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1. RESUMEN

En la leche y los productos lacteos existe una determinada microbiota bacteriana
debido a que son productos de origen animal, y en los productos fermentados,
ademas, debido a su elaboracion. Esta presencia bacteriana puede ser beneficiosa o
alterante en funcion de las bacterias presentes; algunas son caracteristicas de estos
productos y otras se deben a la contaminacion en algtin momento de la linea de
fabricacion o a una contaminacién posterior a ella. En la industria alimentaria es
importante estudiar el proceso de elaboracién de los productos y las posibles
contaminaciones que en este pueden tener lugar ya que algunas bacterias pueden
ser la causa de enfermedades transmitidas por los alimentos. Es por ello que
durante el proceso existen diferentes protocolos de control y, una vez elaborado, el
producto es sometido a un control de calidad. La industria alimentaria realiza
examenes para el aislamiento e identificacion de las bacterias presentes en los
alimentos y con ello determinan si los alimentos son seguros para el consumo
humano.

Palabras clave: leche, queso, enfermedades transmitidas por los alimentos,

aislamiento, identificacion, contaminacion.
1.1. ABSTRACT

In milk and in dairy products exist a certain bacterial microbiota because they are
products of animal origin, and in fermented products, also, due to its elaboration. This
bacterial presence can be beneficial or altering depending on the bacteria present;
some bacteria are characteristic of these products and others are due to
contamination at some point in the manufacture line or to contamination after
processing. In the food industry is important study the process of elaboration of the
products and the possible contaminations that can take place because these bacteria
can be the cause of diseases transmitted by food. That is why during the process
there are different protocols of control and, once elaborated, the product is subjected
to a quality control. The food ‘industry carries out tests for the isolation and
identification of bacteria present in food and thereby determlnes whether food is safe
for consumption.

Key words: milk, cheese, illnesses food borne, isolation, identification, contamination.
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2. INTRODUCCION

Los microorganismos son seres vivos o sistemas bioldgicos que solo pueden ser
apreciados por el ojo humano a través de un microscopio. Estan dotados de
propiedades individuales, con organizacién biolégica elemental y en su mayoria son
de tipo unicelular (Drider & Rivera, 2016). Son microorganismos ubicuos y se
adaptan a condiciones de temperatura extremas, desarrollandose en un amplio
rango de ambientes; ademads, sobreviven a concentraciones de productos dariinos
que serian fatales para otras formas de vida. Esta adaptabilidad, causa con
frecuencia problemas en la industria alimentaria. (Forsythe & Hayes, 2007).

Las principales formas bacterianas son: esférica (cocos), baston (bacilos) y curvada;
los cocobacilos son una morfologia bacteriana incluida dentro de la bacilar. Miden de
1a 3 um de largo por 0,41 a 1 um de ancho, aunque también las hay de tamafios
superiores e inferiores. Se reproducen a través de un proceso de fisién binaria, que
consiste en una simple division de una célula madre en dos células hijas vy, en
funcién de como se lleve a cabo esta, se originan diferentes agrupaciones. En el
caso de los cocos se pueden agrupar de forma caracteristica, por ejemplo formando
racimos o cadenas. Sin embargo, los bacilos, debido a su naturaleza no tienen tanta
variedad, de hecho se separan al dividirse, por lo que se pueden encontrar incluso
como células Unicas y aisladas. Por ejemplo, en los cocos hay disposiciones
caracteristicas de determinados géneros, lo que es Util para su identificacion
(Forsythe & Hayes, 2007).

Los alimentos de origen animal y vegetal presentan una microbiota particular en
funcion de su origen (endégena), es decir, no son alimentos libres de
microorganismos a no ser que se sometan a un proceso con tal objetivo.
Concretamente, la leche y el queso, al ser alimentos de origen animal, presentan
una microbiota endégena determinada por la flora propia del animal del que
procedan, cabras, ovejas o vacas. En el caso del queso, también influye el proceso
de fermentacién y de maduracién, si lo hubiera. Los productos alimentarios
constituyen un ambiente excelente para el crecimiento de microorganismos,
incluyendo los patégenos, de forma que se pueden provocar enfermedades
transmitidas por los alimentos (ETA) (Fonberg-Broczek et al., 2005). Por tanto, se
deben enfriar rapidamente, para asi evitar el crecimiento de los microorganismos

presentes (Forsythe & Hayes, 2007).




Asi, la presencia de microorganismos puede ser deseable en el caso de aquellos
microorganismos que llevan a cabo los procesos de fermentacion (que dan lugar a
una gran cantidad de alimentos) y los probiéticos. También puede no ser deseable al
ser indicadores de contaminacién, siendo inseguros para el consumo, o pueden
producir alteracién en el producto final (Karimi, Mortazavian y Amiri-Rigi, 2012; Van
de Casteele et al., 2006; Yousef & Carlstrom, 2006).

21. LECHE

La leche se define como una secrecién natural de la glandula mamaria de los
animales mamiferos obtenida a partir del ordefio de animales domésticos (cabra,
oveja y vaca), aunque la de consumo habitual es la proveniente de las vacas
(Pascual & Calderén, 2000). Se entiende por leche natural el producto integro (sin
alterar, adulterar y sin calostros) del ordefio higiénico, regular, completo e
ininterrumpido de vacas sanas y bien alimentadas (Decreto 2478/1966, de 6 de
octubre; B.O.E. 7-10-66). La leche natural es aquella que no se ha sometido a
ningln proceso que elimine parte de la microbiota presente. Aqui se incluyen los
posibles microorganismos patégenos, los que intervendran en el proceso de
fermentacion e incluso los probiéticos. Debido a lo enunciado anteriormente, no se
recomienda el consumo directo de leche natural, o cruda, porque supone un riesgo
para la salud. Si se utiliza la leche natural para la elaboracién de queso es diferente,
porque durante la fermentacién y maduracion (si la hubiera) tienen lugar cambios en
la microbiota y en las caracteristicas del alimento (Moreno & Alarcén, 2010). El
tratamiento térmico de la leche destinada a la elaboracién de queso es una garantia
de higiene pero hay quienes piensan que en el calentamiento se elimina
determinada microflora lactea responsable de caracteristicas finales del queso
(sabor y textura especiales) y que no se podrian elaborar algunas variedades
(Pascual & Calderén, 2000).

La microbiota presente en los alimentos varia en funcién de las propiedades del
propio alimento y el procesado al que se le someta. En su caso, el procesado
disminuye la cantidad de microorganismos presente en el alimento. Por su parte, la
fermentacion aumenta la cantidad por la adicion de microorganismos necesarios

para que se produzca la reaccion de fermentacion (Yousef & Carlstrom, 2006).



La leche para consumo habitualmente es sometida a un proceso de pasteurizacion,
en el cual se produce la disminucién de los microorganismos presentes a través del
calor. La pasteurizacién, como proceso destructor de bacterias alterantes (salvo
aquellas termorresistentes) aumenta la capacidad de conservacion de la leche
(Forsythe & Hayes, 2007). El procesamiento habitual que recibe la leche es el
térmico, que varia en funcién de la temperatura y el tiempo de aplicacion. La
pasteurizacion puede ser: alta (aplicacién de 72°C durante 15 segundos), baja
(aplicacién de 62°C durante 30 minutos) o de temperatura ultra alta (UHT)
(sometiéndose la leche a 132°C en un segundo y consiguiendo la eliminacion de
todos los microorganismos presentes en ella, es decir, esta leche es aséptica
(Pascual & Calderon, 2000). Por lo tanto, se entiende por leche pasteurizada toda
leche natural, entera, desnatada o semidesnatada, sometida a un proceso
tecnologico adecuado que asegure la destruccion de los gérmenes patégenos y la
casi totalidad de la flora banal, sin modificacion sensible de su naturaleza fisico-
quimica, caracteristicas biolégicas y cualidades nutritivas. Se entiende por leche
UHT, toda leche natural, entera, desnatada o semidesnatada, sometida a un proceso
de calentamiento en condiciones determinadas de temperatura y tiempo que
aseguran la destruccion de los microorganismos y la inactividad de sus formas de
resistencia, siendo envasada posteriormente en condiciones asépticas. Se entiende
por leche esterilizada toda leche natural, entera, desnatada o semidesnatada,
sometida (tras su envasado) a un proceso de calentamiento en unas condiciones
determinadas de temperatura y tiempo que aseguran la destruccién de los
microorganismos y la inactividad de sus formas de resistencia (Orden de 11 de
febrero de 1987:; B.O.E. 20-2-87).

La alta presion es una alternativa al procesamiento térmico, ya que la resistencia
que los microorganismos presentan a esta depende de la presién aplicada, la
temperatura, el tiempo de aplicacién y la propia naturaleza de los microorganismos

presentes (Fonberg-Broczek et al., 1999),

2.2. QUESO

Se entiende por queso el producto fresco o maduro, sélido o semisodlido, obtenido
por la separacion del suero tras la coagulacion de la leche natural, de la desnatada

(total o parcialmente), de la nata, del suero de mantequilla o de una mezcla de
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algunos o de todos estos productos por la accién del cuajo u otros coagulantes
apropiados, con o sin hidrélisis previa de la lactosa. Obtenido mediante técnicas de
elaboracién que comprendan la coagulacion de la leche y/o de materias obtenidas
de ella, que presenten un producto final con las mismas caracteristicas del producto
definido siempre que la relacién entre la caseina y las proteinas séricas sea igual o
superior a la de la leche (Orden de 29 de noviembre de 1987; B.O.E. 6-12-85).

Hace siglos que se practica la fermentacion de alimentos con el objetivo de hacer lo
mas perecedero. Tradicionalmente, la fermentacion se ha llevado a cabo afiadiendo
al alimento a fermentar cierta cantidad de un alimento producido anteriormente, es
decir, ya fermentado. A este proceso se le denomina reinoculacion o “back slopping”
(Bamforth, 2005). El alimento ya fermentado contiene determinadas bacterias
capaces de llevar a cabo el proceso de fermentacion. En el sudeste europeo aun
hay produccién tradicional del queso, se realiza a pequefia escala a través del
proceso de reinoculacion (Wouters et al., 2002).

