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El Staphylococcus aureus es el responsable de infecciones e intoxicaciones
tanto en el hombre como en animales, dichas infecciones son de dificil manejo
con los antibidticos disponibles, ya que algunas cepas de Staphylococcus
aureus son resistentes a la mayoria de los antibidticos.

El objetivo de esta investigacion fue determinar la multirresistencia del
Staphylococcus aureus aislado a partir de diferentes fuentes que intervienen
en la elaboracion del queso fresco artesanal, proveniente de dos queserias,
ubicadas en San José Villanueva, departamento de La Libertad. Primero se
realizdé una guia de observacién utilizando una lista de chequeo, para verificar
las condiciones higiénicas de las queserias en estudio.

Posteriormente, se realiz6 una prueba piloto; donde se recolectaron 5 muestras
de queso fresco, 5 muestras de leche por queseria y ademas se tomaron
muestras de lavado de manos de los manipuladores; haciendo un total de 25
muestras a analizar. Seguidamente las muestras fueron trasladadas al
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD). Las muestras recolectadas, se trabajaron
por triplicado, en las cuales se asilé e identific6 el Staphylococcus aureus,
utilizando la metodologia indicada por la Association of Official Analytical
Chemistry. A las cepas aisladas e identificadas se les comprobd la
multirresistencia utilizando la prueba de sensibilidad por el método de difusién
en disco Kirby-Bauer frente a seis antibiéticos: Ciprofloxacina, Penicilina G,

Eritromicina, Tetraciclina, Sulfamida y Amoxicilina, donde se obtuvo que las
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cepas aisladas de Staphylococcus aureus provenientes de leche y queso
fresco, presentaron resistencia multiple frente a 3 antimicrobianos (Amoxicilina /
Ac. Clavulanico, Eritromicina y Penicilina G), mientras que las cepas aisladas
provenientes del lavado de manos solamente presentaron resistencia a un
antimicrobiano (Penicilina G). Los resultados obtenidos son un indicador del
abuso de antibioticos presentes en los animales.

Con la Norma Salvadorefia NSO 67.01.01.06. Leche cruda (28), se concluy6 que
las muestras de leche cruda cumplen con dicha norma; las muestras de queso
fresco segun la Norma Salvadorefia NSO 67.01.04.05. Quesos no maduros (29),
no cumplen con dicha norma por lo que el queso fresco artesanal no es apto
para el consumo humano; y para las muestras de lavado de manos de
manipuladores segun la guia técnica para el analisis microbiolégico de
superficies en contacto para alimentos y bebidas, de Peru (7, no cumplen segun
lo establecido en la Guia Técnica.

Por lo que se le recomienda a los fabricantes de productos lacteos artesanales
hacer uso de las buenas practicas de manufacturacion para mejorar la higiene
de sus productos.

Finalmente se obtuvo una investigacion que constituye un aporte para todos
aguellos involucrados en la fabricacion de productos lacteos artesanales --°
como a las autoridades competentes y las personas que consumen este tipu ue

alimento.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

XIX

1.0 INTRODUCION
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La leche y el queso fresco constituyen uno de los principales alimentos dentro
de la pirdmide nutricional, ya que son una buena fuente de proteinas, vitaminas
y minerales. Debido al tipo de proceso que conlleva su manufacturacion, estos
alimentos son un medio de cultivo de microorganismos y el queso por su alta
salinidad, favorece a las especies de Staphylococcus. Muchas de las
intoxicaciones estafilococcicas han sido asociadas al consumo de leche y
productos lacteos, en donde el Staphylococcus aureus enterotoxigénico
podria encontrarse desde el momento de su obtencién, o bien llegar
potencialmente a dichos alimentos, a partir principalmente de manipuladores
asintoméatico portadores de este microorganismo (s).

Por lo mencionado anteriormente se considerd de importancia hacer un estudio
sobre la multirresistencia microbiana del Staphylococcus aureus, aislado a
partir de diferentes fuentes que intervienen en la elaboracién del queso fresco
artesanal, proveniente de dos queserias.

Durante el desarrollo de esta investigacion se determind la multirresistencia
microbiana del Staphylococcus aureus, aislado a partir de muestras de leche
cruda, de queso fresco artesanal y lavado de manos de manipuladores,

proveniente de dos queserias ubicadas en San José Villanueva.

Primero se realizd una guia de observacion utilizando una lista de chequeo
para verificar las condiciones higiénicas de las queserias en estudio.

Posteriormente las muestras seleccionadas se aislaron e identificaron cepas de
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Staphylococcus aureus; empleando para ello los métodos de ensayo y
analisis establecidos en Association of Official Analytical Chemistry; luego a los
aislados se les realizé una prueba de sensibilidad por el método de difusion en
disco Kirby-Bauer frente a seis antibiéticos.

El analisis se llevé a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) en el periodo de

junio de 2010 a agosto de 2011.



CAPITULO Il

OBJETIVOS

2.0 OBJETIVOS

21
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2.1 Objetivo General:

Determinar la multirresistencia microbiana del Staphylococcus aureus aislado

a partir de diferentes fuentes que intervienen en la elaboracion del queso fresco

artesanal, proveniente de dos queserias.

