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M.G.VR 1 Introduccion

INTRODUCC;ON

La lecheria en pequefia escala es una actwndad que ocupa a”una buena parte de'la
poblacién rural en el centro y occidente del pnis, y por lo tanto, consmuye el sustento de

muchas familias de escasos recursos.

Por esa razén, la Facultad de Mediciné Veterinaria y Zootecnia estd realizando un
proyecto de investigacién y desarrollo rural, ( IN301990 PAPIIT ) cuya finalidad es
identificar el impacto sociocconémico de la actividad lechera en pequeiia escala y
proponer las posibilidades de desarrollo de la poblacién, con base en esta actividad. Este

trabajo forma parte de dicho proyecto.

La leche y sus derivados son alimentos de primera necesidad para los humanos, por el
valor nutritivo que poseen, pero esos mismos atributos nutricionales la hacen un medio
de. cultivo excelente para muchos microorganismos, incluyendo a varios patégenos.
También son productos altamente perecederos, porque ademas de su contenido dé
nutrientes, la actividad acuosa (aw) yel pH facilitan el crecimiento de una gran cantidad

y variedad de microorganismos.

Finalmente, por la forma en que se produce, la leche también es un vehiculo adecuado
para la transmisién de patogenos. Muchos microorganismos del ambiente, del pelo 6 la
piel del animal logran llegar al pezén y penetrar en el conducto lactifero; como éste
conticne siempre un poco de leche y la temperatura es la ideal para el desarrollo de
microorganismos mesofilos, puede haber multiplicacién de bacterias patégenas. En
algunas ocasiones puede desarrollarse la mastitis o enfermedad inflamatoria de In"
glandula mamaria, aunque numerosos microorganismos pueden desarrollar sin provocar

dafio 6 sintoma alguno en la vaca.
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Los mlcroorgamsmos tamblén pueden llegar a la ]eche a través del equxpo, cuando no

pero estas opciones dificilmente estan disponibles

para pequefios productoresbyﬁiréklés‘.n-

En nuestro pais' el consumo de leche estd dirigido - fundamentalmente a nifios,
embarazadas y personas adultas con padecimientos crénicos, -lo que representa un grupo
de riesgo para enfermedades de origen alimentario. -De ahi que‘en la calidad de la leche,
ademads de la composicién y los atributos sensorialéé, _'es muy importante el aspecto
sanitario aunque, lamentablemente, -en algunas sjiuaéibnes como las de produccién en

pequeiia escala, es el menos atendido,:

En cambio, muchos de los derivados de la lééhe, aunque son ricos en nutrientes, tienen
menor actividad acuosa (a,) 6 menor pH y en algunos casos, otras diferencias que los
hacen menos adecuados para el desarrollo microbiano y aumentan su vida de anaquel.
De ahi deriva otra razén importante, ademas del desarrollo de los pequefios
productores, para buscar alternativas de procesamiento para la leche producida en

pequeiia escala.

Actualmente, el Estado de México esta integrado por 122 municipios, 24 delos cuales
se encuentran en ¢l Valle de Toluca, area geogtaf ca que la SAGAR identifica como el

Distrito de Desarrollo Rural No. 1.

En dicha zona, enecl mumclplo de; Almoloya de Judrez,’ se encuentra el E_] 1do Bemlo

Judrez, que es unade las pequei’ias comumdades rurales a las cuales esta apoyando la:

r¥a
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Facultad de Medxcma Vetennana y Zootecnia de la UNAM medlante el proyecto

mencxonado, el cual se reahza utilizando una metodologla de mvesngacxén y desarrollo

parucnpatxvo con la comumdad

Medlante el censo reahzado al inicio del proyecto, se obtuvo la sngmente mformaclén.

ntermediarios

* No hay ‘p051bllldades de refngeracnén, ':pasteunzaclén, tra,;foﬁnkaidre

conserva(:lén o procesanuento para la leche en’ la comumdad

* Ademés de la venta a los boteros, los producto s no tie:

comerclahzar la leche, ya que carecen de acceso a otros

procesamwnto. RS
* Los boteros tnmblen manejan la leche con mu as

Por todo ello se considera prioritario proporclonar a I

alternativas de procesamiento para la leche. El pnmer paso para, ell aractenzar la

leche producida en el Ejido Benito Judrez, por lo que se-han. reallzadoré trabajos

paralelos: Caracterizacion fisico-quimica, Determmaclén de. la’calidad sanitaria“y’ éste:

Deteccién de patégenos en leche bronca de bovino en el Ejido Benito Juarez,municipio

de Almoloya de Judrez, Estado de Meéxico.

Si la leche no tiene una calidad satisfactoria — quimica o sanitaria — para ser procesada,
el primer paso tendra que ser el mejoramiento de la calidad de la materia prima. Aiin
antes de establecer alguna forma de procesamiento para la leche producida en esta
comunidad, es de gran importancia la orientaciéon a los productores para promover el

mejoramiento de la calidad sanitaria del producto.

tras opciones para_

alternativas de
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Ademés -hay que recordar que ningin proceéo kf;ejom una mala materia prima, y que, en
el caso de 1a'leche; la falta de calidad‘ken' la mnteﬁa prima puede hacer imposible el
proceso de pasteurizacion, que es fundamental para la inocuidad del producto y de los

deﬁyadoé, e incluso para producir algunos de ellos, como ¢l yogurt.

Este trabajo -en particular, pretende detectar en la leche, microorganismos patégenos de
importaﬂcia en Salud Publica, ya que aunque no hay regulacién para todos ellos,
pueden afectar la salud de los consumidores, especificamente del grupo de riesgo

integrado por nifios, embarazadas y personas mayores o con alguna enfermedad crénica.

Una de las metas del proyecto IN301990 PAPIIT es determinar para qué productos con -
valor agregado, es adecuada’ _ la cahdad de la leche que se produce en el Ejido.
Evidentemente la i nocuxdad d e la lechc €s un factor muy importante para usarlaenla

elaboracion de cualquxer producto

Por otro lado, los esfuexzos paraponcnennzar a los productores de la importancia que

tienen las BPHS en lav'i btenclon de leche, son indispensables para la seguridad de los

consumxdores y para el desdnollo de la comumdad
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OBJETIVO GENERAL

Establecer si la leche bronca producida  en el ' Ejido Benito Juirez, municipio de
Almoloya de Juirez, Edo. de México, dgnticne bacterias patégenas de importancia en
Salud Piblica. ‘ ’

OBJ ETIVOS PARTICULARES

Determinar si hay presencia de los patégenos regulados en las Normas Mexicanas:
Salmonella spp., Shigella spp., y Staphylococcus aureus enterotoxigénico, en la leche
bronca producida en el Ejido Benito Juarez, municipio de Almoloya de Juirez, Edo. de

México.

Determinar si hay presencia de los patdgenos no regulados en las Normas Mexicanas
para leche: Mycobacterium spp. y Brucella spp, en la leche bronca producida en el

Ejido Benito Juirez, municipio de Almoloya de Juédrez, Edo. de México.
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GENERALIDADES

Se ‘define como leche a Ia secrecion natural de la gldndula mamaria de los ammales

mamlfcros snnos, ‘es obtemda mediante el ordefio de los animales domésticos; cuando no

se mdlca la especx e la que procede, se entiende por leche, la procedente de la vaca.

fuerza que éqmpriﬁié el pezén e impulsa la‘klcéhé,ha,cia el orificio en el extremo distal del

mismo.

Las condlcxones samtarms ba_)o las cunles se lleva a cabo el ordefio mﬂuyen decididamente

sobre:la cahdad de la leche, mdependlentememe del slstema productxvo y de los insumos

lecnologlcos unlxzados. [

La calidad‘de la yle'kche'esté determinada no sélo por su composicion fisicoquimica y
cohteﬁic.lb“ microbiano, si no también por la presencia 6 ausencia de microorganismos
patégehos como Salmonella, Shigella, Staphylococcus aureus enterotoxigénico, entre
otros; ‘todo ello determina quc la leche sea 6 no apta para consumo humano.

La leche producida en la glandula mamaria es estéril. Empieza a adquirir flora microbiana
al pasar por los conductos lactiferos durante el ordefio. Este es el origen mas importante
del bacilo tuberculoso (BK tipo bovino), asi como de Brucella y de los estafilococos
patdgenos. Otros microorganismos patogenos menos frecuentes, asi como los causantes de

deterioro, también pueden tener este origen.

