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1. Resumen

Los productos lacteos constituyen uno de los pilares basicos de la alimentacion por
sus propiedades nutricionales y también un medio en el que pueden crecer
numerosos microorganismos, pudiendo causar intoxicaciones. En este estudio se
han analizado 11 alimentos lacteos: yogur, diferentes tipos de quesos y de leches.
Se ha realizado un estudio microbiolégico para comparar el niumero y tipo de
microorganismos encontrados en leche cruda recién ordefiada, leche pasteurizada y
en productos derivados de la leche. Segun nuestros resultados, los quesos, por el
desarrollo normal de bacterias lacticas en productos fermentados, presentan mayor
carga microbiana que las leches frescas o las pasteurizadas, donde el crecimiento
fue nulo, asi como en el yogurt, donde tampoco se encontré crecimiento. Entre los
distintitos tipos de quesos analizados, el que mayor carga microbiana presento fue el
Queso fresco de Cabra, mientras el Queso Massdam de Vaca fue el que menor

crecimiento mostré en los medios utilizados.

Palabras clave: Productos lacteos, carga microbiana, queso, leche.

2. Summary

Dairy products play an important role in human diet due to their nutritional properties,
but they are also a favourable medium in which many microorganisms can grow and
cause food poisoning. In this article, 11 dairy products are analyzed: differents types
of cheeses and milks, as well as yogurt. Microbiological analysis is carried out to
compare the number and type of microorganisms found in freshly milked raw milk,
pasteurized milk and processed dairy products. According to our results, due to the
reasonable development of lactic bacteria in fermented products, cheeses present a
higher microbial load than fresh milks or pasteurized milks, where no growth was
detected. Among the different types of cheeses analysed, fresh Goat Cheese was
the type with the highest microbial load whereas Massdam cow cheese showed the

lowest microbial growth in the bacteriological media employed.

Key words: Dairy products, microbial load, cheese, milk.
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3. Introduccién

3.1 Leche

La leche es el producto integral que proviene de ordefar una hembra lechera sana,
bien alimentada y no agotada, recogida de forma limpia y que no contenga calostros
(Luquet, 1991a).

La leche entera fresca puede procesarse para dar lugar a diferentes productos
liquidos como la leche desnatada, que contiene un 0.5% de grasa o la leche
semidesnatada, que contiene un 2% de grasa. Esto se puede obtener gracias a la
centrifugacion a alta velocidad y un posterior calentamiento a 38 grados para
separar la nata y asi obtener una leche desnatada, a la que se le puede afiadir el
porcentaje de grasa que se desee (Vieira, E.R. 1996)

Otro tipo de leche, como es la leche evaporada, se elabora eliminando
aproximadamente el 60% del agua original de la leche entera. Con esto, el contenido
de lactosa se eleva a un 11.5%. Para su fabricacion, se le aflade sacarosa o glucosa
antes de evaporar parte de su agua por lo que suele tener un 54% de azucar, lo que

supone un 64% de azucar en su formula final.

Leche caprina: posee una mayor proporcion de los acidos grasos de cadenas cortas

(acidos caprico, caproico y caprilico) que la de vaca por lo que es mas digestible y
tiene un sabor particular. La alta proporcion de grasa de cadena cortas se esta
usando para el tratamiento de gran cantidad de pacientes con mala absorcion
nutricional, que sufren de quiluria, esteatorrea, hiperlipoproteinemia y en casos
intestinas, problemas coronarios, etc. (Arbiza, 1996). La leche de estos rumiantes
presenta una alta calidad desde un punto de vista nutritivo e incluso cosmético e
incluso es mejor que la leche de vaca en algunos aspectos. Las cabras son de facil
crianza y sus costos son mas bajos por lo que algunos estudios estan fomentando

gue su crianza y posterior produccion de leche sea mayor que la leche de vaca.

Desde el punto de vista de la seguridad microbioldgica, la pasteurizacion es el
proceso que se emplea basicamente con el objeto de ajustarse a la normativa
vigente. Por ejemplo, en los Estados Unidos, la leche cruda de grado A que va a
pasteurizarse, no debe de tener una carga microbiana superior a 300.000 Unidades

Formadoras de Colonias por mililitro (UFC/mI). Tras la pasteurizacidén, ese recuento
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no debe pasar de 20.000 UFC/ml y el nimero de coliformes no debe pasar de 10
UFC/ml (Food and Drug Administration, United States.1995). La leche cruda debe
pasteurizarse antes de 5 dias siempre que la temperatura de mantenimiento sea
igual o inferior a 4.4 grados. La leche chocolateada, se pasteuriza a 75 grados en
vez de los habituales 72 grados. Un estudio que se llevd a cabo con leche
chocolateada demostré que la cantidad de microorganismos aerobios totales tras 14
dias de almacenamiento era mayor en esta leche que en la que carecia de cacao
(Dolye, M.P. and Roman, D.J. 1982). Los investigadores sugieren que el chocolate

en polvo contribuye de alguna manera al desarrollo de los microorganismos.

La leche, ademas, puede sufrir varios procesos para transformarse en productos

diferentes como nata, quesos o mantequilla.

3.2 Quesos
El queso se puede definir como el producto que se obtiene por coagulacion de la
leche cruda o pasteurizada que puede ser entera, semidescremada y descremada y
constituido esencialmente por caseina de la leche en forma de gel deshidratado
(Eck, 2000).

Es un alimento que se consume en todo el mundo y que tiene unas caracteristicas
nutritivas, funcionales, textuales y sensoriales que varian en cada tipo. Se calcula
gue hay alrededor de unas 2000 variedades de queso (Gunasekaran y Ak, 2003)

entre curados, semi-curados y frescos.

La elaboracion del queso implica fenOmenos fisicos y quimicos que son muy
complejos. Se trata de un proceso de concentracion, a partir de la coagulacion de la
proteina mayoritaria de la leche que es la caseina por la accion enzimatica (cuajo) u
otro coagulante de tipo acido que normalmente es el acido lactico (Johnson y Law,
2011).

Por ejemplo, en lo quesos suaves, la coagulacion se lleva a cabo aproximadamente
a 38 grados mientras que por ejemplo para el gueso tipo Oaxaca se tiene que llevar

a 42 grados.

Finalmente, el salado proporciona el sabor y evita la proliferacion de

microorganismos asi como ayuda a la formacion de la corteza del queso.
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3.2.1. Clasificacion de los quesos
Se clasifican dependiendo de su textura o su contenido en humedad, si se maduran
0 no, si son las bacterias o los mohos los microorganismos que mas colaboran en

darle sus caracteristicas peculiares, etc.
Segun las caracteristicas fisicoquimicas del tipo de queso se pueden clasificar en:

-Por humedad: Duros (20-42%); Semiduros (44-55%); Blandos o suaves
(55%) (Scott et al. 1998)

-Tipo de coagulacion de caseina: Coagulaciéon enzimatica; Coagulaciéon acida;
Coagulacién éacida /térmica (Dalgleish.1999; Fox et al.2000; Gunasekaran y Ak.
2003).

-Maduracion: frescos (6 dias), Semi-madurados (40 dias) y madurados (>70
dias) (McSweeney, 2004).

En cuanto a las propiedades nutricionales, el queso en general comparte casi las
mismas que la leche a excepcion de la lactosa y destaca por ser una fuente

importante de calcio y fosforo (Alais. 1985).

Debido al bajo contenido en humedad de los quesos duros y semiduros, son
productos nada proclives a la alteracion microbiana. Sin embargo, los mohos pueden
desarrollarse en su superficie. Algunos guesos poseen potenciales de o6xido-
reduccion suficientemente bajos para permitir el desarrollo de los anaerobios y no es
extrafio que las bacterias anaerobias a veces causen alteracion cuando la actividad

de agua les permite desarrollarse.