2.2 Objetivos Especificos:

221

2.2.2

2.2.3

224

2.2.5

Realizar inspeccion de campo de las dos queserias en estudio

utilizando una guia de observacion.

Recoleccion de muestras de leche cruda y queso fresco artesanal
para aislar el Staphylococcus aureus.

Tomar muestra de lavado de manos de los manipuladores que
elaboran el queso fresco artesanal para aislar el Staphylococcus
aureus.

Identificar el Staphylococcus aureus por medio de pruebas
especificas y medios selectivos.

Comprobar la multirresistencia del Staphylococcus aureus
identificado frente a diversos antimicrobianos por el métodc -~

Kirby — Bauer.



CAPITULO 1l

MARCO TEORICO

3.0 MARCO TEORICO
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3.1. LalLeche
Leche cruda de vaca: Es el producto integro, no alterado ni adulterado, de la
secrecion de las glandulas mamarias de las hembras del ganado bovino
obtenida por el ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de vacas
sanas y libre de calostro; que no ha sido sometida a ningan tratamiento a
excepcion del filtrado y/o enfriamiento, y esta exento de color, olor, sabor y
consistencia anormales. (2s)
Se puede definir la leche desde los siguientes puntos de vista:
- Bioldgico: es una sustancia segregada por la hembra de los mamiferos
con la finalidad de nutrir a las crias.
- Legal: producto del ordefio de un mamifero sano y que no representa un
peligro para el consumo humano.
- Técnico o fisico-quimico: sistema en equilibrio, constituido por tres
sistemas dispersos: solucion, emulsion y suspension. (s
La vaca produce leche durante aproximadamente 300 dias posteriores al
nacimiento de las crias. La leche producida durante los primeros cuatro dias es
inadecuada para la elaboracion de productos lacteos debido a su diferente
composicién y se le llama calostro, la cual es secretada antesy en los primeros
dias siguientes al parto. En sus caracteres externos esta leche difiere

normalmente del aspecto de la leche normal, es de color entre amarillo claro y


http://es.wikipedia.org/wiki/Orde%C3%B1o
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normalmente del aspecto de la leche normal, es de color entre amarillo claro y
castafio amarillento su consistencia es un tanto viscosa y el sabor es

débilmente amargo-salado. (10, 19)

3.2. Secrecion de la leche

El periodo de gestacidon es de unos doscientos setenta y ocho a trescientos dias
y cuando nace el ternero comienza inmediatamente la secrecion de leche
durante unos 300 dias. La secrecion de la leche esta regulada primordialmente
por mecanismos hormonales; sin embargo la excrecion de la leche se inicia a
través de mecanismos nerviosos.

La leche se forma en las células del epitelio que recubre los alvéolos o acinos
de la mama, que los contiene en gran numero. La secrecién de la leche se
produce en la ubre, que tiene cuatro cuartos y cada uno de ellos con su pezény
su glandula mamaria. En la mama de la vaca los acinos se retnen en racimos
formando I6bulos, estos se comunican por un conducto colector ramificado con
la cisterna (seno galactéforo), situado en la base de la mama. Esta cisterna
desemboca en el seno del pezdn por un repliegue de la mucosa. El tejido
glandular contiene alrededor de unos 2,000 millones de estos alvéolos; estos
producen leche y va aumentando la presion interna hasta llegar a un limite,
dejando entonces de producir leche que no pueden expulsar por si mismos. (19)
Unos musculos exteriores son los que presionan las células alveolares para que

salga la leche hacia la cisterna de la ubre que tiene una capacidad de unos 300-
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400 ml de leche. Los alvéolos asi como la mama tienen un gran riego
sanguineo necesario para aportar los nutrientes que forman la leche. Los
alvéolos estan formados por una sola capa de células epiteliales, que son las
responsables de secretar la leche, la funcién de estos es triple: 1) remover
nutrientes de la sangre, 2) transformar estos nutrientes en leche y 3) descargar

la leche en el lumen. (19

3.3Mecanismo fisiolégico de la secrecion y la eyeccién de la leche.

El ordefio de la vaca se produce por un estimulo exterior que corresponde al
gue realiza el ternero en el pezén cuando quiere mamar; este es sustituido por
otros estimulos que provocan la secrecion de una hormona llamada oxitocina.
Cuando la oxitocina es secretada en la sangre en unos sesenta segundos
provoca una estimulacion de la presion de los masculos sobre los alvéolos, con
lo que la leche contenida en ellos pasa a la cisterna de la ubre y de alli al
pezon, siendo extraida por los pezones a través del ordefio manual o por una
maquina o por la succidon del ternero. Al cabo de cuatro a siete minutos la
oxitocina se diluye en la corriente sanguinea y la vaca deja de cooperar con el
ordefio, por lo que esta operacién se debe completar en el tiempo citado. La
secrecion lactea es un acto completamente involuntario, pero la salida de la
leche esta determinada por una reaccion nerviosa al estimulo ejercido por las
manipulaciones del ordefio. Los musculos involuntarios de la ubre se contraen

provocando la salida de la leche. 19)
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3.4. Composicion de laleche

