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Resumen

Se realizd un estudio microbioldgico del polen colectado en el semestre diciembre 2006
- mayo 2007 en el apiario del Centro de Investigaciones Apicolas. Se analizaron 28
muestras a las cuales les fue efectuado un estudio de microorganismos patdgenos
causantes de enfermedades gastroentéricas: Escherichia coli, Salmonella spp.,
Staphylococcus coagulasa positiva, Clostridium perfringens y Pseudomonas
aeruginosa. Las determinaciones se realizaron segun los métodos recomendados por la
ISO (Internacional Standard Organization). Las cepas presuntivas de E. coli aisladas se
confirmaron por pruebas bioquimicas y posteriormente se llevo a cabo el estudio
seroldgico. En el caso de Salmonella, la serotipificacion se llevé a cabo en el Instituto
Nacional de Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos G. Malbran” de Argentina. A las
cepas de E. coli y Salmonella les fueron determinadas la susceptibilidad
antimicrobiana con el empleo del método de disco. Los resultados mostraron que no se
aislaron Clostridium perfringens ni Pseudomonas aeruginosa. A pesar de que
Escherichia coli se encontré en 7 muestras, ninguna cepa fue positiva a los grupos
seroldgicos asociados con patogenicidad para el hombre. Se detecté Salmonella javiana
(9,12; |, Zyg; 1,5) y Staphylococcus coagulasa positiva en 1 y en 4 muestras
respectivamente. La carga microbiana de Staphylococcus coagulasa positiva, aungue
estuvo fuera de los limites de aceptabilidad, es baja ya que se comporto en el orden de
102 ufc/g de polen. Las cepas de E. coli y Salmonella resultaron sensibles a los
antibioticos probados.
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Introduccion:

El polen apicola constituye una fuente natural rica en nutrientes, que puede ser utilizada
por el hombre; pero dado a su origen contiene una amplia microbiota lo cual puede
conllevar a una inadecuada calidad higiénico sanitaria.

Numerosos géneros y grupos microbianos se han aislado a partir del mismo, los cuales
se han relacionado con la conversion del polen en pan de abejas, entre ellos se destacan:
Lactobacillus, Streptococcus, Pseudomonas, enterobacterias, Bacillus, bacterias
productoras de indol, Torulopsis y Sacharomyces (Gilliam, 1979 a y b). Otros autores
también han estudiado los microorganismos presentes en el polen en relacion con
aquellos del tracto gastrointestinal de las abejas, detectando: Pseudomonas,
Streptococcus, Micrococcus, Lactobacillus, Klebsiella, Proteus, Yersinia y
Arthrobacter (Garcia, Rojas y Sanchez, 2006).

Existe una gran variedad de microorganismos de interés sanitario en alimentos o en
suplementos alimentarios, entre ellos de manera convencional se pueden incluir
bacterias, hongos, protozoarios, virus y parasitos, estos microorganismos se encuentran
involucrados en dos areas fundamentales de la microbiologia sanitaria, siendo la mas
importante la que esta relacionada con agentes etiologicos de enfermedad (Fernandez,
2000).

El siguiente trabajo tuvo como objetivo determinar la presencia de microorganismos
patdgenos causantes de enfermedades gastroentéricas en polen apicola colectado en el
apiario del Centro de Investigaciones Apicolas de Cuba.



Materiales y Métodos:

Se analizaron 28 muestras de polen que se colectaron entre los meses de diciembre de
2006 a mayo de 2007 en el apiario del Centro de Investigaciones Apicolas,
realizandoles determinaciones de microorganismos patdgenos causantes de
enfermedades gastroentéricas, siguiendo las normas vigentes: Escherichia coli (ISO
7251: 2005), Salmonella spp. (ISO 6579:1993), Staphylococcus coagulasa positiva
(NC ISO 6888:2003), Clostridium perfringens (ISO 7937:2004) y Pseudomonas
aeruginosa (ISO/CD 13720).