3.2.2. Fabricacién de quesos
La gran mayoria de los tipos de quesos que existen, son el resultado de la
fermentacion lactica de la leche. En 1972, Hettinga y Reinbold publicaron una

extensa revision sobre estas bacterias lacticas.
Su fabricacion pasa por dos etapas:

1. La leche se prepara e inocula con el cultivo iniciador especifico para el tipo
de queso que se esté elaborando. El cultivo iniciador generara acido lactico, que

junto a la quimosina afiadida, forma la cuajada. Para lograr una acidificacion en las
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variedades de queso en las que se cuece la cuajada, se recurre a Streptococcus.
salivarus subsp. thermophilus, porque de entre las bacterias lacticas mas habituales
en la industria del queso, es la mas termorresistente. También se pueden utilizar una

combinacion de S. salivarus subsp. thermophilus y Lactococcuslactis subsp. lactis.

2. La cuajada se corta, desuera y prensa y, a continuacién, se sala y en el
caso de los quesos se le somete a un proceso mas o menos largo de curado en

condiciones particulares y adecuadas a cada variedad de queso.

3.3. Valor nutricional de los productos lacteos
Los productos lacteos tienen una serie de caracteristicas que les hacen ser uno de

los pilares de la alimentacion:

-Presentan una amplia gama de nutrientes. Hay un buen balance entre los
principales constituyentes de la leche que son grasa, proteinas y carbohidratos.
Gracias a estos balances, los productos lacteos pueden ser una gran oportunidad

para cubrir las necesidades nutricionales de la poblacion.

-Presentan una elevada densidad de nutrientes. Aportan gran variedad tanto
de macro como de micronutrientes en relacion a su contenido en calorias. Son

alimentos ricos en proteinas y en calcio de facil asimilacion.

-Adaptabilidad: Presentan una composicion variable en agua, lactosa, grasa,
proteinas, vitaminas y minerales, lo que produce que se adapten de manera

adecuada a todo tipo de dietas.

Las proteinas de la leche se componen principalmente de caseinas que representan
entre un 80 y 85% del total de las proteinas lacteas. Si se produce una disminucion
del pH de la leche por debajo de 4.6, las caseinas precipitan. Cuando esto se
produce, la fraccion que permanece en ese estado liquido se denomina suero y en
ese suero persisten solubles el resto de las proteinas de la leche entre las que hay
gue citar la seroalbumina, inmunoglobulinas, etc. Los productos lacteos contienen
proteinas con todos los aminoacidos esenciales que presentan una alta
digestibilidad y valor biolégico y por lo tanto se pueden definir como proteinas de alta

calidad.
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El carbohidrato que podemos encontrar fundamentalmente en la leche es lactosa
(disacéarido compuesto de glucosa y galactosa) aunque también se pueden encontrar
pequefas concentraciones de glucosa y acido citrico. El contenido graso varia entre
el 3.5% y el 5%. Consiste mayoritariamente en triglicéridos compuestos de acidos
grasos. También se pueden encontrar pequefias cantidades de diglicéridos y
fosfolipidos. La gran parte de los lipidos encontrados en la leche estan en forma de

glébulos grasos rodeados por una capa fosfolipidica. (Jay, J.M. et al. 2005).

Entre los &cidos grasos presentes en la leche, hay proporciones importantes de
acidos de cadena corta y media que va a favorecer su digestibilidad. Hay diversos
componentes bioactivos de interés como la esfingomielina y el &cido linoleico

conjugado (CLA) con poder cardioprotector y antitumoral.

El pH de la leche entera y fresca es aproximadamente de 6.6. Cuando la vaca
padece mastitis, que es una infeccion de la ubre frecuentemente originada por
Streptococcus agalactiae, puede llegar a pH 6.8. La leche fresca de un animal
mamitico suele contener leucocitos (glébulos blancos de la sangre) en una
proporcién superior a 108%/ml, en contraste con la leche de un animal sano, en la que
solo aparecen unos 70.000/ml. La leche contiene vitaminas del grupo B: las dos mas

abundantes son el acido pantoténico y la riboflavina (Jay, J.M. et al. 2005).

En los productos lacteos cobra gran importancia el aporte de calcio que en la dieta
proporciona entre el 65-75% de la cantidad diaria recomendada. También son fuente

de potasio, magnesio, zinc y fosforo.

3.4. Patbégenos que pueden transmitirse por los alimentos lacteos

Si tenemos en cuenta que la leche es una gran fuente de nutrientes y ademas se
asume el riesgo de que los animales que producen leche pueden albergar
microorganismos que causan enfermedades a los seres humanos, es obvio que la

leche cruda puede constituir una fuente de enfermedades.

Dentro de esta categoria, se pueden encontrar los procesos patolégicos que son
padecidos tanto por los humanos como por las especies animales que son
productoras de leche: Brucelosis, Salmonelosis, Tuberculosis, Campilobacteriosis,
Colitis enterohemorragica, Carbunco, Listeriosis, Fiebre Q, Mastitis estafilocécica y

estreptocdcica, etc.
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Ante de utilizarse los equipos de ordefio mecanicos, la leche cruda era el origen de
enfermedades respiratorias tales como la difteria o las fiebres tifoideas. Cuando se
ordefia una vaca manualmente, la leche se va depositando en un balde abierto y
esto puede ocasionar que cualquier persona que esté infectada pueda contaminar la
leche, ya sea por sus estornudos o mediante el contacto directo de la mano. Por
ejemplo, en el aflo 1910, se produjo un importante brote de fiebre tifoidea en Nueva
York cuyo origen estaba en un operario de una granja productora de leche que era
portador cronico del agente etioldgico de la fiebre tifoidea (Rosen, G. 1958).

Aunque se aplica un proceso muy estricto de pasteurizacién, la leche puede ser
origen de diversas enfermedades. En el caso de campilobacteriosis, no es de
extrafiar que su agente causal se encuentre en la leche puesto que esta bacteria se
encuentra de forma habitual en las heces. En un estudio realizado a partir de
muestras tomadas de tanques de leche cruda de gran mezcla en Wisconsin, se
encontrd que las leches del 64% de los rebafios de grado A eran positivas en esa
bacteria (Dolye, M.P., and D.J. Roman. 1982).

Entre 1973y 1992, se demostré que de 46 brotes con 1.733 casos de gastroenteritis
humana que radicaba en la leche cruda, Campylobacter fue responsable del 57%,
Salmonella del 26% y E.coli O157:H7 del 2% (Headrick, M.L et al. 1998).

En otras investigaciones se ha detectado Yersinia enterocolitica en la leche cruda.
En un estudio en Brasil, de 219 muestras de leche cruda, 37 contenian Listeria spp.,
mientras que el 32.4% contenia Y.enterocolitica (Tibana, A. et al. 1987).Listeria
monocytogenes ha sido encontrada también en la leche de vaca (Gitter, M. et al.
1998).

Se realizd un estudio sobre la prevalencia de E.coli O157:H7 en diferentes muestras
de heces de vacas de desecho y de leche a granel en la zona este de Tennessee y
se comprobé que el 2% de las muestras de heces y el 0.7% de las de leche fueron

positivas a esta bacteria (Murinda, S.E. et al. 2002).

Por dltimo, la enfermedad de Johne del ganado vacuno parece tener alguna relacion
con la enfermedad de Crohn del ser humano. Hay ciertos microorganismos que
estan cuestionados por esta enfermedad: Mycobacterium aviumsubsp.avium origina

la tuberculosis aviar que resulta infeccioso para pacientes con SIDA. M.avium subsp.
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silvaticum es un patégeno obligado de algunos animales en los que produce

paratuberculosis a los mamiferos y tuberculosis a las aves (Thorel, M.F. et al. 1990).