Su composicion quimica es muy compleja y completa, lo que refleja su gran
importancia en la alimentacion de las crias. La composicion de la leche
depende de las necesidades de la especie durante el periodo de crianza. La
propiedad fundamental de la leche es la de ser una mezcla tanto fisica como
guimica. Es una mezcla de sustancias definidas: lactosa, glicéridos de acidos
grasos, caseina, albumina, sales, etc. Desde el punto de vista fisico coexisten

varios estados; emulsion, suspension y solucion. )

3.4.1 Composicién quimica de la leche.
La composicion quimica media de la leche de vaca son las siguientes:

Tabla N2 1 Composicién quimica media de la leche de vaca *

Constituyentes Porcentajes
Agua 87.0%
Grasa 3.8%

Proteinas 3.5%
Lactosa 4.9%
Minerales 0.8%

* Referencia (1)

Aproximadamente el 85.0% de la leche es agua. La grasa es insoluble en agua
y por ello se encuentra en la leche en forma de globulos grasos formando una
emulsion. Después de cierto tiempo, la grasa se estratifica en forma de nata.
La grasa de la leche es una de las grasas alimenticias mas facilmente digerible,
es rica en energia y contiene vitaminas A, D y E. La cantidad de grasa en la

leche es variable y esto depende de la raza y de la alimentacién de la vaca. La
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grasa contribuye mucho al sabor y a las propiedades fisicas de la leche y de los
productos lacteos. Las proteinas en la leche son la caseina, la albimina y la
globulina, estas son proteinas de alta calidad y son utilizadas en el desarrollo de
los masculos y en el sustento del cuerpo. La lactosa da el sabor dulce a la
leche, es un alimento de gran energia, el cual es absorbido lenta y
uniformemente en el tubo digestivo. Las sales minerales o cenizas de la leche
son cloruros, fosfatos, sulfatos, carbonatos y citratos. Los minerales principales
son calcio, sodio, potasio, magnesio y hierro. Los minerales de la leche son los
MAas necesarios para el crecimiento y mantenimiento de los huesos y se
encuentran en la debida proporcion, la cual varia en casos de enfermedades en

la vaca. Aumenta el cloruro sodico y disminuye las demas sales. (i

3.4.2 Caracteristicas fisicas de la leche

Algunas propiedades fisicas dependen del total de los componentes: densidad,
tensién superficial y calor especifico; otras dependen de las sustancias
disueltas: indice de refraccidén, punto de congelacién y hay otras que solo
depende de los iones: pH y conductividad. (1

Tabla N2 2 Propiedades fisicas de la leche*

Propiedades fisicas Valores
Densidad de la leche completa (g/ml) 1.032
Densidad de la leche descremada (g/ml) 1.036
Densidad de la materia grasa (g/ml) 0.940
Poder calérico (por litro), calorias 700.0

pH 6.6 — 6.8

Conductividad eléctrica, mhos 45x 10
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Tabla N2 2 Continucacién

Conductividad eléctrica, mhos 45x10 "
Tensién superficial (dinas/cm/15°) 53.0
Viscosidad absoluta (15°) 0.0212 - 0.0354
Viscosidad especifica 1.6-2.15
indice de refraccion 1.35
Punto de congelacién -0.55
Calor especifico 0.93

* Referencia )

3.5 Microorganismos en la leche.

3.5.1 Microorganismos derivados de la ubre

Unicamente el canal galactoforo contiene por lo general gérmenes por lo cual
constituye la primera fuente de infeccién para la leche. La leche extraida
asépticamente de ubres sanas no es estéril, pero solamente contiene un
pequefio numero de bacterias, que se conocen como microorganismos de la
ubre (por ejemplo la leche recién ordefiada puede tener 300
microorganismos/ml) 1). El contenido bacteriano de la leche recién ordefiada
aumenta significativamente por la mastitis.

Los microorganismos causantes de la mastitis entran en la ubre por los pezones
a través del canal del pezén, especialmente la zona adyacente al orificio, puede
ser colonizados por microorganismos como es Staphylococcus aureus, que
permanece durante muchas semanas, contaminando la leche que sale de la
ubre pero sin penetrar en la cisterna de la leche. Muchos microorganismos

pueden originar mastitis en circunstancias especiales, pero los mas frecuentes
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y los que causan mayores perdidas econdmicas son, Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae y Streptococcus uberis. (24

El Staphylococcus aureus es un patdgeno para el hombre y se ha demostrado
gue algunas cepas productoras de mastitis de este microorganismo producen

enterotoxinas. (2a)

3.5.2 Microorganismos que provienen del medio ambiente. (4

La importancia del ambiente como fuente de microorganismos en la leche cruda
varia considerablemente. En los meses de verano, en los que la mayoria de las
vacas pastan al aire libre, los niveles de contaminacién son relativamente bajos.
En las épocas de lluvia, en los que las vacas estan al menos parcialmente
estabuladas, la incidencia de contaminacion ambiental es considerablemente
mas alta. En el ordefio manual o en el mecéanico la leche esta en contacto con
el aire en el establo, los factores ambientales son una fuente de contaminacion
importante de la leche, especialmente por los microorganismos de la paja de la

cama y de los alimentos del ganado.

