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Resumen

Staphylococcus aureus es el principal microorganismo causante de intoxicaciones alimentarias asociado a produc-
tos lacteos, debido a que la leche cruda ha sido reconocida como uno de los principales vehiculos de intoxicacion, ya
que la fabricacion de quesos a escala artesanal con leche sin pasteurizar, puede constituir un elevado riesgo de conta-
minacion con bacterias patogenas como S. aureus. El objetivo de este estudio fue el de evaluar la participacion de la
enzima lipasa en el crecimiento de S. aureus en quesos frescos, realizando la elaboracion de quesos estériles inocu-
landolos de manera artificial con una cepa lipolitica y una cepa no lipolitica de S. aureus y consorcios bacterianos en
temperatura de incubacion de 25°C y 37°C, para su posterior recuento de UFC en agar sal y manitol. En este estudio
se pudo observar que la enzima lipasa producida por S. aureus, ayuda en su crecimiento en ambas matrices alimenti-
cias (queso fresco y Cotija), sin importar la temperatura de incubacion a la que estos quesos son expuestos, aun en
presencia de consorcios, siendo esta enzima uno de los mas importantes factores de virulencia que S. aureus puede
segregar.

Palabras clave: Staphylococcus aureus, productos lacteos, lipasa

Abstract

Staphylococcus aureus is the main microorganism that causes food poisoning, mainly associated to dairy products.
Due to the fact that raw milk has been recognized as one of the main vehicles of poisoning related to manufacture of
artisan-scale cheeses with unpasteurized milk, this method may constitute a high risk of contamination with pathogenic
bacteria such as S. aureus. Objective of this study was an evaluation of contribution of lipase enzyme in growth of S.
aureus in fresh cheese. Processing sterile fresh cheese and to inoculate it in artificial way with a not lipolytic and lipo-
lytic strain of S. aureus, and strains of bacterial consortia in incubation temperatures of 25 °C and 37 °C, this for its
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later UFC count in salt agar and mannitol. In this study was possible to observe how enzyme lipase produced by S.
aureus helps in its growth in both food environments (Fresh and Cotija’s cheeses) regardless of temperature of incuba-
tion to which these cheeses are exposed, even in the presence of consortia. Enzyme lipase is one of the most important

virulence factors that S. aureus can secrete.
Keywords: Staphylococcus aureus, dairy products, lipase

Introduccion

La leche y sus derivados, son los principales alimen-
tos que pueden transmitir agentes etiologicos productores
de enfermedades o intoxicaciones alimentarias. La leche
cruda ha sido reconocida como uno de los principales
vehiculos de transmision de enfermedades, por lo que la
fabricacion de quesos a escala artesanal con leche sin
pasteurizar, puede constituir un elevado riesgo de conta-
minacién con bacterias patogenas (Martinez, Villoch,
Ribot y Ponce, 2013). En cuanto a la pasteurizacion de la
leche, es considerada una de las intervenciones de la sa-
lud publica mas eficientes, esta deberia eliminar eficaz-
mente los microorganismos patdgenos existentes en la
leche; sin embargo, el queso puede contaminarse con
agentes patogenos durante su elaboracion por contacto
con equipos contaminados o por mala manipulacion. Los
factores que influyen en la supervivencia de los patoge-
nos en los quesos son: la acidez, los conservadores, la
temperatura, la microbiota competidora, la actividad del
agua y la concentracion de sal (Gould, Mungai y Behra-
vesh, 2014).

Staphylococcus aureus es reconocido como el princi-
pal agente causante de la intoxicacion alimentaria que
resulta de la ingestion de alimentos que contienen una o
mas toxinas. La leche y los productos lacteos como los
quesos y la crema, han sido involucrados en varios brotes
en todo el mundo. Ademas, S. aureus es causa comun de
enfermedades de la ubre en vacas lecheras (Tetili, Benda-
li, Perrier y Sadoun, 2017). En Chilpancingo Guerrero,
México, se determiné la presencia de S. aureus en dife-
rentes tipos de queso artesanal. De un total de 78 mues-
tras de quesos sin pasteurizar analizadas, 44 fueron posi-
tivas para S. aureus (Adame-Gomez, Toribio-Jiménez,
Vences-Velazquez, Rodriguez-Bataz, Santiago Dionisio
y Ramirez-Peralta, 2018). El entorno de la planta de
procesamiento y los trabajadores pueden constituir fuen-
tes de contaminacion graves de S. aureus durante la fa-
bricacion del queso, incluso cuando estd presente en ni-
veles bajos en la leche, puede alcanzar mas de 5 log
UFC/g durante las primeras etapas de la fabricacion del
queso. Ademas, se ha descrito que el 25% de las cepas de
S. aureus aisladas de los alimentos, producen enterotoxi-
nas estables al calor (Tetili et al., 2017).

