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I. RESUMEN

Los alimentos que consumimos raramente son estériles; en ellos se puede encontrar
una microbiota que varia dependiendo de la composicion del alimento y de las
condiciones en las que éste se procese, almacene y distribuya. En la mayoria de los
casos, la microflora patégena presente no tiene un efecto apreciable en el alimento,
como cambios de color y aroma, asi que éste es consumido pudiendo causar

enfermedades.

El queso fresco, objeto de nuestro estudio, es un alimento ampliamente consumido por
la poblacién mexicana y en él, debido a su composicién y actividad de agua, es posible
encontrar una gran variedad de microorganismos, siendo de especial importancia los
patdgenos como Escherichia coli y Staphylococcus aureus, dos bacterias que se sabe
estan relacionadas con enfermedades transmitidas por alimentos. Su identificacién es
importante debido a varias razones:

1. Su presencia en queso se encuentra regulada por la norma correspondiente a
este tipo de productos, NOM-121-SSA1-1994.

2. La presencia de ambos microorganismos es un indicador de la calidad del
producto, permitiéndonos saber si fueron llevadas a cabo buenas practicas de
manufactura y procedimientos de calidad adecuados;

3. Estos patdgenos tienen gran importancia sanitaria y su presencia nos lleva a
inferir el impacto que pueden tener en la poblacién que las consume y asi tomar
medidas preventivas y correctivas en cuanto a estas bacterias se refiere.

4. Su resistencia a antibidticos ha ido en aumento con el paso del tiempo, por lo
gue la busqueda de antimicrobianos efectivos contra estas bacterias adquiere

gran importancia.

Para identificar los microorganismos causantes de las enfermedades transmitidas por
alimentos se cuenta con métodos tradicionales donde son necesarias grandes
cantidades de medios de cultivo y reactivos y requieren de multiples pasos que
implican tiempos de incubacion prolongados para obtener resultados. Por esta razén
se han desarrollado métodos rapidos para la identificacién de microorganismos que

han resultado ser una herramienta muy util debido a las ventajas que presentan sobre

1



los métodos convencionales>'*!*, Se pensd en el uso de estos métodos rapidos para
fines de nuestro analisis por las siguientes razones:

1. Ahorro de tiempo, costos en cuanto a materia prima y espacio

2. Obtencién de resultados precisos

3. Disminucién de la variabilidad en resultados!-!&1°:2°

Dentro de las 30 muestras analizadas, en el 53% E. coli estuvo presente y S. aureus
se aislé en el 73% de los casos, segun la técnica rapida de las placas Petrifilm
3M.Después de la identificacion bioquimica, ninguna de las cepas ensayadas resulto

ser E. coli y Unicamente el 7.14% resultd ser S. aureus.

En cuanto a la resistencia a antimicrobianos, el 35% de las cepas de enterobacterias
es multirresistente; se tuvo que el 100% de los microorganismos fueron resistentes a
ciprofloxacina, cefotaxima, amikacina, gentamicina, netilmicina y nofloxacina;
mientras que el menor porcentaje de resistencia se presentdé ante ampicilina,
Unicamente 5%. En el caso de los cocos gram positivos aislados, se vio que ninguna
de las cepas fue resistente a ciprofloxacina, gentamicina, sulfametoxazol-trimetroprim
y vancomicina; el 46.15% de las cepas resultd multirresistente y la mayor resistencia
se presentd ante la penicilina, siendo el 69% de los microorganismos resistente a este

antimicrobiano.



II. INTRODUCCION

Desde tiempos remotos se han escrito documentos o normas que regulan la higiene en
los alimentos. Las primeras referencias que se tienen son el Antiguo Testamento, los
escritos de Confucio, los libros del Islam y el hinduismo, y manifiestan un concepto
vago de la causa real de las enfermedades transmitidas por alimentos. Actualmente se
sabe que éstas <<constituyen el problema sanitario mas universal y difundido en el
mundo contemporaneo>> (OMS, 1992). Asi, existe una gran preocupacion respecto a
la calidad y seguridad de los alimentos, pues es bien conocido que, al ser matrices
complejas de nutrientes, sirven como vehiculos para muchos microorganismos
patdgenos, cuyo origen es diverso: contaminacién de las materias primas, el proceso,

el almacenamiento, el punto de venta o el lugar de preparacion.

Los quesos frescos son un alimento consumido ampliamente por varios sectores de la
poblacién y son vendidos en todo tipo de establecimientos (mercados, supermecados,
tienditas, entre otros) en donde las medidas de higiene, control de calidad del
producto y manipulacidon varian. Los quesos frescos se elaboran muchas veces a base
de leche bronca, para mantener un concepto de alimento “natural” y “organico”,
caracteristicas que satisfacen a un gran grupos de consumidores en la actualidad;
ademas, generalmente este alimento se consume sin recibir un tratamiento térmico
previo a la ingesta que pudiera ayudar a disminuir la carga microbiana que contienen,

en especial, de aquellas especies que resultan patdgenas para el ser humano.

Escherichia coli y Staphylococcus aureus son dos de las bacterias mas relacionadas
con enfermedades transmitidas por alimentos, siendo los derivados lacteos algunos de
los principales productos asociados con brotes importantes, convirtiéndose asi en un
problema de salud publica®. Segun algunos estudios realizados, aproximadamente el
63% de los brotes de enfermedades relacionadas con queso se debié al uso de leche
bronca como materia prima y 16% a una pasteurizacién inadecuada de la misma. En
cuanto a los agentes contaminantes asociados a leche cruda, E. coli y S. aureus se
encuentran relacionados a aproximadamente en el 9% de los brotes reportados. Si
hablamos de producto elaborado a partir de leche sometida a pasteurizacion

deficiente, las cifras son distintas: el 40% de los brotes se deben a S. aureus.®®



Por estas razones, es necesaria la implementacién de estrictos controles de calidad

que permitan asegurar la inocuidad de los alimentos.

Calidad se define como el grado de excelencia que posee un producto, es decir, cuan
bueno es para cumplir su finalidad!. El concepto de calidad alimentaria es asociado con
la seguridad para el consumidor y engloba, fundamentalmente, los aspectos
higiénicos-sanitarios y nutritivos de los alimentos. En los términos de la microbiologia

de los alimentos, la calidad comprende tres aspectos:

1. Inocuidad. Un alimento no debe contener niveles de un patégeno o de su toxina
que es probable que causen trastornos cuando se consume.

2. Aceptabilidad/vida comercial. Un alimento no debe contener niveles de
microorganismos suficientes para convertirlo en alterado desde el punto de vista
organoléptico en un tiempo inadmisiblemente corto.

3. Estabilidad. Un alimento debe ser de calidad constante tanto con respecto a su
inocuidad como con respecto a su vida comercial. El consumidor no admitira
productos que presenten grandes variaciones en cuanto a su vida comercial de
un lote a otro y evidentemente tampoco esta dispuesto a poner en riesgo su

salud cada vez que come un determinado producto. '

Dentro de un alimento, los microorganismos presentes pueden desempefar diversas
funciones como son: alteracién del alimento, ayuda en procesos o causar alguna
enfermedad. Para fines de este estudio, consideraremos de mayor importancia estos

Ultimos, al ser un problema de salud publica a nivel mundial.®

Para caracterizar los microorganismos que se cultivan y aislan de diferentes muestras
de alimentos existen muchas técnicas. Las mas comunmente utilizadas son la
descripcion de las caracteristicas morfologicas y las pruebas bioquimicas, basadas en
técnicas tradicionales segun la normatividad mexicana. Sin embargo, se han hecho
muchos esfuerzos por crear y evaluar sistemas un poco mas avanzados de
identificacion de microorganismos, que permitan un ahorro de tiempo y recursos

obteniendo resultados altamente confiables.*



Todos los alimentos tienen posibilidades de transmitir enfermedades, y la leche y los
productos lacteos no son la excepcidn. Los animales productores de leche pueden ser
portadores de agentes patdgenos para los seres humanos con lo que se aumenta el
riesgo de contraer enfermedades transmitidas por alimentos. Ademas, durante las
actividades de ordefio, la manipulacion posterior de la leche y su almacenamiento
existen riesgos de contaminacién por contacto con el hombre o el medio y de
proliferacién de patdgenos intrinsecos. Cabe recordar que muchos de los productos
lacteos, debido a su composicidén, constituyen un medio propicio para el desarrollo de

microorganismos. 8

La leche y los productos lacteos constituyen una fuente comun y abundante de
nutrientes para la poblacién a nivel mundial, y el volumen del comercio internacional

de productos derivados de la leche es muy grande.*

Las fuentes de microorganismos patégenos en leche cruda son las vacas, los
trabajadores involucrados con todas las operaciones desde la granja hasta el punto de
venta del producto terminado y el ambiente en el cual la leche y el producto son
manejados. Las vacas pueden excretar patdégenos a través de heces y ubres; los
trabajadores pueden ser portadores y transmitir los microorganismos al alimento a
través de piel y mucosas y el factor ambiental que frecuentemente introduce

patdgenos a los productos lacteos, incluida la leche bronca, es el agua.?’

Entre las enfermedades que se han transmitido a los humanos a través de la ingesta
de productos lacteos se encuentran: brucelosis, leptospirosis, listeriosis, fiebre
tifoidea, gastroenteritis por toxina de Staphylococcus aureus, tuberculosis, encefalitis,
toxoplasmosis y toxiinfecciones provocadas por cepas de Escherichia coli, cuyos
sintomas mas comunes son diarrea y vomito. Si se llevan a cabo buenas practicas de
manufactura, es raro encontrar microorganismos patégenos provenientes del ambiente
o de personal, pues se inactivan con pasteurizacién u otros tratamientos térmicos. Sin
embargo, siempre existe la posibilidad de que ocurra contaminacién post-

pasteurizacién.?’

Un control efectivo de los microorganismos patdégenos que se encuentran en leche y

productos lacteos incluye la aplicacion de medidas de sanidad a través de toda la



cadena de produccion, manejo, pasteurizacion y distribucién de la leche y sus
derivados. Existen diversos tratamientos térmicos usados comercialmente para reducir
la poblacién de microorganismos potencialmente patdégenos en alimentos de origen
lacteo, entre los que se encuentran: pasteurizacién, UHT (Ultra High Temperature
Treatment - Ultra Pasteurizacién) y esterilizacidon. Las mayores ventajas de estos
procesos se obtienen cuando se aplican a la leche cruda, pues asi se garantiza una
mayor calidad en el producto terminado. La pasteurizacion es el tratamiento térmico
mas usado y su objetivo es inactivar las células vegetativas de microorganismos
patdgenos. La muerte de microorganismos que causan descomposicién es otra de las

ventajas de este proceso, aunque no es su objetivo primordial.*

El queso es un producto alimenticio que se define como “producto elaborado con la
cuajada de leche estandarizada y pasteurizada de vaca o de otras especies animales,
con o sin adicién de crema, obtenido por la coagulacién de la caseina con cuajo,
gérmenes lacticos, enzimas apropiadas, acidos organicos comestibles y con o sin
tratamiento ulterior por calentamiento, drenada, prensada o no, con o sin adicion de
fermentos de maduracién, mohos especiales, sales fundentes e ingredientes
comestibles opcionales, dando lugar a las diferentes variedades de quesos pudiendo

por su proceso ser: fresco, madurado o procesado”.?*

Dentro de los diferentes tipos de queso que existen en nuestro pais de acuerdo a la
clasificaciéon que sefiala la NOM-121-SSA1-1994, encontramos a los quesos frescos,
objeto de estudio de esta investigacion y que se caracterizan por ser productos de alto
contenido de humedad, sabor suave y no tener corteza, pudiendo o no adicionarle
ingredientes opcionales y tener un periodo de vida de anaquel corto, requiriendo
condiciones de refrigeracion. La mayoria de los quesos frescos artesanales no siguen
un proceso de pasteurizacién y debido a su composicién y alta actividad acuosa, se
puede encontrar una gran variedad de microorganismos, incluidos algunos patdégenos

gue representan hoy en dia un problema de salud publica.

A continuacidon se muestra la clasificaciéon de los quesos en base a la NOM-121-SSA1-
1994:



Tabla 1. Clasificacion de quesos

Variedad Ejemplos

Frescos

Frescales Panela, Canasto, Sierra. Ranchero,
Fresco, Blanco, Enchilado, Adobado.

De pasta cocida Oaxaca, Asadero, Mozzarela, Del
Morral, Adobera

Acidificados Cottage, Crema, Doble crema, Petit

Suisse, Nuefchatel.

Madurados

Madurados prensados de pasta dura |Afejo, Parmesano, Cotija,

Madurados prensados Cheddar, Chester, Chihuahua,
Manchego, Brick, Edam, Gouda.
Gruyere, Emmental. Cheshire,

Holandés, Amsterdam, Butterkase,
Coulomiers, Dambo, Erom, Friese,
Fynbo. Havarti, Harzer-Kase,
Herrgardsost, Huskallsost, Leidse,
Manbo, Norvergia, Provolone, Port
Salut, Romadur, Saint  Paulin,

De maduracién con mohos Azul, Cabrales, Camembert,
Roquefort, Danablu, Limburgo, Brie.

La poblacion mexicana consume una gran cantidad de productos lacteos, entre los que
destacan los quesos frescos, que son elaborados la mayoria de las veces con leche
bronca y se venden en diferentes tipos de comercios, en los cuales muchas veces no
se cuenta con un sistema de refrigeracién; asi, el queso es consumido 1 o 2 dias
después de su elaboracién y mantiene cierto caracter de producto “fresco” y “natural”,
caracteristicas apreciadas por ciertos grupos de consumidores. Ademds, se debe
tomar en cuenta que, debido a la elaboracién mas sencilla en comparacién con quesos
madurados, son los que se encuentran mas accesibles para las clases econdmicas mas
desprotegidas y ademds, son mas susceptibles a contaminacién por bacterias
patdgenas. Entre las caracteristicas que distinguen a los quesos frescos se encuentran
su alto contenido de humedad y proteina, por lo que durante su elaboracion se pueden
presentar puntos criticos que pueden favorecer:

v' Presencia de mastitis en el animal del que se extrae la leche

v Falta de limpieza del sitio de ordefia y manos del ordefador

v Falta de limpieza previa de las glandulas mamarias



v Empleo de utensilios sucios y sin desinfectar

v Exposicion del queso al ambiente sin empaque apropiado®

En nuestro pais la poblacién en el aino 2008 ha destinado en promedio 9 mil millones
de pesos a la compra de derivados lacteos, siendo uno de los principales el queso
fresco, que representa el 80% de la produccion total de lacteos, junto con la leche
fluida, leche en polvo y yogurt*. Esta cifra se pronostica aumentara a lo largo de los
anos en todas las clases sociales. Debido al alto consumo de quesos en nuestro pais,
donde se producen aproximadamente 130 millones de toneladas al afio*°, la aplicacién
de medidas adecuadas de control de la higiene de la leche y los productos lacteos a lo
largo de toda la cadena de produccidon es esencial para garantizar la inocuidad de
estos alimentos y su idoneidad para el uso al que se destinan. Para esto, se emplean
técnicas microbioldgicas que nos permitan identificar tanto bacterias indicadoras, que
nos daran idea de las condiciones del proceso del alimento, como bacterias patdégenas
para el ser humano, como son Escherichia coli, Staphylococcus aureus vy Listeria
monocytogenes, Salmonella, Shigella, entre otras®®. Las primeros dos serdn el centro
de atencidn en este estudio por encontrarse con mayor frecuencia asociados a

enfermedades gastrointestinales transmitidas por alimentos.

NORMATIVIDAD MEXICANA

La Comision Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) es un
organo de la Secretaria de Salud con autonomia técnica, administrativa y operativa
gue tiene como mision proteger a la poblacién contra riesgos sanitarios, para lo cual

integra la regulacién, control y fomento sanitario.”>

A la COFEPRIS le compete proteger a la poblacion contra riesgos por consumo o uso
de agua, alimentos, bebidas, medicamentos, equipos médicos, productos de
perfumeria, belleza y aseo, nutrientes vegetales, plaguicidas, sustancias toxicas o
peligrosas y otros productos, sustancias o agentes fisicos, quimicos o bioldgicos

presentes en el medio ambiente o en el trabajo.

COFEPRIS es el organismo encargado de publicar las Normas Oficiales Mexicanas, que

buscan regular caracteristicas y especificaciones que deben reunir los productos y



procesos cuando estos puedan constituir un riesgo para la seguridad de las personas o

danar la salud humana.

La Norma Oficial Mexicana correspondiente al producto analizado es la NOM-121-
SSA1-1994, que tiene como propodsito establecer las especificaciones sanitarias para
los quesos frescos, madurados y procesados, con el fin de reducir los riesgos de
transmisién de enfermedades causadas por alimentos, asi como propiciar que se
procesen e importen productos de la calidad sanitaria necesaria para garantizar la

salud del consumidor y la nutricion.

Ademads, son complemento otras normas oficiales mexicanas que establecen los
procedimientos a seguir para llevar a cabo el analisis microbioldgico de alimentos,

como serian:

@ Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, bienes y servicios. Preparacién y
dilucién de muestras de alimentos para su analisis microbioldgico.

@ Norma Oficial Mexicana NOM-115-SSA1-1994, bienes y servicios. Método para
la determinacion de Staphylococcus aureus en alimentos.

@ Norma Oficial Mexicana NOM-113-SSA1-1994, Bienes y servicios. Método para

la cuenta de microorganismos coliformes totales en placa.

MICROORGANISMOS INDICADORES DE LA CALIDAD E INOCUIDAD

MICROBIOLOGICAS DE LOS ALIMENTOS

Los microorganismos indicadores de la calidad o vida util de los alimentos son
microorganismos y/o sus productos metabdlicos cuya presencia en alimentos en
cantidades determinadas puede ser usada para evaluar la calidad existente o para

predecir la vida util de los alimentos.

Todo indicador de la inocuidad de los alimentos debe cumplir determinados criterios
importantes como:
1. Ser detectable con facilidad y rapidez

2. Ser facilmente diferenciables



3. Tener antecedentes de asociacion con el patégeno de interés

4. Tener necesidades y velocidad de crecimiento similares a las del patégeno

5. Tener una tasa de muerte similar a la del patdgeno y que, tedricamente,
persista durante algun tiempo mas que el patégeno de interés

6. No existir en los alimentos que estan exentos del patégeno

MESOFILOS AEROBIOS

Son microorganismos cuya temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre 20
y 37°C. Se buscan como indicadores de calidad debido a que la mayoria de los
patdgenos que se buscan en alimentos son mesofilos, tienen alta especificidad por el

intestino, se encuentran en nimeros altos en heces y se detectan facilmente.

A pesar de que los microorganismos mesodfilos aerobios son Unicamente considerados
como indicadores, su recuento es de importancia debido a que los resultados de este

analisis permiten:

« Verificar efectividad de los procedimientos de limpieza y desinfeccién.

« Determinar si las temperaturas aplicadas en los procesos fueron las adecuadas.

- Determinar el origen de la contaminacion durante los procesos de elaboracién
de los alimentos.

« Verificar condiciones dptimas de almacenamiento y transporte.

« Obtener informacidén acerca de la vida util de los alimentos.

- Indicar alteracién incipiente en ciertos alimentos>®

COLIFORMES TOTALES*6:10:34

Son bacterias Gram-negativas, no esporuladas, bacilos aerobios o anaerobios

facultativos, que fermentan la lactosa con produccién de gas a 35°C en 48 horas.*?

El grupo de microorganismos coliformes es el mas ampliamente utilizado en la
microbiologia de alimentos como indicador de practicas higiénicas adecuadas y a él

pertenecen los géneros Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter y Escherichia.



