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Resumen

En el presente trabajo se realizd un estudio de la calidad microbiolédgica del polen secado de
forma artificial a 40 °C durante 24 horas en estufa con recirculacion de aire forzada. EI mismo se
colectd entre los meses de diciembre 2006 a mayo 2007 en el apiario del Centro de
Investigaciones Apicolas, conformédndose asi 28 muestras. Estas fueron sometidas a las
determinaciones cuantitativas de los indicadores de la calidad sanitaria: microorganismos
aerobios mesofilos, coliformes totales y fecales, Escherichia coli, hongos filamentosos y
levaduras viables; asi como la determinacion de microorganismos patégenos: Salmonella en 30
g, Staphylococcus coagulasa positiva, Clostridium perfringens y Pseudomonas aeruginosa. Las
determinaciones se realizaron segun los metodos recomendados por la ISO, excepto la
determinacion de coliformes fecales que se realizé segun la Norma Cubana vigente. Las cepas
presuntivas de E. coli aisladas se confirmaron por pruebas bioquimicas y posteriormente se
realizd su estudio seroldgico. A las cepas de E. coli y Salmonella se les determind la
susceptibilidad antimicrobiana con el empleo del método de disco. Todas las muestras estuvieron
fuera de los limites tomados como referencia para los microorganismos aerobios mesofilos,
coliformes totales, hongos filamentosos y levaduras viables. En 7 muestras (25 %) se aislaron
coliformes fecales y en 4 Escherichia coli para un 14% de positividad, ninguna cepa fue positiva
a los grupos serologicos asociados con patogenicidad para el hombre. También se obtuvo
crecimiento de Staphylococcus coagulasa positiva y Salmonella spp en 4 muestras para un 14 %
de positividad, respectivamente. No se aisl6 Pseudomonas aeruginosa ni Clostridium
perfringens. Comparando estos resultados con los del polen antes del secado, se pudo apreciar
que en general este no disminuyo la carga microbiana hasta alcanzar los limites de permisibilidad
para la mayoria de las determinaciones realizadas. Los coliformes fecales redujeron la carga
hasta alcanzar el limite de aceptabilidad en 11 de las muestras. Las cepas de E. coli y Salmonella
aisladas resultaron sensibles a los antibi6ticos probados.
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Introduccion:

El polen constituye la fuente primaria de obtencidn de proteinas, lipidos, carbohidratos de las
abejas Apis mellifera, las cuales lo almacenan bajo condiciones de anaerobiosis y temperatura
que conllevan a la ocurrencia de cambios bioquimicos y hacen que se incremente la acidez
obteniéndose de esta forma un alimento conocido como pan de abejas natural (Gilliam, 1979). El
mismo, en sentido general, supera el valor nutricional del polen y es utilizado por las abejas en
su alimentacion bajo condiciones normales en lugar de las pelotas de polen en estado fresco
(Astaruskene, 1990).

Para la produccion de pan de abejas a nivel de laboratorio es necesaria la coleccién del polen
apicola, para su posterior secado, beneficio y fermentacion a través de un proceso de ensilaje.

El polen una vez seco, disminuye su contenido de agua, siendo este factor determinante en su
conservacion, y mantiene todas sus propiedades nutricionales. Segun se plantea, el secado es la
fase fundamental de este proceso, ya que la reduccion de la humedad influye en el crecimiento
de bacterias, hongos y retrasa en lo posible el desarrollo de acaros e insectos.

El objetivo del presente trabajo es determinar la calidad microbiolégica de muestras de polen
colectadas en el apiario del Centro de Investigaciones Apicolas después del proceso de secado.



Materiales y Métodos:

Se realiz6 un estudio de la calidad microbioldgica a 28 muestras de polen que fueron colectadas
entre los meses de diciembre 2006 a mayo 2007 en el apiario del Centro de Investigaciones
Apicolas de Cuba. ElI mismo se secd de forma artificial a 40 °C durante 24 horas en estufa con
recirculacion de aire forzada.