3.5. Seguridad alimentaria en la leche y productos lacteos

A la vista de los diversos microorganismos que pueden encontrarse en la leche y
que pueden ser origen de enfermedades de transmision alimentaria en el ser
humano, se deben de seguir una serie de pautas a la hora de controlar los distintos

tipos de productos lacteos.
Para el control de leche cruda de vaca se deben de seguir una serie de pasos:

-Los operadores tienen que realizar unos controles minimos obligatorios para
determinar que se cumplen los requisitos higiénicos-sanitarios y poder comercializar
dicha leche. Tales controles afectan tanto a la explotacion como al centro lacteo
(Real Decreto 1728/2007).

-Si no se cumplen los requisitos de gérmenes y células somaticas, los
operadores de la empresa deben informar a la autoridad competente y adoptar
medidas para corregir la situacion. Si en un plazo de 3 meses no se corrige la
situacion, se debera suspender la entrega de leche cruda de la explotacion de
produccion o en su defecto se deberd someter dicha entrega a los requisitos de

tratamiento para la protecciéon de salud publica.

-Se debe de realizar un control para corroborar que el contenido de gérmenes
a 30 grados de la leche cruda es inferior a 300.000 colonias por mililitro, previamente

a ser procesado.

Cuando el queso se fabrica y vende en su totalidad en la explotacién directamente al
consumidor final se considera venta al por menor y pueden elaborarse de
conformidad con los requisitos establecidos en el Reglamento (CE) n° 852/2004 asi
como en el anexo lll, seccion IX, capitulo | relativo a la leche cruda del Reglamento
(CE) n° 583/2004.

Para realizar la produccion y comercializacién de calostros y productos a base de

calostro se someten a requisitos especificos de higiene.

10
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También se deben de usar los métodos de referencia sobre la leche cruda y la
determinacién de la actividad de la fosfatasa alcalina sobre la leche tratada

térmicamente.

No se puede autorizar el suministro directo por la parte del productor de pequefias
cantidades de leche cruda al consumidor final o a establecimientos locales de venta
al por menor que suministran directamente al consumidor final (Real Decreto
640/2006).

La leche cruda de otras especies distintas al bovino que no cumpla los criterios en
cuanto a contenido en gérmenes y células soméaticas, puede utilizarse para la
elaboracion de quesos con un ciclo de maduracion de 60 dias como minimo y
productos lacteos obtenidos en relacion con la fabricacion de dichos quesos,
siempre que se registre el tiempo de permanencia de cada lote de productos para

garantizar una estancia minima de 60 dias (Real Decreto 640/2006).

3.6. Tratamientos de conservaciéon de laleche y los productos lacteos

Termizacién: Proceso de conservacion que consiste en calentar la leche a
temperaturas de 57-68 grados durante 15 segundos con la finalidad de disminuir el
numero de bacterias termo sensibles(psicrotrofas y psicrofilas) que son capaces de
multiplicarse de manera significativa a temperaturas en torno a los 8 grados. Es el
primer paso antes de los tratamientos de elaboracion a los que se sometera

posteriormente.

Pasteurizacion: El objetivo de la pasteurizacion de la leche es la destruccion de

todos los microorganismos que puedan causar una enfermedad. Aunque los
patdgenos pueden destruirse mediante otros métodos que no implican
calentamiento, la pasteurizacion de la leche se hace exclusivamente mediante

tratamientos térmicos.

Hay diferentes modalidades de pasteurizacién. El método LTLT (baja temperatura,
largo tiempo) consiste en lograr un calentamiento en la parte mas fria de la leche de
63 grados durante 30 minutos. Se le conoce como el método discontinuo o de

aplicacién de calor pro lotes.

La otra modalidad de pasteurizacion que es mas utilizada es el HTST (alta

temperatura, corto tiempo) que aplica 72 grados durante 15 segundos. Se le conoce

11
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como el método instantaneo o flash que es menos destructivo de las propiedades
del alimento que el LTLT.

El fundamento de los pares de tiempo y temperatura aplicados es el tiempo de
muerte o destruccion térmica (TDT) del patdégeno no esporulado mas
termorresistente que pueda estar presente en la leche. En la leche bien
pasteurizada, la enzima nativa de la leche, la fosfatasa alcalina, ha de quedar
inactivada (Vaclavik, V.A. and E.W. Christian. 2003).

Se ha puesto en duda la capacidad de destruccién de los tratamientos LTLT y HTST
de algunas subespecies de micobacterias relacionadas con la enfermedad de Crohn.
La mayoria, si no todas, las Gram negativas (sobre todo las psicrotrofas) se
destruyen durante la pasteurizacion junto con muchas Gram positivas. Al proceso
pasteurizante, no obstante, sobrevive algun niumero de bacterias Gram positivas de
los géneros Enterococcus, Streptococcus (S.salivarus subsp. thermophilus),
Microbacterium, Lactobacillus, Mycobacterium y Corynebacterium, asi como la
mayor parte de los microorganismos esporulados. Entre los supervivientes puede
haber una cantidad de psicrotrofos del género Bacillus (McComas, K.A. and Gilliland
S.E. 2003).

Esterilizacion: En este proceso la leche se va a someter a temperaturas altas (115-

120 grados) durante 15-30 minutos para asegurar la destruccion total de
microorganismos y esporas Yy asi dar lugar a un producto que sea estable y tenga un
largo periodo de conservacion. Este proceso y la conservacion posterior provocan
una pérdida de vitaminas sobre todo B1, B12 y C, asi como disminucién de la

disponibilidad de algunos aminoacidos esenciales.

Esterilizacion UHT:_En este método denominada Ultra alta temperatura, la cantidad

de microorganismos esporulados también se reduce drasticamente. Este tratamiento
consiste en calentar la leche a una temperatura de 135-140 grados durante unos
pocos segundos. La leche UHT es comercialmente estéril y se le da una vida util de
40-45 dias a 4.4 grados, siempre que se envase en condiciones asépticas
(Bodnaruk, P.W. et al. 1998).
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3.7. Productos fermentados
La mantequilla, la mazada fermentada y la nata acida son productos que se elaboran
inoculando un cultivo iniciador en leche o nata pasteurizada e incubando hasta que

se alcanza el grado de acidez que se desee.

El yogur se elabora con el cultivo iniciador del yogur que es un cultivo mixto de
Streptococcus thermophilus y Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus en
proporcién 1:1. El yogurt se puede elaborar con leche desnatada o entera a la que
se le afiaden hasta un 5% de solidos lacteos y luego se le somete a una
condensacién o a vacio para evaporar agua hasta conseguir una reduccién del
contenido en humedad de una cuarta parte. La leche que ya esta concentrada se
trata térmicamente a 82-93 grados durante 30-60 minutos y se deja enfriar a unos 45
grados (Pederson, C.S. 1979). Se le afade el cultivo iniciador, se incuba a 42 grados
durante 3-5 horas y posteriormente se enfria el producto de la fermentacion hasta 5
grados.

Un yogurt recién elaborado puede contener unas 10° bacterias/gramo. El nimero de

lactobacilos decrece mas que el de los cocos.

El kéflir se elabora a partir de granos de kéfir y leche. Estos granos contienen
Acetobacter. Lactobacillus, Lactococcus y Leuconostoc y alguna levadura de los
géneros Candida, Kluyveromyces y Saccharomyces. Esta microbiota simbiontes se

mantiene unida mediante proteinas coaguladas (Garrote, G.L. et al. 2000).
La leche acidofila se elabora inoculando una cepa de L.acidophilus.

La mantequilla no es un alimento muy dado a la alteracién pero los mohos y las
bacterias pueden deteriorarlo. Contiene sobre un 15% de hidratos y proteinas y la
gran mayoria, el 81%, son grasas. La mantequilla salada puede llegar a contener
hasta un 2% de sal, lo que quiere decir que las gotas de agua dispersas en la
mantequilla van a tener un 10% de cloruro sodico, lo que va a hacer que la
mantequilla sea un sustrato poco favorable para el crecimiento bacteriano (Henning,
D.R.1999).