El uso de los coliformes como indicador sanitario puede aplicarse para:

e La deteccidn de practicas sanitarias deficientes en el manejo y en la fabricacion
de los alimentos.

e La evaluacion de la calidad microbiolégica de un producto, aunque su presencia
no necesariamente implica un riesgo sanitario.

e Evaluacion de la eficiencia de practicas sanitarias e higiénicas del equipo.

e La calidad sanitaria del agua y hielo utilizados en las diferentes areas del
procesamiento de alimentos.

e La demostracién y la cuenta de microorganismos coliformes, puede realizarse
mediante el empleo de medios de cultivos liquidos o sdlidos con caracteristicas

selectivas o diferenciales.®

Escherichia coli 1/*%?%4¢

Dentro del grupo de las enterobacterias se encuentran especies patdgenas para el
hombre, animales y plantas y también otras muy importantes desde el punto de vista
industrial. Sin lugar a dudas se sabe mas de la enterobacteria por excelencia

Escherichia coli que de ninguna otra especie bacteriana.

Los miembros del género Escherichia son habitantes universales de todos los animales
de sangre caliente, incluido el hombre, aunque no son los taxones dominantes en
estos habitats. Escherichia puede tener una funcidn nutricional en el intestino
sintetizando vitaminas, en especial la vitamina K. como anaerobio facultativo que es,
probablemente también contribuye a la anaerobiosis del ambiente del intestino grueso.
Las cepas de este género raramente tienen requerimientos nutricionales especiales,
pudiendo crecer en gran diversidad de compuestos carbonados tales como azucares,
aminoacidos y acidos organicos. Algunas cepas son patdgenas y han sido implicadas
en el desarrollo de cuadros diarréicos en nifos y en infecciones de las vias urinarias en

personas de edad avanzada.

Aislada por primera vez en heces en 1885, Escherichia coli (Figura 1) es una bacteria
que se encuentra universalmente en el intestino de las personas y de los animales de

sangre caliente, formando parte de la microflora total ahi presente. Pertenece a la



familia Enterobacteriaceae; es un bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo,
catalasa positivo, oxidasa negativo, que puede ser un patdgeno oportunista causante

de algunas enfermedades.

Figura 1. Escherichia coli

Es un microorganismo mesofilo cuya temperatura O6ptima de crecimiento esta
alrededor de los 37°C. Un pH casi neutro es éptimo para su crecimiento aunque
también puede desarrollarse a pH inferior a 4.4. Su actividad acuosa minima de
crecimiento es 0.95. Es un bacilo que reacciona negativamente a la tincion de Gram,
es anaerobico facultativo, movil por flagelos peritricos, no forma esporas, es capaz de

fermentar la glucosa y la lactosa y su prueba de IMVIC es ++--.

Existen cuatro clases principales de E. coli que provocan diarreas, variando para cada
cepa el factor de virulencia, provocando asi que los sintomas y caracteristicas de la

enfermedad sean distintas en cada caso.?

1. E. coli enterotoxigénico (ETEC): dentro de este grupo se encuentra una pequefa
proporcién de las cepas de E. coli; la enfermedad se asocia con gente de todas las
edad y diversos grupos de personas alrededor del mundo y se manifiesta de 12 a 36
horas después de consumir el alimento; los sintomas van desde diarrea afebril hasta
un sindrome grave parecido al cdlera, con heces acuosas sin sangre ni moco. La
enfermedad es autolimitante. Existen estudios que indican que es necesario un gran
numero de bacterias de ETEC, entre 100 millones y 10 billones de microorganismos,
para colonizar el intestino delgado, donde proliferan y producen toxinas. Esta cepa de
E. coli no es considerada de riesgo en paises que tienen buenas practicas de

manufactura y altos estandares de calidad y sanidad.
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2. E. coli enteroinvasor (EIEC): sintomas clasicos de una disenteria bacilar, causa
ulceracién e inflamacion de las células del colon. La dosis infectiva de este
microorganismo es similar a la de Shigella, aproximadamente 10 microorganismos.
Los signos son fiebre, dolores abdominales intensos, malestar y diarrea acuosa con
sangre, moco y leucocitos fecales, y se presentan entre 12 y 72 horas después de la

ingesta de alimentos contaminados.

3. E. coli enteropatégeno (EPEC): no se sabe con exactitud la procedencia de estas
bacterias pues los brotes son esporadicos. Se ha visto que la dosis infectiva de este
microorganismo es relativamente baja, aproximadamente 1x10° células. Alimentos
comunmente implicados con EPEC son carne de res y pollo, aunque cualquier alimento
expuesto a contaminacion fecal podria ser sospechoso. Los sintomas son malestar,
vomito y diarrea con moco y rara vez sangre, que aparecen a las 12 a 36 horas

después de haber consumido el alimento.

4. E. coli enterohemorragico (EHEC): causa enfermedades muy graves como colitis
hemorragica, sindrome urémico hemolitico y purpura trombética trompocitopénica. Las
cepas de EHEC producen verotoxina, que ademas de las enfermedades descritas,
también causa diarrea y es comunmente asociada con enfermedades alimentarias. E.
coli 0157:H7, como también se le conoce, se ha convertido en un patdégeno comun en
alimentos, pues una gran variedad de éstos han estado involucrados en brotes de la
bacteria: leche pasteurizada, salchichas, yogurt, mayonesa, espinacas, por citar
algunos. La dosis minima infectiva es de 10 microorganismos, al igual que Shigella y
EIEC. Cualquier persona puede padecer alguna enfermedad provocada por EHEC, sin
embargo, los grupos mas susceptibles son los nifios y las personas mayores. Este
microorganismo es de especial importancia en el caso de los productos lacteos, pues
se han asociado brotes con leche cruda, que muchas veces sirve de materia prima
para elaboraciéon de quesos. E. coli 0157:H7 ha sido aislada de derivados de leche
como crema, queso y mantequilla debido a que los procedimientos de produccion,
transporte, manejo y venta de la leche y sus derivados es en muchos casos, carente
de higiene.

La contaminacion fecal, la mala manipulacion y almacenaje de alimentos
contaminados han sido implicados en la aparicidon de cepas de E. coli en enfermedades

transmitidas por alimentos. Estudios han demostrado que en el 46% de muestras de



leche bronca y 26% de productos lacteos E. coli esta presente, y una buena proporciéon

de las cepas aisladas podria ser patégena. *>°

Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus (Figura 2) es un microorganismo de gran importancia médica.
Desde hace muchos afos se le ha reconocido como uno de los principales agentes
patdgenos para el humano. Es una bacteria en forma de coco, que al microscopio
aparece en forma de cadenas cortas o de racimos de uvas, que posee un alto grado de
patogenicidad y es responsable de una amplia gama de enfermedades. Produce
lesiones superficiales de la piel, causa infecciones del sistema nervioso central e
infecciones profundas como osteomielitis y endocarditis, es causante también de
infecciones respiratorias como neumonia e infecciones del tracto urinario; provoca
intoxicacion alimentaria al liberar sus enterotoxinas en los alimentos y produce el

sindrome del shock téxico al liberar superantigenos en el torrente sanguineo.??

Es un microorganismo catalasa positivo, lo que permite diferenciarlo de las especies
del género Streptococcus y otros géneros de cocos Gram positivos que son
relativamente tolerantes a condiciones de baja actividad de agua, resistiendo bastante
bien en habitats secos y salinos. Esta ultima caracteristica, proporciona una buena
herramienta para el aislamiento primario en medios que contengan 7-8% de cloruro
de sodio (NaCl). Staphylococcus aureus es una bacteria anaerobia facultativa y
produce acido de la glucosa; es de color amarillo y se encuentra normalmente

asociado con patologias como acné, neumonia, meningitis, artritis y enfermedades

3%32‘" ya

gastrointestinales.??

Figura 2. Staphylococcus aureus



Las personas son el reservorio mas comun de S. aureus, encontrandose dentro del
tracto respiratorio superior, especialmente las fosas nasales, la garganta y la piel,
siendo asi capaces de distribuir la bacteria a otras personas y a los alimentos. Asi, se
sabe que la mayoria de los casos de intoxicacion por S. aureus se debe a la
manipulacién incorrecta de los alimentos, en especial, durante el proceso de
elaboracion. Ademas de la contaminacidon debido a los humanos, la bacteria también
puede encontrarse en material como cuchillos, contenedores, navajas, sierras, entre

otros.3!

En la siguiente tabla se muestran las principales exotoxinas y factores de virulencia

producidos por S. aureus.

Tabla 2. Exotoxinas y factores de virulencia extracelulares producidos por S. aureus??

Microorganismo Enfermedad Toxina o factor Accién
S. aureus Infecciones a-toxina Hemdlisis
pidgenas Toxina del sindrome de Shock sistémico
(formadoras de shock toxico
pus) Toxinas exfoliantes Ay | Descamacion de la

Infecciones
respiratorias,
intoxicacion
alimentaria,
sindrome de shock
séptico, sindrome
de piel escaldada

B
Leucocidina
B- toxina
y — toxina
0 - toxina
Enterotoxinas A,B,C,D,
y E
Coagulasa

piel, shock
Destruye leucocitos
Hemodlisis
Mata células
Hemodlisis,
leucolisis
Inducen vomitos,
diarrea, shock
Induce coagulacion
de la fibrina

La mayoria de las cepas de estafilococos son productoras de

enzimas (nucleasas,

proteasas, lipasas, hialuronidasas y colagenazas) y citotoxinas (las denominadas
hemolisinas a, B, d y y) que contribuyen a transformar los tejidos del hospedador en
substrato para su crecimiento y desarrollo. Algunas especies de estafilococos son
productoras de una familia de proteinas no glicosiladas de bajo peso molecular
conocidas como enterotoxinas estafilococicas (SEs). S. aureus produce alrededor de
11 serotipos distintos de SEs, ademas de otras toxinas de gran virulencia para los
mamiferos como la toxina del sindrome del shock téxico-1 (TSST-1). La patologia de

la intoxicacion empieza con sintomas como fiebre alta, hipotensién, nauseas, vomitos
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frecuentes y diarrea, pudiendo llegar a desencadenar un shock téxico organico el cual,
en un 5% de los casos, es causa de defuncién. Se conoce una gran variedad de SE: en
secuencia alfabética de SEA a SEE, de SEG a J, SEK, SEL, SEP, SEM y SEO. Cuando se
consumen alimentos contaminados con S. aureus, las SE causan gastroenteritis,
estimula el peristaltismo intestinal y ejercen un efecto sobre el sistema nervioso
central, que se manifiesta por vomitos, los cuales acompafian a la enfermedad

gastrointestinal.”*8>?

Figura 3. Estructura de una enterotoxina estafilocécica

Las condiciones que generalmente estdn asociadas a brotes de intoxicacién por S.
aureus son:

7V refrigeracion inadecuada

/v preparacién de alimentos tanto crudos como cocidos con mucha anticipacién

/¥ higiene deficiente del personal

/¥ cocimiento o calentamiento insuficiente del alimento?®

Algunos animales también pueden ser portadores de la bacteria. El caso mas comun es
el de las vacas, pues si no se tienen las condiciones de higiene adecuadas, éstas
pueden contraer mastitis, favoreciendo la contaminacién de la leche y todos sus
derivados. La mastitis es la inflamacidon de la glandula mamaria de primates y la ubre
en otros mamiferos, causada por Staphylococcus aureus; es dificil de controlar y
tratar. Manos de quien ordefa, trapos, equipo para ordefiar y moscas son formas en
las que la infeccion puede pasarse de vaca a vaca. El control mas eficaz para prevenir
nuevas infecciones es minimizar o eliminar condiciones que contribuyan a la exposicidon
de las ubres a focos de infeccidon o condiciones donde la bacteria pueda penetrar con

facilidad al canal de las ubres. Ademas, la alimentaciéon también contribuye a que el
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animal desarrolle cierta resistencia a la mastitis; suplementar la dieta con vitamina E,
selenio, vitamina A, beta-caroteno, cobre y zinc ayuda a prevenir esta enfermedad.>*°®
Debido a esto, S. aureus también se ha asociado frecuentemente a enfermedades
transmitidas a través de derivados lacteos. Diferentes tipos de queso han sido
involucrados en brotes de enfermedades gastrointestinales porque han sido elaborados
a partir de leche contaminada después de la pasteurizacién. Ha habido casos en que a
pesar de encontrar cuentas relativamente bajas del microorganismo, la toxina ha
estado presente en leche y sus derivados debido a su termorresistencia, factor que
debe tomarse en cuenta al disefiar procedimientos que aseguren la calidad del
producto terminado. En el caso de la leche, la principal razén por la que la toxina
estafilocécica puede ser encontrada, es la falta de control en las temperaturas de
almacenamiento del alimento, pues en muchos casos excede los 7°C, temperatura
maxima permitida en condiciones de refrigeracidn para disminuir el crecimiento
microbiano®2. En México, se han hecho estudios donde se ha demostrado que es muy
comun encontrar S. aureus en quesos frescos y otros derivados lacteos, aislandose la
bacteria del alimento en el 31% de las muestras y en las heces de personas

intoxicadas.’

Aunque inicialmente las cuentas de S. aureus en alimentos sean bajas, este
microorganismo es de los patdgenos no esporulados mas resistentes que existen, lo
que le permite multiplicarse rapidamente en el alimento y causar intoxicacion. La
bacteria es capaz de sobrevivir a la presencia de antibiéticos, metales pesados y altas
concentraciones de sal; el tratamiento térmico es una buena forma de disminuir la
cuenta del microorganismo en el alimento, aunque no es capaz de destruir la toxina
una vez que ésta se encuentra en él. Los sintomas de la intoxicacién debida a S.
aureus son: vomito, que se da a los 30 minutos aproximadamente después de haber

ingerido el alimento, nausea, diarrea, dolor de cabeza y dolor abdominal.®

PRESENCIA DE E. coli y S. aureus EN LECHE Y QUES0O**2

Tanto E. coli como S. aureus se encuentran de forma comun en leche y sus derivados
y las causas pueden ser distintas: contaminacién de la leche bronca o contaminacion
post-proceso de los productos lacteos debido al manejo, en los locales de venta o por

el consumidor.



La mayoria de los casos de enfermedades transmitidas por derivados lacteos se debe a
la contaminacion de la leche bronca y a una pasteurizacién ineficiente. Se ha visto que
por esta razdon, es comun encontrar tanto E. coli como S. aureus en productos
elaborados a partir de leche bronca, contaminada por contacto con materia fecal,
infecciones en el animal a ordefar, ubres sin sanitizar y malas condiciones de ordeno.
Se ha propuesto como medida de control prohibir la venta de leche bronca, sin
embargo, esto implicaria la desaparicién de pequefios comercios familiares, que sirven

de sostén econdmico para un gran sector de la poblacién indigena.

En el caso de alimentos como el queso, es claro que también puede ocurrir
contaminaciéon post-pasteurizacion como resultado de contaminacién cruzada al
ponerse en contacto el producto terminado con la materia prima, procedimientos
inadecuados de sanitizacion de equipo y material o manipulacién por parte del
personal. Como la aparicidon de patdgenos en el producto terminado puede darse en
cualquier etapa del proceso de elaboracién de quesos, la distribucién, almacenamiento
y manejo de éstos, procedimientos confiables de analisis microbioldgico y medidas
efectivas de control para prevenir contaminacion son esenciales como parte del

programa de seguridad alimentaria en la elaboracién de estos derivados lacteos.

METODOS TRADICIONALES DE ANALISIS MICROBIOLOGICO??

Los métodos microbioldgicos “convencionales”, empleados en numerosos laboratorios
de todo el mundo y establecidos en muchos casos como métodos estandares de
analisis microbioldgico de los alimentos, se caracterizan por ser laboriosos, emplear
grandes volumenes de medios de cultivo y requerir un tiempo considerable para la

obtencidén y el analisis de los resultados.

En México, los métodos tradicionales de analisis forman parte de las normas oficiales
mexicanas para la identificacion de microorganismos patdégenos, como es el caso de
Staphylococcus aureus (NOM-115-SSA1-1994)%,



De forma general, los métodos convencionales de andlisis se pueden dividir en tres
etapas:
1. Enriguecimiento, que generalmente se lleva a cabo en caldos que permiten la
recuperacion de las cepas estresadas.
2. Aislamiento, mediante el uso de medios de cultivo selectivos y/o diferenciales.

3. Identificacion bioquimica, para asegurar la existencia del patégeno en estudio.

La etapa de enriquecimiento tiene como propdsito incrementar las poblaciones del
microorganismo en cuestion y si es posible, inhibir otros organismos presentes en la

muestra.

Después, en la etapa de seleccion se emplean medios de cultivo selectivos, que
restringen el crecimiento de otros géneros diferentes al microorganismo a analizar y
permiten el reconocimiento visual de colonias sospechosas. La selecciéon vy
diferenciacion es posible gracias a la accion de enzimas que actlan sobre los sustratos
de los medios de cultivo, interpretdandose resultados mediante reacciones coloridas o

aparicion de precipitados.

Para la identificacién bioquimica se emplean baterias de medios de cultivo que ponen
en evidencia la actividad metabdlica del microorganismo, permitiendo la identificacién

genérica y la eliminacion de cultivos sospechosos falsos.

Existen diversos métodos disefiados para la enumeracion de los microorganismos en

los alimentos, entre los que se encuentran:®274¢

a) Vaciado en placa: para determinar el nUmero de células viables.

b) Numero mas probable (NMP): determinacién estadistica de células viables.

c) Técnicas de reduccién de colorantes: para calcular el nimero de células viables
que poseen capacidad reductora.

d) Recuento microscépico directo: para conteo de células viables y no viables.

a) Vaciado en placa



Mediante este método se mezclan y homogenizan porciones de muestras de los
alimentos, se diluyen de forma seriada en un diluyente apropiado, se siembran en
agar y se incuban a temperatura apropiada durante un tiempo dado, después del cual
se cuentan las colonias visibles. Cuando se hace referencia al nUmero total de células
viables por un determinado alimento, se deben tomar en cuenta los siguientes
factores: método de muestreo, distribucion del microorganismo en el alimento,
naturaleza del alimento, temperatura y tiempo de incubacién utilizados, tipo de

diluyente y la existencia de otros microorganismos competidores.

b) NuUmero mas probable

Se preparan diluciones de alimentos de igual forma que en el método de vaciado en
placa. Se siembran tres diluciones seriadas en cierto numero de tubos de medio
apropiado. El nimero de microorganismos en la muestra original se determina
utilizando las tablas convencionales del NMP. Se trata de un método estadistico y por
esto, los resultados que con él se obtienen son generalmente mas elevados que los
que se obtienen con el método de vaciado en placa. Entre los inconvenientes para ser
utilizado se encuentra la gran cantidad de material de vidrio que se necesita, la falta

de oportunidad para ver la morfologia de las colonias y su falta de exactitud.

c) Método de reduccion de colorantes

En este método generalmente se emplean dos colorantes: el azul de metileno y la
resazurina. Se afiaden sobrenadantes preparados de los alimentos a soluciones patrén
de cada uno de los colorantes para que éstos sean reducidos: desde el color azul al
blanco o del azul al rosa o al blanco segun el caso. El tiempo transcurrido para que
tenga lugar la reduccion del colorante es inversamente proporcional al niumero de
microorganismos existentes en la muestra. Estas pruebas se utilizan desde hace
mucho tiempo en la industria de productos lacteos para evaluar la calidad microbiana
general de la leche cruda. Entre las ventajas estan: es una prueba sencilla, rapida y
barata, donde Unicamente se cuantifican células viables. Sus inconvenientes son: no
todos los microorganismos reducen de igual modo los colorantes y no son aplicables a

alimentos que contienen enzimas reductoras.



d) Recuento microscopico directo

Consta de los siguientes pasos: preparacion del frotis de muestras, tincién con
colorante apropiado, observacién y recuento de células con ayuda de microscopio. Es
un método rapido y sencillo, en el cual se aprecia la morfologia de las células. Entre
sus inconvenientes estan el hecho de que sea cansado para el analista, se cuentan
tanto células viables como no viables, las particulas de alimento pueden interferir con
el conteo, las células muchas veces se encuentran en asociaciones y eso dificulta el
conteo y algunas veces no todas las células logran tefirse.