3.5.3 Equipos de recogida de la leche. (24
Los equipos de recogida de la leche son una importante fuente de
microorganismos en la leche y la principal de bacterias psicrotrofas Gram

negativas causantes de alteraciones. Entre los factores que contribuyen a la
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contaminacion se incluyen los sistemas de tuberias mal disefiadas y
construidas, la limpieza y desinfeccion inadecuada entre ordefios. El principal
problema de los equipos se encuentra en los codos, juntas y accesorios del
equipo, como las llaves de salida de los tanques, poco accesibles y que no se

pueden limpiar in situ.

3.5.4. Personal. (4

La contaminacién directa de la leche por las manos de los empleados puede
producirse durante el ordefio manual. También es posible que la leche se
contamine a través de las manos que tocan la superficie de las ordefiadoras
gue contactaran con la leche.

En la préactica, no parece posible que por esta via pase a la leche un nimero
importante de microorganismos. Hay una posibilidad potencial de que puedan
llegar asi microorganismos patdégenos. Pueden ser introducidos por una
persona que tenga sintomas clinicos de infeccibn o por otra fuente de
contaminacion como las heces. En cualquier caso es deseable que las
personas implicadas en el manejo de la leche sean consientes de sus
responsabilidades como manipuladores de alimentos y reciban un completo
entrenamiento con respecto a la higiene personal, exclusion durante las

enfermedades.
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3.6 Mastitis en el ganado bovino (13
La mastitis se refiere a la inflamacion de la glandula mamaria de la vaca, la cual
se deriva de la palabra griega “mastos” que significan “pechos” e “itis” que
quiere decir inflamacidén. Se caracteriza por alteraciones fisica quimica y casi
siempre bacteriolégica de la leche, teniendo alteraciones patolégicas en la ubre
gue generalmente son de origen infeccioso.
Entre las anomalias mas importantes de la leche cabe mencionar el cambio de
color, presencia de coagulos y de gran numero de leucocitos. Aunque en
muchos casos hay tumefaccion, aumento de temperatura, dolor vy
endurecimiento de la glandula mamaria.
El propdsito de la inflamacion es doble:

1) Eliminar o neutralizar los microorganismos invasores, y

2) Ayudar a reparar los tejidos lesionados, para regresar la glandula a su

normal funcionamiento.

3.6.1 Microorganismos causantes de mastitis (13)
La mastitis de origen infeccioso es causada por bacterias y se ha encontrado
gue por lo menos 26 microorganismos pueden causar la enfermedad. Entre los
grupos mas frecuentes estan los siguientes:
1) Streptococcus: Streptococcus  agalactiae, Streptococcus
dysgalactiae, Streptococcus uberis y Streptococcus ziiepidermicus

2) Stafilococcus: Stafilococcus aureus y Stafilococcus epidermidis
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3) Bacterias coliformes: Escherichia coli, Enterobacter aerogenes.

4) Microorganismos que causan enfermedades especificas: Listeria,
Bruscella, Leptospira, Rickettsia, Salmonellas.

5) Otros agentes infecciosos: Micoplasma californicum, Nocardia sp.,

Clostridium perfringens y Spherophorus necréphorus.

3.6.2 Mastitis estafilococcica (13).

La mastitis estafilocOccica esta producida por el Staphylococcus aureus. Los
estafilococos estan muy difundidos entre el hombre y los animales en buen
estado fisiologico. En la vaca se encuentran en la superficie cutanea en
particular sobre la piel de la ubre ylos pezones. En estos puntos pueden
incluso multiplicarse sin originar enfermedad.

La aparicion de una enfermedad depende siempre de una predisposicion, la
mayor frecuencia de este tipo de mastitis hay que relacionarla con el
tratamiento a base de antibidticos en la mastitis estreptocdcica, ya que existen
cepas de estafilococos resistentes a la penicilina, con lo cual la anulacion de los
estreptococos deja el organismo a merced de los estafilococos. A veces los
estafilococos también pasan a la mama accidentalmente como consecuencia de
aplicaciones descuidadas de antibidticos en las que se emplean instrumentales
sucios. Entre todos los gérmenes causantes de mastitis también los
estafilococos son particularmente frecuentes en infecciones mixtas, en unién de

otros microorganismos como estreptococos, Escherichia coli, Streptococcus
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pyogenes y Clostridium perfringens. Como también el hombre alberga el
Staphylococcus aureus sobre las mucosas, en la piel y en las heridas, existe

la posibilidad de que se produzca un paso a la leche en el acto del ordefio.