Sin embargo, a dia de hoy, la elaboraciéon de un gran porcentaje de alimentos
fermentados esta industrializada. El proceso de reinoculaciéon no es viable por la
necesidad de un dilatado periodo de tiempo para su ejecucion. De esta forma se han
establecido unas ciertas cepas bacterianas para llevar a cabo las distintas etapas de
la fermentacién. Ya no es necesaria la adicion de alimento fermentado, sino que
existen cultivos continuos de las bacterias necesarias, afiadidas posteriormente
segln la etapa de elaboracion del producto. Es desde 1980 que se tiene acceso a
cultivos aislados de bacterias acido lacticas (en adelante, BAL) (Bamforth, 2005).
Las industrias lacteas utilizan como cultivos iniciadores estas bacterias, las cuales
llevan a cabo una acidificacién rapida de la leche (Wouters et al., 2002). Las BAL
son responsables, y esenciales, de la fermentacién para la elaboracion de productos
lacteos, embutidos y encurtidos. (Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006).
En la industria lactea, las bacterias iniciadoras se dividen en dos grupos: iniciadores
definidos y no definidos. De forma que los cultivos iniciadores estan constituidos por
una mezcla compleja de cepas bacterianas dando lugar a una poblacion equilibrada
que aportara las propiedades deseadas en la produccion del queso; la composicion
del queso variara en funcion de las condiciones de cultivo durante su elaboracion
(Wouters et al., 2002).

Las BAL constituyen un conjunto heterogéneo de bacterias porque comparten

ciertas caracteristicas fenotipicas: son bacterias grampositivas, no forman esporas,
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carecen de citocromos y otros compuestos de tipo hemo, son catalasa negativa,
microaerofilas o anaerobias aerotolerantes, metabolizan carbohidratos por diferentes
rutas fermentativas, la mayoria son acido tolerantes y algunas toleran la sal en el
medio de crecimiento. Son bacterias que para su desarrollo requieren de medios
ricos en nutrientes. Presentan diferentes morfologias y la mayoria son mesoéfilas.
Estas bacterias producen acido lactico en la fermentacién lo que provoca una
reduccion del pH, acidificando el medio; este se volvera mas hostil para el
crecimiento de otros microorganismos, patégenos y alterantes. Ademas, controlan el
crecimiento de ciertos patogenos por la liberacion de determinados péptidos
antimicrobianos (las bacteriocinas) y por Ia competicion con la microbiota
contaminante por el medio: las BAL aumentan la seguridad del alimento (Yousef &
Carlstrom, 2006). Al menos diez géneros de bacterias grampositivas se consideran
BAL pero los principales géneros son: Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Streptococcus y Pediococcus (Bamforth, 2005: Drider & Rivera, 2016;
Yousef & Carlstrom, 2006).

Normalmente es la leche de vaca la utilizada para la elaboracién de queso aunque a
partir de cualquier leche se puede elaborar el queso. Sin embargo, en funcion de el
queso deseado se procesara la leche de una determinada manera porque cada tipo
de queso posee particularidades en su elaboracién y en la utilizacién de
determinadas bacterias (Bamforth, 2005). Es decir, a partir de una misma leche se
pueden obtener diferentes variedades de queso variando los microorganismos,
enzimas y sal adicionados y cambiando la temperatura en los procesos de
elaboracion y maduraciéon (Forsythe & Hayes, 2007). Dependiendo del queso
deseado, la leche se puede tratar de un modo u otro, atendiendo a los tratamientos
de calentamiento (pasteurizacion), reduccion de grasas, concentracion, clarificacién
y/u homogeneizacion. La funcién que cumple la clarificacion es la de optimizar la
aparicion de los “ojos” del queso, importante en el queso Gouda o los veteados en el
queso azul. También se puede adicionar cloruro calcico, enzimas o
microorganismos, en esta Ultima opcién planteada encontramos varios ejemplos
como el del queso azul, al que se le adiciona Penicillium roqueforti (Bamforth, 2005).
Actualmente se emplea, de manera general, leche pasteurizada, como consecuencia
de ello la maduracién del queso ocurre mas lentamente porque la flora natural ha
sido destruida en gran medida durante la pasteurizacion. Es por ello que deben

adicionarse a la leche cultivos bacterianos (Forsythe & Hayes, 2007).




La elaboracion del queso incluye, en lineas generales, diferentes etapas:
pasteurizacion de la leche, cultivo de la leche con BAL, coagulaciéon de la leche,
eliminacion del suero, tratamiento de la cuajada, produccién del queso procesado y
la maduracion del queso (Bamforth, 2005). Se entiende por queso fresco aquel
dispuesto para el consumo tras la finalizacion del proceso de fabricacion. Sin
embargo el queso curado o madurado es el que, tras el proceso de elaboracion,
necesita mantenerse durante cierto tiempo a una temperatura y en condiciones tales
que se produzcan los cambios fisicos y/o quimicos necesarios y caracteristicos del
mismo. (Orden de 29 de noviembre de 1985; B.O.E. 6-12-85)

Partiendo de que en este estudio la importancia de todo el proceso reside en la
presencia de bacterias, hay que destacar que tras la pasteurizaciéon (debido a la
eliminacion de microbiota lactea) se produce la adicion de bacterias que lleven a
cabo el proceso de acidificacion. Estas son denominadas cultivos iniciadores e
incluyen a las BAL; son seleccionadas aquellas cepas que tienen habilidad para
generar acido lactico a diferentes temperaturas, capacidad de producir diéxido de
carbono y diacetilo, los cuales son importantes para la apariencia y sabor del queso.
Ademas, el diacetilo actia como agente microbiano junto con otros compuestos
generados por las bacterias lacticas, igual que las bacteriocinas mencionadas con
anterioridad. La cantidad de BAL adicionadas en el proceso de elaboraciéon debe ser
regulada para asegurar la eficiencia del propio proceso y la consistencia del
producto. Después de la eliminacion del suero se produce la adicién de mas
microorganismos al proceso ademas de los cultivos iniciadores, reciben el nombre
de bacterias lacticas no iniciadoras. En esta flora adicionada se incluyen bacterias
esenciales para producir los sabores caracteristicos de los quesos tradicionales,
junto con otros microorganismos (Bamforth, 2005; Wouters et al., 2002). Como es de
esperar, durante las primeras etapas de la fabricacion del queso la concentracion de
microorganismos presentes es elevada, pudiendo alcanzar 10° unidades formadoras
de colonias (UFC) por gramo de queso; sin embargo, durante la maduracion la
concentracion disminuye por debajo de 10" UFC/g porque el ambiente no es tan
propicio para su crecimiento (Shakeel-Ur-Rehman et al., 2000).

Los alimentos pueden sufrir alteraciones por mecanismos de descomposicion
natural, por contaminacién de microorganismos (ajenos al proceso de fabricacion de
los alimentos) o por practicas culinarias erroneas (Moreno y Alarcén, 2010). La

higiene alimentaria se define como un conjunto de condiciones y medidas
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necesarias para garantizar la inocuidad necesaria de los alimentos y el
mantenimiento de las cualidades que son propias del alimento, especialmente el
contenido nutricional. Estas condiciones deben estar presentes en todas las etapas
de la elaboracion de los alimentos: produccion, almacenamiento, transformacion,
transporte, conservacion y preparacién de los alimentos (Moreno & Alarcén, 2010).
Las bacterias que se encuentran involucradas en ETA generalmente se
corresponden a las especies: Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Listeria
monocytogenes o a los géneros Campylobacter, Salmonella y Shigella (Vinderola &
Reinheimer, (2003).

Debido a que el proceso de elaboracién incluye equipamiento mecanico y personal
humano, existe un riesgo de contaminacién de los alimentos que va desde la propia
recogida de la leche hasta el suministro en tienda. La calidad y la vida util de los
productos alimentarios dependen en gran medida de las propiedades de los
microorganismos que contaminan los alimentos (Fonberg-Broczek et al., 2005). En
la cadena de produccién de los alimentos existen riesgos de infeccion por
patégenos, por lo tanto, es necesario un control microbiolégico estricto que impida
que los alimentos contaminados lleguen a ser consumidos (Ruiz et al., 2017). Es por
ello que en 1963 la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Organizacion de
las Naciones Unidas para la Agricultura y la alimentacion (FAQ) establecieron una
Comisién Internacional denominada Codex Alimentarius. El objetivo de la comisién
es proteger a los consumidores, promover practicas claras de comercio entre paises
y coordinar las normas alimentarias acordadas.

Existen diferentes programas que tienen como objetivo eliminar los peligros del
consumo de alimentos y reducir asi el nimero de brotes de toxiinfecciones, como es
el Analisis de Peligros y Puntos de Control Criticos (Hazard Analysis Critical Control
Point, HACCP); asegurar la calidad de las materias primas y productos finales y de
todo el proceso de elaboracion, como es el caso de los Controles de Calidad y el

Aseguramiento de la Calidad.

El presente estudio se centra en el analisis microbiol6gico de productos lacteos para
determinar las bacterias presentes y, por lo tanto, determinar, en cuanto a la calidad
se refiere, de la presencia de bacterias contaminantes o no, a través de una
identificacion presuntiva. Los alimentos fueron obtenidos en puntos de compra (a

excepcion de la leche de cabra), lo que implica que son alimentos listos para
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consumo y no queda ningun procesado pendiente a realizar en él; son alimentos que

no necesitan ser cocinados.
3. Objetivos

El objetivo de este estudio es analizar microbiolégicamente diferentes productos
lacteos, examinando alimentos con diferente grado de pasteurizacion y de
maduracion.

Para ello era necesario determinar las bacterias presentes en las muestras, por lo
que se realizé un proceso de recuento en placa y una identificacion, presuntiva, de
las bacterias aisladas. Finalmente, se pretendia determinar si las muestras, listas
para consumo, se encontraban contaminadas por bacterias que pudieran causar una

enfermedad transmitida por los alimentos.
4. MATERIALES Y METODOS

Para el estudio se seleccionaron diez productos lacteos; tres de tipo liquido (leche) y
siete de tipo sélido (queso). Los alimentos proceden de cabra, oveja y vaca; los
alimentos liquidos utilizados tienen diferente grado de pasteurizacion y los soélidos,
diferente maduracion. Las tres muestras de leche analizadas son: leche de cabra
natural (sin pasteurizar), leche de vaca fresca entera sometida a alta pasteurizacion
y leche de cabra UHT. Por otro lado, de las muestras de quesos no se sabe el
tratamiento que se le dio a la leche para su elaboracion. Los diferentes quesos
fueron: queso azul, queso de cabra, queso de oveja curado, queso de oveja
semicurado, queso de vaca fresco, queso de vaca graso (alta curacién) y queso de
vaca semicurado. Se analizaron quesos procedentes de los tres animales
domésticos posibles y con diferentes grados de maduraciéon para observar las
diferencias, si las hubiera.

Al ser los alimentos de diferente naturaleza, el procesado de las muestras (previo a
la siembra en los medios de cultivo) es diferente en cada caso. Los alimentos sélidos
deben ser sometidos a trituracién y homogeneizacion previa a la siembra; para ello
se tomo 5 g del alimento incluyendo la corteza del queso y se afiadieron en 45 ml de
solucioén salina al 0,9% estéril, el diluyente permite la obtencién de una suspensién

del alimento. Se homogeneizé en un triturador de paletas, el Stomacher® 80
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Biomaster, Seward Ltd., el movimiento de las paletas dilacera el alimento Y pone en
suspension las bacterias contenidas en este (Pascual y Calderén, 2000). Sin
embargo, en los alimentos de tipo liquido no es necesario el triturado, se tomo 5 ml
del alimento y se afiadieron en 45 ml de solucién salina al 0,9% estéril. Este
diluyente fue el utilizado durante todo el proceso.