METODOS RAPIDOS DE ANALISIS MICROBIOLOGICO!?4145

Debido a que el anadlisis microbioldgico en las industrias de alimentos no es sencillo por
la complejidad de los productos que se elaboran y ademads, se busca obtener
resultados en el menor tiempo posible, se han hecho grandes esfuerzos por desarrollar

métodos rapidos de anélisis.

Hasta los afios 70s, Unicamente se buscaban microorganismos como Salmonella,
Clostridium botulinum y S. aureus; actualmente, es importante la deteccion de L.
monocytogenes, E. coli 0157:H7 y Vibrio parahemolyticus, debido a que cada vez con
mas frecuencia, estos microorganismos se encuentran relacionados con brotes de
enfermedades transmitidas por alimentos. Los métodos convencionales, aunque no
carecen de sensibilidad y confiabilidad, son laboriosos y requieren de mucho tiempo
para conocer los resultados. Los productos minimamente procesados tienen vida de
anaquel corta, por lo que estos métodos no serian Utiles para asegurar la inocuidad del
producto.

La microbiologia en la industria de los lacteos es de especial importancia al haberse
registrado brotes de enfermedades relacionadas con patdgenos provenientes de este
tipo de alimentos, que han sido contaminados con microorganismos patdégenos o sus
toxinas, alterandose asi la seguridad, calidad e integridad de los productos lacteos.
Ademas, en este tipo de industrias, la microbiologia cobra especial importancia debido
a que los resultados obtenidos de estos andlisis son criticos para determinar la
eficiencia de procesos de manufactura, limpieza y sanitizacion, y para la prediccién de

la calidad y la vida de anaquel de los productos lacteos. Por tratarse de productos con



corta vida de anaquel debido a su composicidon, la importancia del empleo de métodos
rapidos de andlisis ha aumentado, y por ello se han adaptado diversas técnicas de

deteccidn, aislamiento, enumeracién y caracterizacion de microorganismos.*?

A diferencia de los analisis fisicoquimicos que se le hace a la leche donde se han
buscado técnicas automatizadas para reemplazar a las convencionales, los analisis
microbioldgicos en la industria de los lacteos siguen haciéndose segun las técnicas
tradicionales. Sin embargo, durante las dos ultimas décadas, varios nuevos métodos
de analisis han sido aplicados a leche y productos lacteos, obteniéndose resultados

comparables con aquellos obtenidos por las metodologias convencionales. 1942

Los métodos alternativos a los convencionales se conocen como “rapidos” porque son
automatizados o semi-automatizados, y porque se requiere menos tiempo para
preparar y procesas las muestras y para leer e interpretar los resultados. El uso de
estos métodos aumenta el nimero total de muestras que pueden ser analizadas por
dia, aunque se requieren los mismos tiempos de incubaciéon. Los métodos rapidos
desarrollados han demostrado tan confiables como los métodos tradicionales,
representando una mejor opcién por las ventajas que ofrecen. Asi, en la actualidad

existen diferentes métodos rapidos de analisis, basados en diferentes técnicas:

a) Métodos rapidos basados en técnicas tradicionales

Son aquellos cuyo fundamento es el mismo que en el caso de los métodos
tradicionales, el uso de medios de cultivo con nutrientes adecuados para cada tipo de
microorganismo, reemplazando el tradicional agar en placa y buscando economizar

tiempo y espacio.

Ejemplos de estos productos son:

Placas Petrifilm de 3M - se basa en el uso de nutrientes mezclados con agentes

gelificantes, colocados en placas para su posterior rehidratacién con 1 mL de muestra.

HGMF (Hydrophobic Gris Membrane Filter) - se basa en filtracién de membrana para

posteriormente elegir un medio de cultivo adecuado e incubar, para contar UFC.

SimPlate - es una modificacién a la técnica de nimero mas probable (NMP)



En la siguiente tabla, se muestran algunos de los kits de métodos rapidos mas
empleados actualmente en la industria para deteccion de bacterias asociadas con

alimentos:

Tabla 3. Kits para deteccion de bacterias asociadas con alimentos

Microorganismo Nombre comercial Fabricante

E. coli Petrifilm 3M
Redigel (Colichrome) 3M

Coligel Charm Science

E-Colite Charm Science

Pathogel Charm Science
Coliformes totales Petrifilm 3M
Redigel (Rojo violeta Bilis) 3M

Coligel Charm Science
E-Colite Charm Science
Pathogel Charm Science
Salmonella SM ID BioMerieux
Enterobacteriaceae Petrifilm 3M
Pathogel Charm Science
Microbase Disk Remel
Bactistaph Disk Remel
Novobiocin Disk Remel
S. aureus Petrifilm 3M

b) Métodos inmunoldgicos

Los métodos rapidos mas ampliamente utilizados en la actualidad son aquellos que se
basan en técnicas inmunoldgicas, pues permiten la identificacion de bacterias
especificas asociadas a diferentes alimentos. Los microorganismos mas
frecuentemente detectados mediante estas técnicas son E. coli O157:H7, Listeria y

Salmonella.

Todos estos métodos se basan en una reaccién antigeno-anticuerpo que forma
compuestos coloridos o precipitados que pueden ser detectados. En la tabla 4, se

tienen algunos ejemplos de métodos rapidos de este tipo:



Tabla 4. Ensayos inmunolégicos mas representativos en la industria de alimentos

Microorganismo Nombre comercial Fabricante
E. coli 0157 Reveal Neogen
VIDAS BioMerieux
Assurance EHEC EIA BioControl
TECRA TECRA
Salmonella spp Reveal Neogen
1-2 Test BioControl
TECRA TECRA
UNIQUE TECRA
Listeria VIP BioControl
TECRA TECRA
UNIQUE TECRA
S. aureus TECRA TECRA

c) Métodos Moleculares

Son métodos que se basan en técnicas de DNA y RNA para la diferenciacién e
identificacion de microorganismos patégenos en alimentos. Algunas de estas técnicas
incluyen PCR, electroforesis, tipificacion de plasmidos, etc. Los métodos mas
difundidos son aquellos que se basan en PCR, pues existen diferentes modificaciones a

esta técnica que permiten versatilidad en los métodos.

A continuacion se muestran los métodos moleculares mas representativos actualmente

empleados en la industria de alimentos:

Tabla 5. Métodos moleculares

Microorganismo Nombre comercial Fabricante
Salmonella PCR-Light Cycler Biotecon Diagnostics
Gene-Trak Probe
BAX Qualicon
E. coli O157:H7 BAX Qualicon
L. monocytogenes Gene-Trak Probe
Listeria spp. BAX Qualicon
S. aureus Gene-Trak Gene-Tak




Se cree que un futuro los métodos rapidos de andlisis se hardn en base a la
nanotecnologia, que permitira el desarrollo de sensores capaces de detectar a los

microorganismos de interés.
PLACAS PETRIFILM3>37:3841

El analisis microbioldgico de alimentos es un asunto complicado, pues éstos son
matrices complejas de grasas, carbohidratos, proteinas y diversos aditivos. Ademas,
tienen diferentes propiedades fisicas, y todo en conjunto dificulta disefar un proceso

sencillo de analisis.'®

Las técnicas tradicionales de analisis microbioldgico no llenan las necesidades actuales
de tener resultados rapidos y confiables para poder tomar decisiones durante el

proceso de elaboracion de alimentos en una planta.*®

En la industria de alimentos, existe la necesidad de liberar el producto en el menor
tiempo posible, en especial en lo que se refiere a alimentos perecederos, lo que ha
llevado a la necesidad de desarrollar nuevas metodologias que sean confiables y que
ofrezcan alta reproducibilidad y resultados confiables, compatibles con los obtenidos
mediante técnicas o metodologias oficiales, y que disminuyan el tiempo en el proceso

de anélisis y aceptacion de los productos.

3M Microbiologia ha desarrollado material disefiado para ofrecer ahorros de tiempo,
incrementar la productividad, garantizar confiabilidad, y sobre todo, para mejorar la
eficiencia de las operaciones dentro de la industria, aumentando la productividad:

placas Petrifilm™ 3M™ (Petrifilm) y kits de andlisis basados en técnicas inmunolégicas.

“y

Figura 4. Placas Petrifilm



Las placas Petrifilm son medios de cultivo preparados, listos para usar, que contienen
los mismos nutrientes que los medios de cultivo tradicionales mas un polisacarido que
permite la gelificaciéon del medio al afadir el mililitro de muestra necesario para la

inoculacion.

El uso de las placas Petrifilm se fundamenta en la capacidad de los microorganismos
para crecer en diferentes medios de cultivo, que contienen diferentes nutrimentos,
colorantes o sustancias que permiten poner en evidencia ciertas caracteristicas de su
metabolismo para asi permitir su identificacion. El medio de cultivo que contienen las
placas Petrifilm se formula de la misma manera en que se hacen los medios de cultivo
en técnicas tradicionales, con la diferencia de que en algunos casos, se utiliza agentes
gelificantes solubles en frio. Ademas, cuentan con un indicador, TTC (clorhidrato de
trifenil tetrazolio), que permite visualizar las colonias en casi todos los casos de color
rojo. Debido a que los componentes del medio, en especial el TTC, son estables a pH
cercano a la neutralidad, se utiliza buffer de fosfatos (pH 7.2)?® para la preparacién de
la muestra y se espera que ésta, antes de ser inoculada, tenga un pH entre 6.5y 7.5,

ideal para el correcto crecimiento de los microorganismos.

Los tiempos y temperaturas de incubacién varian en cada uno de los casos; deben

seguirse las condiciones establecidas segun métodos oficiales.

Ya que la mano de obra, mas que los insumos, es el componente mas caro en el
analisis microbioldgico, la utilizacion de este tipo de métodos rapidos ayuda a las
industrias a controlar costos e incrementar productividad, para una mejor eficiencia en
general. En un estudio realizado en 292 plantas procesadoras de alimentos, las
empresas que utilizaron placas Petrifilm ahorraron un promedio de 3.7 horas diarias en

tiempo de los técnicos.

El uso de placas Petrifiim permiten reducir las pruebas microbioldgicas a 3 sencillos
pasos:
1. Inocular: las placas se inoculan facilmente con un mililitro de muestra.
2. Incubar: se maximiza el uso de la incubadora con el disefio de ahorro de
espacio.

3. Interpretar y contar



Las placas Petrifiim se basan en Métodos Oficiales AOAC en los que se puede confiar
para obtener resultados precisos y reproducibles. Para fines de este estudio se

emplearan las siguientes placas:

*Placas para el recuento de aerobios totales (Aerobic Count AC)
*Placas para el recuento de E. coli/Coliformes (Placa Petrifilm EC)
*Placas Staph Express para el recuento de Staphylococcus aureus/Discos Staph

Express Petrifilm.

Placas para el recuento de Aerobios totales

La Placa Petrifilm para Recuento de Aerobios Totales (Aerobic Count AC) es un sistema
de medio de cultivo listo para ser empleado que contiene los mismos nutrientes que el
Agar Cuenta Estandar, un agente gelificante soluble en agua fria (goma guar) y un
colorante que facilita la enumeracion de las colonias. Las Placas Petrifilm AC se utilizan

en la enumeraciéon de la poblacidn total existente de bacterias aerobias.

Figura 5. Placas Petrifilm AC

Placas Petrifiim™ para el Recuento de E. coli/Coliformes

Estas placas contienen nutrientes de Bilis Rojo Violeta (VRB), un agente gelificante
soluble en agua fria (goma guar), un indicador de actividad de la glucuronidasa y un
indicador que facilita la enumeracién de las colonias. La mayoria de las cepas de E. coli
(cerca del 97%) produce beta-glucuronidasa, la que produce una precipitaciéon azul
asociada a la colonia. La pelicula superior atrapa el gas producido por E. coli y
coliformes fermentadores de lactosa. Las colonias de E. coli podran ser identificadas
por la produccién de gas y por el color de las colonias, que seran azules. Las colonias

de coliformes se confirman por la presencia de gas y el color rojo debido a la



produccion de acido por la fermentacién de la lactosa, que causa el oscurecimiento del

gel por el indicador de pH.

Figura 6. Placas Petrifilm EC

En la siguiente figura se muestra el mecanismo mediante el cual se puede llevar a

cabo la identificacién de Escherichia coli en las placas Petrifilm EC:

5-bromo-4-cloro-3-indonil-B-D- HOCO-CH,CH,CH(NH2)CO:H
glucuronida Acido B-D-

glucurdnico

f-glucuronidasa

“\0/“ : ) i

H

v

Agua 5-bromo-4-cloro-3-indonil Didxido de carbono
(Complejo azul)

Figura 7. Mecanismo de reaccién entre sustrato y enzima en la Placa Petrifilm EC (Amaro,2001)

Placas Staph Express para el Recuento de Staphylococcus aureus

La placa Petrifilm Staph Express para recuento de Staphylococcus aureus es un
sistema de medio de cultivo listo para la muestra que contiene un agente gelificante
soluble en agua fria. El medio utilizado es el Baird-Parker, que resulta un medio

selectivo y diferencial para S. aureus, pues es un microorganismos coagulasa positivo.




Figura 8. Placas Staph Express

Si se encuentra carga microbiana en el fondo de la prueba, es necesario el uso del
Disco Staph Express Petrifilm de 3M, que permite diferenciar a S. aureus entre todas
las colonias sospechosas. El disco contiene un colorante (o-toluidina azul) y un acido
desoxirribonucléico (DNA). S. aureus produce desoxirribonucleasa (DNasa), que al
actuar sobre su sustrato provoca la formacidon de zonas rosadas en el medio de cultivo,

indicandonos asi la presencia de la bacteria.

3M cuenta con Guias para la interpretacion de los resultados para toda la gama de
Placas Petrifilm.

EL SISTEMA API Y LA IDENTIFICACION BIOQUiMICA #5247

Una identificacion de microorganismos basada uUnicamente en método cromogénicos
no es la ideal para dar un diagnodstico acerca de la presencia o ausencia de cierta
bacteria en un alimento. Por esto, es necesario llevar a cabo identificacidon bioquimica

de las cepas aisladas, aprovechando sus caracteristicas metabdlicas.

BioMerioux es una compafiia francesa especializada en la produccion de reactivos y
equipos de laboratorio que se ha encargado de diseflar pruebas rapidas de
identificacion, que ahorran tiempo e influyen directamente en la velocidad con la que

pueden ser tomadas medidas de prevencion.

Actualmente es posible obtener resultados mas rapidamente mediante método que
emplean un volumen pequeifo de sustrato con un indculo abundante, utilizando

sistemas modificados de bioquimicas convencionales como es el sistema API.

Este sistema incorpora reactivos deshidratados dentro de pequefios tubos plasticos en
los cuales se coloca una suspensién del organismo en estudio. Los resultados pueden

leerse con ayuda de una base de datos y son altamente confiables.



Los sistemas API han sido adoptados por un gran numero de laboratorios desde el
momento de su introduccién al mercado a inicio de los afios ochentas y su uso en la
identificacion de enterobacterias principalmente ha facilitado el reconocimiento de
varias especies nuevas y ha permitido a los laboratorios determinas las especies de
una forma mas precisa. Algunas de las ventajas al utilizar el sistema API son:

a) Seguridad en el resultado de las pruebas

b) Cuenta con una base de datos para interpretacion de resultados

c) Se pueden hacer pruebas adicionales, indicadas en el manual de uso

d) Uniformidad en la linea del produccion

e) Servicio de asesoria técnica

f) Facil manipulacion e inoculacién

g) Reduccién de espacio de almacenamiento e incubacion

h) Facil lectura e interpretacién

i) Mayor reproducibilidad, precisién y confiabilidad
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Figura 9. Tiras API para la identificacion bioquimica
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SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS?2

La resistencia a los antimicrobianos es uno de los principales problemas cuando se
trata con muchos de los microorganismos patégenos comunes y se define como la
capacidad adquirida de un organismo para resistir los efectos de un agente
guimioterapéutico al que es sensible habitualmente. La mayor parte de la resistencia a
antimicrobianos es debida a genes de resistencia que se transfieren por intercambio
genético. Para protegerse, los productores de antibiéticos desarrollan mecanismos de
resistencia que neutralizan o destruyen sus propios antibidticos; los genes que
codifican dichos mecanismos de resistencia pueden transferirse ocasionalmente a otros

organismos.



No todos los antibidticos actuan frente a todos los microorganismos. Algunos de ellos
son naturalmente resistentes a algunos antibidticos. hay varias razones por las que los
microorganismos pueden tener una resistencia inherente a un antibidtico: (1) el
organismo puede carecer de la estructura que inhibe el antibidtico; por ejemplo,
algunas bacterias como los micoplasmas, carecen de una pared celular tipica por lo
que son resistentes a las penicilinas; (2) el organismo puede ser impermeable al
antibidtico, por ejemplo, la mayoria de las bacterias Gram negativas son impermeables
a la penicilina G; (3) el organismo puede alterar el antibidtico inactivandolo, como es
el caso de muchos estafilococos, que producen B-lactamasas que rompen el anillo B-

lactamico de la mayoria de las penicilinas.

La resistencia a antibiéticos puede ser genéticamente codificada por el microorganismo
en el cromosoma, plasmidos o en factores R (plasmidos de resistencia). Debido a la
aparicion de resistencias a antibioticos, debe determinarse la sensibilidad a antibioticos
de las bacterias aisladas, usando para ello el método de la concentracién minima

inhibitoria (CMI) o el método de difusion en agar.
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Figura 10. Emergencia de bacterias resistentes a drogas antimicrobianas. (a) Relacion entre el uso de
antibidticos y el porcentaje de bacterias resistentes a antibiéticos aisladas de pacientes con diarrea. Los
agentes que se han utilizado en mayores cantidades son los que tienen mayor nimero de cepas
resistentes. (b) Porcentaje de casos registrados causados por cepas resistentes. El nimero de casos con
cepas resistentes en 1985 fue de 9000. Este nimero subié a 59 000 en 1990.

La abusiva utilizacion inapropiada de los antimicrobianos estd conduciendo al

desarrollo rapido de resistencias especificas en microorganismos que producen



enfermedades. El descubrimiento y uso clinico de muchos de los antibidticos conocidos

ha sido paralelo a la emergencia de bacterias resistentes a su accién.

El seguimiento y control mundial sugieren que los antibidticos se usan en la practica
clinica con mucha mayor frecuencia de lo necesario. Los datos indican que el
tratamiento con antibidticos esta garantizado en el 20% de los individuos que acuden
al médico por enfermedades infecciosas. A pesar de ello, los antibiéticos se prescriben
el 80% de los casos. Ademas, el 50% de las veces, las dosis recomendadas o la
duracion de los tratamientos no son correctas. Esto se acompafa del incumplimiento
de la pauta terapéutica por parte del paciente. Por ello a menudo los patdgenos estan
sometidos a dosis subletales de antibidticos por periodos cortos de tiempo,
seleccionandose aquellos que son resistentes. En gran medida, casi todos los
microorganismos patdégenos han desarrollado resistencia a alguno de los agentes
quimioterapéuticos, desde su uso generalizado en los afios 1950 (figura 11). La
penicilina y las sulfamidas ya no se emplean con tanta frecuencia hoy en dia dado que
muchos patdégenos se han hecho resistentes a ellos. Incluso aquellos microorganismos
gue siguen siendo sensibles a penicilina necesitan una dosis significativamente

superior que hace diez afios para que el tratamiento sea eficaz.

E. faecalis

Gram positivos .
M. tuberculosis

Gram negativos

T ) Haemophilus ducreyi
Gram positivo/Acido resistente

Salmonella typhi

Haemophilus influenzae

Neisseria gonorrhoeae

Pseudomonas aeruginosa

Salmonella sp.

Shigella dysenteriae

Shigella sp.

Otros bacilos Gram negativos

Staphyloccocus aureus
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Figura 11. Aparicidn de resistencia a drogas antimicrobianas en algunos patdégenos humanos



Otros usos indiscriminados de los antibidticos también contribuyen a la aparicion de
cepas resistentes, por ejemplo, los antibidticos que se emplean en agricultura y
ganaderia. Algunos de los ultimos brotes de infecciones transmitidas por alimentos se
han atribuido al uso de antibidticos en los animales. Asi, si se saturan los diversos

ambientes con antibidticos, la resistencia a los mismos se desarrollara rapidamente.