Por otro lado, hay mohos que pueden causar alteraciones en la mantequilla. Algunos
de estos son especies de los géneros Cladosporium, Alternaria, Aspergillus, Mucor,

Rhizopus, Penicillium y Geotrichum. Este crecimiento hara que la superficie cambie
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de tonalidad debido a los colores de las esporas generadas por los mohos
contaminantes. El género Torula hace que la mantequilla se ponga de tonalidad
negruzca. Debido a su bajo contenido en agua y alto contenido en grasa, hace que
este alimento sea mas susceptible de alterarse por mohos que por bacterias.

Otro tipo de queso, el queso Cottage, puede alterarse por bacterias, mohos y
levaduras siendo la alteracion mas comun la cuajada viscosa. Alcaligenes spp. suele
ser el agente causal mas frecuente, de modo que la vida Gtil de este queso queda
limitada por el desarrollo de mohos y levaduras (Roth,L.A. et al. 1971).

3.8. Enfermedades causadas por bacterias lacticas

Las bacterias lacticas proporcionan muchos beneficios pero algunas de ellas estan
vinculadas con enfermedades del ser humano. Aguirre y Collins (2009), han revisado
este problema y han recopilado hasta 68 casos en los que se ha asociado un
lactobacilo con una enfermedad clinica humana en un periodo de 50 afos. Hay
varias especies de Leuconostoc y pediococos que se han identificado como
responsables de algunos casos. Los enterococos ocupan el tercer puesto como
causantes de infecciones nosocomiales que son enfermedades transmitidas en un

hospital, siendo E.faecium y E. faecalis las especies mas implicadas.
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4. Objetivos

El objetivo fundamental de este trabajo es determinar la carga microbiana de
distintos productos lacteos y comparar el namero y tipo de microorganismos
encontrados en leche cruda recién ordefiada, leche pasteurizada y en productos
derivados de la leche.

Los objetivos especificos han sido los siguientes:

1. Determinar la carga microbiana presente en distintos productos lacteos

2. Evaluar la eficacia de la pasteurizacion de la leche en la reduccion de los
recuentos de microorganismos

3. Determinarla cantidad de microorganismos presentes en quesos fabricados
con leches de diferente origen

4. Realizar un estudio comparativo de la cantidad y tipos de microorganismos

presentes en leche y en sus productos derivados
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5. Material y métodos.

5.1. Material utilizado

Recogida del material: tubos estériles.

Preparaciéon de los medios de cultivo: agua destilada, medios de cultivo
deshidratados, matraces aforados, probeta, algodén, papel de aluminio,
balanza, autoclave, bafio termostatico, placas de Petri, mechero Bunsen.
(Fig.1A)

Preparacién de la solucién salina: cloruro de sodio, agua destilada, matraz
aforado, balanza, tubos eppendorf de 1ml y una gradilla. (Fig.1B)

Fig.l. Preparacion de los medios de cultivo y solucion salina. A, preparacion de los

medios de cultivo antes de su esterilizacion. B, preparacion de solucién salina.

Procesamiento de las muestras: balanza, homogeneizador, bolsas estériles y
herméticas.

Siembra de las muestras: Mechero Bunsen, micropipetas, puntas para
micropipetas, placa, asa de Drigalski, estufa de cultivo a 37 °C y estufa de
cultivo a 30°C.

Tincién de Gram: Colorantes (safranina, lugol, cristalvioleta), etanol 96°, agua
destilada, porta objetos, aceite de inmersién y microscopio optico.

Prueba Catalasa: Porta objetos, Agua oxigenada, asa de siembra.

5.2. Alimentos empleados

Para la realizacion del proyecto se emplearon 11 muestras de productos

lacteos y derivados (Tabla 1). Algunas de esas muestras fueron obtenidas en

establecimientos tanto en la localidad de Bailén como en Jaén. También tuve la
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suerte de poder participar personalmente en la recoleccion de algunas muestras
directamente del ganado caprino. De las 11 muestras analizadas, 5 procedian de
guesos, 1 de yogurt y las 5 restantes de diferentes tipos de leche en las que se
estableci6 una comparacion entre los distintos tipos, es decir, Desnatada,
Semidesnatada y Entera. La mayoria de leches son frescas. Una vez recogidas las

muestras, éstas se conservaron en la camara fria hasta su procesamiento.

Queso fresco vaca (A) | Leche cabra ordefiada 1 (F) Yogurt natural 0%

(¥)

Queso curado mixto(B) | Leche cabra ordefiada 2 (G y
L)

Queso fresco cabra | Leche vaca entera fresca (H)
(©€)
Queso fresco oveja (D) | Leche vaca desnatada fresca
()

Queso Maasdam vaca | Leche vaca semidesnatada
(E) fresca (K)

Tabla 1. Muestras de productos lacteos y derivados empleados en la realizacion del

proyecto.
Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

5.3. Medios de cultivo

Se emplearon diferentes medios de cultivo, todos ellos pertenecian a la casa
comercial Scharlab (Barcelona). Para su preparacion se siguen las indicaciones del
fabricante que se encuentran en el etiquetado de cada medio de cultivo. Tras su
pesado y dilucion en agua destilada, los medios se esterilizan en el autoclave, con
un ciclo de 15 a 20 minutos a 121°C y 1 atmdsfera de vapor. Finalizado el proceso
de esterilizacién, los medios se atemperan a 50°C y se vierten en placas de Petri,

aproximadamente a razén de 15ml por placa.

Con el fin de analizar los diferentes grupos microbianos que pueden aparecer
en este tipo de alimentos, se prepararon 5 tipos de medios de cultivo de los que uno
de ellos era un medio de cultivo no selectivo y los cuatro restantes eran medios de

cultivo selectivos. Los diferentes medios utilizaron fueron:
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e Medio de cultivo no selectivo:
-Triptona Soja Agar (TSA)
e Medios de cultivo selectivos:

-Lactobacillus Agar according to DeMan, Rogosa and Sharpe (MRS
Agar)

-Kanamicina esculina azida Agar (KAA)
-Eosina Azul de Metileno Agar (EMB)
-Vogel Johnson Agar (VJ)
5.3.1. Preparacion de medios de cultivo no selectivos.

5.3.1.1. Triptona Soja Agar (TSA)

Este medio sélido tiene un uso general para el cultivo de una amplia variedad
de microorganismos. La presencia de dos peptonas (peptona de soja y peptona de
caseina) favorecen el crecimiento de estos microorganismos. Es un medio de cultivo
clasico para el cultivo de microorganismos tanto exigentes nutricionalmente como

no exigentes, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias.

Debido a su fiabilidad y sus resultados, que son facilmente reproducibles, se

suele utilizar con frecuencia para fines de diagndstico de rutina.
Composicién (g/L)

-Agar: 15,00

-Tiosulfato sddico: 0,50

-Polisorbato 80: 5,00

-Lectina: 0,70

-Histidina: 1,00

-Cloruro sddico: 5,00

-Peptona de soja: 5,00

-Peptona de caseina: 15,00
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Preparacién

El fabricante nos indica que debemos afadir 40 gramos de medio de cultivo
por litro de agua destilada. Ya que nosotros queremos preparar 800 mililitros,
afadimos 32 gramos de medio de cultivo a un matraz Erlenmeyer, disolvemos en el
volumen de agua destilada y posteriormente lo tapamos con algodon hidréfobo y
papel de aluminio. A continuacion, se esteriliza en el autoclave. Finalizado este
proceso, introducimos el matraz en el bafio para enfriarlo hasta 55°C y a
continuacién se extiende en las placas de Petri (es importante realizar el proceso al

lado de un mechero Bunsen para evitar la contaminacion de las placas).
5.3.2. Preparacion de medios de cultivo selectivos.

