucella spp., Salmonella spp.
y Listeria spp., en muestras de queso costefio pro-
cedentes de diferentes departamentos de la costa
Caribe colombiana.
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Estos resultados constituyen una alerta de salud
publica en torno al queso como producto que puede
transmitir estas bacterias, y plantea la necesidad
de implementar planes de vigilancia y control.
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