)
|

d

k
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Otra ‘de las fuentes de contammacxén de la leche es el mismo animal, especialmente
mediante el excremento que puede llegar a la Ieche de dnversas formas' cuando se acumula
en el establo,‘ no.se recoge con cuidado, no se asea a la vaca "adecuadamente antes del
ordeﬁo, 6 cuando el operador contamina la zona de la ubre por. un manejo inadecuado.
Tambxen pueden llegar restos de excremento a la leche si. los .utensilios se dejan en el
establo, cerca de las heces y/o sino se lavan y sanitizan antes de usarlos. A través de
esta via de cohtaminacién llegan a la leche diversos micréorganismos, entre los que

destac‘an las enterobacterias, como Escherichia coli, Salmonella, etc.

El agua y el suelo son depdsitos de microorganismos 'que: pueden transmitirse a la leche
.cuando entrzm en contacto con ella por polvo, gotas de agua 6 infiltraciones, en el

m‘omento dela obtencion, 6 alo largo de su manejo.

El mismo hombre es una causa directa de contaminacién que no debe despreciarse; puede
realizarla mediante las manos,. las expectoraciones, los vestidos sucios, el cabello y de
otras muy diversas maneras.

Por todo ello, la leche bronca es un vehiculo de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA’s).

Mediante la pasteurizacién en cualquiera de sus variantes, se pueden eliminar la gran
mayoria de los patdgenos que pueden encontrarse en la leche y hacerla un alimento seguro.
La pasteurizacién elimina a estos organismos sin afectar las cualidades de la leche, .y
también aumenta la vida de anaquel porque inacti\'raenzvimnsr 'y parte de la flora de -

deterioro.

En muchos lugares prcvalece la idéa de 'qué a‘léche‘ib‘r‘bhca es mejor qhe la pasteurizada, lo

cual pone en nesgo Ia salud de los consumxdores * Ademas, en casos como el del Ejido

Benito J uarez, Almoloyn, Edo Mex los pequeﬁos productores no cuentan con equipo
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para pasteunzar la leche,‘lo cual txene como consecuencias una menor vida de anaquel y un
mayor pehgro de apancxén de ETA’ o

Los pequeﬁos produclores se ven obhgados a vender la leche a los mtermedlanos que

mezclan toda la leche que compran en Ios t{plcos botes lecheros, y d'los que se denonuna s

“boteros™,

desarrollo microbiano.

A continuacién se indican algunas de las infec

leche bronca:

quienes tampoco la pasteunzan,, ni la refngeran En
hasta otras poblaciones, : .

Enfermedad

Agente Etiolégico

Sintomas y complicaciones

Campilobacteriosis

Campylobacter sp.

diarrea con sangre

Salmonelosis

Salmonella sp.

diarrea con sangre, cefalea

Uremia hemolitica

E. coli O 157:H7

diarrea, daiio renal, muerte

Yersiniasis

Yersinia enterocolitica

diarrea

Listeriasis

Listeria monocytogens

meningitis, septicemia

‘Tuberculosis

Mycobacterium tuberculosis

tuberculosis, neumonia

Brucclosis

Brucella sp.

fiebre, septicemia

Intoxicacién

estafilococcica

Staphylococcus aureus

enterotoxigénico

vémito, dolor abdominal, fiebre -

Fiebre Q

- Coxiella burnetti . .

ﬁebre, cefalea mtensa, S

;" mialgia, mfeccxon hepanca

hx-//
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Enseguida se describen brevemente algunos de estos microorganismos:

Campylobacter jejuni. Se ha aislado de leche bronc;a‘y cafnes‘ “En el ganado puede
producir mastitis; se han reportado hallazgos ocasxonales en heces de perros, gatos,

roedores y ganado vacuno, caprino, porcmo y avmr

La infeccién por Campylobacter jéjuni " se caractenza por vomlto, dolor abdominal

intenso, diarrea con sangre, enteritis y/o enterocolms severa. Con frecuencia se presentan

recaidas. Campylobacter jejuni es destruido por la’past‘eunzaclén.

Salmonella. La salmonelosis es la mas comin de las ETA’s, atribuidas ala leche bronca,
aunque también cs frecuente que esté implicada en brotes de infecciones relacionados con

leche pasteurizada, en polvo 6 quesos. Esto se debe a contaminaciones post-proceso.

Salmonella se encuentra en las heces de la vaca y puede ilegar a la leche por particulas,
pelos 6 contaminacién de la ubre durante el ordefio. Las cepas patdgenas de Sa/monella son
muchas y la sintomatologia es muy similar:* gastroenteritis, cefalea,k con o sin diarrea, '
Salmonella también es destruida en la pasteurizacion. e

Yersinia enterocolitica.. Esta bacteria se ha aislado de muchos alimentos de
como leche, quesos, cames. Habita en aguas, lagos, pozos y es frecuente en'; g
gastroenteritis  es el sintoma mds comtin de la yersiniasis - y puede confundxrse con

apendicitis. Yersmla enterocolttzca se destruye en la pasteunzamén

Listeria monocyrogenes. Es un organismo muy disperso en la naturaleza. prmcnpalmente
en el suelo y en muchos ammales En humanos, la listeriasis ‘es una enfermedad seria,
especlalmente durante la gestaclén, pues puede causar la muerte del producto 6 del recién

nacido. Tamblen se mactlva medxante la pasteurizacién.
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Staphylococcus aureus. . Es el agente mis frecuexite de 1a mastitis en el ganado vacuno y
puede llegar a la leche a través de la glandula mamana 6 de infecciones en la ubre, asi

como por las descargas nasales 6 infecciones de las. manos de los ordefiadores.

Algunas cepas de Slaphylococcus aureus producen una enterotoxina cuando la leche se
- mantiene” a_temperaturas superiores a 30 °C, lo cual puede suceder ficilmente en las
'condlclones en que se transporta la leche enla zona de estudio. La intoxicacién cursa con
gran malestar, vémito, dolor abdominal. Sino es adecuadamente atendida, puede generar
pérdida de electrolitos, deshidratacién y, en casos severos, la muerte; los grupos de riesgo
corﬁo infantes, embarazadas, pcrsbnas maybfes y/o desnutridas, pueden ser méis afectados

por este cuadro. Staphylococcus aureus - se elimina en la pasteurizacién,

Brucella es una especie muy importante de cocos Gram negativos clésicos, sus dimensiones
fluctiian entre las 0.3 y 0.7 um de ancho por 0.8 a | 2pm de largo, no presentan agrupacion
alguna y son inmdviles, capsulados y no esporulados, se desarrollan “adecuadamente en

atmosfera de 10 % de COz2 produciendo colonias detectabl

48 a 72 h (excepto en el
primocultivo que generalmente requiere de mcubacxones ‘muy prolongadas- hasta de seis a

ocho semanas (es el caso de esta investigacién).

Es preciso mencionar que los huespedes naturales de este género son diversos. ammaleS' los

bovinos de B, abortus; las cabras y las ovejas, dekB
B. suis. El humano es un hospedero accndental de:B

Malta” 6 "fiebre ondulante”.
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El género BruceIIa se subdxvnde en tres especles y 16 blOtlpOS en funcién de los siguientes

cntenos

* Requenmxento d COz para desarollar o

* Produccnén de HaS".
* Semicu,ahti,ﬁ;:aciéxi de ureasa

* Capacidad para desarrollar en presencia de diversas concentraciones de colorantes tales

como la fucsina y tionina.

En algunos paises se le considera como una zoonosis que el humano éélo adquiere por
motivos ocupacionales: granjeros, personal de cstablos y mataderos, veterinarios, etc., a
través de vias cutinea, inhalatoria, oral u oftdlmica. Sin embargo, en los paises en vias de
desarrollo, la brucelosis se adquiere con mayor frecuencia por ingestién de leche bronca o
cruda y sus derivados destacando algunos‘tipds de quesos; por tal motivo, las zonas ruralés
fungen como las principales fuentes de\origen del padecimiento, tanto para los nativos

como para los turistas.