Se ha visto que si se suspende el empleo de un antibidtico determinado, su resistencia
desaparecera con el tiempo. Esto indica que la resistencia es reversible y que la
eficacia de algunos antibidticos puede restablecerse eliminando su uso durante algun

tiempo y cuidando su prudente y controlada utilizacién.

Cuantificacion de la actividad antimicrobiana??

La actividad antimicrobiana se mide determinando la cantidad mas pequefa que se
necesita de un agente para inhibir el crecimiento de un organismo control, valor
llamado concentracion minima inhibitoria (CMI). Para determinar la CMI se prepara
una serie de tubos de cultivo, cada uno conteniendo un medio con una concentracion
diferente del agente y después los tubos se inoculan. El tubo que contiene la menor
concentracién de agente que inhibe completamente el crecimiento del organismo
usado como referencia define la CMI. Este procedimiento se denomina técnica de

dilucion en tubo.

Figura 12. Evaluacién de un antibiético mediante el método de dilucién en tubo.

La CMI no es constante para un determinado agente, porque depende del tipo de
microorganismo utilizado, el tamafno del indculo y las condiciones de incubacién, como
temperatura, pH y aireacion. Cuando se estandarizan rigurosamente todas las
condiciones, es posible comparar diferentes antimicrobianos y determinar cual es el

agente mas eficaz frente a un organismo o calcular la actividad de un Unico agente



frente a diversos organismos. Este método no distingue entre un agente microbicida o
uno microbiostatico, dado que el agente estd presente en el medio de cultivo durante

todo el periodo de incubacién.

Otro procedimiento comiUnmente utilizado en el estudio de la accién antimicrobiana es
el método de difusién en agar (Figura 13). Se prepara una caja Petri con un medio de
agar inoculado uniformemente con el microorganismo a ensayar. Cantidades conocidas
del agente antimicrobiano se afiaden a discos de papel filtro que se colocan en la
superficie del agar. Durante la incubacion, el agente difundo desde el papel de filtro al
agar; la concentracién del agente disminuye a medida que aumenta la distancia al
papel filtro. A una determinada distancia del disco se alcanza la CMI. A partir de ese
punto hay crecimiento, pero en las proximidades del disco no lo hay. Se crea entonces
una zona de inhibicion; el didametro de la zona es proporcional a la cantidad de
antimicrobiano anadido al disco, la solubilidad del agente, el coeficiente de difusiéon y
la eficacia del agente. Este método se usa de forma rutinaria para ensayar la

sensibilidad a los antibidticos en patdgenos.

Aaar nutritivo Se inocula la cepa en
5 ml de caldo

lactosado

Se vierte en la placa el
caldo inoculado

Sobre la superficie se
colocan los discos con
antibiotico

Las zonas de inhibicién determinan
la sensibilidad a algunos antibiéticos
tras 24 horas de incubacién

Figura 13. Método de difusion en agar para determinar la actividad de un antibidtico.



La siguiente tabla muestra los tamanos de zonas de inhibicidon caracteristicas para
distintos antibidticos. Las zonas que se ven sobre las placas se miden y se comparan
con datos estandar para establecer si el aislado es verdaderamente sensible a un
determinado antibidtico. Los datos en esta tabla son muy Utiles para escoger el mejor
antibidtico ante una infeccién bacteriana especifica. Por fortuna, muchos
microorganismos potencialmente patdégenos son susceptibles a distintos antibidticos;
sin embargo, existen algunos sensibles a muy pocos antimicrobianos. Otros patégenos
han desarrollado resistencia a los antibidticos, de ahi que sea esencial la prueba de
sensibilidad antibidtica para estos microorganismos. Estos informes, denominados
antibiogramas, indican la sensibilidad de los microorganismos aislados a los

antibioticos de uso actual.

Tabla 6. Tamaiios de las zonas de inhibicion en algunas pruebas de susceptibilidad a

discos de antimicrobianos

Diametro de la zona de inhibicion (mm

Ampicilina® 10 ug 11 o menos 14 o mas
Ampicilina® 10 pg 28 0 menos - 29 0 mas
Cefoxitina 30 pg 14 o menos 15-17 18 0 mas
Cefalotina 30 pg 14 o menos 15-17 18 0 mas
Cloranfenicol 30 pg 12 o menos 13-17 18 0 mas
Clindamicina 2 Ug 14 o0 menos 15-16 17 o mas
Eritromicina 15 ug 13 o0 menos 14-17 18 o mas
Estreptomicina 10 ug 11 o0 menos dic-14 15 o mas
Gentamicina 10 ug 12 o0 menos 13-14 15 o0 mas
Kanamicina 30 ug 13 0 menos 14-17 18 o mas
Meticilina® 5 ug 9 0 menos oct-13 14 o mas
Neomicina 30 ug 12 o menos 13-16 17 o mas
Nitrofurantoina 300 pg 14 0 menos 15-16 17 o mas
Penicilina G¢ 10 unidades 28 0 menos - 29 0 mas
Penicilina G¢ 10 unidades 11 0 menos dic-21 22 0 mas
Polimixina B 300 unidades 8 0 menos 09-nov 12 o mas
Tetraciclina 30 ug 14 0 menos 15-18 19 o mas
Trimetroprim-Sulfametoxazol 1,25/23,75 pg 10 o menos nov-15 16 o mas
Tobramicina 10 pg 12 0 menos 13-14 15 o mas

a Para microorganismos Gram negativos y enterococos
b Para estafilococos y microorganismos muy sensibles a la penicilina

¢ Para estafilococos

d Para microorganismos distintos a los estafilococos. Incluye algunos como enterococos y algunos
bacilos Gram negativos, que pueden producir algunas infecciones sistémicas, que se tratan con
dosis altas de penicilina G.



Se ha visto que Escherichia coli es resistente a diferentes antimicrobianos y esta
resistencia puede ser adquirida del ambiente mediante plasmidos. En estudios que se
han hecho en diferentes paises se ha visto que la resistencia a antimicrobianos esta
ligada directamente con la localizacién geografica y el ambiente, pues dependiendo de
esto, los microorganismos son susceptibles a diferentes antibidticos. Se forma general
y en base a estudios realizados en diferentes paises, se ha visto que E. coli es
resistente principalmente a tetraciclina, ampicilina, gentamicina, kanamicina,

estreptomicina y sulfametoxazol/trimetoprim?%:2844,

La tetraciclina es el principal
antibiético empleado para tratar enfermedades en animales domésticos y muchas
veces es administrado sin conocer antes con certeza la causa de la enfermedad. Esta
resistencia a tetraciclina que E. coli ha sido capaz de desarrollar estd mediada por
plasmidos, que se ha visto pueden ser adquiridos por las bacterias directamente del
ambiente, y con ellos, esparcirse rapidamente. También se sabe que cuando una cepa
es resistente a tetraciclina, es muy probable que también lo sea a otros agentes
antimicrobianos, como gentamicina o kanamicina, debido al pldsmido que tienen°. Se
cree que la multiresistencia a estos antibidticos se debe a que son ampliamente
utilizados con fines terapéuticos en granjas donde se crian animales destinados a
consumo humano por su relativamente bajo costo y la eficacia que en un principio

mostraban®.

En la actualidad se sabe que para eliminar infecciones causadas por cepas de E. coli
multirresistentes, es recomendable combinar antimicrobianos potentes que tengan un
efecto sinérgico contra la bacteria. Asi, se emplea tetraciclina en combinaciéon con

ampicilina, gentamicina, amoxicilina o cloramfenicol**.

El caso de Staphylococcus aureus es similar. El extensivo uso de antibidticos ha tenido
como consecuencia la seleccion natural de cepas resistentes de S. aureus. Por ello, las
terapias con antibidticos para infecciones con esta bacteria son problematicas; ya muy
pocas son tratables con penicilina y en la mayoria de los casos es necesario aislar a la
bacteria y probar su resistencia a diferentes antimicrobianos para saber su

sensibilidad.>??

Se ha visto que tan rdpido como nuevos antibidticos son creados, cepas de

estafilococos son capaces de desarrollar mecanismos eficientes para neutralizarlos. Por



esta razén, se ha tenido la necesidad de buscar dia con dia nuevas alternativas para el

tratamiento de enfermedades causadas por S. aureus.’

De acuerdo con estudios realizados, se sabe que S. aureus es resistente
principalmente a penicilina, meticilina, quinolonas y vancomicina, teniendo un
mecanismo de resistencia diferente para cada uno de estos antibidticos: insercidon de
genes que codifican para la produccion de cierta enzima, mutaciones cromosodmicas,
pldsmidos u operones; todos ellos permiten desactivar el principio activo de los

farmacos mas cominmente empleados para combatir a esta bacteria.*

Para ambas bacterias se recomienda que el uso de agentes antimicrobianos en
animales siga estrictos lineamientos para minimizar la seleccion y proliferacion de
cepas bacterianas resistentes y asi evitar el riesgo de transferirlas a los humanos.
Ademas, es importante recordar que los farmacos siempre deben estar prescritos por

doctores y no es recomendable la automedicacion.®

Las bacterias patdgenas aisladas con mas frecuencia a partir de quesos, como E. coli y
S. aureus, han demostrado ser multirresistentes a distintos antibiéticos, y con el paso
del tiempo esta caracteristica se ha hecho mas evidente. De ahi la importancia de
determinar la sensibilidad de las cepas aisladas a distintos antimicrobianos, pues al ser
microorganismos asociados con mucha frecuencia enfermedades gastrointestinales, se
tiende al abuso de ciertos farmacos, potenciando asi la aparicion de cepas resistentes

a aquellos de mayor uso.



I1I. OBJETIVOS

Objetivo General
« Aislar y determinar la frecuencia de microorganismos potencialmente
patdgenos en quesos frescos elaborados por métodos artesanales e

industriales.

Objetivos Particulares
« Emplear técnicas alternas a los métodos convencionales que permitan
economizar tiempo y recursos.
« Llevar a cabo la identificacidn bioquimica de las cepas aisladas.
« Hacer un ensayo de sensibilidad ante diversos antimicrobianos de los
microorganismos identificados.
« Determinar la importancia de los ensayos microbioldgicos como pruebas de

control de calidad en la industria de los derivados lacteos.

IV. JUSTIFICACION

El objetivo del presente trabajo es mostrar la frecuencia con la que dos de los
microorganismos patdgenos de mayor importancia de salud publica en México,
Escherichia coli y Staphylococcus aureus, se logran aislar a partir de un alimento muy

comun en las mesas de hogares mexicanos, el queso fresco.

La importancia de los resultados obtenidos con este proyecto radica en que gracias a
ellos, podra ser posible determinar la calidad higiénico-sanitaria de los quesos
analizados y el impacto que tiene la falta de estrictos controles de calidad en la
elaboracion del queso en la salud de los consumidores. Ademas, con ello se resalta la
importancia de tener un sistema de calidad que permita elaborar alimentos inocuos

conservando en la medida de lo posible sus atributos sensoriales.



V. HIPOTESIS

En las muestras a analizar, debido a su elaboracién artesanal y a la falta de un estricto
control de calidad en el proceso, se espera encontrar dos de los microorganismos

patdgenos de mayor importancia en materia de salud publica, Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.



VI. MATERIALES Y METODOS

Se analizaron 30 muestras de quesos artesanales de tipo Ranchero y Panela para
detectar cuenta total de mesoéfilos aerobios, coliformes totales, Escherichia coli y

Staphylococcus aureus.

La investigacién se dividié en tres etapas:
1. Analisis presuntivo. Se analizaron las 30 muestras mediante el uso de las Placas
Petrifilm.
2. Anadlisis confirmativo. Pruebas bioquimicas para la confirmacién de la presencia
de los patdgenos.
3. Sensibilidad a antimicrobianos. Se probd la resistencia de las cepas aisladas a

diferentes antibiodticos.

Diluyentes y reactivos
Para el completo andlisis de las muestras fueron necesarios los siguientes reactivos,

diluyentes y medios de cultivo (Ver Apéndice 1):

a) Solucién de hidréxido de sodio 1 N

b) Solucion reguladora de fosfatos pH 7.2
c) Agua destilada estéril

d) Solucién salina isotdnica

e) SIM (Sulfhidrico Indol Movilidad)

f) Agar hierro de Kligler

g) Agar Mac Conkey

h) Citrato de Simmons

i) Medio basal OF

j) Agar Rojo Violeta Bilis (RVBA)

k) Manitol Sal Agar

) Caldo Rojo de Metilo / Voges Proskauer
m) Caldo lactosado

n) Agar cuenta estandar

0) Agar Mueller-Hinton



p) Caldo cerebro-corazén (BHI)

Materia prima

/¥ Seleccién de las muestras
Todas las muestras fueron quesos frescos elaborados de forma artesanal y
vendidos bajo condiciones deficientes de higiene y carente de refrigeracion vy
almacenamiento adecuado. EI muestreo se hizo de forma aleatoria,
comprandose los quesos en diferentes establecimientos en diversas colonias de
la Ciudad de México. Las delegaciones donde las muestras fueron compradas
fueron: Coyoacdn, Benito Judrez, Tlalpan y Alvaro Obregén. Los lugares de
compra fueron diversos: desde establecimientos que cuentan con sistemas de
refrigeracion para sus productos hasta puestos en mercados sobre ruedas, que
no cuentan con ningun sistema de conservacién de los mismos. Para llevar a
cabo el muestro de forma adecuada, se siguid la norma correspondiente, NMX-
F-285, Muestreo y transporte de muestras de alimentos para su analisis
microbioldgico®’. Los quesos fueron transportados al laboratorio para su analisis
en una hielera con el fin de mantener las condiciones iniciales del producto,
como seria la carga microbiana. Las muestras se conservaron en refrigeracion a
40 C hasta su andlisis, en ningun caso el tiempo entre la recoleccion de la

muestra y el momento del andlisis excedio las 24 horas.

/¥ Preparacién de las muestras
Minutos antes de hacer el analisis, a los quesos se les retiré la envoltura, con
cuidado de no tocarlos para no contaminarlos. Se pesaron 10 g de muestra para
anadir posteriormente 90 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 estéril segun la NOM-
110-SSA1-1994. Se homogenizd haciendo uso del Stomacher y se procedié de

acuerdo a esta norma a realizar diluciones seriadas con incrementos de 10.



Validacion del método

- =

Muestreo: compra de muestras de quesos frescos
elaborados de forma artesanal e industrial

—) =

Refrigeracion de las muestras hasta la fecha de analisis
(de preferencia no mas de 24 horas)

) =

Preparacidn de las muestras segin NOM-110-SSA1-19943!

Preparacion de las diluciones necesarias (segun las condiciones
de la muestra v el microorganismo a analizar)

N =———

Inoculacién de las placas Petrifilm

R R ==——

Incubacion de las placas en las condiciones necesarias
segun el caso

e N =—

Interpretacién de las placas

-

Conservacion de colonias tipicas de E. coliy S. aureus

Tincién de Gram de colonias tipicas aisladas

R N =—

Identificacién bioquimica mediante tiras API

= N =—

Confirmacion mediante pruebas bioquimicas tradicionales

e

Sensibilidad a antimicrobianos (uso de sensidiscos)

N ——

Interpretacion y discusion de resultados

A continuacion se explica con detalle el procedimiento seguido para cada una de las

metodologias aplicadas durante la investigacion.



1. Validacion del método

Para poder decir que el método de las placas Petrifilm es confiable y reproducible, se
tomoé como referencia un estudio previamente realizado (Amaro, 2001) donde se
concluyd que la técnica es confiable y reproducible. Para apoyar este resultado se llevd
a cabo un procedimiento que nos permitiera validarla técnica, identificando E. coli
mediante un método cromogénico como en el caso de las placas y comparando estos
resultados con aquellos obtenidos mediante la técnica tradicional de aislamiento en
Agar Rojo Bilis Violeta, segin la NOM-113-SSA1-1994, método para la cuenta de

microorganismos coliformes totales en placa.
2. ANALISIS PRESUNTIVO: PLACAS PETRIFILM 3M?3:2425
2.1 Almacenamiento
2.1.1 Los paquetes cerrados se almacenaron a una temperatura menor a 8°C. Las

placas Petrifilm tienen un tiempo de vida util de 18 meses desde su fecha de

elaboracion.

2.1.2 Para cerrar un paquete abierto, se dobld la bolsa y se colocd una cinta adhesiva

para evitar el ingreso de humedad y con ella, la alteracién de las placas.

2.1.3 Los paquetes cerrados (segun el punto 2) se mantuvieron a temperaturas
alrededor de 25°C (77 °F). Las placas se utilizaron maximo 1 mes después de abierto

el paquete.




2.2. Preparacién de la muestra®

2.2.1. Se pesaron 10 g de muestra y se colocaron en una bolsa de plastico con

cierre hermético.

N 0 2.2.2 Se adicionaron 90 mL de buffer de fosfatos (pH 7.2). Este
pH es necesario para el buen funcionamiento de la placa. A esta

-\ dilucién se le llamo 107

2.2.3. Se homogenizo la muestra utilizando el Stomacher.

= r;,:t \

A partir de esta primera dilucién de la muestra se hicieron diluciones decimales.
a) Se prepararon tubos con 9 mL de buffer de fosfatos pH 7.2 y se esterilizaron
b) Se tomé 1 mL de la primera dilucién (10™') y se colocé en uno de los tubos de
buffer.
c) Se agitd hasta homogeneizar y esta diluciéon de marcé como 1072,
d) Se sigui6 este mismo procedimiento hasta completar todas las diluciones que
fueran necesarias. Esto se decidié en base a las condiciones de almacenamiento y

venta de las muestras. El rango de diluciones manejado fue entre 10!y 107.
2.3 Inoculacién
2.3.1. Se colocd la Placa Petrifilm en una superficie plana y

<§ nivelada y en una zona de asepsia se levantd la lamina
semitransparente superior.

2.3.2 Con una micropipeta perpendicular a la Placa Petrifilm se colocé 1 mL de la
Ve N

muestra en el centro de la pelicula cuadriculada inferior.




2.3.3 Se liberd la pelicula superior dejandola caer sobre la

muestra. Esto se hizo con mucho cuidado para evitar la

formacién de burbujas.

2.3.4 Con el lado bordeado hacia abajo, se colocod el dispersor sobre la pelicula

&

superior, atrapando el indculo.

2.3.5 Se presiond suavemente el dispersor para

distribuir el indculo sobre el area circular, cuidando no

girarlo ni deslizarlo.

2.3.6 Se retird el difusor y se esperd aproximadamente 1 minuto

a que solidificara el gel.

2.4 Incubacion

2.4.1 Las placas se Incubaron cara arriba en grupos de hasta 20 unidades de altura. El

tiempo y temperatura de incubacion varié dependiendo el tipo de microorganismo a

detectar.

Mesofilos Aerobios 37°C/48 hs
Coliformes totales 379C/ 24 hs
Escherichia coli 379C/ 48 hs

Staphylococcus aureus 37°C/ 24 hs



2.5 Interpretacién

Las Placas Petrifilm se contaron en cada uno de los casos para las diferentes diluciones

inoculadas.

Las placas se interpretaron de acuerdo con el siguiente criterio:

(Segun las guias de interpretacion proporcionadas por el proveedor)

Cuenta total de mesdfilos aerobios:  Colonias color rojo

Coliformes totales: Colonias color rojo con presencia de gas
Escherichia coli: Colonias color azul con presencia de gas
Staphylococcus aureus: Colonias rojo-violeta

Algunas colonias fueron aisladas para identificacion posterior: se levantd el film

superior y se tomo la colonia directo del gel.

3. CONSERVACION DE CEPAS CARACTERISTICAS DE Escherichia coli Y

Staphylococcus aureus.