5.3.2.1. MRS Agar
Se emplea para el cultivo y recuento de bacterias lacticas, tanto en productos
lacteos como en otros productos alimenticios. También permite el recuento de

lactobacilos del yogurt si se acidifica hasta pH=5,5 £0,1.

La adicion de manganeso, magnesio y acetato junto con el polisorbato

aportan los componentes nutritivos y energéticos para el crecimiento de lactobacilos.

Gracias a la alta calidad de las peptonas y los suplementos de extractos de
carne y levadura van a proporcionar unos factores de crecimiento necesarios que

hacen al MRS uno de los medios mas completos para el cultivo de lactobacilos.
Composicién (g/L)

-Peptona proteosa: 10,00

-Extracto de carne:8,00

-Extracto de levadura:4,00

-Agar:14,00

-Polisorbato 80: 1,00

-Fosfato dipotasico: 2,00

-Sulfato manganoso: 0,05
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-Sulfato magnésico: 0,20
-Citrato triamdnico: 2,00
-Acetato sddico: 5,00
-D(+)-Glucosa: 20,00

Preparacién

El fabricante nos indica que hay que afadir 62 gramos de medio de cultivo por cada
litro de agua destilada. En nuestro caso queremos preparar 800 mililitros por lo que
afiadimos 49,6 gramos de medio de cultivo. Posteriormente tapamos el matraz con
algodon hidréfobo y papel de aluminio. Esterilizamos en autoclave durante 20
minutos a 121°C y tras este proceso dejamos el matraz enfriar en el bafio para

finalmente verter el medio de cultivo en las placas de Petri.

5.3.2.2. Kanamicina esculina azida Agar (KAA)
Este medio de cultivo es utilizado para identificar y aislar enterococos. Gracias a la
presencia de Kanamicina y Azida de sodio es posible inhibir el crecimiento de
bacterias acompafantes. Ya que el medio presenta esculina, es posible que se
produzca la aparicién de colonias de color negro debido a la hidrdlisis que realizan

estas bacterias, hasta esculetina.
Composicién (g/L)

-Triptona: 20,00

-Extracto de levadura: 5,00

-Cloruro sodico: 5,00

-Citrato disédico: 1,00

-Esculina: 1,00

- Citrato férrico amonico: 0,50

-Azida sodica: 0,15

-Kanamicina sulfato: 0,02

pH final a 25 grados, 7,0 £0,2.
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Preparacién

En el etiquetado del bote comercial, nos indica afiadir 48 gramos de medio de cultivo
por cada litro de agua destilada. En nuestro caso, afiadimos 38.4 gramos de medio
de cultivo ya que queremos preparar 800ml. Tras este proceso, agitamos y tapamos
el matraz con algodén hidr6fobo y con papel de aluminio. Se introduce en el
autoclave para esterilizarlo durante 20 minutos a 121°C. Finalmente, se introduce en
el bafo para enfriarlo y se vierte en las placas de Petri.

5.3.2.3. Eosina Azul de Metileno Agar (EMB)
Se emplea como medio diferencial para el aislamiento y diferenciacion de

bacterias entéricas Gram-negativas.

A partir de la mezcla de azul de metileno y eosina consigue un efecto
diferenciador entre las bacterias capaces de fermentar la lactosa y las que no lo son.
Posteriormente la inclusion de la sacarosa fue propiciada para aquellos

microorganismos que fermentan con dificultad a la lactosa y facilmente la sacarosa.

Se pueden distinguir algunos géneros gracias a la combinacion de estos dos
colorantes y los dos hidratos de carbono. Por ejemplo, las bacterias lactosa-
negativas y sacarosa negativas (Salmonella y Shigella) dan colonias incoloras. Las
lactosa y/o sacarosa-positivas dan colonias purpura-violeta negruzco con/sin un
centro oscuro y quedan rodeados de una zona que es incolora. Destaca en este
medio el crecimiento de la especie Escherichia coli, que aparece con un brillo verde
metalico caracteristico. La microbiota acompafante queda inhibida por el efecto de

estos colorantes (sobre todo las bacterias Gram-positivas).
Composicién(g/L)

-Lactosa: 5,00

-Eosina Amarillenta: 0,40

-di-Potasio Hidrégeno Fosfato: 2,00

-Agar: 13,50

-Azul de Metileno: 0,065
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-Peptona Bacteriologica: 10,00
-Sacarosa: 5,00

pH: 7,2+0,2

Preparacién

El fabricante nos indica que se deben suspender 37,4 gramos por cada litro
de agua destilada. En nuestro caso, solo necesitamos 800 mililitros por lo que
pesamos 28.8 gramos de medio de cultivo. Posteriormente se agita el matraz y se
tapa con un algodén hidrofobo y papel de aluminio. Se esteriliza en el autoclave
durante 20 minutos a 121°C. Finalmente, dejamos atemperar el matraz en el bafio y

se extiende en placas de Petri.

5.3.1.4. Vogel Johnson Agar (VJ)

Medio selectivo para la deteccion y enumeracion de estafilococos patégenos.
La presencia en este medio de Litio Cloruro, Glicina y Telurito Potasico le dan a este
medio una fuerte accion selectiva donde la microbiota secundaria se inhibe casi por
completo. Por otro lado, los estafilococos reducen el telurito a teluro metal lo que
produce colonias negras sobre un fondo rojo si son fermentadores de manitol.
También se pueden dar colonias negras rodeadas de un halo amarillo si los

estafilococos son fermentadores del manitol.

Si se produce un cambio de color del medio se debe al viraje del indicador del
pH que se produce por la acumulacion de productos acidos que se producen en la

fermentacion del manitol.

Composicién (g/L)
-Peptona de caseina:10,00
-Manitol:10,00

-Extracto de levadura: 5,00
-Fosfato dipotasico:5,00

-Cloruro de litio:5,00
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-Glicina:10,00

-Rojo de fenol:0,025

-Agar: 15,00

pH final a 25 grados, 7,2 0,2
Preparacién

En el etiquetado comercial nos indica que debemos de suspender 60 gramos
del medio en un litro de agua destilada. En nuestro caso, preparamos 800 mililitros
de agua destilada por lo que le afadimos 48 gramos del medio a un matraz
Erlenmeyer. Posteriormente agitamos y tapamos el matraz con un algodén hidréfobo
y papel de aluminio. Autoclavamos a 121°C durante 20 minutos, se atempera el
matraz en el bafio y se afladié 16 mililitros de una solucién de (Telurito Potasico) al
1%(previamente esterilizada por filtracion). Se homogeneiza el medio y se extiende

en placas de Petri.

5.4. Procesado de los alimentos
Una vez obtenidas las muestras de los productos lacteos y sus derivados, se
transportan al laboratorio en las condiciones mas asépticas teniendo precaucion

para no contaminarlas.

Con cada alimento, tenemos que realizar el mismo proceso. Se va a pesar 5
gramos o bien medir 5 mililitros (en este caso con la leche) de cada alimento y se va
a introducir en una bolsa hermética a la que se le va a afadir 45 mililitros de solucion
salina estéril al 0,9% para ser procesado en el homogeneizador (Stomacher 80
Biomaster, Seward Ltd.). Para facilitar la posterior extraccién del liquido, se vierte la
mezcla de solucién salina y el alimento en un tubo Falcon. El resultado de la mezcla

es lo que vamos a considerar como dilucion cero.