Se realizaron determinaciones cuantitativas de los indicadores de la calidad sanitaria aplicando
las normas vigentes: microorganismos aerobios mesofilos (NC ISO 4833:2002), coliformes
totales (NC 1SO 4832:2002), coliformes fecales (NC 38-02-14:1989), Escherichia coli (ISO
7251: 2005), hongos filamentosos y levaduras viables (NC ISO 7954:2002); asi como la
determinacion de microorganismos patogenos: Salmonella en 30 g (ISO 6579:1993),
Staphylococcus coagulasa positiva (NC 1SO 6888:2003), Clostridium perfringens (1ISO
7937:2004) y Pseudomonas aeruginosa (ISO/CD 13720).

A las cepas presuntivas del E. coli se les realizaron las siguientes pruebas bioquimicas: agar
hierro Kligler, asimilacion de citrato, produccién de indol, reaccion de rojo de metilo y Voges
Proskauer, produccion de &cido a partir de celobiosa, sorbosa y sorbitol. Posteriormente se
realizd el estudio seroldgico tomando en cuenta los serogrupos de E. coli patdgenas que mas
circulan en nuestro pais.

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



Resultados y Discusién

La Tabla 1 muestra los resultados obtenidos para microorganismos indicadores de la calidad

sanitaria y para los microorganismos patdgenos estudiados en el polen seco.

Tabla 1. Resultados obtenidos para microorganismos indicadores de la calidad sanitaria y para

microorganismos patdgenos en muestras de polen seco.

Muestras | MAM | CT | CF | HF Lev St Ec Salm. en
(UFC/g) (NMP/g) 30g
1 >3 x 10° | 3.5x10° <10 3.8x10° | 3.5x10* | <10° <0.3 Ausencia
2 >3.0x10° | 1.6x10" <10 >3.0x10° | <10* <10° 3 Ausencia
3 >3.0x10° | 5.1x10° <10 >3.0x10° | <10* 5 x10 <0.3 Ausencia
4 2.5x10% | 1.3x10° <10 >3.0x10° | <10* <10° <0.3 Ausencia
5 1.1x10° | 7.6x10° <10 >3.0x10° | <10* <10° <0.3 Ausencia
6 >3.0x10° | 1.6x10" <10 >3.0x10° | <10* <10° 0.36 Ausencia
7 1.1x10° | 4.6x10" <10 >3.0x10° | <10* <10° <0.3 Ausencia
8 >3.0x10° | 2.1x10* <10 >3.0x10° | <10* <10° <0.3 Ausencia
9 >3.0x10° | 2.7x10* <10 41x10° | 6x10* | 5x10 <0.3 Ausencia
10 5.2x10° | 5.3x10* <10 3.6x10°> | 1.0x10% | <10¢ <0.3 Ausencia
11 8.4x10° | 2.3x10% | 9.3x10° | 3.4x10° | 3.0x10* | 2.3x10° 3 Ausencia
12 1.1 x 10° | 1.9x10* <10 >3x10° | <10° <10° <0.3 Ausencia
13 6.6x10° | 7.1x10° <10 7.0x10° | 9.5x10° | <10° <0.3 Ausencia
14 1.0x10° | 4.1x10" <10 5.4x10°> | 7.5x10° | <10¢ <0.3 Ausencia
15 1.7x10° | 1.5x10° | 4x10° | 1.2x10° | 2x10* <10° <0.3 Presencia
16 1.7x10° | 4.5x10° <10 2.4x10° | 1.9x10% | <10° <0.3 Ausencia
17 3.5x10" | 2.4x10° <10 1.3x10° | 2.5x10° | <10° <0.3 Presencia
18 1.5x10% | 2.2x10° <10 6.8x10% | 4.5x10% | <10° <0.3 Ausencia
19 6.9x10% | 1.6x10% | 7.2x10° | 7.8x10" | 4.0x10% | <10¢ <0.3 Ausencia
20 1.0x10° | 3.2x10% | >1.5x10° | 1.0x10° | 6.1x10% | <10° <0.3 Ausencia
21 1.4x10° | 1x10* <10 7.2x10° | 2.4x10° | <107 <0.3 Presencia
22 1.4x10° | 8.4x10° <10 7x10* | 8.5x10° | <10° 3 Ausencia
23 3.7x10° | 1.2x10° <10 1.1x10° | 3.2x10° | <10° <0.3 Ausencia
24 3.3x10* | 2.6x10° | 8.0x10 | 1.6x10° | 2x10° <10° <0.3 Ausencia
25 1.0x10° | 9.8x10% | 1.7x10° | 3.8x10° | 1.2x10* | 5.0x10 <0.3 Ausencia
26 6.6x10" | 1.2x10* | 3.8x10° | 5.2x10" | 3x10° <10° <0.3 Ausencia
27 3.2x10° | 1.8x10* <10 1.3x10° | 2x10° <10° <0.3 Presencia
28 5.4x10" | 2.7x10* <10 4.3x10° | 6.9x10° | <10° <0.3 Ausencia