Mpycobacterium. Por muchos afios las’ micobacterias fueron un grupo abandonado de
microorgmismOS' ademds de que eran extremadamente dificiles de crecér én él léboratorio
“se’ presentan numerosas dificultades para su manejo y subsecuente cstudlo Nunca se
utilizaron como favoritos en la investigacion de la.fi smlogla y bloqunmxca bacterianas,
debido a que el género Mycoebacterium incluye a los patogenos~M. jaberculos:s ym.
leprae, que han sido problemas de salud piblica desde los comiehzos'de la civilizacién,
donde el hombre parece haber sufrido de infecciones micobactérianés, consideradas ademas

como motivo de repudio hacia los enfermos.
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La OMS (Organizacién Mundial de la Salud) estima, solamente para tuberculosis,
alrededor de 8 millones de iiuevos casos y 3 millones de muertes por afio; se ha estimado
que alrededor de 20 millones de personas sufren esta enfermedad, y ellos pueden poner en

riesgo a una poblacién de entre 50 y 100 millones por afio.

El humano, al igual que muchos vertebrados, es susceptible de ser invadido por las
micobacterias y pocos vertebrados ’ parecen - ser inmunes a esta invasién.
Por otro lado algunas especnes como - M bows y M. avium pueden infectar diferentes
géneros de animales, y pueden ser transmmdos de un género a otro incluyendo al humano.
Un buen ejemplo es el que se da en las granjas con las vacas, ‘que pueden ser infectadas con
M. bovis quizas por ou'os ammales s:lvestres y éstas asu vez infectan al humano por medio

dela 1ngestlon de leche bronca.

Las micobaCterias son muy resistentes a la kdése'cacién y . a la accidon de algunos
desinfectantes - quimicos en comparacién - con -otros mlcroorgamsmos no esporulados,
probablemente como consecuencia de su contemdo en: lipidos. Son sensibles al calor
hiimedo, ademas son destruidos en el proceso de pasteurizacién y pueden sufrir mutaciones

por la presencia de algunos firmacos en el animal o hucspcd.

El género Mpycobacterium se clasifica dentro del orden Actynomicetales, familia
Mycobacteriaceae; las especies principales son M. tuberculosis 6 bacilo de Koch, que es
el causante de la tuberculosis (TB), M.bovis causante de TB en bovinos y humanos, M.
kansasii, M.escrofulaceum, M.intracelulare, y M. fortuitum, principales representates de
un grupo conocido como micobacterias no tuberculosas (MNT), atipicas o MOOT

(Mycobacterium other than tuberculosis).

:i:g_;‘
‘.27}

k
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Las micobacterias pueden variar mucho en su morfologia, desde formas cocoides pequefias
a largos filamentos, M. tuberculosis tiene una morfologia caracteristlca de bacilo delgado

recto o ligeramente curvado y su tamafio es de 1 a 4 um - de Iargo por 0 3-0. 5 pm de

ancho. Puede presentar ramificaciones en cultivos ennquemdos Son: bacxlos acldo -

alcohol resistentes por lo que la tincién de Ziehl-Neelsen es 1itil para ldentlﬁcérlos

Shigella es un bacilo inmévil, no esporulado, anaerobio facultauvo, y rtenece":a la- .

familia = Enterobacteriaceae. El antigeno de  Shigella esta consntuldo por

lipopolisacéridos. . La enfermedad provocada por Shigella (shlgelosxs) contnbuye con el .

10 % de los brotes de enfermedades de origen alimentario y estd asoctada a ]a dnsentena

bacilar severa. Tamblén es responsab]e de infecciones extramtestmales

Bloqmmlcamente Shzgella no descarboxxla la " lisina ni fen‘nenta ]a 1 :

para adomtol cntrato y DNAasa, forma gas a pamr de glucosa y s

pastcurizada

Por ello, no ha norm

Por csa razén, _inve ig‘ mos 'ldposible presencia, de dichos crganismos patc')genos que

aunque seran elimi os en'la pasteunzacxon, son un riesgo cuando 1a leche se consume

cruda, como es cl caso
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Tabla 1. NOM-091-SSA1-1994. Disposiciones y especificaciones sanitarias.

[[ ESPECIFICACIONES LIMITE MAXIMO
Microorganismos patégenos
Salmonella spp. en 25 mL Ausente
Shigella spp. en 25 mL Ausente
Staphylococcus aureus en 25 mL Ausente

Ademas se investigaron Brucella spp. y Mycobacterium spp., que no estin regulados
debido a que serian eliminados en un buen proceso de pasteurizacidén ya que el tiempo y

costo de su deteccién inoperante en una deteccién rutinaria rapida.

Tabla II. Patégenos no regulados por la NOM-091-SSA-1994.

Microorganismos patégenos no | Limite propuesto

regulados
Brucellu spp. en 25 mL. Ausente
Mycibacterium spp. en 25 mL Ausente

A partir de la informacién anterior, es facil apreciar que la pasteurizacién y el uso de
Buenas Practicas de Higiene y Sanidad ( BPHS ) reducen significativamente la aparicién de
brotes infeccciosos a través de la leche, sin embargo el riesgo permanece cuando se
acostumbra ¢l consumo de leche bronca y cuando no hay posibilidad de pasteurizar la
leche; por supuesto, el problema se agrava si tampoco hay formas de conservacién como
la refrigeracién y cuando el manejo higiénico es deficiente. Todo ello es el caso, en el

Ejido Benito Juarez, municipio de Almoloya, Edo. de México.
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A través de este proyecto y de los proyectos paralelos sobre calidad sanitaria y fisico-

quimica de la leche, seré poSlbl nfonng;' a’ los productores y a los boteros sobre los
riesgos reales del producto,

necesidad de aphcal:BPy‘HS

para vitar infecciones y para concientizarlos sobre la
Las alternativas de proc htb' reqhieren fuentes de financiamiento para desarrollarlas

y, a través de Ibs resultados de - estos proyectos se pueden apoyar las solicitudes de

fi nancmrruento ante mstancxas adecuadas. Finalmente, este trabajo puede contribuir al

desarrollo del érea de produccxén, a la salud y bienestar de los consumidores.
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° Mét};dolbgié e

Este trabajo es parte de ur

proyecto‘de mvestlgaclén aphcada efectuado bajo un

esquema de. Qesqr;jol mpa 'vo en colaboracién con los pequefios productores de
' : ,Almoloya, Edo. de México, comunidad que estd

éibll;dades de desarrollo, mediante la interaccién con el
sector acadé R

En un trabajo prv io (Inclan, 2002) se encontré que uno de los factores limitantes
para el desarrol]o de lo! rproductores es que la tinica salida que tienen para el producto

esla venta dlrecta a los boteros, sm procesamlento alguno, sin valor agregado y sujetos

al’ prccno que ‘fijen dichos mtermedlanos o

Una de las pOSlbllld

tores se _rgamcéﬁ y procesen la leche en el

procesos adecuados, se empezd por este

Atributos -

ﬁs'ii:,d-niw olor, “sabor, pH, prueba . de,

lactofermentaciér 6hdo no grasos, -acidez .’y ° prueba del

alcohol.

Calidad sanilaria:"’ meséﬁios aerobios, - coliformes, - khohgt)‘s y !evédu;ds 'y:cuenta de
Breed. RS

Determinacion de microorganismos patogenos, que €s prec1samente este trabajo, y en el
cual se investigé la presencia de bacterias patogenas reguladas en la legislacion:
Salmonella spp segin ( NOM-114-SSA1-1994)

Shigella spp segin (Palao, et. al., 1995)

Staphylococcus aureus enterotoxigénico segl’m(NOM-l 15-SSA1-1994)
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Asi como de bacterias palégenas, 1mportames en leche bronca, no sefialadas en la

legislacién aphcable

Se determiné * presencia 125 : s éxcepto para

Muestreo: i ; : g i R R
Se eligieron al aza:’18'produ§torés.; entre los 143 que hay en el Ejido. Sg‘xhﬁéstﬁr__éé]a :
leche producida por dos vacas de cada productor y se realizafon 105’3‘ tfabajbs en
paralelo, es decir que todas las determinaciones fisicoquimicas, . de cahdad sanitaria y

presencia de patégenos, se hicieron en las mismas muestras.