A las cepas presuntivas de E. coli aisladas se les realizaron las siguientes pruebas
bioquimicas para su confirmacién: agar hierro Kligler, asimilacion de citrato,
produccion de indol, reaccion del rojo de metilo, Voges Proskauer, produccion de acido
a partir de celobiosa, sorbosa y sorbitol. Posteriormente se llevo a cabo el estudio
serologico tomando en cuenta los serogrupos de E. coli patdgenas que mas circulan en
nuestro pais. La serotipificacion de Salmonella fue efectuada en el Instituto Nacional
de Enfermedades Infecciosas “Dr. Carlos G. Malbran” de Argentina, la misma fue
realizada por el esquema de Kauffman-White (Ewing, 1986).

A las cepas de E. coli y Salmonella les fue determinada, ademas, la susceptibilidad
antimicrobiana por el método de disco (National Committee of Clinical Laboratory
Standards, 2002), los antibioticos probados fueron: &cido nalidixico, cloranfenicol,
kanamicina, trimetropin-sulfametoxazol, tetraciclina, ciprofloxacina,
ampicilina/sulfbactan, amikacina, ceftriazona, cefotaxima y ceftazidima.



Resultados y Discusién

Los resultados del estudio se muestran en la tabla 1. Se aislaron microorganismos
causantes de enfermedades gastroentéricas solo en cuatro muestras de las 28 analizadas,
para un 14.3 % de positividad; los microorganismos aislados fueron Staphylococcus
coagulasa positiva en cuatro muestras y Salmonella en una.

Tabla 1. Resultados obtenidos en muestras de polen en la determinacion de bacterias
patdgenas transmitidas a través de los alimentos.

Mutras E.c. St. Salm. Mutras E.c. St. Salm.
(nmp/g) | (ufc/g) en30g (nmp/g) | (ufc/g) | en30g

1 <0.3 <10° | Ausencia 15 3.6 <10° | Ausencia
2 <0.3 <10° | Ausencia 16 <0.3 <10° | Ausencia
3 <0.3 <10° | Ausencia 17 3 <10° | Ausencia
4 <0.3 <10° | Ausencia 18 <0.3 | 1.0x10° | Ausencia
5 0.36 | 2.0x10° | Ausencia 19 <0.3 <10° | Ausencia
6 0.36 <10° | Ausencia 20 <0.3 <10° | Ausencia
7 1.1x10 | <10° | Ausencia 21 <0.3 <10° | Ausencia
8 0.92 <10° | Ausencia 22 <0.3 <10° | Ausencia
9 <0.3 | 1.2x10° | Ausencia 23 <0.3 <10 | Ausencia
10 <0.3 <10° | Ausencia 24 <0.3 <10° | Ausencia
11 3 <10° | Ausencia 25 <0.3 <10° | Ausencia
12 <0.3 <10° | Ausencia 26 <0.3 <10° | Ausencia
13 <0.3 | 2.2x10° | Presencia 27 <0.3 <10° | Ausencia
14 <0.3 <10 | Ausencia 28 <0.3 <10 | Ausencia

Leyenda:

E.c.: Escherichia coli Salm.: Salmonella

St.:  Staphylococcus coagulasa positiva nmp NUmero méas probable

En las muestras que se aislaron Staphylococcus coagulasa positiva, el recobrado no fue
mayor del orden de 10? ufc/g. Estos resultados no son muy alarmantes teniendo en
cuenta lo planteado por Aranda (1999), el cual propone como limite de aceptabilidad
ausencia en 0.1 g. En nuestro pais no se cuenta con criterios microbioldgicos para este
producto, aunque si existen propuestas de criterios para alimentos listos para el
consumo. Estos criterios se encuentran en fase de edicion en la Oficina Nacional de
Normalizacion, los limites propuestos para microorganismos patdgenos se pueden
apreciar en la Tabla 2.

Tabla 2. Limites de aceptabilidad propuestos para alimentos listos para el consumo.

Alimento Indicadores Limites por g o mL Observaciones
ni|c m M

Platos *Excepto para alimentos con

terminados | microorganismos a 4 5 |ingredientes fermentados o
o % 51210 10 .