Para poder llevar a cabo las pruebas bioquimicas para identificacion de los
microorganismos, fue necesario resembrar algunas colonias tanto de E. coli como de

S. aureus.

a) Se resembraron todas las colonias en medio TSA (Agar Tripticaseina - soya)
Directamente de las placas se tomaron colonias representativas de E. coliy S.
aureus de acuerdo con la guia de interpretacién del proveedor. Esta resiembra
se hizo por duplicado, para conservar la cepa y asi poder llevar a cabo todas las
pruebas bioquimicas y de sensibilidad a antibidticos. Se eligié este medio
porgue no contiene ningln compuesto que inhiba el crecimiento de alguna de

las dos bacterias.



b) Se resembraron colonias de E. coli en medio RVBA (ver Apéndice 1)
Este medio es diferencial para el grupo de coliformes por la presencia de sales
biliares que sélo estos microorganismos son capaces de utilizar. En él podemos
distinguir a E. coli de otras bacterias gram negativas por su crecimiento:

colonias rojas, de 1 a 2 mm de didmetro, con halo de precipitacién rojizo.

c) Se resembrd S. aureus en agar Manitol Sal, que es un agar selectivo para esta
bacteria donde las colonias crecen de color amarillo debido a la fermentacién de

manitol y por consecuencia, al cambio en el pH.

Después de las resiembras realizadas, se lograron recuperar 20 cepas de E. coliy 16

de S. aureus.

4. IDENTIFICACION BIOQUIMICA. SISTEMA API 20E Y API STAPH

Para comprobar la presencia de patdgenos como E. coli y S. aureus no podemos
basarnos Unicamente en métodos cromogénicos como lo son las placas Petrifilm; por
esto, se llevaron a cabo pruebas bioquimicas mediante el sistema AP. API 20 E es la
galeria que nos permite la identificacion de bacterias de la familia Enterobacteriaceae;

con API Staph, aquellas de los géneros Staphylococcus.

Antes de utilizar el sistema API fue necesario llevar a cabo una tincion de Gram de las
colonias para asegurarnos de que estuvieran correctamente aisladas y asi evitar
errores en la interpretacion de las pruebas bioquimicas.

1.1 Utilizacién de las galerias API 20E y Api Staph'*!®

1.1.1 Preparacion de la galeria
- Se repartieron 5 ml de agua destilada en los alveolos del fondo de la camara
para crear una atmésfera humeda.
- Se inscribid la referencia de la cepa en la lengleta lateral de la camara; no
sobre la tapa ya que ésta puede quedar desplazada durante la
manipulacion.

- Se sacé la galeria de su envase.



Se colocé la galeria en la cAmara de incubacion.

4.1.2 Preparacién del indculo

Se tomd una sola colonia caracteristica del medio correspondiente y se
suspendié en 5 mL de solucién salina isoténica (Ver Apéndice 1). En todos
los casos se utilizaron cultivos jovenes (no mas de 24 horas).

Se realiz6 una suspensidén bacteriana homogeneizando cuidadosamente las
bacterias en la solucion.

Se leyd con el Densimat hasta alcanzar 4 puntos en la escala de MacFarland,

densidad éptica éptima para la realizacidon de las pruebas bioquimicas en API.

4.1.3 Inoculacién de la galeria

Se introdujo la suspensidon bacteriana en los tubos de la galeria con la ayuda
de pipetas pasteur estériles. Para evitar la formacién de burbujas en el fondo
de los tubos, se colocd la punta de la pipeta sobre la pared de la cupula,
inclinando ligeramente la camara de incubacién hacia adelante.

En aquellas pruebas donde el nombre se encuentra encerrado en un
recuadro, fue necesario llenar tubo y cupula. En las otras, se llend
Unicamente el tubo. En el caso de las pruebas cuyo nombre se encuentra
subrayado, fue necesario crear una atmodsfera anaerobia llenando la clpula
con aceite de parafina.

Se cerré la cdmara de incubacién.

Se incubd a 36°C durante 24 horas.

Ademas de las pruebas en la galeria, se hicieron ensayos complementarios:

o SIM (Sulfhidrico, Indol, Movilidad). Se inoculé un tubo por cepa. La
presencia de sulfhidrico fue evidente por la presencia de precipitado
negro, la movilidad se eval6 en base al crecimiento de la colonia en el
medio y para la prueba de indol se requirid una gota de reactivo de
Erlich.

o Hugh-Leiffson (Oxidacidn - Fermentacién). Se inocularon dos tubos
por cepa, a uno de ellos se le afadié parafina para crear una
atmodsfera anaerobia. Una tonalidad amarilla en el medio indico

reaccion positiva.



o Siembra en MacConkey. Se sembraron las colonias por picadura en

este medio.

4.1.4. Lectura e interpretacion

- Después de la incubacion, la lectura de la galeria se hizo en base a la Tabla
de Lectura que proporciona el proveedor.

- En los casos en que tres o mas ensayos resultaron positivos, se anotaron en
la hoja de resultados todas las reacciones espontdneas y después se
revelaron los ensayos que requieren adicion de reactivos:

Prueba TDA: se afiadio una gota del reactivo TDA. Un color marrdn-rojizo
indicoé una reaccion positiva.

Prueba IND: se agregd una gota de reactivo de Erlich. Un color rosado
nos dio una prueba positiva.

Prueba VP: se afiadié una gota de KOH al 40% y una gota de alfa-naftol.
Después de 10 minutos, un color rojo o rosa intenso nos dio una reaccion
positiva.

- La identificacion se obtuvo a partir del perfil numérico: en la hoja de
resultados los tests estan separados en grupos de tres y se indica para cada
uno un valor de 1,2 o 4. El perfil numérico se obtuvo sumando los valores
correspondientes a las reacciones positivas.

- En el software de identificacidon apiweb™ se introdujeron manualmente
mediante el teclado los perfiles numéricos de 7 cifras.

- En la mayoria de los casos también fue necesario llevar a cabo la prueba de
nitritos:

o Se afadié una gota de acido sulfanilico y una de alfa-naftilamina en el
tubo de la prueba de Glucosa (GLU). Después de 5 minutos, una

coloracion roja indicd una prueba positiva.

La galeria API Staph se inocula e interpreta de la misma forma.

5 SENSIBILIDAD A ANTIMICROBIANOS?®

Una vez confirmada la presencia de los patégenos en estudio, se evalud la resistencia

de las cepas aisladas a diferentes antibidticos mediante el siguiente procedimiento:



5.1 Material y reactivos

5.1.1 Agar Mueller-Hinton
Se considera el mejor medio de cultivo para llevar a cabo las pruebas de sensibilidad a
antimicrobianos porque:

a) Ofrece la posibilidad de buena reproducibilidad

b) Tiene bajas concentraciones de inhibidores a sulfonamida, trimetoprima vy

tetraciclina
c) En él crecen la mayoria de los patégenos
d) Hay mucha informacién reportada sobre las pruebas realizadas en este medio

de cultivo

5.1.1.1 Preparacion del agar

1. Se prepard el medio en base a las indicaciones del proveedor.

2. Se esterilizd y dejoé enfriar en un bafio de agua entre 45 y 50°C.
3. Se virtio en cajas petri y se dejo enfriar a temperatura ambiente.
4

. Se guardé en refrigeracion.

5.1.2 Discos antimicrobianos
5.1.2.1 Almacenamiento
a. Los discos se mantuvieron en refrigeracion.
b. Se sacaron los discos de refrigeracién 1 o 2 horas antes de usarlos
y se dejaron a temperatura ambiente.

c. Se retird el exceso de humedad mediante el uso de un desecador.

5.1.3 Estandar de turbidez

Para estandarizar la densidad del indculo se empled un estandar de BaSO.,.
A) Se preparod el estandar de BaS0, anadiendo 0.5 mL de 0.048 M BaCl, a 99.5 mL
de 0.18 M H,SO0,.
B) Se distribuyd en porciones de 4 a 6 mL, en tubos iguales a los que se usaron
para reproducir el indculo.
C) Se sellaron los tubos y se almacenaron en obscuridad a temperatura ambiente.

D) Se agité vigorosamente cada tubo en un vortex justo antes de usarse.



5.2 Procedimiento

5.2.1 Inoculacién de las cajas petri por el método estandar

1.

5.2.2

2.

4.

5.2.3

Se seleccionaron 4 o 5 colonias de las mismas caracteristicas morfoldgicas. Se
tocd con el asa cada colonia y se transfirieron las bacterias a un tubo con 4-5
mL de un medio de cultivo adecuado, como el caldo soya-caseina.

Se incubo a 35-37°C hasta alcanzar la turbidez adecuada.

Se ajustd la turbidez con disolucién salina estéril o medio de cultivo.

Después de 15 minutos de haber ajustado la turbidez del inéculo, se tomd una
muestra con un hisopo estéril.

Se inoculd la superficie del agar Mueller-Hinton dibujando lineas sobre él con el
hisopo. Se repetié el procedimiento al menos dos veces mas mientras se rotaba
la caja petri para asegurar su correcta distribucién. Nunca deben usarse

cultivos sin diluir para inocular las placas.

Procedimiento de prueba

Se colocd el disco impregnado con los antimicrobianos a probar, con ayuda de
pinzas estériles. Se presiond suavemente sobre el agar para asegurar completo
contacto. Una vez colocado, ya no debe moverse de posicion pues la difusidon de
los farmacos es casi instantanea.

Se invirtieron las cajas y se colocaron en incubadora a 35°C 15 minutos después
de haber colocado los discos. Las placas no deben ser incubadas en condiciones
de anaerobiosis en presencia de CO, pues este compuesto puede modificar
significativamente el tamafio de los halos de inhibicion.

Después de 24 horas se observaron las cajas petri y se midieron los didmetros
de las zonas de inhibicidn, incluyendo el diametro del disco.

Se interpretd el tamafo de las zonas de inhibicion, reportando si el
microorganismo es susceptible o resistente a los diferentes farmacos probados.

Procedimientos de control de calidad

5.2.3.1 Limites de tamafo de zonas de inhibicion

Existe una tabla que se usa como referencia para medir los limites minimos y

maximos que las zonas de inhibicion deben tener. Debe saberse que uno de cada



20 pruebas que se hacen puede estar fuera de los limites establecidos. Si llegara a

haber mas de 1 prueba fuera del limite, es necesario tomar acciones correctivas.

5.2.3.2 Fuentes comunes de error

@ Error al medir los diametros de las zonas de inhibicion
Contaminacion de la cepa a probar
Ajuste incorrecto del inéculo (muy diluido o poco diluido)
No agitacién vigorosa del estandar de turbidez

Variabilidad en el agar Mueller-Hinton

C o ¢ ¢ ©

Pérdida de potencia de los farmacos en el disco, debida a manipulacién o

almacenamiento



VII. RESULTADOS

Se realizd una validacién del método de las Placas Petrifilm y los resultados obtenidos

fueron los siguientes:

Tabla 7. Comparacion de la capacidad de recuperacion de E. coli en el método
tradicional y en placas Petrifilm

Muestra E. coli en agar RVBA E. coli en placas Petrifilm EC
B -- +
F -- +
G + --
H + +
J - +
K =+ +
L + +
M -- +
@] + +
Q + +

AA + +
BB + +

Después de 48 horas de incubacidn se analizd la morfologia y microscopica
macroscopica de acuerdo a las instrucciones de los fabricantes, pudiéndose recuperar
la cepa en el 66.67% de las cajas de RVBA y en el 91.67% de las placas Petrifilm, lo

gue nos indica que esta técnica rapida es confiable (Figura 14).

Validacion del método: Placas Petrifilm para E. coli

91.67%

E. colien RVBA E. coli en Petrifilm

Figura 14. Comparacion de la presencia de E. coli en medio RVBA y Placas Petrifilm 3M. El método
Petrifilm es confiable para la recuperacion de E. coli. Mediante la técnica tradicional se recuperd E. coli en
el 66.67% de los casos; las Placas Petrifilm permitieron la recuperacion del 91.67% de las cepas, aun mas

que con el método tradicional.



Asi, podemos decir que la técnica de Placas Petrifiim 3M puede ser empleada para los
fines de este estudio, al demostrarse que es una técnica rapida confiable para la

identificacion de E. coli.

Analisis de quesos frescos y cuantificacion de mesofilos aerobios,
coliformes totales, E. coli y S. aureus mediante el uso de Placas Petrifilm
3M

Se analizé un total de 30 muestras de quesos frescos (panela y ranchero). De éstas,
26 fueron muestras elaboradas artesanalmente y 4 fueron de diferentes marcas
comerciales (Los Volcanes, Esmeralda, Normex, Bugambilia) compradas en un
supermercado, que a diferencia de los artesanales, suponen un proceso de elaboracién

industrializado, bajo estrictos estandares de calidad e higiene.

Los resultados del conteo de microorganismos indicadores y patdégenos en las 30
muestras de queso se muestra en la tabla 8. Cabe aclarar que de cada muestra se hizo
una serie de diluciones decimales, y en algunos casos fue necesario hacer hasta 6
diluciones a partir de la muestra original para obtener un nimero contable de colonias
en las placas. El numero de diluciones realizadas estuvo relacionado con el lugar de
compra, las condiciones del establecimiento y se infiere que también de la materia

prima con la que fue elaborado cada queso.



Tabla 8. Analisis microbioldgico. Quesos artesanales.

Muestra Mesofilos aerobios | Coliformes totales | Escherichia coli Staphylococcus

(AC) (CT) (EC) aureus (Staph)
A 1.3x10* 7.9x103 Ausente Ausente
B 1.5x107 8.8x10° 1.1x10° 1.5x10°
C 1.1x107 7.1x103 Ausente 5.0x10°
D 5.9x10° 1.4x103 Ausente 1.1x10°
E 2.6x10* 2.5x102 Ausente 3.7x102
F 4.0x107 1.4x10° 1.8x10° 3.8x10°
G 1.4x107 8.5x102 8.0x102 3.0x103
H 5.3x10* 8.9x10° 5.9x103 5.0x10?
] 1.9x10° 8.9x10* 7.5x102 1.1x10*
K 2.1x107 1.6x10° 8.5x102 Ausente
L 4.5x107 5.3x10° 1.6x10° 1.0x10°
M 5.4x10’ 7.6x10° 2.6x10° 8.9x10°3
N 7.6x10° 3.2x10° 2.0x103 1.5x10*
o 2.0x10° 3.2x102 5.8x10? 1.0x10?
P 1.0x107 7.4 x10° 1.0x10° 1.5x10*
Q 1x108 2.1x10° 4.8x103 3.4x10*
R 4.9x10° 1.3x10° Ausente Ausente
s 7.5x10° 1.0x10? 1.0x10? Ausente
T 1x108. 1.4x10° Ausente 2.0x10?
U 1.3x107 5.6x10° Ausente 3.0x107
Y 3.7x107 6.9x10° Ausente 1.0x10°3
z 2.0x107 3.4x10° Ausente 1.0x10%
AA 1x108. 1.3x107 8.5x102 Ausente
BB 4.7x10° 1.0x10° 9.4x10° 3.0x10°
cC 4.5x10° 1.0x10? 1.0x10? 4.2x10°
DD 1x108 7.7x10° Ausente Ausente

Tabla 9. Analisis microbioldgico. Quesos industriales.

Muestra Mesofilos aerobios | Coliformes totales | Escherichia coli Staphylococcus

(AC) (CT) (EC) aureus (Staph)
I* 8.6x10° 1.5x10° Ausente 8.4x102
V* 1.6x10’ 3.3x10* Ausente Ausente
W* 1.8x10° 6.3x103 Ausente 5.0x102
X* 2.6x10° 4.4x10! Ausente Ausente

En las siguientes figuras se muestran algunos de los resultados obtenidos para

diferentes muestras analizadas:




A

Figura 15. Placa EC. Cuenta de Figura 16. Placa AC. Cuenta de
Coliformes totales (muestra 1) Meséfilos aerobios (muestra 1)

Figura 17. Placa EC. Cuenta de Figura 18. Placa Staph Express.
E. coli (muestra 2) Cuenta de S. aureus (muestra 6)

Figura 19. Uso del Disco Staph Express



Segun las tablas 11 y 12 vemos que en todas las muestras hubo altas cuentas de
mesofilos aerobios y coliformes totales. En el caso de mesodfilos aerobios, las cuentas
son similares en quesos artesanales e industriales; mientras que las cuentas de
coliformes totales son significativamente mas pequefas en las muestras industriales,

como se esperaba.

Con los datos mostrados en las tablas 11 y 12, se construyeron los siguientes graficos:

Escherichia coli en quesos frescos Escherichia coli en quesos frescos

artesancles industriales
0%

38.46%
61.54%

100%

® Presencia M Ausencia B Presencia [ Ausencia

Figura 20. Escherichia coli en queso fresco identificado mediante la técnica de Placas Petrifilm.
No. muestras: 30. E. coli se encuentra presente en el 61.54% de las muestras artesanales, mientras que
en las muestras industriales estuvo ausente.

Staphylococcus avreus en quesos frescos Staphylococcus aureus en quesos frescos
arfesanales industriales

23.08% -
50.00% 50.00%
76.92%

¥ Presencia M Ausencia N Presencia M Ausencia

Figura 21. Staphylococcus aureus en queso fresco identificado mediante Placas Petrifilm. La presencia de
S. aureus en queso fresco fue mas comun que la de E. coli. Tanto en muestras artesanales (76.92%)
como industriales (50%) se detecto la presencia de este microorganismo patégeno. Técnica de Placas

Petrifilm. No. de muestras: 30



QUESOS

Artesanales Industriales

S. aureus E. coli S. aureus E. coli
76.92% 61.54% 50% 0%

Figura 22. Microbiologia de queso fresco. De acuerdo al esquema, la presencia de patdégenos es mas
comun en quesos elaborados artesanalmente, encontrandose ambos en mas del 50% de las muestras
analizadas.

La Norma Oficial Mexicana NOM-121-SSA1-1993, Bienes y Servicios. Quesos: Frescos,
Madurados y Procesados. Especificaciones Sanitarias, establece limites maximos
permitidos para Staphylococcus aureus y Coliformes totales, como indices de calidad:
Staphylococcus aureus <1000 UFC/g muestra

Coliformes totales <100 UFC/g muestra

Por lo que de acuerdo a la Norma nuestros resultados sefialan que en cuanto a
coliformes totales solo el 11.54% de los quesos artesanales cumple con el limite
establecido, en tanto que el 25% de los quesos industriales cumple con los parametros
establecidos, como se puede apreciar en la figura 23.

Cumplimiento de la NOM-121: Coliformes totales Cumplimiento de la NOM-121: Coliformes totales en
enh queso fresco artesandal queso fresco industrial

11.54%

‘m

88.46%

E Cumple ™ Nocumple B Cumple ™ Nocumple

Figura 23. Cumplimiento de la NOM-121-SSA1-1994: Coliformes totales. La minoria de las muestras
cumple con la norma correspondiente, tanto en las muestras artesanales como en las industriales; las
cuentas son significativamente menores en las muestras industriales (ver tabla 12).



En cuanto a S. aureus, el 53.85% de las muestras de quesos artesanales no cumplen
con la norma, mientras que, aunque la bacteria se encuentra presente en los quesos
industriales, las cuentas no son suficientes para estar fuera de la especificacidon; esto

lo vemos en la figura 24:

Cumplimiento de la NOM-121: Sfaphylococcus
aureus en queso fresco artesanal

Cumplimiento de la NOM-121: Staphvlococcus aureus
en queso fresco indushial

0%

46.15%

53.85%

100%

¥ Cumple M Nocumple ¥ Cumple W Nocumple

Figura 24. Cumplimiento de la NOM-121-SSA1-1994: Staphylococcus aureus. Aunque S. aureus se
encuentra presente con frecuencia en las muestras, las cuentas no son altas y por lo tanto, la mayoria de
los quesos cumplen con las especificaciones establecidas por la norma correspondiente.

Del total de muestras, el 53.33% cumple con la Norma en cuanto a la especificacién

para S. aureus y Unicamente el 7%, con aquella establecida para E. coli.