Antes dc cada muestreo, se hizo una inspeccién visual sobre las condiciones de

limpieza de la ubre de la vaca y las condiciones generales del establo y del ordcﬁa}dor.k

Las muestras se tomaron de la ordefia de la mafiana, hecha por el productor. Para ello,
después de la inspeccion visual se recibi6 la leche directamente de la ubre, en un frasco
de vidrio estéril con tapén esmerilado, y se colocd en una hielera donde se mantuvo a
una temperatura de 4° C para transportarla del Ejido al laboratorio 4-C de la Facultad

de Quimica de la UNAM, donde se realizaron los andlisis.

En todos los casos se cuidé que la temperatura de las muestras no fuera supeﬁpf a4°C
y todos los anilisis se realizaron antes de que hubiesen transcurrido 4 horas desde el

muestreo.




M.G.V.R. 18 Metodologia

Determinacién de Salmonella spp.

Se realizé mediante el método de § etapas ( NOM —114-SSA-1994 ):. pre-

enriquecimiento, enriquecimiento selectivo, axslam:ento dxferenclal e 1dentnﬁcac16n

Salmonella debe estar ausente en 25 g de allmento

A) Pre-enriquecimiento en caldo lactosado:

* Se homogenizo la muestra a analizar, mediante agltaclén . ; .
* En condiciones de asepsia, se transfirieron 25 mL de leche a un malraz Erlenmeyer :
conteniendo 225 mL de caldo lactosado estéril y se homogemzo nuevamente

* Seincubo a 35 °C durante 24 h.

B) Enriquecimiento selectivo. :
* Se homogenizo el cultivo del pre-enriquecimiento en caldo lactosado - ;

* Con una pipeta estéril, se transﬁneron ImLaun tubo con 10 mL de’ caldo selemto-
cistina. ‘ :

* Con pipeta estéril, se transfiricron 1 mL del cultivo de pré;eﬁriqueCimiento aun tubo

con 10 mL de caldo tetrationato. .

* Se incubaron ambos medios a 43 °C + 1'_duf:z‘avritéb 24

C) Aislamiento diferencial. .t )
* Se hizo a partir de los medios de énriquécimient selectivo, ultwando en medtos 5

selectivo-diferenciales. Se homogemzaron los;; tubos: con:caldo. celemto-clstma con‘

caldo tetrationato. ; s
* Con una asa microbiolégica estéril s sej_t".s;n'o"pdr agotamiento
en agar XLD. ot o e

* Se repitio la operaclon pa.ra nocular .todos’los medxos selectxvo dxferencxales agar
bilis-verde bnllangg, sde’ Hektocn, ki agar sulfito de bismuto y agar

Salnzéttella«Sl;fge((ld.




M.G.V.R. 19 Metodologia

* Se incubaron todas las caja,. mvertldas a 35 °C du : te 2

*Seo bservo’ el d esarrollo de las c olomas

se selecclonaron aquellas que, por sus

ca.ractenstlcas macroscopicas en los medlos selecuvo s, - sean sospechosas

de ser Salmonella. .
* Se purificaron al menos 2 coloruas sospechosas, repmendo el asxlamlento por estria

* Cuando se ha verificado la morfologia mlcroscépxca medlante tmclén de Gram y se
comprobd que la colonia estaba pura, se propago en un medio’ gene:al como agar

soya tripticasa 6 en Agar hierro Kliegler, para iniciar la diferenciacién. S

D) Identificacién Bioquimica. )
* Se inoculo la cepa pura en los siguientes medios de cultivo, - para determinar sus
caracteristicas y confirmar la presencia de Salmonella spp: Kliglér‘o'TSI LIA y

posteriormente en  agar citrato de Simmons, medio SIM, caldo RM-VP caldo

malonato, caldo manitol y caldo urea o Surraco.

la

edicién.

E) Pruebas serolégicas.

* A partir de cultivos de 24 horas, se h|c1eron las pruebas con suero pohvalente anti- O

y si es posible, con sueros especnficos :
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Determinacidn de S/sige?(ﬁ sjip.

Tamblén se reah o 'edlante enriquecimiento seguldo de axslamnento en . medios

selectlvos Al lgua que Salmonella y Shigella que deben esta: ausentes en-25 g de .

allmento. )

A) Enriquecimiento. )

Se ennquecxo en caldo para Gram-negauvos (GN), adhlronado ,de,O.S_g/L de

novoblocma, ya que Shigella desarrolla satlsfactonamente en este medlo, en tanto que

la flora acompaﬂante es inhibida por el antibiético.

* Se homogeniza la muestra mediante agitacion.

*  En condiciones de asepsia se transfieren 25 mL de leche, a un matraz Erlenmeyer

que contiene 225 mL de caldo GN + novobiocina, se homogeniza suavemente, y se
colocaen una jarra d e anaerobiosis 6 en un frasco grande que contiene dentro una
veladora encendida y se cierra herméticamente; al consumir el oxigeno por la flama, se
obtienen las condiciones de anaerobiosis suficiente para el aislamiento de Shzgella.

* Sc incuba a 44 °C durante 20-24 h.-

* Se agita el matraz y se toma una muestra con una asa bactenologlca estenl que se

estria en placas de agar Mac Conkey

* Se mcuba a 35 °C durante 24 a 48 h en las mlsmas condncnones de anaerobxosxs

B) Aislamiento. .

* Sec cxaminan las placas de agar Mc Conkey y se seleccionan las colonias
sospechosas: ligeramente rosas y translicidas, con o sin bordes rugosos.

* Se purifican al menos 2 colonias sospechosas, repitiendo el asilamiento por estria

* Cuando se ha verificado la morfologia microscépica mediante tincién de Gram y se
comprucba que la colonia esta pura, se propaga en un medio general como agar soya

tripticasa 6 en agar hierro Kliegler, para iniciar la diferenciacién.
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C) Identlﬁcacnén bloqulmlca o

* Se moculan las colomas sospechosas el

agar TSI y en agar LIA y posteriormente

en: SIM, . caldo urea caldo JCN -agar. mm ns y en medio: base para :

fermentacién de carbohldratos, adlcwnado con; adomtol, mosxtol lactosa, malonato y ’
salicina. Se incuban en las mismas condlclones de anaeroblosxs y se nterpretan de P
acuerdo con las indicaciones de los medios. :

La identificacién se hizo con base en las caracteristicas de Shigella- descritas en el :

Bergey’s. 8 edicion.

Determinacién de Staphylococcus aureus enterotoxigénico. (NOM-1 15-SSA-1994) ,

A) Aislamiento y enriquecimiento.

*  Se prepararon diluciones 10", 102 10° y 10* en agua peptonada‘v al Ol%oen
buffer de fosfatos pH 7.2. : : 3

* Se transﬁneron 0.1 mL de cada dlluclén a sendas

S. aureus: colomas negras, cxrculares bnllant

de lecitina. : ; :
* Se seleccionaron las placas que contengan entri
* S aureus;si no es posnble, se utilizaron” las placas de las dllucmnes mas altas,

aunque conleman més de 150 colonias, como esta en la tabla L.
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Cuando no hay placas con més de 15 colonias tipicas, se utilizan la disponibles,
agregando la nota de “valor estimado”,

* Tabla I. Determinacion de el mimero de colonias a probar:

II caja con ufc se prueban_
-

< 50 3
51 a 100 5
101 a 150 7

* Se verifico la pureza mediante examen microscépico con tincién de Gram; si es
necesario se repitié el aislamiento. . :

* (Cada una de las colonias a prueba se sembraron en BHI se mcubaron a 35 °C por
18 a 24 horas. ;

* A partlr del cultivo en BHI se inocularon en un tubo de caldo anitol rOJO de fenol

siguicndo las indicaciones del Staphylase kit,

* El cultivo restante en BHI se sometié a calentam,ie'

del kit. Las cepas de Staphylococcus aureus se xdentific tox1gemca§ cuando
dan positivas las 3 pruebas: fermentacién de manitol, coagulasa y termonucleasa

(Palao, et. al. 1995)
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* Para determinar el nimero de Staphylococcus aureus enterotoxigénico en la muestra,
se aplico el % de cepas positivas entre las que se ’prolﬁarén,' -al total de colonias

obtenidas en ¢l agar Baird Parker,
Determinaciéon de Brucella spp.

*  Sectomo | mL de leche con pipeta estéril y s¢ inoculo e‘n una frasco que contenia
medio bifsico de Ruiz Castafieda. ‘ ' ol

* Se incuboa37°C por2 meses.