Las soluciones, anteriormente explicadas, se denominaron soluciones madre y fue a
partir de ellas de las que se obtuvieron diluciones decimales hasta la dilucién -4.
Todas ellas se utilizaron en el medio de cultivo general, debido a que la carga
bacteriana a crecer es superior; en los medios de cultivo selectivos solo se utilizaron
las diluciones 0 y -1. La preparacion de diluciones decimales se realizé tomando una
parte de la muestra de alimento con nueve partes del diluyente, solucion salina al
0,9% estéril (Pascual & Calderon, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006). Para realizar
estas diluciones se tomé 0,1 ml de la solucion madre y se afnadian 0,9 ml de la
solucion salina al 0,9% y se mezclaba durante 30 segundos, consiguiendo asi la
dilucion -1. El objetivo de estas diluciones decimales es disminuir la posible carga
microbiana, de forma que sea viable el recuento en placa, debido a que la carga
microbiana disminuye cuanto mas diluida esté la muestra. En cada placa,
indistintamente del medio de cultivo, se sembré 0,1 ml de las diluciones; para medio
TSA habia cuatro placas de Petri (-1, -2, -3 y -4) correspondientes a las diluciones
utilizadas y en los otros medios, dos placas de Petri debido a que solo se utilizaron

dos diluciones.

4.1. MEDIOS DE CULTIVO

Los medios de cultivo contienen los nutrientes necesarios para el crecimiento de los
microorganismos investigados y agentes que permiten la seleccién y diferenciacién
de determinados microorganismos. El medio que se utiliza en los analisis
microbiolégicos debe estar estéril para asegurar una correcta interpretacién de los
resultados (Yousef & Carlstrom, 2006). Para el aislamiento de microorganismos de
los alimentos seleccionados se utilizaron cinco medios de cultivo procedentes de
Scharlau y PanReac AppliChem. Los medios se prepararon siguiendo las
indicaciones del fabricante y se esterilizaron en el autoclave a 121°C durante 15
minutos. Una vez los medios fueron esterilizados y atemperados a 50°C

aproximadamente, se vertieron en placas de Petri, aproximadamente 15 ml de medio
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en cada placa de Petri; estas se esterilizaron de nuevo en el autoclave, previo a su
uso. En estos cinco medios habia un medio general, el cual aseguraba el
crecimiento bacteriano, y cuatro selectivos, que permitieron diferenciar el tipo de
bacterias que encontrariamos.

En microbiologia de los alimentos se utilizan normalmente diversas temperaturas de
incubacion. La mayoria de los métodos de deteccion y recuento establecen la
temperatura de incubacion mesofila de 35°c aunque las comprendidas en el intervalo
32-37°C pueden ofrecer resultados satisfactorios (Yousef & Carlstrom, 2006). La
incubacion se llevo a cabo a dos temperaturas, en dos estufas diferentes; los medios
TSA, KAA, EMB y VJ se incubaron a 37°C y el medio MRS a 30°C, debido a que las
bacterias acido lacticas tienen su temperatura 6ptima de crecimiento en ese rango.
Por lo tanto, las bacterias que se aislaron en el estudio son bacterias mesofilicas. La
incubacion fue de 24-48 horas. La incubacion se llevé a cabo en condiciones
aerobias, por lo que los resultados obtenidos en el estudio esta condicionados a este
factor, pues aquellas bacterias que anaerobias obligadas no creceran ni se

manifestaran.

4.1.1. Agar triptona de soja (TSA)

Se trata de un medio general que permite el cultivo y mantenimiento de una amplia

variedad de microorganismos. Su composicion es la siguiente:

Peptona de Soja 5 g/l
Peptona de caseina* 15 g/l
Cloruro de sodio 54qll
Agar 15 g/l
pH f.a%02

Para la preparacion de un litro de medio de cultivo se afiaden 40 g a 1 litro de agua
destilada. (*) Se trata de triptona, es un digerido de caseina con jugo pancreatico
(Yousef & Carlstrom, 2006).

4.1.2. Agar de Man, Rogosa y Sharpe (MRS Agar)

En concreto, es el medio de cultivo selectivo de Lactobacillus. Debido a su contenido

en Tween 80 y acetato de sodio es un medio particularmente selectivo para
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Lactobacillus, aunque permite el crecimiento de practicamente todas las bacterias

acido lacticas (Yousef & Carlstrom, 2006). Su composicion es la siguiente:

Hidrogeno citrato de di-amonio 29/l
Extracto de carne 8 g/l
Extracto de levadura 4 g/l
D+ glucosa 20 g/l
Sulfato de magnesio 0,2 g/l
Sulfato de manganeso(ll) 0,05 g/l
Peptona bacteriol6gica 10 g/l
Hidrogenofosfato de di-potasio 24/
Acetato de sodio 5 g/l
Tween 80 19/l
Agar 10 g/l
pH . 6,2+0,2

Para la preparacion de un litro de medio se afiaden 62 g a 1 litro de agua destilada.

4.1.3. Agar acido kanamicina esculina (KAA)

Se trata de un medio selectivo para Streptococcus y confirmativo para el aislamiento
de los del en grupo D de Lancefield (Enterococcus). También contiene esculina, el
ennegrecimiento o no del medio aporta informacién acerca de la hidrélisis o no del

compuesto (Pascual & Calderén, 2000). Su composicion es la siguiente:

Triptona 20 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
Cloruro de sodio 5 gll
Citrato de di-sodio 19/
Esculina 1 g/l
Citrato de hierro y amonio 0,50 g/l
Azida de sodio 0,15 g/l
Sulfato de kanamicina 54/l
Agar 15 g/l
pH 7,0£0,2

Para la preparacion de un litro de medio de cultivo se afiaden 43 g a 1 litro de agua
destilada.
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4.1.4. Agar eosina-azul de metileno (EMB)

Es un medio de cultivo para el aislamiento y diferenciacion de Enterococcus o
coliformes. Los colorantes que incluye el medio son agentes selectivos, aunque
pueden crecer microorganismos grampositivos en colonias puntiformes; al contener
lactosa en su composicion permite la diferenciacion de colonias fermentadoras o no

de lactosa (Yousef & Carlstrom, 2006). Su composicion es la siguiente:

Eosina amarillenta 0,4 g/l
Azul de metileno 0,065 g/l
Lactosa 54/
Peptona bacteriolégica 10 g/l
Hidrogenofosfato de di-potasio 2 gll
Sacarosa 5 gl
Agar 13,5 g/l
pH 72402

Para la preparacion de un litro de medio se afiaden 36 g a 1 litro de agua destilada.

4.1.5. Agar Vogel-Johnson (VJ)

Es un medio de alta selectividad para el aislamiento e identificacion de
Staphylococcus. La presencia de glicina, cloruro de litio y telurito potasico inhiben el
crecimiento de bacterias gramnegativas; la presencia en el medio de manitol y de
rojo fenol, el indicador de pH, permiten que el viraje del medio o no también aporta
informacion acerca de la fermentaciéon de manitol (Yousef & Carlstrom, 2006). En su
composicion también se incluye el terulito potasico, por lo que su reduccién o no
tambien aportara informacion sobre la bacteria (Pascual & Calderén, 2000). Su

composicion es la siguiente:

Peptona caseina 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
Manitol 10 g/l
Fosfato di-potasio 59/
Cloruro de litio 54g/l
Glicina 10 g/l
Rojo fenol 0,025 g/l
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Agar 15 g/l

pH 72+0,2
Para la preparacion de un litro de medio se afiaden 60 g a 1 litro de agua destilada.
Es necesaria la adicién al medio de telurito potasico al 1%, se afiaden 20 mil.

4.2. RECUENTOS EN PLACA

La calidad microbiolégica puede estimarse en términos generales mediante el
analisis microbiolégico de recuento total en placa (en adelante, RTP). Consiste en
cuantificar la cantidad de unidades formadoras de colonias presentes en el medio de
cultivo y extrapolar los datos a la muestra. El hecho de que el RTP sea elevado o
bajo no determina la calidad del alimento obligatoriamente, sino que hay que atender
a la naturaleza del alimento. Por ejemplo en algunos alimentos un RTP elevado
indica una calidad pobre, en los alimentos fermentados hay de forma natural una
carga microbiana elevada, por lo que el RTP no se utiliza como medio de
evaluacion de su calidad microbioldgica general (Yousef & Carlstrom, 2006).

El recuento en placa muestra una estima de la flora total del alimento, pero sin
especificar el tipo de bacteria. EIl RTP se obtiene de la siguiente forma: el nimero
total de colonias contadas multiplicado por el factor de dilucion de la placa elegida y
dividido por el volumen sembrado da como resultado el recuento total de bacterias
por gramo o mililitro, dependiendo del alimento utilizado (Pascual & Calderén, 2000).
En el caso de los alimentos solidos es necesaria una conversion, pues se toma una
fraccion del alimento y se diluye y, posteriormente, se realizo las diluciones, es decir,
se tom¢ la dilucion madre como punto de partida para realizar las diluciones.

numero de colonias xfactor de dilucién

UFC/ml=
volumen de lamuestra

numero de colonias xfactor de dilucién Iy
UFC/g= xfactor de conversion

volumen de la muestra

El RTP se lleva a cabo en aquellas placas donde se pueden contar 30-300 colonias,
debido a que aporta resultados més fiables que aquellas con un recuento inferior. El
examen de morfologia de las colonias y de las células es un paso preliminar esencial
para la identificacion de las colonias aisladas a partir de los alimentos (Yousef &
Carlstrom, 2006). La siembra en superficie permite una mejor visualizacién de las

colonias bacterianas formadas en el medio de cultivo, lo que permite un examen
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visual mas facil y el RTP; para ello se afiadié 0,1 ml de las diluciones, previamente
preparadas, a los medios de cultivo y se extendieron con ayuda de un asa de
Drigalsky aséptica, de esta forma la siembra en placa es uniforme.

Tanto el proceso de triturado y homogeneizado como el de siembra y aislamiento de
las bacterias se llevo a cabo en condiciones asépticas bajo la llama del mechero
Bunsen, para tener en cuenta solo aquellas bacterias presentes en las muestras de

alimentos.