3.6.3. Uso de Antibidticos en la Ganaderia Lechera

Los antibidticos son drogas que se usan para combatir enfermedades causadas
por diversos microorganismos tales como la mastitis, la neumonia o infecciones
de las patas. Son administrados a los animales en diferentes formas, siendo las
mas comunes la intramamaria o la inyeccion intramuscular. La presencia de
residuos de antibidticos en la leche es un problema que aqueja a toda la
industria lechera, debido a que cantidades minimas de antibiéticos en la leche
representan un problema de salud publica que no debe ser aceptado, ademas
de ser ilegal. Se ha determinado que pequefias cantidades de antibibticos en la
leche, cantidades minimas como 0.003 Ul (unidades internacionales) de
penicilina/ ml, pueden afectar a una persona que sea alérgica a dicho antibiético
causando problemas como ardor en la piel, comezén, asma y shock
anafilactico. Ademas, existe el problema de la resistencia de los
microorganismos a los antibiéticos que puede reducir o eliminar por completo su
accion y uso en el tratamiento de enfermedades. Otro problema relacionado
con los antibiéticos es la clara interferencia en el procesado de queso,

mantequilla y yogurt. Su presencia disminuye el acido y afecta el sabor
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caracteristico de la mantequilla. En el caso de los quesos, la presencia de
antibioticos disminuye el cuajado de la leche y causa una mala maduracion del
gueso. Basados en estos problemas los residuos de antibidticos en leche han
atraido la atencién a nivel mundial de los consumidores y de los legisladores
generando reglas estrictas que controlan el uso de antibidticos en los ranchos

lecheros. (34)

3.6.4 Antibidticos para el tratamiento de mastitis

La mastitis debe ser tratada con antibidtico del tipo de la penicilina G,
ampicilinas, tetracicilinas, sulfamidas, oxitetraciclina, amoxicilina, eritromicina,
ceftiofur, estreptomicina o espiromicina y sulfamidas como la sulfametazina,
aplicado por via intramuscular y repetir la aplicacion a las 24 horas, si es
necesario. Segun su gravedad por tres a cuatro dias seguidos, debe hacerse
énfasis en el aseo y vaciado previo de cada cuarto, antes del tratamiento. Se
debe respetar los tiempos de desecho de la leche de vacas tratadas con
antibioticos. Dichos tiempos de retiro son diferentes y dependen de la sustancia
usada. No se debe vender la leche de vacas que han sido tratadas con
antibioticos antes de que haya pasado el tiempo de retiro. Si por error se
ordeflara una vaca tratada con antibidticos adentro del tanque de leche, se
debe tirar toda la leche del tanque y volver a lavarlo antes de seguir ordefiando.
Generalmente los tiempos de retiro de la leche vienen marcados en la etiqueta

del producto, pero se debe siempre preguntar al veterinario. Por ejemplo un
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tratamiento con: Eritromicina base 1,0 g y Amoxicilina trihidrato 2,0 g. Se debe
discontinuar el tratamiento 14 dias antes de la faena del animal para consumo
humano. No destinar la leche (con o sin manufactura previa) para consumo
humano hasta pasadas 96 hs. del ultimo tratamiento (6 ordefios). (22, 24, 26).

Otra forma habitual de tratar la mastitis es la inyeccion intramuscular de
ceftiofur, ya que después del tratamiento la leche se puede vender. Esto se
debe a que cuando el farmaco se usa correctamente los niveles de residuos en
la leche son muy bajos (menos de 2ppb). Los niveles detectables generalmente
son consecuencia de una utilizacion incorrecta, pero es posible que inyecciones
diarias sucesivas puedan ocasionar que los residuos se acumulen hasta niveles

detectables incluso cuando se administran la dosis correcta. (24)

3.7 Queso

Queso: el producto blando, pastoso, granulado, semi duro, duro, extra duro,

madurado o no madurado, y que puede estar recubierto, en el que la proporcion

entre las proteinas del suero y la caseina no sea superior a la de la leche,
obtenido mediante:

a) Coagulacién total o parcial de la proteina de leche , leche desnatada
(descremada), leche parcialmente desnatada (descremada), nata (crema),
nata (crema) de suero o leche de mantequilla (manteca), o de cualquier
combinacion de estos materiales, por accion del cuajo u otros coagulantes

idéneos, y por escurrimiento parcial del suero que se desprende como
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consecuencia de dicha coagulacion; y/o
b) Técnicas de elaboraciéon que comportan la coagulacion de la proteina de la
leche y/o productos obtenidos de la leche y que dan un producto final que
posee las mismas caracteristicas fisicas, quimicas, y organolépticas que el

producto definido en el apartado (a). (29)

Queso fresco: es el queso no maduro ni escaldado, moldeado de textura
relativamente firme, levemente granular; preparado con leche entera,
semidescremada, o descremada, cuajado con enzimas y/o acidos organicos,
generalmente sin cultivos lacteos. También se designa como queso blanco. (29)
El término actual de “queso” se deriva del latin “caseus”. Segun la FAO “queso”
es el producto fresco o madurado obtenido por drenaje tras la coagulaciéon de la
leche, nata, leche desnatada total o parcialmente, grasa lactica o una

combinacion de estos componentes. (21)

Los quesos frescos son aquellos en los que la elaboracion consiste Unicamente
en cuajar y deshidratar la leche. A estos quesos no se les aplican técnicas de
conservacion adicionales, por lo que aguantan mucho menos tiempo sin
caducar. Su mantenimiento se podria comparar al de los yogures, pues es
necesario conservarlos en lugares refrigerados. EI hecho de procesar la leche
en menor medida hace que tengan sabores suaves y texturas poco

consistentes. (21)


http://es.wikipedia.org/wiki/Quesos_frescos
http://es.wikipedia.org/wiki/Yogur
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3.7.1 Clasificacion de los quesos.