*  Durante este periodo de incubacién, se realizaron tinciones de Grarh una vez por
semana, paraver qué flora bacteriana que se estaba desarrollando.

*  Las colonias que crecieron en la fase sélida del medip, se serﬁbraron en agar Mc
Conkey, para aislar a los microorganismos Gram negativos de interés. ‘

* De las colonias que desarrollaron en agar Mc Conkey, las sospechosas de ser -

Brucella se resembraron en gelosa chocolate.

*  Las colonias que se obtuvicron en este medio se 1dent|ﬁc ron medlante pruebas

bioquimicas para Brucella: requerimientos de COz, ureasa catalasa sensxbllldad a

colorantes bacteriostiticos, principalmente fucsina, tlonma y cristal VlOIet& :

* Finalmente se confirmo serolégicamente la lden‘tldad glel mlcroorgamsmo.‘
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Determinacion de Mycobacterim sp.

Este microorganismo fue dificil de cultlvar, especnalmente cuando no se encontraba en
cantidades muy grandes; por ello se utnhzo un método combinado: primero se incubo
por tiempo prolongado en _un medlo ennquecxdo Ruiz Castaiieda. Al final de Ia
incubacién, se elimino -la ﬂora -que no interesa, mediante una digestion que
Mycobacterium ~ resiste ‘bien: .y finalmente, se concentraron las células de  esta
bacteria por centriﬁxgaéién y se observan al microscopio con tincién diferencial de Zielh
Neclsen. (Garza, et. al. y Curso de Taxonomia Mycobacteriana, 1999).

* Se partié, del mismo cultivo para deteccion de Brucella en medio de Ruiz
Castafieda, cuando se examinaron las preparaciones al microscopio, se detectaron
bacilos Gram positivos, sospechosos de ser Mycobacterium. Se hizo una preparacién
con tincién de Zielhl-Neelsen, ademas se continuo con el método.

* Al finalizar la incubacién de 2 meses y después de haber resembrado para
deteccién de Brucella, el cultivo se sometid a una digestién: donde se colocaron 10
mL del cultivo liquido en un tubo de centrifuga de 50 mL, estéril y se agrego la misma
cantidad de la solucién digestora, que contenia partes iguales de: NaOH al 4 % y
N-acetil-L-cisteina al 1.0 % en solucién 0.1 M de citrato de sodio dihidratado.

* La mezcla se agito por 15 segundo en vértex y se deja reposar a temperatura
ambiente por 15 minutos.

* Se agrego solucién amortiguadora de fosfatos 0.067M pH=7.0 y se centrifugo a
3750 rpm durante 20 minutos.

* S edecanto y seagregaron al sedimento, 2 mL de a solucién amortiguadora de

fosfatos 0.067M pH=7.0.
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* Se hicieron los extendidos en portaobjetos y se fijaron en una parrilla eléctrica por
1 h. Se realiza una tincién Ziehl - Neelsen para determinar al microscopio la
presencia de bacilos dcido-alcohol resistentes.
El hallazgo en esta preparacién, de bécilos cortos o largas, acido alcohol resistentes
(rojos), aislados 6 en pequefios grupos irregulares, se interpreto. como presencia de

Mycobacterium en la leche.

Equipo

Autoclave marca Hirayama Instruments Inc., modelo HA300 MII )
Estufa de incubacién marca Felisa, con doble puerta, regulada a 3S°C + 2
Estufa de incubacién o baifio de agua de temperatura controlada, a 42°C + 0. 5

Microscopio dptico marca CarlZeiss, Modelo Olympus CHBO 5

Refrigerador doméstico regulado a 4 £ 2°C .
Centrifuga para tubos marca International Equipment Co Mode]o ]EC HN SII
Campana de flujo laminar para microbiologia ! ’
Cronémetro

Balanzas analitica y grmataﬁa

Potencidmetro Sargent-Welch, modelo LSX

Vértex
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Material

Frascos de vidrio de 500 mL con tapén esmenlado

Caja aislante para transportar muestras en hlelo - s
Tubos pyrex de 50 mL, para centnfuga
Termometro de 0 a 100 °C

Tubos de ensayo pyrex, sin lablo, dc 16 x 150
Tubos de ensayo pyrex, sin lablo, de 13 x 100

Pipetas graduadasde 1 y 10 mL v

Pipetas volumétricas de 25 mL

Matraces Erlenmeyer de 500 mL

Frascos de Ruiz Castafieda

Jarra de anaerobiosis (6 frasco de cierre herméuco y veladora)
Cajas Petri desechables estériles de 15 x: 100 mm '
Mecheros bunsen y para campana '

Asa microbioldgica

Gradillas

Portaobjetos

Varillas de vidrio en angulo recto
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Medlos de cultivo.-

Se utlhzaron medlos de cultxvo deshldratados preparados y estenllzados segun las

indicaciones del fabncante

Agar Baird Parker(aCuMEDIA) *

Agar bilis-verde brillante(acumEDIA)
Agar cerebro corazon(sIoXoNn)

Agar citrato de Simmons(BIOXON)
Agar-DNA0xoID)

Agar entérico de Hektoen(AcUMEDIAX
Agar lisina-hierro ( LIA ) (BioxoN)
Agar Kliegler-hierrosioxon)

Agar McConkey(Bioxon)

Agar para Salmonella-Shigella(pipico)
Agar sulfito de bismutomioxon)

Agar triple azucar-hierro ( TSI )piBico)
Agar xilosa-lisina-desoxicolato(sioxon)
Base de agar sangre(BIoXoN)

Base Medio dubos(pirco)

Peptona de Came(MERCK)

,Caldo . base’  pirpura  de

' bromocresol(moxom

Cal_do cxanurO(MeRCK)

Cjaivldq‘ lactosado (MERCK)

i 'Caldd"malcxiato-rojo de fenol@ioxoN)

Cald{) manitol-rojo de fenolsioxoN)
Caldo para Gram negativos (GN)(MERCK)
Caldo selenito-cistina (pirco)

Caldo soya tripticaseina (MERCK)

Caldo tetrationato(BIoXON)

Caldo urea 6 Surraco(siOXON)

Infusién cerebro corazdn ( BHI )(BIOXON)
Medio SIM (MERCK) o

Medio MRVP (s10x0N)
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Reactivos
a-naflolsioma)
Adomtol(sncm\) : e g
Aceite de inmersién para mxcroscopia(MERCK) :
Azul de o- toluxdma al 0.1 % (siGMA)
Citrato de sodio. dlhldratadO(SlGMA)
Col@raﬁtes de Gram(KITs. D, PASTEUR)
. k',Coklorantes de Ziehl-Neelsen(kIT s.F. PASTEUR)
’ .Fenol al 5 Yo(MERCK)
Fosfato dibésico de potasiogvo)
Fosfato monobasico de potasio(TEC. QUIMICA)
Fucsina basica (Tec. QuiMica)
Gliceroly.T. BAKER)
Hidréxido de potasio(MERCK)
Hidrdxido de sodio(MERCK)
Inositol(MERCK)

Lactosa(siama)

' Sacarosa(sxGMA)

- N-acetil Ci:Steh’la(Sjl’GMA)k

>-benzaldehido(Erlich)

: Peréxldo,de h]drégenO(MERCK)

Ro_lo de MetllO(MERCK)

Sangre de cordero desﬁbnnada

. Staphylase th(

Suero ann-SalmoneIIa “O" pohvaleme

o Tlonma(sxGMA)
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RESULTADOS Lt : :
“En todos los casos se mdlcan las fechas de muestreo. Las muestras se

identificaron con las xmcmles del productor y 16 2 para diferenciar a las vacas de las que

prov1enen

Tabla 1. Presencia de Salmonella y Shigella en 25 mL de leche:

+ (X) Presencia de colonias sospechosas
- No se detecto
(X) _Numero de colonias sometidas a identificacién
iFecha de muestreo
07-02-01
07-02-01 MVV2 - -
07-02-01 CEVI1 - .
07-02-01 FVVi - -
18-02-01 FEVI - -
18-02-01 FEV2 - +1)
18-02-01 JEVI - "
05-03-01 CEV2 - +(2)
05-03-01 FVV2 - _
05-03-01 AV - -
05-03-01 AV2 -
12-03-01 PRV (@) +()
12-03-01 PRV2 ) .
12-03-01 APV] - +(1)
12-03-01 JEV2 +(2) +(1)
26-03-01 JGV1 . +2)
26-03-01 JGV2 - +(1)
26-03-01 VGV1 +2) ()
26-03-01 vGv2 +(1) (1)
23-04-01 CAVI +(8) .
23-04-01 CAV2 +(3)
23-04-01 VEV] +(3) +(1)
23-04-01 VEV2 2) +(3)
09-05-01 ERVI - +(1)
09-05-01 ERV2 - +(1)
09-05-01 FRV1 - +(2)
09-05-01 FRV2 B +(3)
13-05-01 LEVI1 - +(1)
13-05-01 LEV2 - N
13-05-01 LAVI - -
04-06-01 HLVI1 +(3) N
04-06-01 HLV2 - -
04-06-01 PAVI G) -
04-06-01 PAV2 +(1) -
(¢ iy
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Las colonias sospechosas se purificaron en medios selectivos y después se propagaron.