4.3. TINCION DE GRAM

A partir de los cultivos realizados, se realizé el aislamiento de las colonias presentes
a partir de un asa de siembra con torunda y se les realiz6 la técnica de tincion
especifica de Gram, de esta forma se obtiene informacion de gran importancia para
la identificacion de la bacteria. Esta técnica aporta informacion sobre la morfologia
bacteriana y las divide en funcién del colorante con el que se tifian.

Se realiza la extension de las bacterias en una gota de agua sobre un portaobjetos,
se fijan por el calor suave, una vez fijadas se procede a la tincién. Se tifie con cristal
violeta (colorante basico), a continuacion se trata la extensiéon con solucién de yodo
(lugol) que facilita la entrada del colorante basico en la bacteria y, posteriormente,
después se decolora con alcohol para eliminar el sobrante de colorante que no ha
penetrado en las bacterias. Las bacterias grampositivas retienen el cristal violeta,
mientras que las gramnegativas se decoloran. Después, se tifie con colorante de
contraste (se utilizé safranina) a la extensién. Con la utilizacion de este colorante de
contraste se distinguen facilmente las bacterias violetas, grampositivas, de las
gramnegativas, rojas. Aunque esta técnica de tincion se disefio en 1884 su
fundamento quimico no esta suficientemente entendido, pero la division de las
bacterias en estos dos grupos se corresponde sorprendentemente bien con muchas
otras caracteristicas bacterianas (Forsythe & Hayes, 2007). El proceso se llevo a

cabo en condiciones asépticas.

4.4. PRUEBA DE LA CATALASA

A partir de los cultivos realizados, se aislaron de las colonias presentes con ayuda

de un asa con torunda y se les realizé la prueba de la catalasa, de esta forma se
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obtiene informacién adicional que contribuye a la identificacion de la bacteria. La
enzima catalasa se encuentra presente en animales y plantas, y también en algunas
bacterias por lo que es un factor adicional en la identificacion de las bacterias;
interviene en la degradacion del peroxido de hidrégeno en oxigeno en agua.

Para llevar a cabo esta prueba se utilizd peroxido de hidrégeno a temperatura
ambiente (unos 25°C) y las colonias presentes en los medios de cultivo utilizados;
con el asa de siembra con torunda se tomé una muestra de cada colonia identificada
y se colocé en una superficie estéril, sobre las bacterias se deposité una gota de
peroxido de hidrégeno. Si la prueba es positiva, se produce gran cantidad de
burbujas por parte de la bacteria, debido a la descomposicién en agua y oxigeno; si
el resultado es negativo, hay ausencia de burbujas o se producen en escasa
cantidad (Forbes, Sahm, Weissfeld & Trevino, 2007; Williams & Wilkins, 2000).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados se muestran en tres tablas adjuntas para una visualizacién mas
comoda y que permita una comparativa sencilla. Los resultados obtenidos de los
medios de cultivo, la tincion de Gram y la prueba de la catalasa se agruparon en un
mismo tipo de tabla, habiendo una para alimentos liquidos (tabla 1) y otra para los
solidos (tabla 2). En cuanto al recuento total en placa, también se recopilé la
informacién y se muestra en la tabla 3,

En la parte inferior de cada tabla se muestra la leyenda correspondiente, para

entender las anotaciones realizadas en la misma.

Debido a las pruebas realizadas, la identificacion de las bacterias es presuntiva y se
determinaré a nivel de género. En algunos casos la informacién obtenida permite
identificar a nivel de especie, por la presencia caracteristicas determinantes.
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Como se puede observar en las tablas 1y 2, en algunos medios aparentemente solo
hay un tipo de colonia presente, pero al observar la tincion de Gram aparecian dos
bacterias diferentes. Esto se debe a que ambas bacterias presentan caracteristicas
coloniales muy similares. El problema en estos casos reside en la prueba de la
catalasa, ya que se realiza una misma prueba para ambas bacterias. Los resultados
obtenidos pueden dar lugar a 3 situaciones:

- Catalasa negativa: ambas bacterias no presentan el enzima catalasa.

- Catalasa positiva: ambas bacterias presentan el enzima catalasa.

- Catalasa positiva con falso positivo: se debe a que una bacteria es
catalasa positiva y la otra no. la consecuencia es que se da un falso positivo
(bacteria que no presenta el enzima).

No se puede demostrar con certeza qué ocurre, por lo tanto, se comparan los
resultados de las bacterias que presentan esta situacion con aquellas con
descripcion similar, permitiendo asf determinar si hay algun falso positivo.

Los cambios fisicos, observables, en los medios aportan informacion referente a
reacciones quimicas. De forma que, en el medio KAA el ennegrecimiento del medio
quiere decir que la bacteria hidroliza la esculina (componente del medio). El medio
VJ puede presentar 3 posibles cambios referentes al viraje, si el medio no cambia de
color quiere decir que las bacterias no fermentan el manitol: si el medio vira a rosa,
las bacterias no fermentan el manitol y, ademas, liberan metabolitos basicos al
medio; y si el medio vira a amarillo, las bacterias fermentan el manitol y liberan
metabolitos acidos al medio. En el medio EMB segun el color de la colonia se
obtiene informacion sobre si fermenta la lactosa o no, colonias con el centro de la
colonia oscuro y son de color rosa palido o transparente, respectivamente.

El crecimiento de las BAL en MRS es observable debido a que forma colonias,
blanquecinas-grisdceas, mucosas-brillantes circulares con los bordes lisos,
convexas, opacas y de un tamafio que puede variar de puntiforme (colonias muy

pequenas) a 2-3 mm de diametro (Drider & Rivera, 2016).

5.1. ALIMENTOS LiQuUIDOS

> LCN
En TSA, (1) los resultados descritos tienen similitudes con la bacteria presente en el

medio KAA, pero al no apreciarse una agrupacion concreta de la bacteria no se

26




puede confirmar. El resultado es diferente en la prueba de la catalasa, pero si al
realizar la prueba de la catalasa se invirtié el orden establecido, primero la bacteria
aislada y sobre ella se deposita la gota de peréxido de hidrégeno, se pudo obtener
un falso positivo (Williams & Wilkins, 2000). Seria necesaria la realizacion de
pruebas bioquimicas para determinar si son la misma bacteria 0 no. En (2) los
resultados coinciden con los obtenidos en EMB (1) (ver resultados en el medio).

En MRS, (1) la bacteria presente presuntamente es Lactococcus pues se trata de
una bacteria con morfologia esférica, grampositiva que se puede presentar
individualmente, en parejas o cadenas; ademas pertenece a las BAL (Drider &
Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). También podria ser Leuconostoc pues
ambas pertenecen a las BAL y se cumplen las caracteristicas descritas. A menudo
estas bacterias son co-cultivadas para la fermentacién de diferentes quesos, aunque
Leuconostoc tiene una mayor importancia en la fermentacion de vegetales (Drider &
Rivera, 2016). Leuconostoc al tener una mayor importancia en vegetales, es mas
probable que (1) sea Lactococcus. En (2) presuntamente es Lactobacillus debido a
que son bacilos grampositivos que forman cadenas largas, son catalasa negativa y
es una BAL y la descripcion de la colonia coincide con la de las BAL. (Drider &
Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006); debido a que el medio es especialmente
selectivo, por su composicion, para el género Lactobacillus por lo que es muy
probable.

En KAA, la bacteria es presuntamente Streptococcus porque son cocos
grampositivos, catalasa negativa y forman cadenas, por lo general, largas (Drider &
Rivera, 2016; Forbes et al., 2007; Yousef & Carlstrom, 2006). No hidroliza la
esculina, por lo que no pertenece a los estreptococos fecales.

En VJ, la bacteria que deberia crecer es del género Staphylococcus, sus
caracteristicas son: cocos grampositivos que forman racimos y son catalasa positiva
(Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000; Williams &
Wilkins, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006; Zendejas-Manzo et al.,, 2014). Sin
embargo, en el medio crece una bacteria que no cumple estas caracteristicas, sino
que es gramnegativa con una distribucion no muy clara, no reduce el telurito y no
fermenta el manitol aerébicamente y libera metabolitos basicos. Los problemas en la
tincion y la distribucion observada se podria deber a la accion humana durante el

proceso de fijacion y tincion.
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En EMB, (1) presuntamente es Escherichia coli porque en los resultados obtenidos
se observan caracteristicas propias de esta especie. Se trata de una bacteria bacilar
gramnegativa, catalasa negativa, fermentadora de lactosa y que al reflejar la luz
sobre la superficie del medio se observa un brillo verde metalico (Forsythe & Hayes,
2007; Winn et al., 2006; Yousef & Carlstrom, 2006). (2) es presuntamente
Enterobacter porque se trata de una bacteria coliforme (bacilos, gramnegativos y
fermentadores de lactosa) y, ademas, la colonia tiene aspecto mucoide, propia de
este género (Forbes et al., 2007). En cuanto a la catalasa, podria deberse a una
inversion en el orden de los factores, dando un falso positivo. (3) probablemente se
trate de una bacteria inespecifica porque en los resultados se observa viraje en el
medio y en la familia Enterobacteriaceae (la que debe crecer) no se espera dicho
cambio. Ademas, no reline las caracteristicas de las bacterias pertenecientes a
dicha familia no fermentadoras de lactosa, puesto que no presentan la colonia
oscura, (colonias transparentes, bacilos gramnegativos y catalasa negativa)
(Pascual & Calderén, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006).
> LVFE-AP

En el medio TSA solo se diferencia un tipo de colonia pero en tincién se observan
dos colonias; al realizar la prueba de la catalasa se vuelve a picar la misma colonia,
por lo que la respuesta es la obtenida para las dos. Al ser positiva puede darse dos
casos: ambas son positivas o que solo una de ellas sea catalasa positiva, dando asi
un falso positivo para la otra bacteria. De acuerdo con los resultados obtenidos en
todos los cultivos parece confirmarse la segunda opcion porque TSA (1) coincide
con la descripcion de la bacteria del medio MRS (ver resultado en dicho medio). Los
bacilos dan algunos problemas en lo que a teiiirse se refiere, es decir, aunque
aparentemente la tincién obtenida es diferente podrian ser ambas bacterias
grampositivas. En TSA (2) coincide con la descripcion de KAA (1) (ver resultado en
dicho medio). Por tanto, TSA (1) seria catalasa negativa, seria el falso positivo, y
TSA (2) seria catalasa positiva.

En MRS la bacteria presente presuntamente es Lactobacillus, se trata de una
bacteria con morfologia bacilar, grampositiva que se puede presentar
individualmente, en parejas o cadenas; ademas pertenece a las BAL (Drider &
Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). Ademas, probablemente se trate de
Lactobacillus de crecimiento lento pues se dejé incubando 72h hasta que se

desarroll6 el crecimiento de las colonias.