30°C madurados con cultivos

bacterianos.

coliformes 52 |10°| 10°

coliformes a 45 °C 5] 2 | <10 | 10** |[** Ausencia de E. coli




Staphylococcus 5 2] 10 10°
coagulasa positiva

Salmonellaen25g | 5 | 0| O - -

Listeria 510 0 - -
monocytogenes

Bacillus cereus*** | 5 | 2 [<10°| 10° [***Para platos que contengan
arroz, harinas, cereales.

Cl.perfringens. 511 |10°| 10° [****Para platos que sean
Fhkk elaborados a base de carne.

Leyenda:

n:  numero de unidades de muestras a ser examinadas.

m: valor del pardmetro microbioldgico para el cual o por debajo del cual el alimento
no representa un riesgo para la salud.

c:  numero maximo de unidades de muestra que puede contener el valor “M" para
que el alimento sea aceptable.

M: valor del parametro microbioldgico por encima del cual el alimento representa un
riesgo para la salud.

Salmonella, como se sefialo anteriormente, fue aislada en una sola muestra, en la cual
ademas se obtuvo crecimiento de Staphylococcus coagulasa positiva. En el estudio
serologico de grupo somatico realizado se pudo constatar que esta cepa pertenecia al
grupo somaético “D”. Posteriormente se completd este estudio en un laboratorio de
referencia de Buenos Aires Argentina y se pudo conocer la serovariedad aislada:
Salmonella javiana (9,12; I, Zg; 1,5). El esquema de Kauffman-White se ha acreditado
como la técnica mas util para la diferenciacion de los serovares dentro del género; el
mismo diferencia a los organismos con base en sus antigenos somatico (O) y flagelar
(H) y por los antigenos Vi (contenidos por S. typhi, S. dublin y algunas cepas de S.
paratyphi C). La determinacion del serovar tiene un valor extraordinario en estudios
epidemioldgicos para rastrear fuentes y mecanismos de contaminacion del patdgeno
(Fernandez, 2000).

El serovar Salmonella Javiana (9,12; I, Zys; 1,5) es por primera vez aislada en nuestro
pais, no se conoce ningun aislamiento obtenido de casos clinicos, de muestras de
alimentos, ni de agua, por lo que hace pensar en la naturaleza ambiental de dicha cepa.
Posteriormente se determind la susceptibilidad antimicrobiana a la misma
comprobandose que era sensible a todos los antibidticos probados. La Figura 1 muestra
los porcentajes de aislamiento obtenidos para los patdgenos aislados.

No se aislaron Clostridium perfringens, ni Pseudomonas aeruginosas en ninguna
muestra, cumpliéndose los limites establecidos para estos dos patdgenos. Aparecid
Escherichia coli en 7 muestras con un recobrado no muy alto. Los estudios realizados,
para la determinacion de algun posible factor de patogenicidad por pruebas bioguimicas,
mostraron que ninguna de las cepas aisladas respondia al fenotipo de enterohemorragica
por ser todas sorbitol positivo. Ni al fenotipo enteroinvasiva, teniendo en cuenta la
imagen de los kligler obtenida (glucosa positiva, lactosa positiva, con gas y sin
sulfhidrico). Tampoco se ubicaron dentro del grupo de las enteropatdgenas atendiendo a
la bateria de antisueros existentes. Estudios posteriores serologicos mas amplios y de
biologia molecular podran constatar y perfeccionar los resultados obtenidos para E. coli.
Todas las cepas resultaron sensibles a los antibioticos probados.
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Conclusiones

1.

E. coli se aisld en el 24% de las muestras de polen, ninguna cepa correspondio a
los grupos de E. coli patdgenas, atendiendo al alcance de los métodos
empleados.

Staphylococcus coagulasa positiva se aislo en bajos niveles, en el 14% de las
muestras.

Salmonella javiana se aislo en una sola muestra, esta serovariedad se detecto por
primera vez en nuestro pais.
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