3.4.1 Diluciones seriadas

Hay que realizar varias diluciones seriadas. Para esto, hay que afiadir 100
microlitros de la solucién madre en tubos Eppendorf de 1,5ml. Cada uno de estos
tubos, contiene 0,9 ml de solucion salina que ha sido preparada previamente. Para
preparar las diluciones seriadas, partimos de nuestra dilucién cero, que, tal y como

se ha mencionado anteriormente, bolsa procede de la bolsa hermética con el
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alimento homogeneizado en solucion salina. De esta dilucion cero, se extrae 100
microlitros con una micropipeta y se afiade a uno de los tubos eppendorf. Este tubo
sera la dilucién -1. Hacemos la misma operacién, medimos 100 microlitros del tubo -
1 y se vierte sobre otro tubo que va a ser la dilucion -2. Realizamos esta operacion
hasta la dilucién -4 que sera la mas diluida. Es importante tener en cuenta que
después de hacer cada dilucion se deber cambiar la punta de la micropipeta para
evitar arrastrar bacterias de la dilucion anterior y también es importante voltear el
eppendorf para facilitar la homogeneizacién del liquido. Todo este proceso es
realizado en condiciones de esterilidad al lado del mechero Bunsen. (Fig 2.)

La finalidad de realizar las diluciones seriadas es para poder realizar el
recuento de las unidades formadoras de colonias por gramo o mililitro de alimento

(UFCl/g) tras la siembra e incubacion de las muestras.

X sWos

Fig 2. Diluciones seriadas.

5.4.2. Siembra en placas

Una vez que se ha realizado todo el proceso de las diluciones seriadas, se
comienza con la siembra de las muestras en los medios de cultivo. Para esto, se
toman 100 microlitros de cada una de las diluciones y se depositan en sus placas
correspondientes, extendiéndose a continuacion con un asa de Digralsky. Se
recomienda realizar este proceso desde la placa mas diluida a la mas concentrada.
Todo este proceso hay que realizarlo en condiciones de esterilidad al lado del

mechero Bunsen.

De cada alimento se van a sembrar las siguientes placas:
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e 10 placas del medio TSA: 2 placas con la dilucién 0, 2 placas con la dilucién -
1, 2 placas con la dilucion -2, 2 placas de la dilucion -3, 2 placas de la dilucién
-4,

e 4 placas del medio EMB: 2 placas con la dilucién 0, 2 placas con la dilucion -
1.

e 4 placas del medio VJ: 2 placas con la dilucién 0, 2 placas con la dilucion -1.

e 4 placas del medio KAA: 2 placas con la dilucién 0, 2 placas con la dilucion -1.

e 4 placas del medio MRS: 2 placas con la dilucién 0, 2 placas con la dilucién -
1.

Es decir, del medio no selectivo se siembran 10 placas, desde la dilucién 0 a
la dilucién -4, realizando cada una por duplicado. De los medios selectivos, se
realiza solamente las diluciones 0 y 1, cada una por duplicado. En total, tenemos

gue sembrar 26 placas por alimento. (Fig. 3.A)

Una vez sembradas, las placas se incuban en la estufa 37°C durante 48 horas
excepto las placas del medio MRS Agar que se incuban a 30°C ya que es la

temperatura Optima de crecimiento para las bacterias lacticas.(Fig. 2.B)

Las placas siempre se introducen en la estufa boca abajo y es importante
rotularlas de manera correcta para evitar confusiones. Ejemplo: A.ILDE.MRS , donde

A es el alimento que se ha sembrado.

Fig. 3.A. Placas con los diferentes medios de cultivo para cada alimento. Fig. 3.B.

Placas ya sembradas en la estufa a 37°C.
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5.5. Recuento de placas

Una vez que se siembran las placas, tal y como se ha mencionado antes, se
dejan incubar 48 horas en la estufa para que se produzca crecimiento bacteriano. A
continuacion, se extraen las placas de la estufa y se observa una a una el tipo de

colonias que aparecen (morfologia y color).

Este recuento que hay que realizar consiste en la enumeracion de las UFC
(Unidades Formadoras de Colonias) presentes en una unidad del alimento(gramo o
mililitro).

Numerodecolonias x Factordedilucion
UFC/g =

Volumen

El recuento se debe de realizar en la placa que corresponda a la dilucién en la

gue el crecimiento bacteriano se encuentre entre 30 y 300 colonias.
El factor de dilucion es la dilucion donde se haya efectuado el recuento.

El volumen siempre es 0,1 debido a que depositamos 100 microlitros (0,1

mililitros) de cada dilucion en las placas a la hora de sembrarlas.

Hay que tener en cuenta que en las muestras sdlidas, en las que tenemos 5
gramos de alimento en 45 ml de solucion salina, se realiza una dilucion previa por lo
gue estos alimentos van a tener una dilucion adicional de 10. En el caso de los

alimentos liquidos (leche) no hay que tener en cuenta ninguna dilucién adicional.
5.6. Tincion de Gram y prueba de la catalasa

5.6.1. Tincion de Gram

Esta tincion permite, en funcién de la estructura y grosor de la pared bacteriana,
clasificar las bacterias en Gram positivas y Gram negativas asi como evaluar su
morfologia (coco o bacilo) y tipo de agrupaciéon (parejas, cadenas, racimos...). Para
realizar la tincion de Gram se utilizan dos colorantes (cristal violeta y safranina) con
los que vamos a conseguir que las bacterias Gram + se tifilan de un color
azul/morado, mientras que las bacterias Gram - se tifien de color rosa. La tinciéon de

Gram involucra varios pasos:
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-Sobre un portaobjetos limpio y seco, depositamos una pequefia gota de
agua. Con un asa de siembra, picamos una colonia bacteriana y la depositamos
sobre la gota de agua y extendemos.

-A continuacion dejamos secar la extension para después fijarla con calor,

pasando 2 6 3 veces por la llama del mechero.

-Una vez que la preparacion se enfrie, se tifien las células con cristal violeta
(colorante primario). Con este colorante las células se tifien de color morado.
Anadimos cristal violeta durante 2 minutos y pasado este tiempo escurrimos el

colorante.

-Pasados los 2 minutos, se afiade Lugol. El Lugol reacciona con el colorante
cristal violeta y forma un complejo cristal violeta-yoduro que favorece la tincion de las

bacterias. Dejamos actuar el lugol 2 minutos.

-El siguiente paso es una decoloracion. Adicionamos alcohol etilico de 96°
para producir el lavado del complejo cristal violeta-yoduro de las células Gram
negativas. Este paso es critico en la tincion y hay que tener cuidado en no dejar
actuar el alcohol demasiado tiempo para evitar la decoloracion de las Gram positivas
asi como no dejarlo actuar poco tiempo ya que no se produciria la decoloracion de
las Gram negativas. Para realizar la decoloracion adicionamos sobre un extremo
alcohol etilico y dejamos que escurra por toda la preparacion. Tras este paso, es
importante lavar abundantemente con agua destilada para eliminar los restos de

alcohol etilico.

-Se vuelve a tefiir con Safranina por lo que aquellas bacterias Gram negativas
gue habian sido decoloradas, ahora se tifien de color rosado. A las bacterias Gram
positivas no le afecta esta contra tincién por lo que van a seguir de color morado. Se

afiade Safranina y se deja actuar 3 minutos. (Fig 4.)

-Finalmente se lava la preparacién con agua destilada, se deja secar y se
observa al microscopio con el objetivo de 100 aumentos utilizando aceite de

inmersion.
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Fig 4.Diferentes colorantes usados en la tincién de Gram.

5.6.2. Prueba de la catalasa
El per6xido de hidrogeno es el producto final del metabolismo oxidativo de
carbohidratos.

La acumulacién del peréxido es muy téxico para los microorganismos, por lo que la
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas exceptuando a
Streptococcus sp. producen una enzima llamada catalasa que degrada el peroxido
de hidrégeno produciendo agua y oxigeno gas (Gil Microbitos.2011).

Se usa con frecuencia para diferenciar géneros como Streptoccocus (-) de
Staphylococcus (+) y Micrococcus (+) asi como de Bacillus (+) de Clostridium (-)
(Rodriguez et al. 2005b).