28




En KAA, (1) se desarrollaron bacterias cuya colonia estd pigmentada en color
amarillento y presentan halo, no hidrolizan la esculina, son cocobacilos
gramnegativos, sin distribuciéon especifica y catalasa positivos. (3) Se trata de
colonias puntiformes, por tanto indican poco crecimiento, son cocobacilos
gramnegativos en una disposicién aparentemente de racimos. Estas caracteristicas
no se corresponden con las del género Streptococcus, para el cual es selectivo el
medio. Las cuatro caracteristicas generales de Streptococcus son la morfologia
esférica, grampositivos, forman cadenas y son catalasa negativos (Drider & Rivera,
2016; Forbes et al., 2007; Yousef & Carlstrom, 2006). Por lo tanto, no se puede
identificar con los resultados obtenidos. En el caso de (3) podria deberse al
crecimiento de una bacteria que se haya desarrollado pese a los componentes
inhibidores del medio. Por lo tanto para (1) y (3) no hay informacién suficiente para
determinar el género de dichas bacterias. (2) Son bacilos con una tincion confusa,
en cadenas, catalasa negativa y su descripcion colonial corresponde mas bien a las
BAL; la descripcion se corresponde mas a la de Lactobacillus que a la de
Streptococcus, que es la mas probable de crecer.

En VJ, se espera aislar bacterias del género Staphylococcus debido a que es un
medio selectivo para dicho género. Este género se caracteriza por ser cocos
grampositivos dispuestos en racimo, anaerobios facultativos y catalasa positiva;
existen especies, como S. aureus, que pueden fermentar el manitol
anaerdbicamente o reducir el telurito (Forbes et al., 2007; Yousef & Carlstrom, 2006;
Williams & Wilkins, 2000). Pero como se observa en la tabla 1., las bacterias
presentes son gramnegativas, (1) y (3) presentan catalasa positiva mientras que (2)
es negativa. Dentro del género Staphylococcus hay dos especies catalasa negativa
pero solo crecen en anaerobiosis (Forbes et al., 2007). Los resultados obtenidos no
se corresponden con los esperados, la causa de ello puede ser algun error durante
el proceso de tincion y la prueba de la catalasa; la distribucién podria haberse
alterado en la extension del aislado y la prueba por inversiéon del orden (mencionado
anteriormente). Deberian haberse aislado bacterias del género Staphylococcus y la
unica informacién util obtenida es que ninguna de las bacterias presentes reduce el
telurito y que (1) y (2) no fermentan el manitol de forma aerobia; (3) tampoco y
ademas libera metabolitos basicos al medio.

En EMB, (1) se obtuvieron bacterias gramnegativas, con la morfologia de

cocobacilar, catalasa negativa, mucoides y fermentadoras de lactosa; de acuerdo
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con los resultados, se trata de una bacteria coliforme porque estas se caracterizan
por ser bacterias bacilares gramnegativas fermentadoras de lactosa (Yousef &
Carlstrom, 2006); como ya se mencioné en la introduccion, los cocobacilos entran
dentro del grupo bacilar. Segun Pascual & Calderén (2000), debido a la ausencia del
brillo verde metdlico de Escherichia, las opciones son Klebsiella, Enterobacter y
Citrobacter. Presuntamente es Enterobacter porque es una bacteria bacilar,
gramnegativa, fermentadora de lactosa y mucoide, ademas de ser capaz de crecer
en los medios MacConkey y EMB (Forbes et al., 2007). (2) Se trata de una bacteria
cocobacilar, gramnegativa, forma cadenas cortas y parejas y no fermenta la lactosa.
Podrian ser las bacterias Salmonella y Shigella, pues pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae, de la que se espera crecimiento en el medio de cultivo, y
retinen las caracteristicas de ser bacterias que no fermentan la lactosa, bacilares,
gramnegativas y con colonias transparentes (Pascual & Calderén, 2000:; Yousef &
Carlstrom, 2006). Al tener las mismas caracteristicas, respecto a las pruebas
realizadas, no se podria determinar presuntamente una de ellas, sino las dos.
> LVS-UHT

En este medio no hubo crecimiento bacteriano debido a que es un alimento aséptico
debido a su tratamiento térmico (132°C, 15 segundos). Como mencionan Pascual &
Calderon (2000), cabe la posibilidad de una pequefia presencia bacteriana, pero en

la muestra analizada no hubo crecimiento alguno.

5.2. ALIMENTOS SOLIDOS

> QA
En TSA, (1) al presentar cocos de gran tamario al igual que la bacteria en MRS se
podria pensar que corresponden a la misma bacteria pero al presentar brillo mate
esta bacteria no se corresponde con las BAL, las cuales crecen en el medio MRS.
Habria que realizar pruebas bioquimicas para confirmarlo. (2) Al ser cocos
grampositivos en racimo, con alguna cadena presente, el genero que se
corresponde con estas caracteristicas es Staphylococcus, a excepcion de la
catalasa negativa (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Yousef & Carlstrom,
2006). Pero al no haber crecimiento en el medio VJ no es posible, ya que habria
habido crecimiento. (3) la descripcion colonial es similar a la de BAL, concretamente

con Lactococcus y Leuconostoc porque son cocos grampositivos en parejas y
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catalasa negativa, ademas de por la morfologia colonial (Drider & Rivera, 2016:
Yousef & Carlstrom, 2006). Sin embargo, los resultados al compararlos coinciden
mas bien con KAA (1) y el problema en MRS reside en que los cocos son de gran
tamafio y en TSA, no. El medio TSA al ser un medio general no aporta informacion
suficiente como para realizar una identificacion presuntiva y menos atn cuando no
hay coincidencias con los medios selectivos utilizados. Los resultados pueden estar
alterados por la accién humana durante la preparacion de las muestras o ser
bacterias diferentes y no haber sido aislada en los medios utilizados, esta utltima
opcién es poco probable.

En MRS, la bacteria cumple los requisitos descritos para las BAL en cuanto a
morfologia colonial. Presuntamente es Leuconostoc o Lactococcus. Ambas bacterias
son cocos grampositivos que se pueden presentar dispuestas en pares y son
catalasa negativas (Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). Ambas
posibilidades serfan validas, pero de elegir una seria Leuconostoc debido a que es
una bacteria tipicamente presente en este tipo de queso (Drider & Rivera, 2016).

En KAA, (1) la bacteria presente pertenece presuntamente al género Streptococcus
porque sus caracteristicas coinciden con los resultados obtenidos, son cocos
grampositivos dispuestos en parejas, la descripciéon colonial coincide con la de las
BAL, grupo al que pertenece y, ademas, es catalasa positiva (Drider & Rivera, 2016;
Williams & Wilkins, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006). La disposicién se puede haber
visto afectada por la extensién de la bacteria en la preparacion realizada. El medio
KAA es selectivo para el aislamiento de Streptococcus, por lo que la identificacion se
veria reforzada. La bacteria presente en el medio no hidroliza la esculina ni la
colonia presenta un borde negro, por tanto no se trataria de un estreptococo fecal.
(2) Presenta unas caracteristicas que podrian corresponder con la especie
Staphylococcus aureus, son cocos, catalasa positivos y las colonias presentan una
pigmentacion amarilla; la distribucion es inespecifica y para corresponderse con S.
aureus deberia ser en racimos y ser grampositivos (Forbes et al., 2007; Forsythe &
Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006; Zendejas-
Manzo et al., 2014). Pero el medio es selectivo para el crecimiento de
Streptococcus, Staphylococcus deberia haber crecido en el medio VJ, donde no hay
crecimiento bacteriano. Por tanto, se debe de haber producido algun error durante la

preparacién de la muestra para la tincion y para la catalasa, ya que el género
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Streptococcus se caracteriza por la catalasa negativa, cocos grampositivos y en
cadenas (Drider & Rivera, 2016; Forbes et al., 2007; Yousef & Carlstrom, 2006).
En los medio VJ y EMB no hubo crecimiento bacteriano, por lo gue no hay presencia
de Staphylococcus ni coliformes en esta muestra.

» QC
En TSA, (1) los resultados obtenidos coinciden presuntamente con la bacteria (4) del
medio VJ y, por lo tanto, perteneceria al género Staphylococcus (ver resultado en
dicho medio).(2) Presuntamente es Staphylococcus por las caracteristicas que
presenta: cocos grampositivos en racimos y catalasa positiva, la descripcion colonial
no aporta informacion suficiente (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007;
Pascual & Calderén, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006); al haber crecimiento en VJ se
confirma que hay presencia de Staphylococcus en el alimento. (3) Los resultados
obtenidos coinciden con la bacteria presente en MRS (1) (ver resultado en MRS (1)).
En MRS, (1) relne las caracteristicas de las BAL, colonias blancas, convexas,
circulares y con brillo, grampositivas y catalasa negativas (Drider & Rivera, 2016). La
agrupacion de los cocos presentes en la bacteria aislada es propia de
Staphylococcus, pero este género no crece en el medio MRS, y deberia ser catalasa
positiva. Probablemente se deba a un error cometido en el procesamiento de la
muestra. (2) Si se corresponde con las BAL, podria ser Lactococcus, Leuconostoc o
Pediococcus porque todos los géneros son cocos grampositivos que pueden formar
parejas y son catalasa negativa (Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006).
Presuntamente es Lacfococcus debido a que habitualmente se encuentra en la leche
cruda predominando en la flora lactea (Wouters et al., 2002); Leuconostoc es una
bacteria es una bacteria de gran importancia en los vegetales y Pediococcus es mas
habitual para la fermentacion de carne, pescado, vegetales y salsa de soja, por lo
que la presencia de estos dos tltimos es menos probable (Bamforth, 2005).
En KAA, tanto (1) como (2) son presuntamente Streptococcus porque son Cocos
grampositivos, dispuestos en cadenas (1) y parejas (2), catalasa negativa, al
pertenecer a las BAL presenta su colonias caracteristicas (ya descritas) (Forbes et
al., 2007; Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). Ademas, las bacterias
presentes hidrolizan la esculina, y presentan el borde de la colonia grisaceo lo que
confirma la presencia de estreptococos fecales, concretamente Streptococcus

pertenecientes al grupo D de Lancefield o género Enterococcus (Bamforth, 2005:
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Drider & Rivera, 2000; Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual &
Calderén, 2000).