Antes de someterlas a identificaciéon bioquimica se comprobaron microscépicamente la

pureza y la morfologia. Las cepas probadas se identificaron con la clave de la muestra y

una o dos literales para diferenciarlas.

Tabla 2. Identificacién bioquimica de las colomas sospechosas de Salmoneclla spp.

Muestra, - Kllegler Deu:nrboxllu CHIYV M -1dentifi- . | Confirmacién
IN | O cacién Serolégiea: -
P N R R4 N oo B
. N o K
‘L |'L
b
el Ip
e A
- . . D
¢}l H|L A - Q,
14121y 'R |'R ‘ ‘
‘ thepsig| g N -.
PRVIA - +] + - + + + - + - - + S. spp. Confirmativa
PRVIB -1+ + - + + + - + - - + S. spp. Confirmativa
PRV2C [+] + - + + + - + - - + S. spp. Confirmativa
JEV2D Kl - + + + - + - - + S. spp. Confirmativa
JEV2E +| 4] + + + + - + - + - + Negativo -
VGVIF -]+ - + + + - + - - + S.spp Confirmativa
VGVIG -+ + - + + + . + . N + S. spp Confirmativa
VGV2H A - + + + - + - - + S spp Confirmativa
CAVI1I -]+ - + + + - + - - + S spp Confirmativa
CAVLHJ -+ + - + + + - + - + S. spp Confirmativa
CAVIK B ER - + + + - + - + S.spp Confirmativa
CAVIL - +] - - + + + - + - - + S spp Confirmativa
CAVIM -]+ - + + + . + - - + S spp Confirmativa
CAVIN -1- - - - . - - - + + - Negativo -
CAVIN P N - - - - - - + + - Negativo -
CAVIO -]+ - + + + - + - - + S. spp Confirmativa
CAV2P S+l o+ - + + + - + . - + S spp Confirmativa
CAV2Q B - + + + - + - - + S spp Confirmativa
CAV2R -]+ - + + + - + - - + S spp Confirmativa
VEVIS NESE - + + + - + . - + S spp Confirmativa
VEVIT -l-1 - + - + - - - + - + Negativo -
VEV1IU S N + . + - - - + - + Négativo -
VEV2V HESE + + + - + - - + S. spp Confirmativa
VEV2W -]+ - + + + - + - - + S.spp Confirmativa
HLVIX N N + + + - + . - + S spp Confirmativa
HLV1Y P+t o+ - + + + - + - - + S spp Confirmativa
HLVIZ 4T+ - + + + - + - - + S spp Confirmativa
AVIAA - |- - + + - - - + - + Negativo -
PAVIBB -1 - + - + - - - + - + Negativo -
PAVICC R - + + + - + - - + S spp Confirmativa
AVIDD N - + + + - + - - + S spp Confirmativa
PAVIEE L I B - + + + - + - - + S.spp Confirmativa
PAVIFF R - + + + - + - - + S. spp Confirmativa
PAV2GG - | +| + - + + + - + - - + S. spp Confirmativa
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Las  cepas identificadas como Salmonella spp fueron confirmadas serolégicamente con

suero polivalente anti "O".

Tabla 3. Identificacién bioquimica de 1as colonias sospechosas de Shigella spp.

" | Xdentifica
1
i
. [4 B

MVVIA + Negativo
MVVIB -l +] - - - - + - - - - - Negativo
FEV2C -1+ - - - - - - - - - Negativo
CEV2D =l -1 - - + . - - - - - - Negativo
CEV2E R - - - + - - - - - Negativo
PRVIF -] - - - - - - . - - - - Negativo
APVIG L N - - + - - - - - - Ncgativo
AGVIH -] - - - - + - - - - - - Negativo
IGVII - - - - - - - - - - Negativo
1GV1] - § - - - - + - - - - . - Negativo
JGV2K - |- - B - - - - - - - - Negativo
VGVIL - - - - . - - - - - Negativo
VGV2ZM N - - N - . . - + - Ncgativo
VEVIN Sl +] - - - - - - - - - - Negativo
VEV20 - - - - - - - - - - - - Ncgativo
VEV2P S|+ - . . - . + - + - - Negativo
ERVIQ R - - B N + N + - Negativo
ERV2R s - - . - - - - - - - Negativo
FRVIS B - - - - - - - - - - Negativo
FRVIT - |- - - - - + - - - - - Ncgativo
FRV2U C I - - - - + - + - - Negativo
FRV2V 1+l - N N . - + N + - - Negativo
FRV2W [ - 171 -1~ - - - - - - - - Negativo
LEVIX -] - - - - + - - - - . - Ncgativo

Ninguna colonia, fué caracteristica de Shigella spp.
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Tabla 4. Staphylocaccus aureus enJar Balrd Parker.

'Fecha de muutreo ‘Colonins ‘sospechosas que se
: ‘caractcrizaron -
e e RO ; .. ) ulmicamenle .
07-02-01 MVV1 - - - - nguna
07-02-01 MVV2 - - - - Ninguna
07-02-01 CEVI - - - - Ninguna
07-02-01 FVVi - - - - Ninguna
18-02-01 FEVI - - - - Ninguna
18-02-01 FEV2 - - - - Ninguna
18-02-01 JEV1 - - - - Ninguna
05-03-01 CEV2 2 - - - A,B
05-03-01 FVv2 - - - - Ninguna
05-03-01 AVl 1 - - - C
05-03-01 AV2 4 1 - - D.EF,G,H
12-03-01 PRVI 1 - - - 1
12-03-01 PRV2 ] 1 - - J K
12-03-01 APV1 - - - - Ninguna
12-03-01 JEV2 2 - - - LM
26-03-01 IGV1 - - - - Ninguna
26-03-0! JGV2 - - - - Ninguna
26-03-01 VGVI - - - - Ninguna
26-03-01 VGV2 - - - - Ninguna
23-04-01 CAV1 2 2 1 - N,N.O,P ,Q.R,S,
23-04-01 CAV2 3 1 1 - T.UV,W.X,Y,Z
23-04-01 VEV1 2 - - - AA,BB
23-04-01 VEV2 3 - - - CC,DD,EE
09-05-01 ERVI 2 - - - FF.GG
09-05-01 ERV2 1 - - - H
09-05-01 FRV1 - - - - Ninguna
09-05-01 FRV2 3 2 1 11,JJ KK,LL,MM,NN,Q00,PP
13-05-01 LEV1 - - - - Ninguna
13-05-01 LEV2 - - - - Ning
13-05-01 LAVI - - - - Ninguna
04-06-01 HLVI - - - - Ning
04-06-01 HLV2 - - . - Ning;
04-06-01 PAVI - - - - Ninguna
04-06-01 PAV2 - - - - Nii

* De acuerdo al numero de colonias sospechosas.

A cada colonia sospechosa que sc estudio se le hizo una tinciéon de Gram, para confirmar
las caracteristicas morfolégicas y microscépicas de St. gureus: cocos Gram positivos, no

esporulados, aislados, agrupados en pares o racimos.
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* Las cajas qiie se consideran ‘ep're;sér:ltatiiras en'este méiodp son ylavs_ que tienen de 10 a
150 ufe. : e

Las colonias sospechosas, se pnriﬁ,ca_rokn'

microscopio con tincién de - Gram - para’ \_'nﬁrmarviyla_pu:eza del cultivo y las

caracteristicas morfoldgicas: : cocos Gram‘pdsitiVos, “no’ esporulados, aislados é
agrupados en pares o racimos. También sc determiné la presencia de catalasa y

peroxidasa a todas las cepas, ya que son caraéten’sticas del género Staphylococcus.