Sélo dos muestras (6.67%) cumplen con ambos parametros de la norma y de forma
muy general, se vio que Unicamente 5 de las 30 muestras presentaron ausencia de

patdgenos, siendo considerados como aptos para consumo humano.

Confirmacion bioquimica de la identidad de los microorganismos

aislados a partir de Placas Petrifilm

En virtud de que los resultados obtenidos sefialan que tanto los quesos artesanales
como los industrializados tienen altas cuentas de microorganismos potencialmente
patdgenos haciendo que la mayoria de ellos no cumplieran con la norma
correspondiente, se planted la necesidad de aislar colonias que habian crecido en
Placas Petrifilm para llevar a cabo su identificaciéon bioquimica mediante el sistema
API, pues este método resulta practico y muy confiable debido a que lleva a cabo un
mayor numero de ensayos bioquimicos que aquel sugerido por las técnicas

tradicionales.



CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las colonias de E. coli que crecieron en las Placas Petrifilm EC se resembraron en Agar
Rojo Violeta Bilis (RVBA), medio de cultivo selectivo para microorganismos del grupo
de los coliformes debido a la presencia de sales biliares. A continuacién se muestran

algunas fotos de los resultados obtenidos:

Figura 25. Aislamiento de E. coli en Agar Rojo Bilis Violeta (RVBA)

Al aislar las cepas en medios selectivos para coliformes, se encontré que a partir de
una misma muestra, crecieron colonias con caracteristicas morfologicas diferentes,
como vemos en la figura 25: unas color rosa/violeta con halo de precipitacién
alrededor y otras incoloras de aproximadamente el mismo tamano. Por esta razon se
decidid seleccionar al menos 2 colonias diferentes en cada caso donde fuera posible
para hacer la identificacion de otras especies de enterobacterias presentes en las

muestras. Asi, se lograron recuperar 20 cepas.

Antes de proceder a la identificacion bioquimica de las cepas, se hizo una tincion de
Gram a las colonias a estudiar para asegurar la presencia de bacilos cortos Gram
negativos, morfologia tipica de E. coli; se comprobd que las 20 cepas aisladas eran
bacilos cortos Gram negativo, por lo que se procedid a la identificacién bioquimica
mediante el sistema API 20E. Los resultados se muestran en la tabla 10:



Tabla 10. Identificacion bioquimica de Enterobacterias mediante tiras API 20E

Muestra % identificacion Bacteria identificada
B 80.5% Kluyvera spp.
B* 99.1% Serratia odorifera
F 99.9% Klebsiella ornithinolytica
F* 97.1% Klebsiella ornithinolytica
G Klebsiella ornithinolytica
G* Klebsiella ornithinolytica
H 80.5% Kluyvera spp
14.5% Citrobacter koseri
] 99.9% Serratia odorifera
J* 99.9% Serratia odorifera
K 80.5% Kluyvera spp
14.5% Citrobacter koseri/C. farmeri
L 83.9% Serratia odorifera
10.9% Enterobacter sakasakii
L* 96.9% Enterobacter cloacae
M 66.8% Serratia liquefaciens
20.6% Serratia odorifera
M* 66.8% Serratia liquefaciens
20.6% Serratia odorifera
80.5% Kluyvera spp
(o] 14.5% Citrobacter koseri
2.4% Enterobacter cloacae
o* 84% K/uyvgra.spp. .
14.4% Escherichia coli
Q 80.5% Kluyvera spp
AA 49.1% Enterobacter cloacae
47.7% Enterobacter sakasakii
BB 98.3% Kluyvera spp.
BB* 98.3% Kluyvera spp.

*Muestras con caracteristicas tipicas de E. coli en Agar RVBA

En la figura 26 se representan graficamente los resultados obtenidos mediante el
sistema API 20E, mediante el cual se identificaron 5 especies distintas de

Enterobacterias:


http://www.google.com.mx/search?hl=es&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=klebsiella+ornithinolytica&spell=1
http://www.google.com.mx/search?hl=es&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=klebsiella+ornithinolytica&spell=1
http://www.google.com.mx/search?hl=es&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=klebsiella+ornithinolytica&spell=1
http://www.google.com.mx/search?hl=es&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&q=klebsiella+ornithinolytica&spell=1

Identificacion de Enterobacterias mediante el
sistema API 20E

¥ Kiuyvera spp

¥ Serratia odorifera

™ Klebsiella ornithinolytica
¥ Enterobacter cloacae

W Serratia liqguefaciens

® Perfil inaceptable

Figura 26. Identificaciéon de Enterobacterias mediante el sistema API 20E. De acuerdo a la gréfica, la
mayoria de las cepas aisladas corresponden al género Kluyvera. Escherichia coli no se identific6 mediante
el sistema API 20E, a pesar de que 8 de las cepas presentaron caracteristicas morfoldgicas tipicas de esta

bacteria. No. cepas ensayadas: 20

"
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Figura 27. Sistema API 20E para identificacion bioquimica.

Las cepas S. aureus seleccionadas de las Placas Petrifilm correspondientes, se
resembraron en Agar Manitol Sal, medio de cultivo selectivo para este microorganismo

debido a la presencia de manitol como fuente de carbono y al porcentaje de cloruro de



sodio (NaCl) que contiene. Staphylococcus aureus crece en MSA como colonias
pequefias a medianas con zonas amarillas alrededor; al adicionar NaCl al 7.5% al
medio, se inhibe el crecimiento de otras bacterias.

Después de 48 horas de incubacién se observaron dos tipos diferentes de colonias,
como observamos en la figura 28: unas de tamafo medio y color amarillo, y otras
incoloras de tamafio mas pequefio; se eligid una colonia representativa de cada una,
con la intencién de identificar bioquimicamente todas las especies posibles aisladas a
partir de los quesos analizados. Después de las resiembras, se lograron obtener 16
cepas presuntivas de S. aureus, a las cuales se les hizo una tincion de Gram para

confirmar la presencia de cocos Gram positivos.

Figura 28. Aislamiento de Staphylococcus aureus en Agar Manitol Sal (MSA).

Se comprobd que la mayoria de las cepas (93.75%) se trataba de cocos Gram
positivos; se hizo la identificacidon bioquimica con la galeria API Staph, siguiendo las
instrucciones del proveedor (ver Metodologia); se descartdé la muestra donde se
encontraron bacilos cortos. Ademas, cabe mencionar que no fue posible recuperar una
de las cepas a pesar de haberse hecho crecer en caldo nutritivo. Estos nos dio un total

de 14 cepas a analizar y los resultados fueron los siguientes:



Tabla 11. Identificacion bioquimica mediante el sistema API Staph

Muestra % identificacion Bacteria identificada
B 99.9% Staphylococcus lentus
H - --

L 98.9% Staphylococcus xylosus
0.6% Staphylococcus aureus
L* 98.1% Staphylococcus xylosus
M 94% Staphylococcus xylosus
P 99% Staphylococcus lentus
w 97.4% Staphylococcus xylosus
W* 98.4% Staphylococcus lentus
56.2% Staphylococcus xylosus
19.9% Staphylococcus sciuri
11.7% Staphylococcus cohnii
9.6% Staphylococcus hominis
X* 99% Staphylococcus xylosus
BB 96.1% Staphylococcus xylosus
CcC 70.2% Staphylococcus aureus
24.3% Staphylococcus xylosus
4.4% Staphylococcus hominis
0.7% Staphylococcus simulans
0.1% Staphylococcus chromogenes
Cc* 96.1% Staphylococcus xylosus
DD 81.7% Staphylococcus saprophyticus
16.7% Staphylococcus xylosus

Para comprobar la eficiencia y confiabilidad de las tiras API, se inocularon 2 con cepas

conocidas: Staphylococcus aureus y Staphylococcus epidermidis. Ambas cepas se

identificaron correctamente con un 99.5% de identificacion.

Figura 29. Galeria API Staph con resultados positivos para Staphylococcus epidermidis.

En la siguiente grafica podemos ver las diferentes especies de Staphylococcus

identificadas mediante el sistema API Staph:




Identificacion de especies de Staphylococcus
mediante el sistema API Staph
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Figura 30. Identificacion bioquimica mediante el sistema API Staph. Staphylococcus xylosus fue el
microorganismo mas frecuentemente identificado segun el sistema API Staph. Staphylococcus aureus se
encontrd Unicamente en el 7.14% de las cepas ensayadas.

Sensibilidad a antimicrobianos

Después de haber identificado bioquimicamente las cepas aisladas se hizo un estudio

de sensibilidad a antimicrobianos, mediante sensidiscos Investigacion Diagndstica

Multibac I.D., que permite ensayar la resistencia de los microorganismos a 10

diferentes antibidticos, diferentes para cada bacteria dependiendo del Gram.

En el caso de Enterobacterias, los 10 antibidticos evaluados fueron:

AM - Ampicilina

CB - Carbenicilina
CF - Cefalotina

CFX - Cefotaxima
CPF - Ciprofloxacina
CL - Cloranfenicol
NF - Nitrofurantoina
AK - Amikacina

GE - Gentamicina
NET - Netilmicina
NOF - Norfloxacina

STX - Sulfametoxasol/Trimetroprim



Se consideraron cepas multirresistentes aquellas que no mostraron halo de inhibicidon

ante mas de 2 antibioticos.

En las siguientes tablas se muestran los halos de inhibicion presentes en cada caso,

segun el género o especie identificada bioquimicamente:

Tabla 12. Sensibilidad de cepas de Kluyvera spp aisladas a diversos antimicrobianos

Sensibilidad de Kluyvera spp
Halos de inhibicion (mm)

Muestra AM CB cF_|cFx|cPF|cL| NF |AK|GE|NET|NOF| sTx
B - 1.8 - |28 3 12| - [3[3]|28] 4| 4
H - 1.6 | 14 [ 3| 3 |04 - [2]16]1.5]|36] 3.6
K - 22 | 1.4 |3.4[36]1.6] 1 |2.6[2.2]26] 3 | 3.2
o - 1.8 | 1.8 [ 3| 3 |26] 1.6 [1.8] 2 | 28|26 2.6
o* - 1.6 2 |32] 3 [2.4]| 1.8 |1.4]22] 3 |24 2.6
Q - - 0.8 |2.6|26]1.2] 06 [ 2|2 ]|28|26]| -
BB - 2.2 2 | 3|32 2| 1.4 |22|2[34] 4| 3.4
BB* - 2 1.8 | 3| 32| 1 |[3]36| 5| 4| 34

r:g"i:t‘:ﬁzs 100% | 12.5% |12.5%| 0% | 0% |0%| 25% [0%|0%| 0% | 0% [12.5%

De acuerdo a la tabla, dos cepas de Kluyvera spp (B,Q) son multirresistentes; la

ampicilina fue el antimicrobiano al que todas las cepas presentaron resistencia.

Tabla 13. Sensibilidad de cepas de Serratia odorifera aisladas a diversos

antimicrobianos

Sensibilidad de Serratia odorifera
Halos de inhibicion (mm)
Muestra AM CB| CF |CFX|CPF|CL| NF |AK|GE NET|NOF STX
B* - 1.6 - 28128 | 1 - 2.813.2| 24| 3.8 4
J - 2 1.8 26 1281 1 1.2] 2 3 2 3.2
J* - 1.2 - 2.6 3 10.6 - 3 126|34| 3.4 | 2.6
L - 2 3.6 7.4 8 |[1.8] 2.4 6 6.4 3.8 6 3.8
% cepas 100% |0% | 50% | 0% | 0% |0% | 50% |0% |0% | 0% | 0% | 0%
resistentes

El 50 % de las cepas de S. odorifera aisladas es multirresistente a los mismos tres
antimicrobianos: ampicilina, cefalotina y nitrofurantoina. Nuevamente el 100% de las

cepas fue resistente a ampicilina.



Tabla 14.

Sensibilidad de cepas de Klebsiella ornithinolytica aisladas a diversos

antimicrobianos

Sensibilidad de Klebsiella ornithinolytica

Halos de inhibicion (mm)

Muestra | AM | CB | CF |CFX|CPF| CL | NF | AK | GE | NET | NOF | STX
F - 112 | - |26] 3 |16 | - 3 1 2 |41 4 |26
F* - |14 | - |25|32] 18 | - |32]18 43| 4 |27
G - - 3 | 9 | 4 - 3 | 3 [44/72| 5 | 4
G* 08 | - | 32| 9 | 5 | 08|32 |36| 4 76| 5 |5
r;’;"l:t‘f;atzs 75% | 50% | 50% | 0% | 0% | 25% | 50% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%

El 75% de las cepas de Klebsiella ornithinolytica aisladas son multirresistentes, en dos

de los casos la multirresistencia se presenta ante los mismos antibidticos: ampicilina,

cefalotina y nitrofurantoina. Una de las cepas es resistente a carbenicilina.

Tabla 15. Sensibilidad de cepas de Enterobacter cloacae aisladas a diversos

antimicrobianos

Sensibilidad de Enterobacter cloacae

Halos de inhibicion (mm)

Muestra AM | cB | cF |cFX|cPF| cL | NF | AK | GE |NET|NOF|sTX
L* - | 3| 3| 9] 9| 3 (28| 4 |54| 8 |66)|44
AA - 2 14| 3 (322614 2 | 2 | 2 2.8

0,

Yo cepas 100% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% [0% | 0% | 0% | 0%

resistentes

Enterobacter cloacae resultd resistente Unicamente a ampicilina. No se encontraron

cepas multirresistentes.

Tabla 16. Sensibilidad de cepas de Serratia liquefaciens aisladas a diversos

antimicrobianos

Sensibilidad de Serratia liquefaciens

Halos de inhibicion (mm)

Muestra AM | CB| CF |CFX|CPF| CL | NF | AK | GE | NET | NOF | STX
M - 2 ] 3.6 136 | 14| 2 |32|22]24/| 3 | 38
M* - 1.2 ] 2 | 3208 |26| 3 | 24| 18]|3.4] 36

0,

Yo cepas 100% | 0% | 100% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0%

resistentes




Las dos cepas de Serratia liquefaciens fueron resistentes a ampicilina y cefalotina,

patron muy comun entre las enterobacterias aisladas en este estudio.

De las tablas anteriores vemos que, salvo algunos casos, las cepas provenientes de la
misma muestra tienen comportamiento similar ante los antibiéticos evaluados, a pesar
de haber presentado morfologia diferente en medios de cultivo selectivos y de haber
sido identificadas como cepas diferentes. El 43.75% de las cepas ensayadas resulté

multirresistente.

Figura 31. Técnica de difusion en agar y uso de sensidiscos para la evaluacién de sensibilidad de
enterobacterias a diferentes antimicrobianos.

Sensibilidad a antimicrobianos:
Enterobacterias

5% 5%

0% 0% 0% 0% 0% 0%

AM CB CF CFX CPF CL NF AK GE NET NOF STX

¥ % de cepas resistente

Figura 32. Sensibilidad a antimicrobianos: Enterobacterias. La gran mayoria de las enterobacterias
aisladas mostraron resistencia ante la ampicilina (85%), seguida por la cefalotina (30%) y la
nitrofurantoina (25%).



De acuerdo a la figura 32, las cepas de Enterobacterias aisladas no presentan

resistencia alguna a la mayoria de los antimicrobianos evaluados y el comportamiento

de todas las cepas aisladas en muy similar.

Para el caso de S. aureus, las condiciones del ensayo de sensibilidad a antimicrobianos

fueron iguales que para E. coli; tratdndose de microorganismos con morfologia y gram

diferente, los discos contienen algunos antibidticos diferentes:
AM - Ampicilina

CFX - Cefotaxima

CPF - Ciprofloxacina

CLM - Clindamicina

E - Eritromicina

PE - Penicilina

TE - Tetraciclina

CF - Cefalotina

DC - Dicloxacilina

GE - Gentamicina

SXT - Sulfametoxasol/Trimetroprim

VA - Vancomicina

A continuacidn se encuentran los resultados obtenidos:

Tabla 17. Sensibilidad de cepas de Staphylococcus lentus a diferentes antibiéticos

Sensibilidad de Staphylococcus lentus

Halos de inhibicion (mm)

Muestra AM | cex [cPElcM| E [ PE | TE | cF | Dc | GE [sxT|vaA
B 02 | 26 |36] 28| 4 | 14| 46| 44 3 5 | 5 |e
P 06 | 0.4 |16]| 22| 16| 04| 3.2] 038 - 14|26 2
W 1 | 34 [34]14] 3 [04]32] 4 5 |4.22]4.2](3.6
% de cepas 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% | 0% |33.33%| 0% | 0% | 0%
resistente




Tabla 18. Sensibilidad de cepas de Staphylococcus xylosus a diferentes antibioticos

Sensibilidad de Staphylococcus xylosus

Halos de inhibicion (mm)

Muestra AM | cFx |[cPFl acaMm | E PE | TE |cF| pc | GE[sxT|vA
L - - 3 2 3 - 3 |2.2] - |16] 3 |16
L* - - 4 3 3.4 - 48 | 2] 06 | 5] 6|5
M - 26 | 46| - - - 4 3 2 |26]3.6]3.8
w - 0.8 3 | 1.2 3 - 3 |2.8] 2.8 |2.8]2.8]1.6
X 1.4 2 1.2 28 | 36 | 04 | 3.2 [44] 32 | 51424
X* - 0.6 | 34| 06 | 2.4 - 28 | 3| 2.6 |2.6]28] 3
BB 0.6 1.6 4 | 16 | 2.4 - 4 |36 3.2 [5.2]4.8]5.2
CC* - - 3 | 2.8 3 - - 2 - 26| 3|2

% de cepas | .5 o | 37 50, | 0% [12.5%12.5%|87.5%|12.5%| 0% | 25% | 0% | 0% | 0%

resistente

Tabla 19. Sensibilidad de cepas de Staphylococcus aureus a diferentes antibiéticos

Sensibilidad de Staphylococcus aureus

Halos de inhibicion (mm)

Muestra

AM

CFX

CPF

CLM

PE| TE | CF

DC

GE

SXT

VA

CC

3.6

2.4

3.6

- 132 -

1.2

2.6

Tabla 20. Sensibilidad de cepas de Staphylococcus saprophyticus a diferentes

antibioticos

Sensibilidad de Staphylococcus saprophyticus

Halos de inhibicion (mm)

Muestra

AM

CFX

CPF

CLM

PE| TE [ CF

DC

GE

SXT

VA

DD

3

2

3.6

- 138] 2

1.4

2.4

2.6

De acuerdo con las tablas anteriores, 6 de 14 cepas (42.86%) tienen la caracteristica

de ser multirresistentes, entre ellas, la Unica cepa identificada como Staphylococcus

aureus.




Vemos que, al igual que sucedid con las Enterobacterias, las cepas provenientes de la
misma muestra tienen comportamiento similar ante los antibiéticos evaluados, a pesar

de haber presentado morfologia diferente en medios de cultivo selectivos.

B s gt

Figura 33. Técnica de difusion en agar y uso de sensidiscos para la evaluacion de sensibilidad de bacterias
Gram positivas a diferentes antimicrobianos.

Resistencia a antimicrobianos: Staphylococcus
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80%
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40%
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AM CFX CPF CLM E PE TE CF DC GE SXT VA

Figura 34. Resistencia a antimicrobianos: Staphylococcus. La mayoria de las especies de Staphylococcus
aisladas (69.23%) mostraron resistencia a penicilina, seguido de ampicilina, cefotaxima y dicloxacilina.



Las cepas de Staphylococcus ensayadas no presentan resistencia a 4 de los
antimicrobianos presentes en los sensidiscos: ciprofloxacina, gentamicina,
sulfametoxasol/trimetroprim y vancomicina. Segun la figura 34, para los casos de
clindamicina, eritromicina, tetraciclina y cefalotina el porcentaje de resistencia es bajo.

Penicilina es el compuesto al que la mayoria de las cepas presentaron resistencia.