En VJ, (2) presuntamente es Staphylococcus porque se trata de una bacteria con
morfologia esférica, grampositiva, dispuesta en racimos, catalasa positiva y la
colonia presenta pigmentacion amarillenta (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes,
2007; Pascual & Calderon, 2000; Wiliams & Wilkins, 2000; Yousef & Carlstrom,
2006). (4) también es, presuntamente, Staphylococcus; el Unico inconveniente reside
en la disposicion de las bacterias porque aparece en parejas y Staphylococcus se
caracteriza por agruparse en racimo pero podria deberse a la preparacion de la
muestra para la tincion. Ambas fermentan el manitol aerébicamente y no reduce el
telurito, pero esta informacién no es suficiente para determinar a nivel de especie.
Sin embargo, (1) y (3) son bacterias cuya descripcion no se corresponde con la
esperada en este medio. La descripcion de colonial es tipica de BAL, de hecho (3)
podria ser Lactobacillus al ser bacilos en cadenas largas y catalasa positiva, el
problema esta en la tincién que se podria justificar por los problemas que estos
presentan para absorber los colorantes. Pero de ser asi no fermentarian el manitol y
habria crecido en el medio en el medio MRS. Probablemente (1) y (3) presenten
estos resultados como consecuencia de practicas erréneas en el laboratorio.

En EMB, (1) se trata de bacterias catalasa negativa, fermentadoras de lactosa y
brillo metalico por la precipitacién de los colorantes del medio; estas caracteristicas
indican la presencia de Escherichia coli puesto que el brillo metlico es muy
caracteristico de esta especie (Forsythe & Hayes, 2006; Yousef & Carlstrom, 20086,
Winn et al., 2006). Pero al ser cocos grampositivos en parejas no se corresponde
porque E. coli son bacilos gramnegativos. Es mas, en este medio de cultivo no
deberia de haber crecimiento de bacterias grampositivas porque se encuentran
inhibidas por la composicién quimica. Por tanto, lo mas probable es unas practicas
erroneas en el aislamiento de la bacteria. (2) Presuntamente es Enterobacter, una
bacteria perteneciente al grupo de coliformes. Se trata de una bacteria fermentadora
de lactosa, colonia con apariencia mucoide, con morfologia bacilar, gramnegativa y
catalasa negativa (Forbes et al., 2007; Pascual & Calderon, 2000; Yousef &
Carlstrom, 2006). (3) son bacterias fermentadoras de lactosa, cocos gramnegativos,
se observan algunas parejas y cadenas, pero la disposicion es en racimo, son
catalasa positiva. Las bacterias presentes en el medio EMB fermentadoras de

lactosa son las pertenecientes al grupo de coliformes, estas se caracterizan por ser
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bacilos, gramnegativos y catalasa negativa (Yousef & Carlstrom, 2006). Una
explicacion posible para la presencia de (3) en el medio es unas malas practicas en
el laboratorio.

> QOC
En TSA, (1) presuntamente es Staphylococcus porque son cocos grampositivos, en
racimo, catalasa positiva y la colonia presenta pigmentacién amarilla (Forbes et al.,
2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000; Yousef & Carlstrom,
2006; Zendejas-Manzo et al., 2014); ademas, los resultados coinciden con Ia
bacteria presente en VJ, lo que demuestra que hay presencia de dicho género. (2)
presenta caracteristicas similares a las obtenidas en KAA (1), a excepcién de la
agrupacioén. La muestra presentaba demasiada cantidad de bacterias
En MRS, todas las bacterias presentes son, presuntamente, del género
Lactobacillus. Este género, perteneciente a las BAL, se caracteriza por tener
morfologia bacilar, ser grampositivo, formar cadenas generalmente largas y tener
actividad catalasa negativa (Drider & Rivera, 2016: Yousef & Carlstrom, 20086).
Ademas, al tratarse de una BAL las colonias son blanquecinas, brillantes, circulares
y convexas (Drider & Rivera, 2016). En el caso de (3) los bacilos aparecen como
gramnegativos, pero debido a la ambigiiedad de estos al tefirse, se asume que son
grampositivos ya que las bacterias gramnegativas se encuentran inhibidas en MRS.
En KAA, (1) presuntamente es Enterococcus porque se trata de cocos
grampositivos, formando cadenas y catalasa negativa que son caracteristicas del
género Streptococcus (Forbes et al., 2007; Drider & Rivera, 2016, Yousef &
Carlstrom, 2006). Ademas presenta borde de la colonia negro e hidroliza la esculina,
lo que confirma que se trata de Streptococcus del grupo D de Lancefield, es decir,
del género Enterococcus (Bamforth, 2005; Drider & Rivera, 2000; Forbes et al.,,
2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000). (2) presuntamente es
Enterococcus, pero difiere en las caracteristicas propias de este género porque en la
tincion el resultado es gramnegativo y no aparece una disposicion concreta. Pero
con los datos de borde de la colonia negro e hidroliza de esculina, ademas de ser
cocos y no tener actividad catalasa, se confirma la identificacion (Drider & Rivera,
2000; Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000).
Probablemente se deba a errores en la preparacion de la muestra para tefiir. (3) no
presenta las caracteristicas esperadas en este medio, son bacilos o cocobacilos

grampositivos, formando cadenas largas y sin actividad catalasa. Probablemente se
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deba a errores cometidos en la fase experimental porque este medio es selectivo
para Strepfococcus.
En VJ, la bacteria presente presuntamente es Staphylococcus porque la bacteria
reune las caracteristicas propias del género: cocos grampositivos, dispuestos en
racimos y catalasa positiva (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual &
Calderon, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006; Williams & Wilkins, 2000; Zendejas-
Manzo et al., 2014). En la tabla 2 aparece que en la agrupacion bacteriana estan
presentes varias (parejas, cadenas y racimos), la explicacion seria que fuese
racimos y que al realizar la extension sobre el portaobjetos se separaran.
En EMB, al ser una bacteria fermentadora de lactosa, y debido al medio, se trata de
bacterias coliformes; retine también las caracteristicas de colonias planas y catalasa
negativa. Las bacterias de este grupo son Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y
Klebsiella, pero todas tienen morfologia bacilar (Pascual & Calderdén, 2000; Yousef &
Carlstrom, 2006). Por lo que se cometi6 algun error al realizar el aislamiento.

> QOS
En TSA, (1) sus resultados parece coincidir con MRS (1), pero si se fratara de una
bacteria lactica no presentaria brillo mate. Debido a que el medio TSA es un medio
general y que los resultados no coinciden con los géneros esperados en los medios
selectivos, no hay informacién suficiente para determinar qué bacteria es. (2)
presenta unos resultados que se corresponden con los obtenidos en el medio VJ, de
forma que se trataria de una bacteria del género Staphylococcus (ver resultado en el
medio). (3) coincide con las bacterias KAA (2), a excepcion de la tincidn de la
bacteria pero los bacilos presentan problemas en la absorcién del colorante: también
coincide con EMB (1). Las diferencias coloniales se deben a que la composicion
quimica de los medios es diferente, por lo que las colonias reaccionan de un modo u
otro. Presuntamente se corresponderia con EMB (1) porque todos los resultados
coinciden (ver resultado en medio EMB).
En MRS, (1) presuntamente es Lactococcus porque coincide con sus caracteristicas,
cocos grampositivos, formando cadenas largas, catalasa positiva y las colonias
tipicas de las BAL (Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). (2)
presuntamente es Lactobacillus, son bacterias bacilares, grampositivas formando
cadenas largas, no tiene actividad catalasa y colonias tipicas de BAL (Drider &
Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). Los bacilos presentes en la tabla 2

aparecen como gramnegativos; debido a los problemas que presentan para tefirse y
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que el medio MRS solo permite el crecimiento de grampositivos, se asumen como
grampositivos.
En KAA, (1) presuntamente es Enterococcus, se trata de cocos grampositivos,
presentan un halo grisaceo, hidrolizan la esculina y son catalasa negativa. Estas
caracteristicas son propias del género (Bamforth, 2005; Drider & Rivera, 2000;
Forbes et al, 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000). La
distribucién tipica del género es formando cadenas y en el aislado estan
aparentemente en racimos, podria deberse a algtn fallo en la extension de la
colonia. (2) no se corresponde con lo esperado por la morfologia resultante, bacilar.
Este medio es selectivo para Streptococcus por lo que el fallo reside en el
aislamiento de la colonia.
En VJ, (1) la bacteria presuntamente es Staphylococcus porque se trata de cocos
grampositivos, dispuestos en racimos y catalasa positiva (Forbes et al., 2007:
Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderén, 2000; Yousef & Carlstrom, 2006;
Williams & Wilkins, 2000; Zendejas-Manzo et al., 2014). (2) no cumple las
caracteristicas tipicas del género Staphylococcus, son gramnegativas y no tienen
actividad catalasa. Podria ser una especie, la cual es catalasa negativa y crece en
aerobiosis, S. saccharolytica, y que la tincién fuese un error debido al factor humano
(Williams & Wilkins).
En EMB, (1) presuntamente es Salmonella o Shigella, ambos géneros se
caracterizan por tener morfologia bacilar, ser gramnegativos, no fermentar la lactosa
(sus colonias son transparentes) y ser catalasa negativa (Pascual & Calderén, 2000:
Yousef & Carlstrom, 2006). (2) presuntamente pertenece al grupo de bacterias
coliformes porque se trata de una bacteria fermentadora de lactosa, crece en medio
EMB y catalasa negativa (Pascua.l & Calderon, 2000; Yousef & Carlstrom, 20086).
Pero segun los resultados se trata de cocos grampositivos, no incluidos en este
grupo. Presuntamente perteneceria al género Streptococcus por las caracteristicas
que presenta, pero no se espera su crecimiento en este medio.

» QVF
En TSA, (1) y (2) muestran unos resultados que coinciden con los obtenidos en VJ
(1) (ver resultado en dicho medio). (1) aparece como gramnegativo pero podria
deberse a errores en la tincion. Los resultados de (3) son similares a los observados
en MRS (2) y VJ (2); para poder determinar a cual se corresponde habria que

realizar mas pruebas bioquimicas (a todas).
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En MRS, (1) no presenta las caracteristicas de brillo mate y la disposicion en racimo
que no son propias de las BAL. No se podria identificar la bacteria sin realizar
pruebas bioquimicas. En (2) se trata de bacterias puntiformes, con la descripcion de
BAL pero que al observar en tincién no se observa una agrupacién caracteristica
para determinar un género bacteriano. Para identificarla habria que repetir el
proceso o realizar pruebas bioquimicas. Aparece como gramnegativo y deberia ser
grampositivo probablemente a consecuencia de errores en los tiempos de tincion.

En KAA, (1) la bacteria presenta la descripcion colonial de las BAL, son cocos
grampositivos dispuestos en cadenas largas; presuntamente es Streptococcus
(Drider & Rivera, 2016; Forbes et al., 2007; Williams & Wilkins, 2000: Yousef &
Carlstrom, 2006). La actividad catalasa se podria deber a una inversion del orden al
realizar la prueba. (2) deberia pertenecer al género Streptococcus debido a que el
medio es selectivo para él pero en los resultados no aparece la distribucion
caracteristica en cadenas, es gramnegativos, con actividad catalasa y hay
pigmehtacién amarillenta en la colonia. Estos errores se pueden deber a errores
cometidos en la fase experimental.