Segun el codigo alimentario se clasifican segun el proceso de elaboracion vy el

contenido en grasa lactea (%) sobre el extracto seco.

Segun sea el proceso de elaboracion:

1. Fresco y blanco pasteurizado: el queso fresco es aquel que esta listo para
consumir tras el proceso de elaboracion y el blanco pasterizado es el queso
fresco cuyo coagulo se somete a pasterizacion y luego se lo comercializa.

2. Afinado, madurado o fermentado: es aquel que luego de ser elaborado
requiere mantenerse durante determinado tiempo (dependiendo del tipo de
gueso) a una temperatura y demas condiciones para que puedan generarse

ciertos cambios fisicos y/o quimicos caracteristicos y necesarios.

Segun sea el contenido de grasa (%), sobre el extracto seco (sin agua)

- Desnatado: contiene como minimo 10% de grasa

- Semidesnatado: con un contenido minimo del 10% y un maximo del 25%.

- Semigraso: con un contenido minimo del 25% y un maximo de 45% graso:
contenido minimo de grasa del 45% hasta un maximo del 60%

- Extragraso: con un contenido minimo del 60%. (35)

Los quesos segun la Norma Salvadorefia para quesos no maduros,

especificaciones (NSO 67.01.04:05), se clasifican de acuerdo a su composicion

y caracteristicas fisicas en los siguientes tipos: (29)
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Tabla N2 3 Clasificacidbn de los quesos de acuerdo a su composicion y
caracteristicas fisicas.

a) Queso cottage b) Queso cottage bajo en grasa
¢) Queso ricotta alto en grasa d) Queso ricotta

e) Queso quark f) Queso crema

g) Queso crema bajo en grasa h) Queso fresco bajo en grasa
i) Queso fresco j) Quesillo

k) Queso de suero o requesén [) Queso de capas

m) Queso duro n) Queso mozzarella

3.7.2 Propiedades nutricionales del queso

Los datos nutricionales del queso pueden variar en funcion de su contenido en
grasa, pero en general se puede decir que es una rica fuente de calcio,
proteinas, y fésforo. Al tratarse basicamente de leche concentrada, hacen falta
600 gramos de leche para igualar esta cantidad de proteinas, y 550 gramos

para la de calcio. (3s5)

3.7.3 Los peligros del queso fresco

Debe mantenerse la cadena del frio, puesto que rupturas de la misma induciran
a la multiplicacién de bacterias de riesgo. El queso fresco se caracteriza por ser
un producto poco fermentado, aunque ligeramente acido (pH entorno a 5,3),
muy liquido (actividad del agua de 0,9), con un bajo porcentaje de sal (menor al
15%) y con un potencial de o6xido-reduccion electronegativo (ausencia de

oxigeno). Estas condiciones permiten el desarrollo de muchos microorganismos



http://es.wikipedia.org/wiki/Calcio
http://es.wikipedia.org/wiki/Prote%C3%ADna
http://es.wikipedia.org/wiki/F%C3%B3sforo_(elemento)
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propios de la leche y de contaminacion ambiental. Por este motivo, es esencial

gue en este producto se realice siempre una pasteurizacion previa de la leche.

Por otra parte si existen microorganismos patégenos en la masa elaborada,

claramente se permitira su multiplicacion, aumentando enormemente el riesgo

sanitario.

En estas condiciones, la refrigeracion del queso es muy importante. Debe

mantenerse de forma constante la cadena del frio, puesto que rupturas de la

misma induciran a la multiplicaciéon de bacterias de riesgo. Entre ellas hay que
destacar:

- Brucella y Mycobacterium. Propios de la materia prima, es decir, de la
leche cruda si los animales estdn enfermos o son portadores. Son los
responsables de las fiebres de malta y de la tuberculosis, respectivamente.

- Clostridium botulinum. Propia de las superficies, asi como de los suelos,
polvo e incluso algunas materias fecales contaminadas.

- Salmonella. Microorganismo de origen fecal procedente de animales o de
personas portadoras.

- Staphylococcus aureus. De origen propio de la piel de animales y
personas, pero también abundante en agua y algunas superficies
contaminadas con materiales o restos animales contaminados.

- Listeria monocytogenes. Microorganismo que podemos encontrar en
cualquier parte, aunque sus condiciones mas favorables de crecimiento son

productos anaerobios y refrigerados. En ellos su velocidad de crecimiento
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puede ser especialmente alta.