VIII.DISCUSION

Dentro del concepto de calidad alimentaria, la inocuidad de los alimentos es uno de los
conceptos claves pues con ella se garantiza su seguridad. El enfoque de “de la granja
a la mesa” se entiende a veces como soélo aplicable a empresas alimentarias o
establecimientos gastrondmicos, olvidandose a menudo que especialmente en paises
en desarrollo existen numerosos pequefos productores que obtienen, en el caso del
queso, leche de sus propios animales y la utilizan para consumo familiar y para la
fabricacion de quesos frescos artesanales destinados ya sea a la venta o al consumo,

constituyendo asi un mercado informal y practicamente sin controles sanitarios®.

La importancia del analisis microbioldgico de los quesos frescos radica en que son
productos de corta vida (til en el que los microorganismos se encuentran en
condiciones 6ptimas de crecimiento; asi, la importancia del analisis microbioldgico de
estos productos radica en que gracias a él pueden inferirse diversas cosas:

1. La higiene y controles de calidad seguidos durante el proceso de elaboracién

2. La calidad de la materia prima empleada

3. Las condiciones de almacenamiento, distribucién y venta del producto

4. El aislamiento e identificacién de microorganismos potencialmente patégenos*.

Esto tiene un gran impacto en la salud publica por diferentes razones:

/¥ El queso es un alimento ampliamente consumido por la poblacion mexicana, sin
importar el nivel socioecondmico al que pertenezca.

/¥ Debido a la condicion de “artesanal”, este tipo de productos tiene gran
aceptacion por la poblacion en general; a la vez, esta caracteristica favorece la
contaminacién del producto y con ello, la propagacién de enfermedades.

/¥ Por su composicion y caracteristicas, el queso es un alimento en el que
facilmente se pueden encontrar todo tipo de microorganismos, incluidos los

patégenos.

Al inicio del proyecto se buscé determinar si los quesos artesanales cumplian con la

normatividad mexicana correspondiente en cuanto a calidad microbioldgica y comparar



estos resultados con los obtenidos a partir de muestras industrializadas. Esto tuvo por
objeto determinar la calidad higiénico-sanitaria de los quesos y asi evaluar si eran o no
aptas para consumo humano. Ademas, a partir de las condiciones de venta y empaque
de los productos, se pudo inferir una serie de factores que favorecen la contaminacién
de este tipo de productos:

- elaboracién artesanal: empleo de leche bronca como materia prima

- pasteurizacién deficiente o inadecuada

- contaminacion post-proceso debido a manipulacién, malas condiciones de venta

y almacenamiento y empaques inadecuados que no aislen al producto del

ambiente.

Lo primero que podria mencionarse respecto a la norma correspondiente es que los
productos artesanales analizados no cumplen con los ultimos puntos de la norma que
se refieren al etiquetado, envase, embalaje, transporte y condiciones en el punto de
venta. De forma muy general podemos decir que estos productos carecen de etiqueta,
en el punto de venta los encontramos envueltos en hojas de platano y envasados en
bolsas de plastico, materiales que carecen de sanidad y no garantizan la inocuidad del
alimento. La exhibicién y venta de los quesos analizados no se lleva a cabo en locales
con condiciones de higiene y limpieza y tampoco cuentan con equipo de refrigeraciéon

por lo que se favorece la reproduccion de los microorganismos.

En cuanto a la calidad microbioldgica de este tipo de derivados lacteos podemos decir
que los quesos, debido a su composicidén, son muy susceptibles a contaminacion
microbiana. Ademas, debido a que su consumo estd ampliamente distribuido en todos
los sectores de la poblacién, el queso se elabora y vende en las mas variadas

condiciones, en la gran mayoria de los casos, sin cuidar la higiene.

La NOM 121 no establece pardmetro para la cuenta de meséfilos aerobios y seria
importante que existiera al tratarse de un grupo de microorganismos indicadores de
calidad. Los derivados lacteos que no involucren bacterias en su proceso de
elaboracidon no deberian excluirse de este criterio, pues es importante tener idea de los
controles de calidad mediante el conteo de microorganismos indicadores como son los

mesofilos aerobios.



Aunque no exista especificacion con respecto a este grupo de microorganismos, es
importante conocer sus cuentas dentro de los alimentos como los derivados de la leche
debido a que los resultados de este analisis permiten verificar la efectividad de los
procesos de limpieza y desinfeccion, determinar si la pasteurizacidon fue realizada
adecuadamente, ayudar a determinar el origen de la contaminacion si es que hubiera,
determinar condiciones Optimas de almacenamiento y transporte y obtener

informacion acerca de su vida util.

Al comparar las muestras artesanales con las industriales, podemos ver que las
cuentas reportadas para mesofilos aerobios son similares. Con este Unico parametro
no es posible comparar la calidad higiénico-sanitaria de ambos tipos de muestra, pues

no es una especificacion establecida en la norma.

Por el contrario, el niumero de coliformes totales si esta regulado pues aunque se sabe
que este tipo de microorganismos no siempre son patdgenos, estan relacionados con

la probabilidad de encontrar bacterias que estén asociadas con enfermedades.

De las cuentas de coliformes totales encontradas en las muestras artesanales
analizadas se puede inferir que:

1. Hay contaminacion de origen fecal, que puede provenir del ambiente, del animal
de que se obtuvo la leche o de la persona encargada de la elaboracién del
alimento.

2. En la elaboracion de los quesos frescos analizados, seguramente existieron
malas practicas de sanidad e higiene, tanto en equipos como en el personal.

3. Debido a las altas cuentas presentes en las muestras, existe una alta
probabilidad de encontrar patdgenos como Escherichia coli u otros

pertenecientes al grupo de los coliformes.

En el caso de las muestras industriales, comparando con muestras artesanales, se ve
que existen cuentas menores de este grupo de microorganismos, lo que indica mayor
eficiencia de la pasteurizaciéon de la materia prima y mejores controles de calidad en el
proceso. AuUn asi, segun los datos reportados en la tabla 12, el 75% de las muestras
se encuentra fuera del limite establecido por la NOM-121-SSA1-1994.



Los altos recuentos de ambos grupos bacterianos son una sefial clara e inequivoca de
la alta ocurrencia de contaminacién ambiental y de la manipulacién en deficientes

condiciones de higiene.

De acuerdo a las condiciones de almacenamiento y venta y a los resultados obtenidos,
se puede decir que algunos de los factores que favorecen la contaminacion de los
quesos son:

- La contaminacion inicial de la materia prima, aunada al hecho de que la leche
no se pasteurice de forma correcta. En el caso de nuestro analisis, esto se vio
claramente reflejado en las cuentas de meséfilos aerobios y coliformes totales,
gue debieron haber sido menores si la pasteurizacién se hubiera llevado a cabo
o si hubiera sido eficiente. La leche bronca es inherentemente peligrosa y puede
contener microorganismos patdégenos tales como E. coli, S. aureus, Salmonella
y Listeria monocytogenes. Por el peligro que representa, no debe ser consumida
bajo ninguna circunstancia, por lo que es necesario que, al ser empleada como
materia prima de quesos frescos, sea sometida a una pasteurizacion eficiente®.

- Enfermedades del animal del que provenga la leche. La mastitis es una infeccién
muy comun en las vacas y Staphylococcus aureus es el responsable de ella.
Este pudo ser sin duda, un medio a través del cual este microorganismo haya
llegado a las muestras analizadas'’.

- Falta de buenas practicas de manufactura en el proceso. El personal puede
contaminar el producto durante su elaboracién si no se tiene la higiene
adecuada, ademads es necesario estar seguros de que no existe suciedad en
equipo y materiales'?.

- Interrupcion de la cadena de frio, que claramente sucedié con las muestras que
se analizaron en nuestro caso, pues al menos en el punto de venta, los quesos
carecian de refrigeracion y por lo tanto, la multiplicacién de los microorganismos
se vio favorecida, provocando asi que se encontraran cuentas mas altas a las
esperadas. Esto hace mas probable la aparicion de una toxi-infeccion al
consumirse el producto pues tanto el microorganismo patégeno como la toxina,
segln sea el caso, podrian estar presentes?.

- Mala manipulacion, que favorece la aparicion de altas cuentas de
Staphylococcus aureus, pues es una bacteria que se encuentra en la garganta,

fosas nasales y piel de las personas, hasta el punto que la casi totalidad de la



poblacion humana podra ser portadora del microorganismo a lo largo de su
vida. Por ello, la probabilidad de contaminar los alimentos es muy alta, no sélo

por los manipuladores, también por los clientes al tocar u oler los alimentos?.

Al haber muchas formas en las cuales la calidad microbioldgica de los quesos puede
disminuir, deben tenerse controles de calidad estrictos que garanticen la inocuidad del
producto, garantizando el cumplimiento de los parametros establecidos en la norma
correspondiente. Asi, llevar a cabo buenas practicas de manufactura, pasteurizar la
leche que se usa como materia prima, cuidar al ganado y conservar la cadena de frio
en distribucion, almacenamiento y venta del producto son soluciones al problema de

contaminacién microbioldgica de los quesos.

Garcés'! reporté algunas condiciones que favorecen la contaminacion de leche y queso
artesanal y muchas de ellas podrian ser las mismas que en el caso de nuestras
muestras:
v El ordefio es manual y el material empleado no se sanitiza correctamente.
v El personal encargado de la fabricacién del alimento no se lava las manos antes
de iniciar el proceso y no sigue buenas practicas de manufactura.
v Se emplean utensilios de madera, cuya limpieza y desinfeccion no se pueden
asegurar por completo debido a la porosidad del material.
v Pasteurizacion deficiente de la leche.
v El empleo de tinas o recipientes sucios para el procesamiento del queso.
v" No contar con controles adecuados de refrigeracidon para la conservacion de la
leche y el producto terminado.

v Falta de aseo y desinfeccién del lugar destinado a la produccién.

Andlisis de estudios epidemiolégicos de brotes asociados a quesos frescos han
revelado que la mayoria de los brotes de enfermedades asociadas al consumo de estos
productos se presenta porque éstos fueron elaborados a partir de leche cruda. Dentro
de los agentes bioldgicos mas importantes involucrados estan Escherichia coli y
Staphylococcus aureus®®. Por esta razdn, por la naturaleza del alimento analizado y
por la importancia que tienen en la salud publica de nuestro pais, se decidid
profundizar mas en el analisis microbioldgico y llevar a cabo el aislamiento e

identificacion de Escherichia coli, por asociarse a contaminacion de materia fecal, y



Staphylococcus aureus, por indicar mala manipulacién humana, hablandonos Ia
presencia de ambas bacterias, de falta de buenas practicas de manufactura y estrictos
controles de calidad en el proceso de elaboracion. Estos microorganismos son
patdgenos de importancia de salud publica en nuestro pais y facilmente crecen y
sobreviven en quesos debido a su composicién, siendo éstos vehiculo perfecto para la
transmision de enfermedades. Ademads, debemos recordar que aunque las células
viables son destruidas por el calor, las toxinas que algunas de las cepas de ambas
especies producen son termorresistentes y se asocian muy frecuentemente con

padecimientos gastrointestinales®>2,

Debido a la importancia que tiene el analisis microbiolégico de alimentos, la tecnologia
en la actualidad ha permitido el desarrollo de métodos de analisis mucho mas rapidos,
sensibles y especificos que los convencionales. Se conocen como métodos rapidos y
formaron parte de nuestro estudio por las ventajas que representan. Por su disefo,
que permite la deteccion de un microorganismo o toxina especificos, los métodos

rapidos son ideales para usarse en analisis de control de calidad®..

Hasta esta parte de nuestro estudio, las placas Petrifilm fueron de gran ayuda,
permitiendo mediante reacciones coloridas la identificacion rapida y el conteo de los
microorganismos en cuestion. Cabe mencionar que la identificacién de E. coli fue
sencilla debido a que crece en las placas EC como colonias de color rosa asociadas a
burbujas de gas; sin embargo, el caso de S. aureus fue diferente, pues la placa usada
para su identificacion también permite el crecimiento de otros microorganismos gram
positivos como lactobacilos, que dificultan la identificacion de la bacteria en cuestion.
Por esta razén, fue necesario el uso de Discos Staph Express, lo que alarga mas el

tiempo de prueba y aumenta los costos.

A pesar de esto, las Placas Petrifiim fueron de gran ayuda en nuestro estudio al
permitir grandes ahorros en cuanto a tiempo y recursos. Al evitar la preparacion de
medios de cultivo y la esterilizaciéon de grandes cantidades de material de vidrio se
agilizdé el proceso de prueba; ademas, existié un gran ahorro de recursos al no tener
que utilizar gran cantidad de medios de cultivo y soluciones para favorecer el

crecimiento y facilitar el conteo de los microorganismos en estudio. Ademas,



permitieron estandarizar el procedimiento, al eliminar la variable que podria

proporcionar preparar medios de cultivo.

De acuerdo a los resultados obtenidos de las placas Petrifilm en cuanto a E. coli y S.
aureus, y comparando ambos tipos de muestras, se observa que los quesos
industriales no presentan contaminacion de origen fecal, al no encontrase E. coli en
ellos. Sin embargo, el 50% de las muestras de este tipo presentaron S. aureus, lo que
nos habla de mala manipulacidon por parte del personal. Sin embargo, las cuentas
encontradas no son suficientes para causar una intoxicacién, pues se necesitan al

menos 1x10° células viables para producir la cantidad de toxina necesaria para ello.

A pesar de las ventajas que esta técnica rapida representa no es posible dar un
diagnéstico confiable sobre la presencia de E. coli y S. aureus sin llevar a cabo pruebas
bioquimicas donde se pongan en evidencia caracteristicas del metabolismo de los
microorganismos a identificar. Por la precision y exactitud que se necesitan para la
identificacion bioquimica, se eligid el sistema API para llevar a cabo esta etapa del
proyecto, pues con ellas es posible decir con exactitud, después de una serie de

resiembras, el género y especie de las bacterias aisladas.

Asi, después de llevar a cabo la identificacién bioquimica de las cepas aisladas,
pudimos darnos cuenta de que el método Petrifilm no es 100% confiable y existen
varios factores a considerar para poder elegir esta técnica como el método a emplear

en analisis microbioldgico:

1. Tipo de alimento: Se ha visto que algunos métodos rapidos funcionan mejor en
ciertos alimentos que en otros debido a que algunos de sus componentes
pueden interferir en el andlisis. El queso es un producto que desde su
elaboracién tiene altas cuentas de microorganismos mesoéfilos, mas aun si las
condiciones de almacenamiento no son las indicadas. Esto se traduce en
dificultad para el crecimiento de ciertas bacterias que son menos competitivas,
como lo vimos en nuestro estudio. Otros componentes del alimento y sus
caracteristicas fisicoquimicas, como el pH, también pueden tener influencia en
los resultados, a pesar de que se emplee una solucidén reguladora de pH para la

inoculacion de las placas.



2. El microorganismo a identificar, pues en el caso de S. aureus, el aislamiento se
dificultd por el crecimiento de lactobacilos presentes de forma practicamente
natural en el queso. La placa Staph Express no contiene ningln agente inhibidor
de este tipo de microorganismos; ademds, las bacterias cuentan con poco
espacio para crecer, que es ocupado en la gran mayoria de los casos por otras
especies de bacterias gram positivas®?.

3. El objetivo final del estudio, pues las placas Petrifiim demostraron ser Utiles
para proveer informacién rdpida y muy general acerca de la calidad
microbioldgica del alimento en estudio; sin embargo, el aislamiento e
identificacion bioquimica no se pudieron llevar a cabo con facilidad. Quiza esto
se deba a que las placas, por el fundamento que tienen y por los componentes
del medio que permiten diferenciar mediante reacciones coloridas a los
microorganismos en estudio, no estén disefiadas para llevar a cabo
confirmaciones bioquimicas por no considerarse necesario.

4. La disponibilidad de recursos, pues el no utilizar todo el material de Petrifilm
disponible para la inoculacidén de las placas puede aumentar la posibilidad de

error en el andlisis, disminuyendo asi la confiabilidad del método.

Al hacer una serie de resiembras consecutivas en medios selectivos y diferenciales, se
buscé aislar y purificar las cepas obtenidas a partir de las placas Petrifilm, para
garantizar resultados confiables en la identificacidon bioquimica mediante tiras API. De
esta parte de la metodologia se obtuvieron resultados que no se esperaban, pues no
se identificd en la gran mayoria de los casos el patdgeno esperado; sin embargo fue
clara la presencia de microorganismos asociados a enfermedades, algunos comunes,
algunos emergentes, pero todos con posibilidad de convertirse en un problema de
salud publica. Con esto, se puede decir que la técnica de Petrifilm no es la ideal para el
analisis microbioldgico de quesos, pues debido a su composicion y naturaleza, se

dificultan los pasos posteriores de identificacién.

De acuerdo con las pruebas bioquimicas realizadas, en el caso de los coliformes se
aislaron a partir de las muestras diferentes microorganismos pertenecientes a este
grupo, como Klebsiella o Enterobacter, que aunque no son microorganismos con
frecuencia asociados a enfermedades, son considerados emergentes pues ya se tiene

registros de brotes de enfermedades relacionadas a ellas. Klebsiella ornithinolytica es



una bacteria raramente aislada de humanos, cuyo habitat son secreciones del aparato
respiratorio, heridas y orina principalmente, pero a la cual se han asociado casos de
bacteremia en personas adultas. Enterobacter cloacae es un microorganismo asociado
con infecciones del tracto urinario y en heridas quirdrgicas; es un microorganismo
oportunista, pues se ha visto que causa enfermedad en personas con inmunidad
suprimida. Kluyvera fue la especie aislada con mayor frecuencia a partir de las
muestras estudiadas, y aunque no pertenece al grupo de los coliformes, su
identificacion es importante pues ha sido considerado como un microorganismo
comensal de las vias respiratorias altas y del tubo digestivo; en ocasiones, puede
tener un papel oportunista y, aunque su relevancia clinica es escasa, se han descrito
algunos casos de infecciones urinarias. Las especies del género Serratia, identificada
en el 30% de los casos, tampoco pertenecen al grupo de los coliformes, sin embargo,
se han registrado casos de enfermedades como conjuntivitis e infecciones en heridas,
riflones y vias urinarias, asi como infecciones respiratorias, meningitis y endocarditis,
y al igual que las cepas del género Enterobacter, son microorganismos oportunistas;
asi, debe evitarse al maximo su difusién a través del ambiente, para evitar que se

convierta en problema de salud publica con el paso del tiempo.

Las especies de Staphylococcus identificadas fueron S. lentus, S. xylosus, S.
saprophyticus y el mas importante aunque en menor porcentaje, S. aureus. Esta
ultima es por mucho la mas estudiada debido a que comiUnmente se asocia con
diversas enfermedades como neumonia, artritis, endocarditis, abscesos, sindrome del
shock toxico y gastroenteritis, entre otras; ademas, ha adquirido especial importancia
su resistencia a una gran diversidad de antimicrobianos, lo que hace mas dificil
controlarla y combatirla. S. lentus es el de menor importancia clinica y por lo tanto,
del que se tiene menos registro, pues se ha visto que es poca su difusion en
ambientes. Las otras especies de Staphylococcus identificadas bioquimicamente son
capaces de sobrevivir incluso en condiciones de deshidratacién, manteniéndose vivos
en el polvo durante largos periodos de tiempo, y causan una importante variedad de
enfermedades incluyendo acné, forunculos, granos, neumonia, entre otras, razon

suficiente para controlar y monitorear su presencia en alimentos como el queso®.

Toxiinfecciones y enfermedades de transmision alimentaria son enfermedades

producidas por la ingesta de alimentos contaminados por agentes bioldgicos
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(bacterias, parasitos) o sus toxinas. Estos agentes y toxinas llegan a los alimentos por
una inadecuada manipulacién o por una mala conservacion. Infeccion se refiere a
cualquier situacion en la que un microorganismos se esta desarrollando vy
estableciendo en un hospedador, causando o no en él un dafo. Infeccidn no es
sindnimo de enfermedad porque no siempre conduce a dafio en el hospedador.
Toxicidad es la capacidad de un microorganismo patégeno de causar dafio debido a
gue secreta toxinas capaces de interaccionar con funciones del hospedador o matar a

las células.??