En VJ, (1) presuntamente es Staphylococcus porque la bacteria aislada tiene
morfologia esférica, es grampositiva, la agrupacion es en racimos (se puede haber
disgregado la agrupacion al realizar la extension en el portaobjetos) y es catalasa
positiva (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Williams & Wilkins,
2006Yousef & Carlstrom, 2006). Para la identificacion a nivel de especie, es una
bacteria que no fermenta el manitol aerébicamente y libera metabolitos basicos al
medio y que no reduce el telurito. Sin embargo, (2) podria ser Staphylococcus pero
aparece como una bacteria gramnegativa y con la actividad catalasa negativa, lo
cual no encaja con el género y podria deberse a errores en la fase experimental.

En EMB, (1) presuntamente se trata de Enterobacter porque la bacteria presenta
morfologia bacilar, es gramnegativa, no presenta actividad catalasa, se trata de una
bacteria fermentadora de lactosa y entre sus caracteristicas coloniales se encuentra
la mucosidad (Forbes et al., 2007). Con estas caracteristicas se trata de bacterias
coliformes, y este género es el que se corresponde con los resultados. (2) es
presuntamente Escherichia coli pues las caracteristicas tipicas de esta especie se
reflejan en los resultados: bacilos gramnegativos, catalasa negativa, bacterias
fermentadoras de lactosa, brillo verde metalico y colonias planas (Forsythe & Hayes,
2007; Winn et al., 2006; Yousef & Carlstrom, 2006).
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> QVG
En TSA, las bacterias presentes muestran unos resultados muy similares a los
obtenidos en el medio VJ. Por lo tanto, se podria decir que pertenecen al género
Staphylococcus, siendo TSA (1) la bacteria VJ (2), y TSA (2) la bacteria VJ (1) (ver
resultados en el medio VJ).
En MRS, la bacteria aislada presuntamente es Lactobacillus porque las
caracteristicas de este género se encuentran presentes: descripciéon de la colonia
tipica de BAL, bacilos y catalasa negativa (Drider & Rivera, 2016: Yousef &
Carlstrom, 2006). La disposicion de los bacilos puede deberse a una extensién
excesiva de la colonia; y respecto a la tincién, lo bacilos no absorben con facilidad
los colorantes.
En KAA, ambas bacterias son presuntamente Streptococcus, y claramente dos
bacterias diferentes, por la diferencia en la hidrélisis de la esculina. Se trata de
bacterias con morfologia esférica, grampositivas y catalasa negativa; (2) se dispone
en parejas (se podria deber a la extension de la colonia en la preparacion) (Drider &
Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). (1) forma cadenas largas, las colonias
presentan un halo grisaceo alrededor e hidroliza la esculina, lo que confirma que se
trata de Enterococcus Bamforth, 2005; Drider & Rivera, 2000; Forbes et al., 2007;
Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderon, 2000).
En VJ, (1) presuntamente es Staphylococcus por crecer en este medio y coincidir en
la morfologia bacteriana y la actividad catalasa. La coloracién de la colonia podria
deberse a que alguna especie en concreto no pigmente: ademas, durante la
preparacion de la muestra en el portaobjetos se habria dejado mas tiempo del
debido con los colorantes y disgregado la agrupacion, rompiendo asi los racimos.
Para poder asegurar esto habria que realizar pruebas bioguimicas. (2) también es
presuntamente Staphylococcus porque se trata de una bacteria con morfologia
cocal, dispuesta en racimos, catalasa positiva y cuya colonia presenta pigmentacion
amarillenta (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderon, 2000:
Yousef & Carlstrom, 2006). El problema reside en la tincion, que se podria deber al
dejar mas tiempo del debido con los colorantes.
En EMB, (1) se trata de bacterias fermentadoras de lactosa, con morfologia cocal,
gramnegativas, dispuestas en racimos y catalasa negativa. Estos resultados no se
corresponden con los esperados; en el medio EMB y bacterias fermentadoras de

lactosa pertenecen al grupo de coliformes. Los géneros incluidos en este grupo
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(Citrobacter, Enterobacter, Escherichia y Klebsiella) no se coinciden con lo obtenido.
(2) presuntamente es Salmonella o Shigella porque son bacilos, gramnegativos,
bacterias catalasa negativa y no fermentadoras de lactosa (Pascual & Calderon,
2000; Yousef & Carlstrom, 2006).

> QVS
En TSA, las bacterias presentes en el medio muestran unos resultados que
coinciden con la bacteria presente en VJ. (1) es una bacteria catalasa positiva, con
morfologia esférica, dispuesta en racimos y cuya colonia presenta pigmentacion
amarillenta; estas caracteristicas coinciden con Staphylococcus (Forbes et al., 2007;
Forsythe & Hayes, 2006; Pascual & Calderon, 2000; Yousef & Carlstrom, 20086). (2)
no presenta la pigmentacion amarillenta, pero podria tratarse de alguna especie
concreta que no pigmente. Ambas aparecen como gramnegativas y el género es
grampositivo; podria deberse a algun fallo durante la tincion.
En MRS, (1) presuntamente es el género Lactobacillus porque se trata de bacilos
grampositivos, sin actividad catalasa y presenta la descripcion colonial tipica de las
BAL (Drider & Rivera, 2016; Yousef & Carlstrom, 2006). (2) presuntamente es
Pediococcus porque muestra las caracteristicas tipicas de este género: cocos
grampositivos, formando parejas o tétradas, catalasa negativa y la descripcion tipica
de las colonias de BAL (Drider & Rivera, 2016; Williams & Wilkins, 2000; Yousef &
Carlstrom, 2006).
En KAA, no se puede identificar la bacteria (2) debido a que en este medio se inhibe
el crecimiento de aquellas bacterias que no pertenezcan al género Streptococcus.
Las bacterias presentes deberian pertenecer a dicho género; deberian ser cocos
grampositivos, agrupados en cadenas y sin actividad catalasa, pudiendo ademas
reaccionar a la esculina (Forbes et al., 2007; Drider & Rivera, 2016; Yousef &
Carlstrom, 2006). (1) cumple sigue estas caracteristicas pero se dispone en racimos,
esto podria deberse a como se realizé la extension; presenta un halo grisaceo
alrededor de la colonia e hidroliza la esculina, lo que confirma que se trata de
Enterococcus (Bamforth, 2005; Drider & Rivera, 2000; Forbes et al., 2007; Forsythe
& Hayes, 2007, Pascual & Calderén, 2000). Sin embargo, (2) aparece con
morfologia bacilar.
En VJ, la bacteria presuntamente es Staphylococcus por las caracteristicas
obtenidas: cocos en racimo, catalasa positiva y crece en el medio VJ (Forbes et al.,
2007, Forsythe & Hayes, 2007; Pascual & Calderon, 2000; Yousef & Carlstrom,
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2006). Aparece como gramnegativa y el género es grampositivo, podria deberse a
algun fallo durante la tincion; y en la pigmentacion ocurriria como en TSA (1), podria
ser alguna especie concreta que no pigmente de amarillo la colonia. Ademas, el
medio muestra que la bacteria presente fermenta el manitol aerébicamente y hay
especies dentro del género que fermentan el manitol.

En EMB, (1) al ser una bacteria fermentadora de lactosa, pertenece al grupo de
bacterias colifomes. En este grupo se encuentran los géneros Citrobacter,
Enterobacter, Escherichia y Klebsiella, y la bacteria no coincide con las
caracteristicas de este género (bacilos gramnegativos con colonias negras debido a
la precipitacion de los colorantes presentes en el medio), por lo que no es posible su
identificacion (Forbes et al., 2007; Forsythe & Hayes, 2006; Pascual & Calderdn,
2000; Yousef & Carlstrom, 2006). En (2) la situacion es similar porque la bacteria no
fermenta la lactosa y de las posibles bacterias que crecen en EMB serian
Salmonella 'y Shigella, las cuales son bacilos gramnegativos, de colonias
transparentes y sin actividad catalasa (Pascual & Calderén, 2000: Yousef &
Carlstrom, 2006). La bacteria aislada al ser cocos en racimos no hay explicacion

posible salvo un mal aislamiento.

De las bacterias aisladas (presuntamente), se consideran bacterias contaminantes
los géneros Enterococcus, Staphylococcus, Escherichia y Enterobacter como
bacterias coliformes y Salmonella-Shigella como enterobacterias. La presencia de
estas bacterias denota una mala higiene de los alimentos porque son bacterias que
pueden desencadenar enfermedades transmitidas por los alimentos
(toxiinfecciones). Pero no todos los Enterococcus son contaminantes, existen
especies utilizadas para aportar ciertas caracteristicas a los quesos, sobre todo en
los artesanales (Castro Aranda et al., 2004; Teuber et al., 1996). Se trata de
bacterias que se encuentran frecuentemente en la leche cruda y en los productos
lacteos (Giraffa et al., 1997) y que son importantes en la maduracion (Ordénez et al.,
1978; Coppola et al., 1988; Litopoulou-Tzanetaki, 1990), cuando se encuentran en
altos niveles se asume una mala higiene durante la elaboracién del queso (Thomson
y Marth, 1986; Litopoulou-Tzanetaki, 1990; Lopez-Diaz et al., 1995).
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5.3. RECUENTOS TOTALES EN PLACA

Como se puede observar en la tabla 3, se muestran los RTP de cada medio y
alimento y la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC) por cada mililitro o
gramo. Debido a que los alimentos analizados son de diferente naturaleza, se
comentaran y compararan de forma independiente.