S. aureus tiene la capacidad de producir lipasas que
se caracterizan por su funcion principal de degradar los
triglicéridos para liberar acidos grasos, a esta actividad se
le conoce como lipolisis que es la hidrolisis del éster pre-
sente entre los acidos grasos y el glicerol por la enzima
lipasa.

El queso fresco comparte casi las mismas propieda-
des nutricionales con la leche; a excepcion de la lactosa,
los otros componentes se encuentran con un alto nivel de
nutrientes como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina,
vitaminas B12 y dacido pastoténico (Ramirez-Lopez,

2012). Entre los principales componentes del queso fresco
encontramos proteinas, cenizas, grasas con valores de
24,08%, de proteina con 18,82% y de humedad con 53,2%
(Guerrero, Valerio y Baldedn-Chamorro, 2015). Por la
composicion del queso, la produccion de lipasa por parte
de S. aureus podria favorecer el crecimiento en esta matriz
alimentaria. Por lo cual, el objetivo de este estudio fue
evaluar el crecimiento en queso fresco de una cepa no lipo-
litica y una cepa lipolitica en presencia o no de consorcios
microbianos.

Material y métodos
Elaboracion de queso estéril.

Para la elaboracion de quesos frescos, se procedid a
calentar la leche en un microondas hasta el punto de ebulli-
cion. Para la coagulacion se le adiciono vinagre al 5% (v/
v). Una vez coagulada la leche, se filtro a través de gasas
estériles para desechar el suero y obtener queso fresco, el
cual se mantuvo envuelto en papel aluminio previamente
esterilizado. El total de queso fresco se pes6 en una balan-
za de precision (Ohaus corporation, USA) y posteriormen-
te se le adicion6 NaClal 1% (p/p), por ultimo se distribuyo
en porciones de 10 g y se mantuvo en refrigeracion por
menos de 5 dias (Flores-Gavilan y Talavera-Alarcon,
2017).

Determinacion microbioldgica del producto

Se determind la inocuidad de los quesos frescos con la
finalidad de que estuvieran libres de microorganismos que
podrian competir por los nutrientes del medio y afectar el
crecimiento de S. aureus y enmascarar el resultado final,
iniciando con la preparacion de las diluciones de acuerdo a
la NOM-110-SSA1-1994, para lo cual se procesaron 10 g
de queso fresco y se adicionaron 90 mL de solucion salina
al 0.85% para homogenizar un minuto en licuadora. Para

Tabla 1. Curva de crecimiento de las cepas de S. aureus
S002 y S295

Tiempo S002 S295 D
Lipolitica No lipolitica
TO 5.83+0.75 483 +24 0.06
T4 6+6.63 6.66 +0.81 0.01*
T8 7.3 £1.0 7.5 £0.54 0.92
T12 9 £0.89 7.5 £0.54 0.00*
T24 8.1 £0.40 6.6 £0.36 0.16

T: representan el tiempo en horas. *Los datos se presentan
en media y desviacion estandar. Prueba de t de Student.
Las diferencias estadisticamente significativas son marca-
das con asterisco (p= 0.05).
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Figura 1. Comparacion de crecimiento de una cepa lipolitica contra una no lipolitica de S. aureus en queso fresco en dife-
rentes condiciones ambientales. Se grafica la diferencia de crecimiento de la inoculacion artificial en quesos frescos con
0, y CO,. Las barras de color azul representan la cepa lipolitica y las barras de color rojo representan la cepa no lipoliti-
ca de S. aureus A) 37°C sin consorcio B) 25°C sin consorcio C) 37°C con consorcio. D) 25°C con consorcio. Prueba de ¢
student. Las diferencias estadisticamente significativas son marcadas con asterisco; p=0.05*, p=0.001 **  p=0.0001***,

este andlisis microbiolégico se utilizo la dilucién 10 ', de
la cual se colocaron 100 pL en placas de agar sal y mani-
tol, McConkey y Sabouraud. La dispersion del indculo fue
por estria en V y se incubaron por 24 h a 37 °C. La ausen-
cia de UFC indicaba la esterilidad del queso, por lo cual se
tendrian las condiciones experimentales optimas en el mo-
delo para ser inoculado con las cepas enterotoxigénica y
lipolitica de S. aureus asi como de consorcios bacterianos
que en este caso se utilizd Bacillus cereus y Morganella
morganii.