- Escherichia coli. Al igual que Salmonella, es un contaminante fecal.
Ademas de éstos, hay una gran cantidad de microorganismos que podran
crecer en el queso fresco si los animales de los que proceden o el procesado al
gue se ha sometido el queso, no ha sido suficiente. De entre todos ellos son
especialmente peligrosas las enterobacterias, puesto que pueden crecer en
diversas condiciones con velocidades muy altas.

Hasta tal punto es asi que los sistemas de moldeado y los de refrigeracion
suelen estar contaminados en la casi totalidad de las instalaciones, sobre todo
si son de tipo artesanal. Incluso, si se emplean procesos de picado o troceado,
entre otros, que requieren una manipulacién o corte del producto final, se
contaminan con facilidad, quedando los microorganismos adheridos a las
superficies. En estos casos es realmente complicada la eliminacién de los
patdgenos, lo que hace que la instalacion y el producto en general se encuentre

contaminado de forma recurrente. (3s, 36)

3.8. Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus es una especie bacteriana integrada por formas
cocaceas, que se dividen en mas de un plano, por lo que se agrupan
regularmente en racimos. Son inmoviles y carecen de esporas. Son gram
positivas y pertenece a la familia micrococcaceae. Su metabolismo es de tipo

fermentativo, son aerobios y anaerobios facultativos, catalasa positiva y oxidasa
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negativo. Son capaces de fermentar la glucosa sin produccion de gases y
producen acetil metil carbinol. Fermentan el manitol con formacién de acidos y
puede hacerlo en anaerobiosis. No hidrolizan el almidon y son capaces de
crecer en presencia de un 40% de bilis. Soportan tasas elevadas de cloruro
sédico, hasta un 15%. La temperatura 6ptima de crecimiento va de 35 a 40 °Cy
el pH éptimo oscila entre 7,0 y 7,5 aunque soportan pHs mucho mas extremos.
Poseen una enzima, la coagulasa, que los diferencia del resto de las especies
del género; esta tiene la facultad de reaccionar con el fibrinbgeno dando lugar a
un coagulo de fibrina. Poseen igualmente una desoxirribonucleasa (Dnasa) que
es una nucleasa exocelular que depolimeriza el ADN. A esta enzima se la
denomina termonucleasa por ser termo resistente en las cepas de
Staphylococcus aureus. (25)

Sobre medios sélidos crece dando colonias que suelen ser de color dorado o
amarillo, aunque es posible que algunas carezcan de pigmento. La mayoria de
los cultivos que producen enterotoxina son coagulasa positivos (coagulan el
plasma sanguineo), son facultativos en cuanto a su exigencia de oxigeno en un
medio glucosado complejo, aunque en aerobiosis crecen mejor que en
anaerobiosis. Algunos son miembros de la flora normal de la piel y mucosas de
los humanos; se encuentran en el ambiente externo y en las fosas nasales del
20 al 40% de los adultos, otros sitios de colonizacién son los pliegues cutaneos,
el peringé, axilas y la vagina. Causan supuracién, formacién de absceso,

varias infecciones pirégenas e incluso septicemia mortal. (4, 11)
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Los factores que pueden predisponer a un individuo a infecciones graves por

Staphylococcus aureus, incluyen las siguientes:

- Defectos quimiotacticos de los leucocitos (p. €j., diabetes mellitus y artritis)

- Lesiones cutaneas (p. ej., quemaduras, incisiones quirdrgicas, eccema)

- Presencia de cuerpos extrafios (p. ej., suturas, catéteres intravenosos,
proétesis)

- Administracion profilactica o terapéutica de agentes antimicrobianos. (11)

3.8.1 Resistencia

Staphylococcus aureus posee resistencia mediante una beta lactamasa
inducible que le confiere resistencia ante la penicilina, esta beta lactamasa esta
codificada en un plasmido presente en mas del 90% de las cepas.

La resistencia al 6xido nitrico es una cualidad peculiar del Staphylococcus
aureus, capacidad que lo distingue de otros patdgenos, incluyendo los
comensales Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus saprophyticus.
Esa resistencia se debe a que el microorganismo produce una enzima llamada
lactato deshidrogenasa, que la faculta para tolerar el estrés causado por el
radical del 6xido nitrico. Esta observacion se ha hecho en especies resistentes
a la meticilina como las que son susceptibles al antibiético, asi como en cepas
hospitalarias como adquiridas en la comunidad. Los estafilococos muestran
susceptibilidad variable ante muchos antimicrobianos. La resistencia puede

clasificarse en diferentes tipos:


http://es.wikipedia.org/wiki/%C3%93xido_n%C3%ADtrico
http://es.wikipedia.org/wiki/Pat%C3%B3geno
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_epidermidis
http://es.wikipedia.org/wiki/Staphylococcus_saprophyticus
http://es.wikipedia.org/wiki/Lactato_deshidrogenasa
http://es.wikipedia.org/wiki/Estr%C3%A9s
http://es.wikipedia.org/wiki/Especie
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Meticilina&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Cepa

1.