En nuestro caso, esta prueba la realizamos sobre un portaobjetos en el que
afiadimos una gota de peroxido de hidrégeno al 30%, flameamos el asa de siembra
y picamos sobre una colonia bacteriana extendiéndola después sobre la gota de
peroxido de hidrégeno hasta que la colonia se desprenda totalmente del asa de

siembra.

Hay que comprobar si se produce efervescencia, es decir, se libera O, por lo que la
prueba se consideraria positiva (Fig. 5) o si por el contrario no se produce

efervescencia, por lo que la prueba se consideraria negativa.
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Fig. 5. Ejemplo de Catalasa positiva

6. Resultados

6.1. Recuento Microbiano de las colonias
Tras 48 horas de incubacion, se procede al recuento del nimero de colonias en
cada medio de cultivo. Para esto, se deben elegir aquellas placas en las que el
crecimiento bacteriano sea de 30 a 300 colonias y posteriormente proceder a su
recuento. Una vez realizado este proceso, se procede al calculo de las Unidades
Formadoras de Colonias por gramo o mililitro de alimento (UFC/g o UFC/ml) para los
distintos alimentos analizados y en todos los medios de cultivos empleados. Este
método nos permite conocer la cantidad de microorganismos presentes en cada

alimento.

En cada placa, primero realizamos un analisis macroscopico, es decir, identificamos
el numero de microorganismos diferentes que han crecido en funcion del color y
tamafio de las distintas colonias. Después, y gracias a la tincibn de Gram,
realizamos un analisis microscopico que nos va a permitir clasificar cada tipo

bacteriano segun su tipo de pared celular, su morfologia y su agrupacion.

Finalmente, realizamos la prueba de la catalasa que nos permite una identificacion

presuntiva de diferentes géneros.

La siguiente tabla (Tabla 2.) recoge las Unidades Formadoras de Colonias obtenidas

en cada alimento:
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Queso curado | 4.10x10° | >3.00x10° 1.32x10% | 1.15x10°
mixto(B)

Queso fresco Oveja | 2.86x108 | >3.00x10° | >3.00x10° | >3.00x10° | 7.2x10*
(D)

Leche cabra | 1.45x10° | 1.6x10°3 4x103 6.55x104
ordefiada 1 (F)

TSA MRSA KAA EMB VJ

Leche vaca entera
fresca (H)
Leche vaca Semi
fresca (K)

Tabla 2. Unidades Formadoras de Colonias obtenidas en cada alimento en los

correspondientes medios de cultivo.

A simple vista, se aprecia una gran diferencia entre los recuentos obtenidos en la

leche y en el queso, siendo en estas ultimas muestras muy superiores.

Los mayores recuentos se han observado en el medio TSA ya que como se ha
mencionado anteriormente se trata de un medio general en el que puede crecer una
amplia variedad de bacterias, tanto Gram + como Gram -. El alimento que mayor

carga microbiana ha presentado es el Queso fresco de oveja (2.86x102 UFG/g)
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seguido del Queso fresco de cabra (1.81x108) y del queso fresco de vaca (1.18x107).
Por el contrario, la Leche de cabra ordefiada 1 es la muestra que menos carga
microbiana ha presentado(1.45x10°). Se han obtenido recuentos nulos tanto en este
medio como en todos los medios selectivos empleados para los tres tipos de leche
envasada que se han ensayado, resultado que era de esperar gracias a los
tratamientos térmicos de pasteurizacion a que se somete la leche para su venta con
una vida util lo mas prolongada posible. Iguales resultados se han observado en el
yogur, sin crecimiento microbiano detectable en ninguno de los medios empleados y
probablemente debido al mismo motivo.

En el medio MRSA, que permite el crecimiento de bacterias lacticas, hay un gran
crecimiento microbiano tanto en los tres tipos de queso fresco como en el queso
curado, obteniéndose un elevado numero de UFC/g, incluso por encima del limite de
deteccion en los ensayos realizados (>3.00x10°). En la muestra del Queso Maasdam
de Vaca también se obtuvo un elevado recuento (6.25x10%) asi como en la leche de

cabra ordefiada 1 (1.6x10%), siendo nulo en todas las muestras restantes.

En el medio KAA, selectivo para enterococos, es en el que menores recuentos se
han obtenido en general, siendo las muestras de queso fresco las Unicas que han
mostrado crecimiento microbiano. En las muestras del queso fresco de cabra y de
oveja, las placas presentaban un intenso crecimiento que produjo un color negro
(Fig.6) a consecuencia de la hidrdlisis de la esculina, como puede apreciarse en la
imagen. En ambos casos los recuentos fueron superiores a >3.00x10°UFC/g. El
gueso fresco de vaca también present6 crecimiento en este medio, aunque con un

recuento inferior, de 4.5x10?UFC/qg.
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Fig. 6. Intenso crecimiento producido en el medio KAA.

En el medio EMB, selectivo para el crecimiento de enterobacterias, se observa quela
muestras que tienen mayor carga microbiana son el queso fresco de cabra y de
oveja, con recuentos superiores a 3.00x10°UFC/g en ambos casos y la que menor
recuento mostré es el queso fresco de Vaca (3.8x102UFC/g), junto con las dos
leches de cabra procedentes de ordefio directo (con 3x10% y 4x10° UFC/g

respectivamente).

Por dltimo, en el medio VJ se observa que, al igual que en los otros medios, la
muestra que mayor crecimiento microbiano presenta es la de queso fresco de cabra
(>3.00x10° UFC/g) seguido por el queso fresco de oveja (7.2x10*UFC/g)y de la leche
de cabra ordefiada 1 (6.55x10%* UFC/ml), siendo en este medio selectivo el queso

fresco de Vaca (4.5x10% UFC/qg) el que presenta menor crecimiento microbiano.

En general, la muestra en la que se ha producido mayor crecimiento microbiano es
en la del queso fresco de cabra, obteniéndose un crecimiento superior a 3.00x10°
UFC/g en todos los medios selectivos ensayados, seguido por el queso fresco de

oveja, en el que se han obtenido recuentos muy similares.

A continuacion, muestro un ejemplo de los recuentos realizados en los diferentes

medios (Fig. 7).
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Fig.7. Ejemplo de placa marcada para realizar el recuento microbiano.
6.2. Caracteristicas macroscoépicas

En el medio TSA, hemos aislado una gran diversidad de colonias (Fig. 8), blancas,
amarillas, transparentes y de diferentes tamafios y densidades.

Fig. 8. Ejemplo de colonias encontradas en el medio TSA.

En el medio KAA suelen aparecer colonias pequefas y blancas, algunas con un halo

negro (Fig. 9).
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Fig. 9. Ejemplo Medio KAA con colonias con halo negro.

En el medio MRSA podemos encontrar colonias blancas asi como algunos hongos
gue aparecieron en el alimento E (Queso Maasdam Vaca) (Fig.10).

Fig. 10. Colonias bacterianas y hongos encontrados en el alimento E.

En el medio EMB pueden aparecer tres tipos de colonias: transparentes, negras y
colonias con un brillo verde metalico caracteristico (Fig. 11) que pueden ser

indicativas de presencia de Escherichia coli.
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Fig. 11. Ejemplo de crecimiento de Escherichia coli.

En el medio VJ se encuentran colonias blancas y algunas amarillas. En algunos
alimentos se produce una variacion del color del medio (Fig.12) que se debe al
cambio del indicador del pH de naranja a rosa producido por la acumulaciéon de

productos acidos, obtenidos en la fermentacién del manitol.

Fig. 12. Ejemplo variacién color del medio VJ.

6.3. Tinciéon de Gram

La siguiente tabla (Tabla 3) nos muestra los resultados obtenidos tras realizar la
tincion de Gram a las colonias aisladas en los distintos tipos de medios de cultivo

empleados.
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MRSA KAA EMB VJ

Queso curado mixto(B) Bacilos + Bacilos - Cocos +

Cocos + Bacilos +

Queso fresco Oveja (D) Cocos + Cocos + | Bacilos -
Cocos +

Leche cabra ordefada 1 Bacilos + Bacilos - Bacilos +

(F)

Leche vaca entera fresca

(H)

Leche vaca Semi fresca

(K)

Tabla 3. Morfologia y Gram de cada alimento en cada medio de cultivo.