Curva de crecimiento

Para valorar si las cepas presentaban un estrés metabo-
lico al tener un perfil bioquimico o de virulencia distinto y
que este resultado fuera atribuido a esta condiciéon y no a la
matriz alimentaria o las condiciones ambientales usadas
(temperatura y disposicion de oxigeno), se compard el
crecimiento de las tres cepas en un medio y condiciones
optimas. Para lo cual, cada una de las cepas utilizadas S.
aureus lipolitico (S002) y S. aureus no lipolitico (S295), se
inicié con la activacion de las mismas en agar yema de
huevo por estria cruzada, posteriormente se incub¢ la placa
a 37 °C durante 24 h, de la cual se tom6 de 2-3 UFC para
ajustar a la escala de McFarland al 0.5 en 900 pL de solu-
cion salina estéril. Posteriormente, se inoculd 100 pL de la
suspension bacteriana en caldo BHI. De la que se hicieron
diluciones seriadas, tomando 100 uL de la suspension en

caldo BHI y se transfirié a un tubo con 900 pL de solucion
salina. De este tubo se tomo6 100 pL de la suspension y se
transfirio al segundo tubo con solucién salina y se homo-
genizo. Este mismo procedimiento se repitio hasta conse-
guir una dilucién 10 desechando los wltimos 100 uL. Se
tom6 100 pL de suspension bacteriana de las diluciones 10
Sy 10 y se transfirié en una placa de agar cuenta estandar
por estria en “V” y se incubo a 37°C durante 24 h. A esta
primer siembra en placa se le llamé tiempo cero (T0); el
tubo de BHI con suspension bacteriana se incubd a 37°C y
cada 4 h se realizo diluciones seriadas hasta que el caldo
cumplié con un tiempo de incubacion de 12 h, utilizando
de igual manera las diluciones 107 y 10 para hacer la
siembra en placas de agar cuenta estandar. Pasadas las 24 h
(T24) de incubacion del caldo BHI con suspension bacte-
riana, se realizaron nuevamente diluciones seriadas y la
siembra en placa. Se incubd a 37°C durante 24 h en placas
de agar cuenta estandar, para después realizar el conteo de
UFC de cada tiempo.

Inoculacion artificial.

Para la inoculacion artificial se prepararon suspensio-
nes bacterianas de la cepa enterotoxigénica y lipolitica de
S. aureus, asi como de los controles no enterotoxigénicos y
no lipoliticos; tomando de 2 a 3 UFC e inoculandose en
un tubo con solucion salina al 0.8%, posteriormente se
comparo6 la turbidez con el patréon 0.5 de McFarland hasta
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que se ajustd a esta escala. Del tubo ajustado al 0.5 de
McFarland, se inocularon 100 pL en 10 g de queso fresco
y estos fueron incubados a 25 °C y 37 °C con presencia
de CO, yO,. Para lograr la presencia de CO, se incubaron
en un recipiente hermético con una vela encendida en su
interior; la llama consumia parte del oxigeno existente y se
sustituia por C0,. Cuando se incluian los consorcios, se
inoculaba 100 pL de la escala ajustada de McFarland de
S. aureus, B. cereus y M. morganii. El tiempo de incuba-
cion fue de 10 h. De los quesos que se inoculaban a las
diferentes condiciones se tomaba uno por tipo de queso y
se proceso inmediatamente después de hacer la inocula-
cion, al cual se le llamaba tiempo cero, con el fin de cono-
cer con que cantidad de microorganismo se inoculaba e
iniciaba.

Identificacion y cuenta viable de S. aureus.