Tabla 2 Resultados obtenidos para microorganismos indicadores de la calidad sanitaria y para
microorganismos patdgenos en las mismas muestras de polen antes del secado (Puig y col. 2008
y Martino y col. 2008).

Muestras | MAM | CT CF HF Lev St Ec Salm. en
(UFC/g) (NMP/g) 30g
1 1.3x10° [1.4x10* |2x10° >3x 10° |>3x10° |<10° <0.3 Ausencia
2 25x10° | 2x 10 29x10° [>3x10° |>3x10° |<10° <0.3 Ausencia
3 1.9x10° [1.2x10* [3.7x10° [>3x10° |>3x10° |<10° <0.3 Ausencia
4 52x10° [1.8x10° [1.9x10° |[>3x10° [3.9x10* |<10° <0.3 Ausencia
5 >3x10° [1.2x10% [6.4x10° |>3x10° |1.7x10° |2.0x10°]0.36 Ausencia
6 >3x10° |1.2x10* |6x10° >3 x 10° | <10 <10° 0.36 Ausencia
7 8.8x 10° | >1.5x 10° | <10 >3x 10° | <10* <10° 1.1 x10 | Ausencia
8 8.8x10° | 7,7x10* [43x10" [>3x10° |1.7x10° |<10? 0.92 Ausencia
9 >3x 10° |4.2x10* |<10 41x10° |1.2x10° |1.2x10°|<0.3 Ausencia
10 Pr:stiggia 1.0x10° |<10 2.7x10° | <10 <102 <03 Ausencia
11 9.2x10° |3.8x10* [2.1x10° [25x10° |75x10* |<10° 3 Ausencia
12 47x10° [89x10" |25x10° |25x10* |<10° <10° <0.3 Ausencia
13 41x10° [ 5.6x10" |<10 7.6x10° |4.2x10* |2.2x10° | <0.3 Presencia
14 28x10" [3.1x10* |<10 59x10° |[9.3x10° | <10° <0.3 Ausencia
15 43x10° [29x10* [81x10° |7.8x10° |3.3x10* |<10° 3.6 Ausencia
16 2.4x10° | 3.7x10" 4.7 x10° 1.8 x 10° | 4x10* <10° <0.3 Ausencia
17 2x10’ 3.5x10* >1.5x10° | 1.4x10° |2.8x10* | <10° 3 Ausencia
18 1.7x10° | >1.5x10° [ >1.5x 10° | 2.5x10° |5x10° 1.0x10° | <0.3 Ausencia
19 49x10° | 1.7x10* | 2x10° 1.5x10° |[5.5x10° | <107 <0.3 Ausencia
20 1.6x10° | 1x10* 5.8x10° 55x10* | 1.9x10° | <10° <0.3 Ausencia
21 9.5x10° | 5x10° <10 5.3x10° | 3.7x10* | <10? <0.3 Ausencia
22 1x10° 8.5x10° [ <10 3.4x10° | 2.6x10° | <107 <0.3 Ausencia
23 1x10’ 1.3x10° <10 6.9x10" | 2.5x10° | <10° <0.3 Ausencia
24 1.2x10" | 1.9x10° 9x10° 1.7x10° | 1.1x10* | <10° <0.3 Ausencia
25 1.7x10" | 3.2x10° <10 3.3x10°> | 2x10* <10° <0.3 Ausencia
26 2.9x10* |3.1x10* | 7.6x10° 1.3x10° | 6.7x10° | <107 <0.3 Ausencia
27 3.5x10° | >15x10° | <10 5.7x10* | 2.5x10° | <10° <0.3 Ausencia
28 1.8x10" | >1.5x10° | <10 47x10° |8.6x10° |<10° <0.3 Ausencia