Finalmente, para reportar Staphylococcus aureus enterotoxigénico en ufc/mL de leche,

se aplicé el porcentaje obtenido de cepas enterotoxigénicas al total de las obtenidas o. a

las de la caja mas aceptable. Todos los resultados se consideran valor estimado ya que
\ en ninguna caja hubo mas de 10 ufc.

Tabla S. Identificacion bioquimica de colonias sospechosas de S. aureus
y ufc/ mL de S. aureus entero-toxigénico

Confirmaciés K Staphylococcus aureus - [CONCLUSION. -
i enterotoxigénico 3 -
pruebas - B Pnscncin o
i 3 Coagy- | Mani- fermo- . | ‘
i s - lasa” | tol " Kucleasa .
CEV2 A - - + - Negativa - - - -
y CEV2 B + + + - Negativa CEV2 107 0 < 10
i AVi T ¥ ¥ + v Positiva AV [ 107 100 0
AV2 D + + + + Positiva - - - -
AV2 E + + + + Poslitiva - - - -
AV2 F + - - + Negativa - - - -
AVZ G - z B B Negativa B B . .
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AV2 H . - - - Negativa AV2 107 50 20
PRVI [ + + + |+ Positiva PRVI M 100 10
PRV2 I - - e - Negativa - - . -
PRV2 K + + .+ + Positiva PRV2 107 100 100
JEV2 L + + -+ + Positiva . - - -
JEV2 M - - - - Negativa JEV2 10" 50 10
CAV1 N - - -, - Negativa - - - -
CAVl N - - oo - Negativa - - - -
CAV1 (<] - - +- - Negativa - - - -
CAV1 [3 + + + + Positiva - - - -
CAV1 Q - + - Negativa - - - -
CAV1 R - - - L. Negativa - - - -
CAV1 s - - - - Negativa CAV1 107 25 10
CAV2 T + + + - Negativa - . . -
CAV2 [V) + + - + Negativa - - - -
CAVZ v r ¥ - + Negativa < B - -
CAV2 w - - - - Negativa - . . -
CAV2 X + + + + Positiva - - - .
CAV2 Y - - - - Negativa - - - -
CAV2 F + + + + Positiva CcAvz | 107 20 0
VEVI AA - - + Negativa - - - -
VEV1 BB + + + + Posltiva VEV1 10" 50 10
VEV2 cC - - - - Negativa - - - -
VEV2 DD + + + + Positiva - - - -
VEV2 EE + Positiva VEV1 [ 67 20
ERVI FF . - + - Negativa - - . -
ERV) GG + + - + Negativa ERV1 10" 0 <10
ERVZ | Wil + * ¥ ¥ Positiva | ERvVZ | 107 100 10
FRV2 1 - - - - Negativa - - - -
FRV2 3 - - + . Negativa - - - -
FRV2 LL . - - - Negativa - . - -
FRV2 MM - - - - Negativa - - - -
FRV2 NN - - - - Negativa - - - N
FRV2 [e]0) - - . - Negativa - - . -
FRV2 PP - - - - Negativa FRV2 107 0 <10

Como se aprecia en la columna de cantidad de Staphylococcus aureus enterotoxigénico,
s6lo una muestra tiene 100 ufc/mL y las pocas que lo presentan, tienen < 20 ufc/mL.
Esté resultado obtenido en la investigacién, estd lejos de la cantidad de St aureus

enterotoxigénico necesaria para cusar una intoxicacién que es de aproximadamente 10
exp. 6 ufc/mL.
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Los resultados, concuerdan con los obtemdos en el proyecto paralelo en cl cual se

n nguno se detectaron leucocitos.

examinaron al microscopio extendldos de la leche'

Resultados de Brucella spp.

Ninguna de las muestras presento desan'o]lo de Br
Castaiieda incubado durante 2 meses a 37°C + 0‘

Il spp’: én el medio bifisico Ruiz

_Ex nlnguné de las preparaciones
realizadas cada semana y tefiidas con Gram se detectaron microorganismos
sospechosos de Brucella y tampoco se obtuvo desarrollo en gelosa chocolate. (El
control positivo fue satisfactorio).

El resultado por muestra se incluye en la tabla final.

Resultados de Mycobacterium spp.

Después del cultivo y la digestién, se examiné al microscopio cada preparacion teiiida
por el método de Zichl Neelsen, se contaron los bacilos dcido-alcohol resistentes y se

interpretd de acuerdo con la siguiente tabla:

Tabla 6. Interpretacién de preparaciones microscépicas para investigacién de
Mpycobacterium spp.

Bacilos encontrados Presencia de
Mycobacterium spp.

0 Bacilos en 100 campos Negativa
1 a 2 Bacilos en 100 campos Dudosa
Promedio menor de 1 bacilo por campo, +
contando 100 campos
Promedio de 1 a 10 bacilos por campo, contando al ++
menos 50 campos.
Promedio mayor 10 bacilos por campo, contando et
al_menos 20 campos :

Posteriormente, las muestras positivas y dudosas se resembraron en medxo de Dubos,

para confirmar la presencia de Mycobacterium spp. pero no se pudleron recuperar.

5
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Tabla 7. Presencia de bacilos acido alcohol resistentes en las muestras de leche.

“s'w
20cam; %

» o Sq Eiagn ity .
MVV1 0 o 0 NEGATIVO
MVV2 0 ] o NEGATIVO
FVV1 [} 0 0 NEGATIVO
CEVI 0 ] 0 NEGATIVO
JEVI 0 0 0 o 0 NEGATIVO
FEVI [ 12 5 DUDOSA POSITIVA POSITIVA
FEVZ 0 532 53 POSITIVA POSITIVA POSITIVA
CEVZ 0 [N 12 DUDOSA POSITIVA POSITIVA
FVV2 [} [ 0 0 0 NEGATIVO
Avi 0 0 0 o o NEGATIVO
AVZ ] 0 ) o © NEGATIVO
PRVI 0 0 0 0 o NEGATIVO
PRVZ i 39 52 FOSITIVA POSITIVA POSITIVA
APV 0 0 0 0 o NEGATIVO
JEVZ 0 ) 0 0 o NEGATIVO
IGVI 0 [N] 12 DUDOSA POSITIVA POSITIVA
1GV2 14 33 53 POSITIVA POSITIVA POSTTIVA
VGvi 0 0 0 0 [ NEGATIVO
9] 0 [ 0 o ° NEGATIVO
CAV1 0 0 [ 0 [ NEGATIVO
TAV2 0 0 0 [ o NEGATIVO
VEVI o 22 39 BUDOSA NEGATIVA NEGATIVA
VEVZ [} 22 19 DUDOSA POSITIVA POSITIVA
ERVI ] (] o 0 NEGATIVO
ERV2 0 12 79 DUDOSA FOSITIVA POSITIVA
FRVI [ ] 7] o 0 NEGATIVO
FRVZ ) [ [ 0 9 NEGATIVO
LEVI o [} [ ° 0 NEGATIVO
(5% 0 o 0 ° 0 NEGATIVO
TAVI 12 22 a3 POSITIVA POSTTIVA FOSITIVA
TAVZ G [ 0 [ 0 NEGATIVO
HLVI [ 0 0 ] 0 NEGATIVO
HLvZ [ 0 0 0 0 NEGATIVO
PAVI o 0 0 0 0 NEGATIVO
PAVZ 0 0 o 0 o NEGATIVO

* Finalmente no se pudieron recuperar
las cepas.
5




M.G.V.R 37 Resultados

Tabla 8. Concentracién de Resultados.

g
Ausencia Ausencia - Ausencia
Ausencia Ausencia - A i A i
A i A i - A i A i
Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia - A i A i
A 1 A i - Ausencia Presencia
A i A i - Ausencia Presencia
A i A i <10 Ausencia Presencia
Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
A i A i 10 Ausencia Ausencia
A i A i 20 Ausencia Ausencia
Prescncia Ausencia 10 A 1 A it
Presencia Ausencia 100 Ausencia Presencia
Ausencia Auscncia - A i A i
Pr i A i - Ausencia Ausencia
Ausencia Ausencia - Ausencia Presencia
Ausencia Ausencia 10 Ausencia Presencia
Pr i A i - A i A i
VGV2 Presencia Ausencia - A i A i
CAV1 Pr i A i 10 A i A i
CAV2 Presencia Ausencia 10 A i A i
VEV1 Presencia Ausencia - A I A i
VEV2 Presencia Ausencia 20 Ausencia Presencia
ERV1 Ausencia Auscencia <10 Ausencia Ausencia
ERV2 Ausencia Ausencia 10 Ausencia Presencia
FRV1 Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
FRV2 Ausencia Ausencia <10 Auscncia Ausencia
LEV1 Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
LEV2 Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
LAVI Ausencia Auscncia - Ausencia Presencia
LAV2 Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
HLV1 Presencia Ausencia - Ausencia Ausencia
HLV2 Ausencia Ausencia - Ausencia Ausencia
PAV1 Prescncia Ausencia - Ausencia Ausencia
PAV2 Pr i A i - Ausencia Ausencia

TR
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DISCUSION

Los resultados que se muestran corresponden a los 18 productores. El reporte de
nucroorgamsmos mvesngados se basé en la NOM-O91 SSA-1994.