Después del tiempo de incubacidon, se procesaron los
quesos pesando 10 g de la muestra y se coloco en un vaso
papillero con 90 mL de solucion salina al 0.8% para des-
pués homogenizar por un minuto en licuadora. Posterior-
mente, se realizaron diluciones seriadas de 10" a 107, de
las diluciones 102 y 10 se tomaron 100 uL y se transfi-
rieron en agar Sal y manitol y se dispersaron por estria en
“V”. Las placas se incubaron a 37°C durante 24 h, transcu-
rrido este tiempo se contaron las colonias tipicas para S.
aureus en agar sal y manitol.

Analisis estadistico

Se realizé una base de datos con los resultados obteni-
dos en el programa estadistico STATA version 12, los
resultados fueron ajustados de acuerdo a los tiempos ceros
de cada inoculacion, convirtiéndose a la escala logaritmi-
ca, algunos resultados quedaron como nimeros negativos,
debido a que a cada placa inoculada se le restaba el nime-
ro de UFC del tiempo cero, observando una disminucion
del crecimiento al momento de realizar la resta. Los resul-
tados fueron comparados con la prueba estadistica de t de
student cuando el numero de grupos a comparar era dos.
Las graficas fueron realizadas en el programa Graph Prism
version 5.0

Resultados

A las dos cepas se le realiz6 una cinética de creci-
miento microbiano, con la finalidad de determinar si el
crecimiento era diferencial en condiciones In vitro, con-
siderando que si este era diferencial podria enmascarar
el efecto de la matriz alimentaria sobre el crecimiento.
De acuerdo a la tabla 1 se observa que a partir de las 8
horas a las 12 h existe un crecimiento similar para el
conteo de UFC y de acuerdo a las medias obtenidas de
la cepa S002 (7.3 + 1.0) de la S295 (7.5 £ .54) no existe
diferencia significativa en el crecimiento entre estas
cepas. Considerando este tiempo, para la inoculacion de
las cepas en el modelo de estudio.

Se compar6 el crecimiento de la cepa lipolitica (barra
color azul en la figura 1, denominada como S002) y la
cepa no lipolitica (barra color rojo en la figura 1, denomi-
nada como S295) en queso fresco, donde se observd un
mayor crecimiento en la S002 en queso fresco con O, y
CO, a temperatura de 25°C en presencia de consorcios en
relacion a la S295 (p=0.0001) (fig. 1, D).

Discusion

El queso es un ambiente complejo, constituido princi-
palmente por agua, proteinas, grasas, minerales y un eco-
sistema microbiano dinamico caracterizado por la presen-
cia de una gran variedad de bacterias, levaduras y mohos
(Fleurot, Aigle, Fleurot, Darrigo, Hennekinne y Gruss,
2014), por lo cual el queso es un medio enriquecido donde
las proteinas y grasas que este contiene lo hace un medio
optimo para el crecimiento de S. aureus.

Uno de los datos mas importantes de este estudio es el
crecimiento diferencial observado entre la cepa lipolitica y
no lipolitica en presencia de consorcios microbianos, indi-
cando que la produccion de esta enzima estaria favorecien-
do la competencia de la cepa de S. aureus en presencia de
otros microorganismos.

Considerando lo anterior, inferimos que la lipasa podria
estar ocasionando inestabilidad o dafio a la membrana de
las bacterias del consorcio bacteriano, fundamentado con
lo realizado por Nguyen, Lugman, Bitschar, Hertlein,
Dick, Ohlsen, Broker, Schittek y Go6tz en el 2017, en el
cual demuestran que en presencia de la lipasa, se aumenta-
ba la produccion de biofilm y sugieren que las lipasas de S.
aureus favorecen la perdida de DNA (uno de los principa-
les componentes de la matriz del biofilm debido a que
afecta la integridad de la membrana citoplasmatica por
degradacion de fosfolipidos.

Los mismos autores también describen, que esta
liberacion de DNA extracelular aumenta cuando se
adiciona trioleato al medio, sugiriendo que los acidos
grasos producidos por las lipasas también afectan la
integridad y permeabilidad de la membrana citoplas-
matica (Nguyen et al., 2017). Infiriendo en este estu-
dio, que la lipasa por si sola afecta la integridad de la
membrana, pero que también metabolitos producidos
por esta enzima potencian el dafio a la membrana;
caracteristicas que en Ultimo punto estarian inhibiendo
a los microorganismos presentes en el consorcio.
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