MAM: Microorganismos aerobios mesofilos, CT: Coliformes totales, CF: Coliformes fecales,
HF: Hongos filamentosos, Lev: Levaduras, St: Staphylococcus coagulasa positiva,

Ec: Echerichia coli, Salm: Salmonella, NMP: NUmero més probable




Indicadores de la calidad sanitaria

Los resultados microbiol6gicos expuestos en la tala 1 para el polen seco y comparados con los
obtenidos por Yamila y col. (2008) y Tamara y col. (2008) para las mismas muestras de polen
antes de secar (Tabla 2), develan la influencia de este proceso sobre la microbiota del polen en
general.

En la determinacion de microorganismos aerobios mesofilos, hubo en 12 muestras una
reduccion de la microbiota inicial para un 43 % (Figura 1), en general, la reduccion fue de 1
logaritmo. En 11 muestras el conteo permanecid constante y en 5 se detecté un aumento. Todas
estuvieron fuera de los limites propuestos por Aranda para el polen (1999) (Tabla 3).
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Figura 1. Porcentajes de los niveles de concentracién obtenidos en polen seco con relacién al
polen fresco para microorganismos aerobios mesofilos.

Tabla 3. Limites de aceptabilidad para polen segun Aranda (1999)

Aerobios Maéaximo de colonias10 000/g
Coliformes Ausencia en 0.1g

E. coli Ausencia en 1g.

Salmonella Ausencia en 30g
Staphylococcus coagulasa positiva Ausencia en 0.1g

Levaduras y hongos filamentosos Méaximo 300 colonias/g

En el comportamiento de los coliformes totales hubo una mayor reduccion con relacion a los
microorganismos aerobios mesofilos, en 14 muestras la reduccion fue de 1 logaritmo para un 50
% (Fig. 2). En 11 no se aprecié cambio y en 3 hubo un incremento. Los microorganismos
coliformes son el grupo indicador con mayor tradicion en la microbiologia sanitaria.
Inicialmente su presencia fue asociada con contaminacion fecal por la posibilidad de aislamiento
dentro de este grupo de Escherichia coli, ya que lo que caracteriza a este conjunto es la
fermentacion de la lactosa con produccién de acido y gas (Fernandez, 2000). Posteriormente se
destacd la no asociacion de este con contaminacion fecal puesto que se conoce que las



enterobacterias mas prominentes que lo conforman son: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y
Citrobacter, siendo Escherichia coli la representante genuina de origen fecal. En estudios
microbioldgicos realizados por otros investigadores al polen fresco se han aislado bacterias
coliformes tales como Klebsiella, Enterobacter asi como otros géneros de la familia
Enterobactereaceae como por ejemplo Yersinia spp. (Garcia, Rojas y Sanchez, 2006).
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Figura 2. Porcentaje de los niveles de concentracién obtenidos en polen seco con relacién al
polen fresco para coliformes totales.

En el indicador de coliformes fecales se pudo observar un mayor decremento entre los resultados
del polen fresco y el del polen seco, ya que de las 17 muestras en las que se obtuvo crecimiento
inicial (polen humedo) hubo reduccion en 14 (82 %), 11 de ellas redujeron esta carga hasta los
limites de aceptabilidad lo cual representa un 65 % y en las 3 restantes la reduccién fue de 1
logaritmo. En dos muestras se mantuvieron los mismos niveles de crecimiento y en una se
aprecio un aumento (Fig. 3).
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Figura 3. Porcentaje de los niveles de concentracion obtenidos en polen seco con relacion al
polen fresco para coliformes fecales.