En el medio MRSA se observa que todas las colonias son Gram +. También hay
crecimiento de Cocos-Bacilos tanto en el Queso fresco de Cabra como en el Queso
Maasdam de Vaca. En cuanto a la agrupacion, siempre aparecen en racimos
excepto en el Queso Curado Mixto que aparece en forma de tétradas. Es la
morfologia tipica de bacterias lacticas que se desarrollan en este medio de cultivo.
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En el medio KAA se encuentra crecimiento de cocos Gram + en todos los alimentos
excepto en el queso fresco de cabra que también encontramos crecimiento de cocos
Gram -. Es el medio en que encontramos menor crecimiento y por lo tanto menor
variedad microbiana. Nos permite el aislamiento principalmente de enterococos,

bacterias con morfologia de cocos Gram +.

En el medio EMB encontramos gran variedad tanto de Gram + como de Gram -, asi
como Cocos y Bacilos. En varios alimentos se observaron colonias con brillo verde
metalico que presentan una morfologia de bacilos Gram -. Es un medio selectivo de
enterobacterias.

En el medio VJ aparecieron tanto Cocos como Bacilos y al igual que en el medio
EMB, todos Gram +.

TN BT ]

N -

O

Fig. 13. Ejemplos de la morfologia observada en el microscopio. A. Bacilos Gram - .

B. Bacilos Gram +. C. Levaduras. D,E . Cocos Gram +. F. Bacilos Gram -.

6.4 Prueba de la catalasa
Se realizdé la prueba de la catalasa para los medios EMB, VJ, KAA. La siguiente

tabla (Tabla 4) recoge los diferentes resultados:
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EMB VJ KAA

Queso curado mixto(B) - +

Queso fresco Oveja (D) - + -

Leche cabra ordefada 1

(F)

Leche vaca entera

fresca (H)

Leche vaca Semi fresca

(K)

Tabla 4. Resultados obtenidos en la prueba de la catalasa.

El dnico alimento en el que se obtuvo catalasa positiva en el medio EMB fue la leche
de cabra ordefiada 2 mientras que en todos los demas se obtuvo catalasa negativa.
Las enterobacterias son todas catalasa +, por lo que podemos deducir que la

mayoria de cepas aisladas en este medio corresponden a enterococos.

Sin embargo, en el medio VJ, se obtuvo siempre catalasa positiva en todos los tipos
de queso (en el queso Maasdam no hubo crecimiento)y en las muestras de leche de

cabra ordefiada 1 y 2, como efectivamente corresponde al género Staphylococcus.

Por ultimo, en el medio KAA siempre se obtuvo catalasa negativa, como

corresponde al grupo de los enterococos.

7.Discusion
Los numerosos patdégenos que pueden ser transmitidos a través del queso
elaborado con leche cruda o a través de la misma leche cruda constituye un riesgo
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evidente para la salud, sobre todo en nifios pequefios 0 en personas
inmunodeprimidas siendo causa de muchos casos de intoxicaciones alimentarias en
el actualidad (Johler et al. 2005).

Estudios previos sobre la carga microbiana de los quesos han descrito la presencia
de Staphylococcus aureus en casi todas las muestras estudiadas asi como la
presencia de Escherichia coli y Salmonella (Vasquez A.V, 2017). Nuestros
resultados muestran también la presencia de Sthaphylococcus en los diferentes tipo
de quesos estudiados asi como presencia de Escherichia coli que aparecieron en
algunas muestras de queso. Sin embargo, no se encontré carga microbiana alguna
en los distintos tipos de leche fresca ni en el Yogurt. En los dos tipos de leche de
cabra recién ordefiada, se encontraron tanto Bacilos como Cocos Gram positivos,
compatibles con los géneros anteriores, en funcion de su crecimiento en los medios
selectivos empleados. La pasteurizacion posterior a que se someten las leches

previamente a su distribucion al consumidor, no obstante, solventaria este problema.

Hoy en dia siguen siendo relativamente frecuentes las enfermedades transmitidas
por los alimentos relacionadas con el consumo de derivados lacteos, principalmente
el queso. Las infecciones por S. aureus se han relacionado con el uso de leche no
pasteurizada en su elaboracion o con la contaminacion debida a una manipulacion
inadecuada (Ryser, 2001). Cuando los recuentos del género Sthapylococcus
superan las 10°UFC/ml, en el producto se puede acumular una enterotoxina que es
resistente a la pasteurizacion y responsable de brotes y alertas sanitariaspor
enfermedades de transmision alimentaria (Ryser, 2001; Delbes et al., 2006; CDC,
2010a). En nuestro estudio, el Queso fresco de cabra (C) es el Unico que muestra un
recuento elevado(>3.00x10°), que podria superar al limite de carga microbiana que

se establece.

El género Salmonella es patégeno responsable de cuadros de gastroenteritis y
varios serotipos han sido identificados como responsables de brotes transmitidos
por el queso (Gonzélez, L.J et al. 2010).De igual forma, las cepas de E.coli,
especialmente aquéllas productoras de toxinas, son también importantes patégenos
transmitidos por los alimentos (Gyles, 2007). Si bien en nuestro estudio no podemos
afirmar categoéricamente qué géneros de enterobacterias se han aislado de las

muestras analizadas, ya que se requeririan estudios metabdlicos y genéticos mas
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especificos, si hemos obtenido crecimiento microbiano en el medio EMB, selectivo

para enterobacterias y que permite también el desarrollo de enterococos.

Nuestros resultados concuerdan con los estudios previos revisados ya que se
encuentra una carga microbiana mayor en los distintos tipos de queso fresco (vaca,
cabra, oveja) que en el queso curado mixto, y no se detecta crecimiento microbiano
en ningun tipo de leche sometida a pasteurizacion, como también era de esperar

tras este tratamiento térmico.

8. Conclusiones

1. El alimento que mayor carga microbiana ha presentado en medio de cultivo TSA,
no selectivo, es el queso fresco de oveja seguido del queso fresco de cabra y del
gueso fresco de vaca. Por el contrario, la leche de cabra ordefiada (1) es la muestra

con menor carga microbiana de todos los analizados.

2. Se han obtenido recuentos nulos en todos los medios empleados para los tres
tipos de leche envasada, debido a los tratamientos térmicos de pasteurizacién a que

se somete la leche para su venta al consumidor final.

3. Iguales resultados se han observado en el yogur, sin crecimiento microbiano
detectable en ninguno de los medios empleados y probablemente debido al mismo

motivo.

4. En el medio MRSA, que permite el crecimiento de bacterias lacticas, hay un gran
crecimiento microbiano en todos los tipos de queso analizados, asi como en una de
las muestras de leche de cabra ordefiada, siendo nulo en todas las muestras

restantes.

5. En el medio KAA, selectivo para enterococos, es en el que menores recuentos se
han obtenido, siendo las muestras de queso fresco las Unicas que han mostrado

crecimiento microbiano en este medio.

6. En los medios EMB, selectivo para el crecimiento de enterobacterias, al igual que
en el medio VJ que permite el crecimiento del género Staphylococcus, se observa

que las muestras que tienen mayor carga microbiana son los quesos frescos de
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cabra y de oveja, siendo en estos medios selectivos el queso fresco de vaca el que

presenta menor crecimiento microbiano.

7. La tincion de Gram y la prueba de la catalasa, realizadas a las colonias obtenidas,
confirman el crecimiento de los géneros esperados, en funcion de los medios
selectivos empleados, y confirman los resultados de estudios previos realizados con

muestras de productos lacteos.
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