» Leche
En los diferentes tipos de leche el grado de pasteurizacién se ve reflejado en los
resultados, siendo mayor la presencia bacteriana en la leche natural que en la leche
de alta pasteurizacién y siendo 0 en la leche UHT. Destacar que la presencia de BAL
es similar en leche natural y en la de alta pasteurizacion (el doble); sin embargo,
difieren en cuanto a la cantidad de Streptococcus (los presentes no son fecales,
presuntamente), Staphylococcus y bacterias indicadoras fecales.
La leche natural presenta un elevadisimo crecimiento bacteriano (mas de 3x10’
UFC/ml) en el medio TSA debido a que en este medio crecen todo tipo de bacterias.
Igualmente presenta valores elevados en todos los cultivos siendo menor el valor de
las bacterias lacticas o Strepfococcus (KAA) que el de las bacterias contaminantes
como Staphylococcus o la familia Enterobacteriaceae. Las BAL se encuentran en un
numero menor frente a las bacterias contaminantes porque existe una competicion
entre bacterias en las que las contaminantes se ven favorecidas frente al desarrollo
de las BAL. Si se tratara de leche cruda de vaca para consumo el limite establecido
para la presencia de gérmenes es de 5x10* por mililitro (a 30°C) (Pascual &
Calderén, 2000). Aunque no procedan del mismo animal, los umbrales de tolerancia
son similares. Si la muestra analizada estuviera como producto listo para consumo,
no pasaria los controles de calidad porque supera de forma exagerada los limites
establecidos y presenta bacterias contaminantes como son Staphylococcus y las
indicadoras fecales.
Segun Pascual & Calderén (2000), la leche pasteurizada (independientemente de
si es alta o baja pasteurizacion) tiene como limite méximo de bacterias presentes
5x10* — 5x10° por mi; cumpliendose que hay ausencia de coliformes y de bacterias
patégenas. De acuerdo con los resultados, hay una flora bacteriana de 4,8x10°
UFC/ml, es decir, por debajo del umbral, pero si hay presencia de coliformes. Por
tanto, no cumple con los requisitos establecidos y no seria apta para su consumo. Si

en este alimento se demostrara la presencia de Salmonella (como se menciona en la
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discusion), independientemente de otras bacterias contaminantes, el alimento ya no
seria apto. La dosis efectiva para producir la enfermedad se asume que es elevada,
pero basta la presencia de 1-10 células de dicha bacteria para que se pueda
desencadenar la infeccion; la presencia de Salmonella en los alimentos es
inaceptable (Yousef & Carlstrom, 20086).
La leche UHT confirma que durante su procesado se eliminaron los
microorganismos presentes. Segun Pascual & Calderén (2000), seria posible que no
se eliminara la microbiota en su totalidad, admitiendo el limite maximo en 100
bacterias/ml en un cultivo de 15 dias a 30°C.

» Queso
Al no conocer como se ha elaborado, no se sabe si proceden de leche cruda o
pasteurizada; pero se asume esta Ultima debido a que es la utilizada habitualmente
(Bamforth, 2005).
En todos los alimentos soélidos analizados, las BAL se encuentran en una
concentracion similar, a excepcion del queso azul que presenta una cantidad inferior.
Aparentemente no se observan diferencias significativas en lo que a grado de
maduracién se refiere. No ocurre lo mismo al analizar los resultados para los
microorganismos contaminantes. Los quesos QC, QOS, y QVS son los que mayor
cantidad de bacterias presentan (2x10” UFC/g; >3x10° UFC/g y 8,3x10” UFC/g,
respectivamente).
El queso azul es el Unico que no presenta contaminacién por enterobacterias ni
Staphylococcus. Tampoco hay presencia de Streptococcus fecales (o
Enterococcus). Esto quiere decir que aparentemente no hay contaminacién en el
producto. Hay que destacar que para su maduracién del queso se adicionan
microorganismos no bacterianos, por ejemplo se adiciona Penicillium roqueforti

(Bamforth, 2005). Al no ser un microorganismo bacteriano no se aisla en el cultivo.

Segun Pascual & Calderén (2000) y de acuerdo con la Orden de 29 de noviembre de
1985 (B.O.E. 6-12-85), en el queso fresco y blancos pasteurizados se establecen
los siguientes umbrales de tolerancia, cuando solo hay una unidad de analisis: para
Enterobacteriaceae totales es de 1x10* UFC/g; para E. coli, 1x10° UFC/g; ausencia
de Salmonella-Shigella y para S. aureus enterotoxigénico, 1x10° UFC/g.

En los resultados obtenidos en queso fresco, se supera este limite ya que se

obtiene méas de 3x10° UFC/g y presenta coliformes en una cantidad superior a 3x10°
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UFC/g. Al realizar el RTP en general para todo el medio, no se puede determinar la
cantidad que corresponderia a E. coli y a Enterobacter (segun la identificacion
presuntiva). Pero suponiendo que aparecieran al 50% cada bacteria ya se superaria
el limite establecido; deberia suponer un 1% de las bacterias crecidas, lo cual es
poco probable. De todas formas al superar los limites establecidos no seria un
alimento apto para el consumo.

En el queso de cabra se supera el limite maximo de Enterobacteriaceae totales
porque se obtiene mas de 3x10° UFC/g y ademas, todas ellas son bacterias
coliformes. El RTP se realiza para todas las bacterias del medio, por lo que no hay
un valor determinado para E. coli. Pero suponiendo que aparecieran al 50% cada
bacteria ya se superaria el limite establecido; deberia suponer un 1% de las
bacterias crecidas, lo cual es poco probable. De todas formas al superar los limites
establecidos no seria un alimento apto para el consumo.

En el queso de oveja curado se obtiene un resultado para los Enterobacteriaceae
totales de mas de 3x10* UFC/g por lo que se superaria el limite establecido. No hay
presencia de E. coli pero si de bacterias coliformes. En el queso de oveja
semicurado también se supera el umbral establecido para Enterobacteriaceae
totales porque se obtiene mas de 3x10° UFC/g y hay presunta presencia de
Salmonella o Shigella. La mera presencia de Salmonella ya es inaceptable en un
alimento puesto que con la presencia de 1-10 bacterias ya se puede desencadenar
la infeccion (Yousef & Carlstrom, 2008).

El queso de vaca graso muestra un valor de 1,76x10" UFC/g para las bacterias
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae, por lo que se supera el limite maximo
permitido. Presuntamente no hay presencia de E. coli; pero si de Salmonella-
Shigella, por lo tanto se incumple los requisitos establecidos por Pascual & Calderon
(2000) y la Orden de 29 de noviembre de 1985 (B.O.E. 6-12-85). Ademas de que la
presencia de Salmonella es inaceptable por el riesgo a que se desarrolle la infeccion
en el consumidor.

El queso de vaca semicurado supera el limite de Enterobacteriaceae totales
porque se cuantificaron mas de 3x10° UFC/g vy el limite se establecié en 1x10°
UFC/g. Presuntamente no hay aislamiento de E. coli pero si de otra coliforme. Si hay
presencia de Salmonella-Shigella, por lo tanto se incumple los requisitos
establecidos por Pascual & Calderén (2000) y de acuerdo con la Orden de 29 de
noviembre de 1985 (B.O.E. 6-12-85). Ademas de que la presencia de Salmonella es
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inaceptable por el riesgo a que se desarrolle la infeccién en el consumidor con la

mera presencia de 1-10 bacterias (Yousef & Carlstrom, 20086).

Los quesos de oveja presentan diferente grado de maduracion (curado y
semicurado) y, por lo tanto, se espera diferencias en cuanto a la flora bacteriana que
presentan. Asi lo muestran los resultados, la diferencia entre los quesos es de un
crecimiento diez veces mayor en el queso semicurado que en el curado. Para
evaluar si estas diferencias son significativas habria que realizar mas replicas de los
cultivos para tener valores a comparar.

En el caso de los quesos de vaca también hay diferentes grados de maduracion
(fresco, semicurado y muy curado), es por ello que se esperan diferencias en la
cantidad de bacterias presentes en ellos. Atendiendo a los resultados, no se
observan grandes diferencias; si se obtiene que en el queso mas curado (graso) el
crecimiento es menor pero no tan evidente como la mencionada en el queso de

oveja.

6. CONCLUSION

De acuerdo con los alimentos analizados (su naturaleza y procesado) y como ya se
ha comentado, era de esperar la presencia de una determinada cantidad de
bacterias, las BAL y aquellos microorganismos adicionados en el proceso de
elaboracién del queso. La presencia de bacterias ajenas al proceso de elaboracién y
maduracion denotan contaminacién en los alimentos, bien durante el proceso
industrial, bien en el punto de venta al consumidor. En lineas generales se puede
concluir:

1. Para una mayor representacion de los datos, y si el objetivo hubiera sido una
evaluacién de calidad, se deberian haber realizado mas réplicas y anadir
controles. De esta forma se podrian realizar analisis estadisticos.

2. La leche presenta menor cantidad de bacterias acido lacticas que los quesos,
esto se debe a la adicion de cultivos iniciadores y no iniciadores en los
quesos Y a la pasteurizacién en la leche.

3. La contaminacién en los quesos es mayor que en las leches porque son

manipulados por el personal del punto de venta. En cambio, la leche solo es
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procesada para su pasteurizacion y luego envasada en condiciones
asépticas.

En muchos casos hay problemas de identificacion debido a que las bacterias
aisladas muestran unos resultados que no son los esperados, de forma que
aparecen gramnegativos o grampositivos donde su crecimiento esta inhibido.
La causa mas probable es errores en el procesado de las muestras o unas
malas préacticas en el laboratorio, dado que el crecimiento o no en los medios
es una cuestion quimica que depende de la naturaleza de la bacteria

unicamente

De los resultados obtenidos y discutidos al analizar los diferentes tipos de leches, se

puede concluir:

1.

El proceso de pasteurizacion reduce en gran medida la carga microbiana del
alimento, siendo total en la pasteurizacion UHT.

La leche natural analizada no es apta para consumo por la contaminacién
presente y porque no fue sometida a ningln tipo de tratamiento de
refrigeracion que ralentizara el crecimiento. El objetivo de analizarla era
mostrar la diferencia entre el producto natural y los aptos para consumo.

La leche de alta pasteurizacion es una leche que se puede adquirir en los
puntos de venta, pero al haber presencia de bacterias contaminantes que
sobrepasan los limites de tolerancia deberia someterse de nuevo a controles
de calidad. Aunque al ser un analisis presuntivo, en primer lugar se deberia
confirmar las bacterias presentes para confirmar la contaminacion.

La leche UHT confirma que su procesado elimina la carga bacteriana y por
tanto es el alimento mas seguro de consumo (en comparacion con las otras
leches analizadas).

Se confirma que para una mayor higiene alimentaria y menor riesgo de
infeccidn, la pasteurizacion es necesaria.

La contaminacion presente en la leche de alta pasteurizacion, se debe a una
mala ejecucién en la linea de procesado. Debido a que una vez envasada la
leche no puede ser contaminada hasta ser abierta por el consumidor. El

envase esta disefiado para que no altere las condiciones del producto.
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En el queso, las conclusiones extraidas en base a los resultados obtenidos son:

iz

Puesto que se realizan controles alimentarios durante la elaboracién y
curacion y que los quesos examinados son obtenidos en puntos de venta al
corte, se asume que la contaminacion encontrada se debe a la ocurrida en el
punto de venta. Aunque también podria deberse a la contaminacion
enddgena del alimento.

La contaminacién de los productos se debe a la manipulacion en puntos de
venta, bien por el personal humano, bien por las condiciones de
almacenamiento.

No se observa diferencias muy significativas en cuanto a la diferencia de
maduracion de los productos. Por lo que, a priori, la maduracién no influye en
la cantidad y presencia de bacterias lacticas.

Existe un elevado grado de contaminacion en los quesos en general, pero
destaca el queso azul por ser el Unico sin contaminar (en las condiciones

estudiadas).
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