Con relacién a la influencia del secado sobre Escherichia coli, el microorganismo persistio en 2
muestras de las 7 que fueron positivas inicialmente por lo que se redujo en el 29 %. También se
aislo este microorganismo en dos muestras de polen seco aunque no en las muestras homoélogas
de polen fresco. A las cepas aisladas se les realizaron algunos estudios de patogenicidad, los
resultados de las pruebas bioguimicas arrojaron que no respondian al fenotipo de
enterohemorragica, ni al de enteroinvasiva. Tampoco se ubicaron dentro del grupo de las
enteropatdgenas atendiendo a la bateria de antisueros existentes en el INHA. Estudios posteriores
serologicos mas amplios y de biologia molecular podran constatar y perfeccionar el resultado
obtenido. Todas las cepas de E. coli fueron sensibles a los antibidticos probados.

No se observd influencia en el decremento de hongos filamentosos de las muestras sometidas a
secado con relacion a sus homdlogas frescas ya que 20 de ellas se mantuvieron en los mismos
niveles de concentracion. En 5 se obtuvo un incremento de 1 logaritmo y solo en 3 un
decremento en 1 logaritmo lo que corresponde a un 75, 18 y 7 % respectivamente. El
comportamiento de las levaduras viables fue similar. Ambos indicadores representan la misma
connotacion para la calidad del polen puesto que estan relacionados con el deterioro del mismo.
Todas las muestras estuvieron fuera de los limites de aceptabilidad tomados como referencia.
Existen otras investigaciones en las que se han aislado y caracterizado abundantes cepas de
hongos en polen, con resultados similares a los obtenidos en el presente trabajo. (Gilliam, 1979
y 1989)

En general la reduccion microbiana fue muy baja lo que puede estar dado por el proceso de
secado que no alcanzd los niveles de humedad esperados (5-8 %). El intervalo de humedad
alcanzado con el secado del polen fue de 7.9-16.1%

Microorganismos patdégenos

No se obtuvo aislamiento de Pseudomonas aeruginosa ni de Clostridium perfringens en ninguna
de las muestras analizadas. En un estudio realizado por Garcia (2006), se obtuvo presencia de
Pseudomonas spp, en muestras de polen fresco.

De las 4 muestras de polen fresco con aislamiento de Staphylococcus coagulasa positiva, se
obtuvo un decremento de este microorganismo, en una de ellas la concentracidn no bajo hasta los
limites de permisibilidad. También se aisld este patdgeno en tres muestras de polen seco y sin
embargo no se encontrd en las muestras homdélogas de polen fresco. Es de denotar que a lo largo
de todo el estudio se pudo apreciar crecimiento de hongos filamentosos en muchas de las placas
del medio agar Baird Parker utilizado para el estudio de Staphylococcus, lo que pudo influir en el
recobrado de este microorganismo en algunas muestras.

Se detecté Salmonella en 1 muestra de polen fresco y en 4 de polen seco, sin que hubiese
correspondencia entre estos hallazgos, la cepa de Salmonella aislada del polen fresco
correspondio al grupo somatico “D” y a la serovariedad Salmonella javiana (9,12; I, Zg; 1,5). A
las cepas aisladas del polen seco no se les ha podido realizar aun el estudio de serovariedad, sin
embargo todas las cepas aisladas, incluyendo la del polen fresco pertenecen al grupo somatico D,
por lo que pudiera existir coincidencia en el serovar.



Los resultados de Salmonella difieren del resto de los discutidos anteriormente, en cuanto al
recobrado obtenido en el polen seco con relacion al fresco. Hay que tener en cuenta que cuando
el nimero de microorganismos a determinar es escaso, cabe esperar que la cantidad de analisis
con resultados positivos sea pequefia y viceversa, lo cual se debe entre otros, a la cantidad de
muestra ocupada y a la microbiota acompanante. (ICMSF 2).

Conclusiones

El proceso de secado no conllevo a la reduccion de los indicadores estudiados hasta los limites
permisibles con la excepcion de los coliformes fecales.

Ninguna de las muestras de polen seco, cumplié con los limites de aceptabilidad tomados como
referencia.

La microbiota imperante fue de hongos filamentosos

La presencia de Salmonella spp, Staphylococcus coagulasa positiva, el aislamiento de
Escherichia coli y el recobrado tan alto de los indicadores estudiados, denotan que el polen no
solo tiene una alta carga microbiana sino que entre ella estan presentes ademas microorganismos
que son patdgenos para el hombre.
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