La ordeﬂa de' Ia cual

: maﬂana bajo co

centro del pueb‘

derivados Vliéqtvegs; cipalmente quesos.

La cahdud n‘ucrobxoléglca depende ademas de tres fuentes: del mtenor y extenor de la

ubre. pezones y otros utensilios de lecheria.

De las muestras anahmdas ninguna presenté SIugeIla spp.. ni Brucella spp.

12 muestras presentan contaminacién con Salmonella spp que corresponden a un 34.2 %,

9 muestras presentan contaminacién con Mycoba ermm spp. ‘que corresponde aun-

25.71 % , .12 muestras estin contaminadas con’ St

que corresponden a un 34.2 % .

El 22.8 % de las muestras presentan entre 2 y 3 rmcroorgamsmos contaminantes lo cual

es un riesgo para los derivados lacteos y los consumidores de acuerdo a la NOM-091-

SSA-1994, ningiin patégeno debe estar presente en la leche bronca.

Pero casi un 34.2 % de las muestras cumplen la NOM-091-SSA-1994, atn sin
pasteurizar, pues no se encontraron ninguno de los patégenos investigados.

La presencia o ausencia de microorganismos indicadores o patégenos en la leche, se
relaciona con esta directamente 6 con el entorno que rodea al animal; aire, heces,

utensilios, la contaminacién final corresponde aun 55%.

reportan stos resu]lados es la primera que se realiza en la»
Y amente primitivas; después, los productores llevan a el". :
ume,nesbde leche sin refrigerar, la cual se entrega ‘a _un botero :

te p]-oducto, para postcriormente procesarla y hacer los nil'xltipl?csv',

ylococcus. aureus enterotoxigénico
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Como muestran Ios resultados, la leche, recibida en rec:plentes estériles tiene muy poca
contammacnén con microorganismos patdgenos. Por ello, se puede considerar que si se
maneja hlglémcamente y se evita contaminarla a partir del ambiente y los manipuladores
se puede tener un producto de buena calidad.

Las fuentes de donde proviene la contaminacién son principalmente, las heces del animal
y / o el personal; esto se refleja en el porcentaje de colonias confirmadas de Salmonella
spp. y por la presencia de Staphylococcus aureus como se aprecia en las tablas 4y S
Este tipo dekcontﬁminacién desde el punto de vista cualitativo, repercute sobre todo en la
elaboracion dé los derivados lacteo.

La calidad de la leche depende en gran manera del entorno y salud en el que se encuentre
el ammal sm embargo la fuente pnncxpal de contanunaclén, es el mampulador que

efectiia el ordeﬁo especmlmentc cuando es manual como en este ca

La utilizacién de estos resultados, comparados con los obte idos de

la ordeiiada y manejada de manera condlana, es una herramxenta

hacer comprender - a' los productores y: ordeﬁadores,l la mponanma de las  Buenas

Practicas de ngtene y Sanidad.
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CONCLUSIONES

GENERALEé: s

estras de leche cruda o bronca producnda e : el Ejldo Bemto

* El 34, 28 ‘V
Juarez, mumcx io. de Almoloya de Juérez, Edo, de Méx1 tmp la NOM-091-
SSA-1994 ‘yab qu X ntxene bactenas patégenas de xmponancla en Salud Pubhca )

’if Nd sg'déiectamn émcﬁél[é spp ni Shigella spp. en las mes&aé;

PARTICULARES:

* Hay prggeij a de los patégenos regulados en las Normas Mexicanas: Salmonella spp.,

y Sla)zhﬂébo u (g@{s enterotoxigénico , en la leche cruda o bronca producida en el

Ejido Behigo.fjuérei, 'lfr_l‘l.micipio de Almoloya de Juirez, Edo. de México sin embargo el

St. aureus enterotoxigénico no alcanzan niveles peligrosos.

*La presencx d nos en la leche, es resultado de una falta de medidas higiénicas;
al llevar aﬁcab 1 ordefia de una manera deficiente siendo esta la causa principal de la

presencna de patogenos L
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RECOMENDACIONES-,’, ,', 4

* Lo mis lmponante para mejorar la cahdad sn tana;de la leche obtemda en el Ejido

conciencia de la importanc

oponen - la comparacién de resultados y la
implemehtgciéh de i k

* Mantener aseada la zona ‘de ordeﬂa, libre de heces y otros residuos que puedan

: contammar el producto

* Antes’ y despues de ordeﬁar la vaca, los pezones deben ser ]avados con una soluclén‘
: yodada aspersada en cantidad suficiente para que permanezca en contacto unos segundos
y tenga efecto, :

* Después del tiempo de contacto con la solucién yodada, seca ; las ubres con toallas de
papel individuales, desechables para absorber el agua contammada quedando el pezén

§€CO con menos mxcroorgamsmos
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Temas sugeridos para estudios posteriores:

* Métodos de higiene y sanidad, que permitan ordeiiar al ‘animal, sin que este expuesto
a una contaminacién de su entorno o propia del productor,” para obtener leche de buena
calidad. I

* Muestreo'miqfobiolégico de cada uno de _Vloskbo'tés; donde se recolectan estos volimenes

de léche,'

* Desarrollo de programas- que impulsen -a‘los productores a conocer técnicas, para

elaborar derivados _léétép’sfdé‘ ‘e’x{:yélenvtetcalidad', ausentes de flora bacteriana.




M.G.V.R. 43 Apéndice

Apéndice
Glosario
ARG Arginina
BPHS Buenas Pricticas de Higiene y Sanidad
Glu Glucosa
H:2S Produccién de Sulfhidrico
- LAC Lactosa
LYS Lisina -
ORN Omitina

ufe Unidades Formadoras de Colonias

Tabla A. Prucbas involucradas en la identificacion de las principales especies
stafilococcicas.

PRUEBA S.aurcus | Sepidermis | S i S saprophyti S i 3
COAGULASA + - - -

FACTOR AGLUTINANTE

* - - - ) +
TERMONUCLEASA + - - _ _ +
UREASA d + - + d -
MANITOLASA + ) N " T T
ORNITIDINA - (d) - - ¥ .

d= 11 a 89 % cepas positivas; () =reaccion tardia

b3 55
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Tabla B. Medios utilizados para

Pseudomonas.

llevar acabo el aislamiento de enterobacterias y

[ MEDIO INHIBIDOR INDICADOR DETECTA H:S j
MAC CONKEY CRISTAL VIOLETA ROJO NEUTRO NO
AGAR SS SALES BILIARES ROJO NEUTRO SI
AGAR XLD DESOXICOLATO ROJO DE FENOL SI
AGAR VB VERDE ROJO DE FENOL NO
BRILLANTE
HECKTOEN SALES BILIARES AZUL DE SI
BROMOTIMOL
Tabla C. Comportamiento dc los indicadores contenidos en los medios senalados en la
tabla b.
INDICADOR COLORACIONES
ApH<7 ApHde?7 ApH>7
ROJO NEUTRO rosa _intenso rosa claro rosa claro
ROJO DE FENOL rojo intenso o lila rojo naranja amarillo
AZUL DE | amarillo Rojo naranja amarillo
BROMOTIMOL
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