Las cuatro toxiinfecciones alimentarias mas frecuentes son las causadas por
Salmonella, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Clostridium perfringens®*:>3,
siendo dos de ellos microorganismos objeto de nuestro estudio. Todas ellas producen
sintomas de gastroenteritis aguda: malestar general, nduseas, vémitos y diarreas mas
0 menos abundantes con o sin fiebre. Sus diferencias principales radican en su periodo
de incubacion, duracién de los sintomas y la gravedad de ellos. De aqui la importancia
la llevar a cabo un procedimiento para determinar la resistencia a antimicrobianos,
pues las enfermedades infecciosas se tratan la mayoria de las veces de forma empirica
por dificultad de acceso a los estudios microbiolégicos o por la lentitud de los mismos.
El consumo, uso y/o abuso, de los antibidticos influye en las resistencias, no sdélo de
las bacterias patdgenas, sino también de las saprofitas y oportunistas. En la actualidad
el consumo mayor de antibiéticos en el hombre y también en los animales con fines
terapéuticos o de engorde, hacen imprescindible el conocimiento de su estado de

resistencia para aconsejar un tratamiento®.

Asi, después de todos estos pasos del proceso y ver que se habian identificado con
altos porcentajes de confiabilidad distintas bacterias asociadas a enfermedades, se
pensdé que hacer antibiogramas de las cepas aisladas seria conveniente para
determinar la sensibilidad de estos microorganismos a diferentes antibidticos pues
aunque no todos representan un riesgo para la poblacion, podrian volverse de
importancia publica si logran difundirse entre la poblacién a través de alimentos o el

ambiente.

Se decidié emplear la técnica de difusidn en agar porque es una técnica muy empleada

para determinar la resistencia a antimicrobianos debido a las ventajas que presenta:



es sencilla, no se requiere gran cantidad de material, se pueden evaluar varios
antibidticos al mismo tiempo y los resultados se pueden obtener en 24 horas. Gracias
a esta técnica, se puede obtener valiosa informacién acerca de la sensibilidad de una
cepa a diferentes antibidticos, resultados que se conocen como antibiogramas que

sirven para elegir el mejor medicamento ante una infeccién bacteriana especifica.??

En cuanto a la técnica hay en particular un aspecto a discutir. Fue necesario someter a
las cepas a un proceso de enriquecimiento y acondicionamiento en caldo lactosado,
incubandose a 37°C con agitacién a 120 rpm durante 24 horas, tiempo después del
cual las cepas estuvieron listas para sembrarse de forma masiva en agar. Esto fue
necesario debido a que en las multiples resiembras los microorganismos crecian en
forma de colonias muy pequeias, quiza debido al estrés al que estuvieron sometidas
debido al tiempo que paso entre las multiples resiembras y las pruebas de sensibilidad

a antimicrobianos, periodo que permanecieron en congelacion.

En los resultados podemos ver que las cepas de bacterias, tanto Gram negativas como
Gram positivas, resultaron resistentes a los antibiéticos mas cominmente utilizados
para tratar infecciones. Esto se debe al amplio uso de estos antimicrobianos con y sin
autorizacién de un médico. Hay que tomar en cuenta que también los animales de los
cuales proviene la leche han sido medicados contra infecciones por lo que estos
tratamientos también contribuyen a la resistencia de las cepas; el uso de antibidticos
en ganaderia es una practica de la cual muy comunmente se abusa y esto contribuye a

la resistencia a antimicrobianos encontrada en nuestro estudio.

Aunque no todos los microorganismos aislados resultados ser E. coli 0 S. aureus como
se esperaba, es importante conocer los microorganismos presentes en un alimento tan
comun como es el queso y su resistencia a diversos antibiéticos, pues algunos de ellos
también podrian ser causantes de enfermedades como por ejemplo especies de los
géneros Klebsilla, Serratia o Enterobacter. Si la resistencia a antibidticos sigue
aumentando como lo ha hecho hasta ahora, pronto habrd mas bacterias consideradas

como patdgenos asociados a problemas de salud publica.

Se considerd una cepa como multirresistente cuando resultdé no ser sensible a 3 0 mas

antibidticos. Asi, vemos que el 35% de las cepas de enterobacterias y el 46.15% de



especies de Staphylococcus aislados resultaron con esta caracteristica. Las altas
cuentas encontradas de estos microorganismos se relacionan con la sensibilidad a
antibidticos porque los mercados son lugares de compra muy frecuentes que carecen
de buenas condiciones de almacenamiento y venta del producto. Debido a las altas
cuentas presentes en el queso, es probable que se haya presentado alguna
enfermedad en el consumidor y éste haya sido tratado con los antibiéticos mas usados
para infecciones bacterianas; asi la resistencia puede ir aumentando cada vez que una
situacidon asi suceda, teniendo en cuenta que la automedicacion se trata de una

tendencia generalizada entre la poblacién mundial.

En la siguiente tabla se hace una comparacion entre la resistencia tedrica y la

experimental de las cepas de enterobacterias aisladas:

Tabla 21. Resistencia antimicrobiana de Enterobacterias

Microorganismo Resistencia tedrica Resistencia experimental
Kluyvera spp. Ampicilina, nitrofurantoina,
carbernicilina, cefalotina,
sulfametoxasol/trimetroprim
Serratia odorifera Ampicilina, cefalotina,
nitrofurantoina
Klebsiella Ampicilina Ampicilina, cefalotina,
ornithinolytica cloranfenicol, carbenicilina,
nitrofurantoina
Enterobacteri cloacae Ceftazidima, ceftriaxona Ampicilina
Serratia liquefaciens Penicilina, cefalosporinas Ampicilina, cefalotina

En el caso de estos microorganismos se vio que el antibidtico al que mas cepas son
resistentes es la ampicilina, seguido de CF y NF. Seis antibiéticos (CFX, CPF, AK, GE,
NET, NOF, STC) resultaron efectivos contra todas las cepas aisladas para estas

bacterias gram negativas.

Moredo® reporta que la ampicilina es un antimicrobiano al que 74% de las cepas
estudiadas fueron resistentes, porcentaje cercano al que se reporta en este estudio.
Este autor menciona la tetraciclina como el antibiético al que mas cepas de E. coli es
resistente, por ser el principal antibiético empleado para tratar enfermedades en

animales domésticos, siendo administrado muchas veces sin conocer antes con certeza




la causa de la enfermedad. Sin embargo, no fue posible evaluar mediante la técnica

empleada la sensibilidad a este antimicrobiano.

En estudios anteriores se ha visto que las enterobacterias en general han mostrado
aumento en la resistencia a gentamicina, amicacina y ciprofloxacina. De este ultimo
farmaco, se sabe que por sus multiples aplicaciones clinicas y su comprobada eficacia,
es bien conocido que se abusa en su prescripcidon para tratar infecciones en las que
pudieran ser utilizadas otras opciones terapéuticas; ello y la habitual automedicacién
justifica el aumento en la resistencia a este compuesto. En la comparacién mostrada
en la tabla 24 vemos que la ciprofloxacina es uno de los antibiéticos a los que las
cepas aisladas mostraron mayor sensibilidad, pues ninguna cepa resultd resistente a
este farmaco. Aunque ciertos estudios demuestren que la resistencia de las
enterobacterias a este antimicrobiano ha ido en aumento, aquellas aisladas de este

tipo de quesos aln pueden ser combatidas con él.

De acuerdo a los resultados (Ver Resistencia a Antimicrobianos) se ve que el 35% de
cepas son multirresistentes. La bibliografia reporta que el porcentaje de cepas
resistentes de enterobacterias ha aumentado con el paso del tiempo. Por esta razén es
importante tomar medidas en cuanto a la utilizacién indiscriminada de antimicrobianos
y debe considerarse la posibilidad de prevenir enfermedades infecciosas que se
puedan manifestar debido a fallas en puntos criticos de elaboraciéon y manipulaciéon del
producto a través de la mejora en estos puntos y no del abuso de antibidticos. Asi, se
limitaria la cantidad de microorganismos resistentes y sus posibles consecuencias
adversas para la salud publica. Ahora se sabe que para eliminar infecciones causadas
por cepas de enterobacterias multirresistentes, lo mejor es administrar una
combinacidon de antimicrobianos potentes que tengan un efecto sinérgico contra la

bacteria.

Al evaluar la sensibilidad a antimicrobianos de las diferentes cepas aisladas del género
Staphylococcus, vimos que los perfiles son parecidos y comparando con la bibliografia

tenemos que:



Tabla 22. Resistencia antimicrobiana de Staphylococcus

Microorganismo Resistencia tedrica Resistencia experimental
S. aureus Penicilina, meticilina, Ampicilina, cefotaxima,
quinolonas, vancomicina, penicilina, cefalotina,
tetraciclina, sulfametoxazol- dicloxacilina
trimetoprim, cloramfenicol 123
S. lentus Florfenicol, cloramfenicol,?® Dicloxacilina
tetraciclina®®
S. xylosus Ampicilina, clindamicina,
eritromicina, penicilina,
tetraciclina, dicloxacilina
S. saprophyticus Sulfametoxazol-trimetoprim??, Ampicilina, cefotaxima,
meticilina®® penicilina, dicloxacilina

Se reporta’® que en el 2005, S. aureus resultd ser resistente en primer lugar a la
penicilina, antibidtico ampliamente difundido y empleado en todo el mundo. Este
resultado es igual al obtenido en este estudio, donde 69.23% de las cepas aisladas
resultados resistentes a este antimicrobiano. También se reporta® que la resistencia
observada para los restantes antibidticos supera casi en todos los casos el 30%; sin
embargo se vio en este estudio que en algunos casos como gentamicina,
sulfametoxazol/trimetoprim, vancomicina y ciprofloxacina, ninguna cepa fue
resistente. Esta diferencia puede deberse a que en este caso no sdélo estamos
hablando de S. aureus sino también de otras bacterias de morfologia similar,
pertenecientes al grupo de los Gram positivos. También debemos tomar en cuenta que

las cepas, con el paso del tiempo modifican su resistencia a diferentes antibioticos.




IX. CONCLUSIONES

v' Se encontrd E. coli en 53% de las muestras. S. aureus estuvo presente en 73%
de los quesos analizados.

v' Dos de los quesos analizados cumplen con los dos pardmetros de la norma
correspondiente, tanto para Coliformes como para S. aureus. Estos quesos
serian recomendables para consumo humano.

v' 53% de las muestras cumple con la especificacion de S. aureus segun la NOM.
En el caso de Coliformes totales, sélo el 7% cumple con el parametro
establecido.

v En las muestras artesanales hubo mayor incidencia de E. coli y S. aureus. Se
piensa que las posibles causas son: materia prima, elaboracion, interrupcién de
la cadena de frio y manipulacién.

v En las muestras industriales no se encontré E. coli, pero S. aureus estuvo
presente en el 50% de los casos.

v" Cinco de los quesos analizados (17%) tuvieron ausencia de los dos patégenos
en estudio.

v' Mesofilos Aerobios y Coliformes totales son indicadores de calidad en los
procesos de elaboracion de productos lacteos como el queso. Altas cuentas
generalmente se asocian con presencia de patdgenos como E. coliy S. aureus.

v' Aunque la norma no lo contemple, la identificacion de E. coli en quesos es
importante pues nos indica malas practicas sanitarias durante el proceso de
elaboracion y en manipulaciéon del producto terminado. También podria
pensarse en una mala calidad de la leche empleada como materia prima.

v' La técnica de Petrifilm 3M, aunque representa un gran ahorro de tiempo y
recursos con resultados confiables, no es el método ideal para el andlisis
microbioldgico de quesos debido a su composicién y naturaleza de la materia
prima.

v En quesos elaborados artesanalmente, encontramos diferentes microorganismos
pertenecientes al grupo de las enterobacterias, como aquellas de los géneros
Kluyvera, Enterobacter, Kluyvera sp y Serratia. Aunque no deberian estar
presentes en el alimento, no son considerados aun problema de salud publica.

v Especies del género Staphylococcus también fueron identificados con alto

porcentaje de confiabilidad: S. aureus, S. lentus, S. xylosus y S. saprophyticus.



S. aureus es el mas conocido por ser responsable de un gran porcentaje de
toxiinfecciones asociadas con alimentos.

Mediante el sistema API se obtienen resultados confiables al permitir hacer la
identificacion bioquimica con un gran numero de ensayos e interpretando
resultados mediante un software exclusivo para este fin.

En cuanto a la resistencia a antimicrobianos, el 35% de las cepas de
enterobacterias es multirresistente; el 100% de las aisladas fueron resistentes a
ciprofloxacina, cefotaxima, amikacina, gentamicina, netilmicina y nofloxacina;
mientras que el menor porcentaje de resistencia se presenté ante la ampicilina,
siendo Unicamente del 5%.

Ninguna de las cepas de Staphylococcus fue resistente a ciprofloxacina,
gentamicina, sulfametoxazol-trimetroprim y vancomicina; el 46.15% de las
cepas resultdé multirresistente y la mayor resistencia se presentd ante la
penicilina, siendo el 69% de los microorganismos resistente a este

antimicrobiano.
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Anexo 1. Reactivos, Soluciones diluyentes y Medios de Cultivo

Solucion de hidréoxido de sodio 1 N 1

Hidréxido de sodio 4.0g
Agua 100.0 mL

Disolver el hidréxido de sodio y llevar a 100 mL con agua.

Soluciéon reguladora de fosfatos (solucién concentrada) *

Fosfato de sodio monobasico 3409

Agua 1 litro

Disolver el fosfato en 500 mL de agua y ajustar el pH a 7.2 con solucién de hidréxido
de sodio 1 N. llevar a un litro con agua. Esterilizar durante 15 minutos a 121 + 1.0°C.
Conservar en refrigeracion (solucion concentrada).

Tomar 1.25 mL de la solucidon concentrada y llevar a un litro con agua (solucion de
trabajo). Distribuir en porciones de 99, 90 o 9 mL segun se requiera. Esterilizar a 121
+ 1°C durante 15 minutos. Después de la esterilizacion, el pH y volumenes finales de

la solucidn de trabajo deberan ser iguales a los iniciales.

SIM (Sulfhidrico, Indol, Movilidad)
Proveedor: BIOXON

Formula aproximada en gramos por litro de agua destilada

Peptona de caseina 20.0g
Peptona de carne 6.1g
Sulfato de hierro y amonio 0.2g
Tiosulfato de sodio 0.2g
Agar 3.5¢

pH final del medio listo para usarse: 7.3



Se suspenden 30 gramos del material seco en un litro de agua destilada. Mezcla bien y
cuando se obtenga la suspensidon uniforme, caliente agitando frecuentemente, hierva
durante 1 minuto. Distribuya y esterilice en autoclave a 121°C y 15 libras de presién

durante 15 minutos.

Agar Hierro de Kligler
Proveedor: MERCK

Férmula aproximada en gramos por litro de agua destilada

Extracto de carne 3.0g
Extracto de levadura 3.0g
Peptona de caseina 15.0g
Peptona de carne 5.0g
Lactosa 10.0g
D-glucosa 1.0g
Amonio y hierro (III) Citrato 0.5¢g
Sodio cloruro 5.0g
Sodio tiosulfato 0.5¢
Rojo de fenol 0.024 g
Agar-agar 12.0g

pH del medio listo para usarse: 7.4 + 0.1

Suspender 55 g en un litro de agua recién destilada o desmineralizada, dejar remojar
por 15 minutos y hervir hasta completa disoluciéon. Después de vaciarlo en tubos,
esterilizar en autoclave 15 minutos a 121°C. Después de esterilizar solidificar en los
tubos inclinados de tal forma que se obtenga una superficie de inclinaciéon de 3 cm y

un fondo de la misma medida.



Agar MacConkey
Proveedor: MERCK

Férmula aproximada en gramos por litro de agua destilada

Peptona de caseina 17.0g
Peptona de carne 34.0g
Lactosa 10.0g
Mezcla de sales de bilis 1.5¢
Sodio cloruro 5.0g
Rojo neutro 0.03 g
Violeta cristal 0.0001 g
Agar agar 13.5¢g

pH del medio listo para usarse: 7.1 + 0.1

Suspender 50 g en un litro de agua recién destilada. Dejar remojar por 15 minutos y
hervir con agitacion continua hasta completa disolucidn. Esterilizar en autoclave 15
minutos a 121°C. El medio se vacia en cajas petri permitiendo que se forme una capa

gruesa. Las cajas deben dejarse secar bien antes de usarse.

Citrato de Simmons
Proveedor: BIOXON

Fosfato dihidrogenado de amonio 1.0g
Fosfato dipotasico 1.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Citrato de sodio 2.0g
Sulfato de magnesio 0.2g
Agar 15.0¢g
Azul de bromotimol 0.08g

pH final: 6.9 + 0.2



Suspender 24.2 gramos de polvo en un litro de agua destilada. Dejar remojar durante
5-10 minutos. Mezclar bien; calentar suavemente agitando frecuentemente hasta que
el medio hierva durante 1 minuto. Distribuir en tubos y esterilzar en autoclave a
121°C durante 15 minutos. Se deja enfriar en posicidn inclinada aunque también se

puede emplear en placas.

Rojo Violeta Bilis Agar
Proveedor: DIFCO

Extracto de levadura 3.0g
Peptona 7.0g
Sales biliares 1.5¢g
Lactosa 10.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Agar 15.0g
Rojo neutro 0.03 g
Cristal violeta 0.002 g

pH final: 7.4 + 0.2

Suspender 41.5 g en un litro de agua destilada y calentar hasta disolver
completamente, no hervir durante mas de 2 minutos. No autoclavear. Dejar enfriar a

45°C y verter en cajas petri.

Caldo lactosado
Proveedor: BIOXON

Peptona de gelatina 5.0g
Extracto de carne 3.0g
Lactosa 5.0g

pH final: 6.9 + 0.2

Suspender 13 g de polvo en un litro de agua purificada. Disolver y distribuir en tubos

con campana Durham. Esterilizar a 121°C de 12 a 15 minutos.



Medio basal OF
Proveedor: BIOXON

Peptona de caseina 2.0g
Cloruro de sodio 5.0g
Fosfato dipotasico 0.3g
Agar 2.5¢g
Azul de bromotimol 0.03 g

pH final: 7.1 + 0.2

Disolver 9.8 g de polvo en un litro de agua destilada. Remojar durante 5 minutos;
calentar agitando hasta obtener una solucién. Se puede afiadir los carbohidratos
deseados en concentraciones del 1% antes de esterilizar. Distribuir en tubos y

esterilizar en autoclave a 118°C durante 10 min.

Caldo Rojo de Metilo / Voges Proskauer
Proveedor: BIOXON

Peptona de caseina 3.5¢
Peptona de carne 3.5¢g
Dextrosa 5.0g
Fosfato dipotasico 5.0g

pH final: 6.9 + 0.2

Suspender 17 g de polvo en un litro de agua purificada. Si es necesario calentar

ligeramente hasta disolucion. Distribuir y esterilizar a 118°C durante 15 minutos.

Manitol Sal Agar
Proveedor: MERCK

Suspender 10.8 g en un litro de agua destilada; dejar remojar por 15 minutos y
calentar ligeramente hasta completa disolucidon. Esterilizar en autoclave 15 minutos a

121°C; vaciar con agitacion continua.



Agar recuento en placa estandar (APHA)
Proveedor: OXOID

Extracto de levadura 2.5¢
Digerido pancreatico de caseina 5.0g
Glucosa 1.0g
Agar 15.0¢g
pH: 7.0 + 0.2

Agregar 23.5 g a un litro de agua destilada. Llevar a ebullicion hasta disolucion
completa. Repartir en recipientes y esterilizar en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

! Norma Oficial Mexicana NOM-110-SSA1-1994, Bienes y Servicios. Preparacién y Dilucién de muestras de

alimentos para su analisis microbioldgico.
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