44

La produccion de B-lactamasa bajo el control de un plasmido es comidn 'y
confiere al microorganismo resistencia a muchas penicilinas (penicilina G,
ampicilina, ticarcilina y farmacos similares).

La resistencia a la nafcilina (a meticilina y oxacilina), es independiente de la
produccion de B-lactamasa. EI gen mecA de la resistencia a la nafcilina
reside en el cromosoma. EIl mecanismo de resistencia a la nafcilina se
vincula con ausencia o inaccesibilidad de ciertas proteinas de enlace a la
penicilina (PBP) en los microorganismos.

La tolerancia implica que un farmaco inhibe los estafilococos pero no los
mata. Es decir, hay una diferencia muy grande entre la concentracion
minima inhibitoria y la concentracibn minima bactericida de un
antimicrobiano. La tolerancia puede atribuirse a la falta de activacién de las
enzimas autoliticas de la pared celular.

Los plasmidos también pueden ser portadores de genes de resistencia a las
tetraciclinas, eritromicinas, aminoglucocidos y otros farmacos. Todos, salvo

algunas cepas de estafilococos, aun son susceptibles a la vancomicina. )

3.8.2 Intoxicacién alimentaria por Staphylococcus.

Una de las intoxicaciones alimentarias que se presentan con mayor frecuencia

es la originada por la ingestién de la enterotoxina que se forma en los alimentos

cuando en los mismos se multiplican ciertas cepas de Staphylococcus aureus.

La

toxina recibe la denominacibn de enterotoxina porque produce
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gastroenteritis o inflamacion de la mucosa que reviste el tracto gastrointestinal.
No todos los estaflococos coagulas positivos son necesariamente
enterotoxigénicos. Algunos cocos productores de toxina son muy halotolerantes
(toleran concentraciones de NaCl del 10 al 20 por ciento), y también toleran
bastante bien los nitritos y de aqui que, si las demas condiciones del medio son
favorables, sean capaces de crecer en las soluciones de adobado y en la
superficie de las carnes en adobo o adobadas. En general, cuanto mejor es el
alimento como medio para que se multipliguen los cocos, tanto mas amplios
son los intervalos correspondientes a la temperatura, al pH y a, (indice de
agua) dentro de los cuales puede tener lugar su multiplicacion. El intervalo de
temperaturas dentro del cual tienen lugar la multiplicacion y la producciéon de
toxina esta comprendido entre los 4 y los 46°C aproximadamente, segun el
alimento de que se trate. Normalmente, los estafilococos penetran en los
alimentos en escasa cantidad y son superados en numero por las bacterias que
compiten con ellos en los alimentos frescos. No obstante, es posible que en los
alimentos que han sido sometidos a tratamiento térmico esta competicion no
exista, razén por la cual es posible que tenga lugar la multiplicacién sin
restriccion de los estafilococos. (10, 11, 26).

Los estafilococos cada vez adquieren mayor importancia como agentes de
mastitis en las vacas, y algunos de estos cocos son capaces de producir
enterotoxina en la leche o en los productos lacteos. En este tipo de

intoxicacioén, el periodo de incubacion (tiempo transcurrido entre la ingestiéon del
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alimento y la aparicion de los primeros sintomas) suele ser corto, pues suele
tener una duracion de 2 a 4 horas (oscilando desde 1 a 7 horas),
diferenciandose a este respecto de las demas intoxicaciones e infecciones
alimentarias corrientes, las cuales suelen tener un periodo de incubacién de
mayor duracion. Los sintomas mas corrientes en el hombre son: salivacion, a
continuacion nauseas, vomitos, arcadas, retortijones abdominales de intensidad
variable, y diarrea. En los casos de intoxicacién grave, en las heces y en los
vomitos se pueden encontrar sangre y mucosidad. Es posible que se presenten
cefalalgia, calambres musculares, sudoracion, escalofrios, abatimiento, pulso
débil, shock, y respiracion superficial. Por lo general, en lugar de fiebre, se
registra una temperatura corporal inferior a la normal. Su curso es corto,
generalmente de un dia o dos, y normalmente la curacién es total y sin
complicaciones. La mortalidad es extraordinariamente baja, por lo general, no
se administra tratamiento alguno, a no ser que se trate de casos graves, en
cuyo caso se puede administrar solucion salina por via parenteral con el fin de

restablecer el balance salino y combatir la deshidratacién. 1)

3.8 El método Kirby-Bauer (método de difusion en agar).

Es empleado para determinar la sensibilidad de un agente microbiano frente a
un antibiético o quimioterapico. Este método comprende lo que se denomina un
antibiograma o prueba de susceptibilidad bacteriana frente a drogas

especificas.


http://es.wikipedia.org/wiki/Difusi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Agar
http://es.wikipedia.org/wiki/Microorganismo
http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/wiki/Quimioterapia
http://es.wikipedia.org/wiki/Antibiograma
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3.9.1 Fundamentos teéricos de la prueba de difusién en disco de Kirby-
Bauer (30)
La prueba de difusion en disco se basa en la capacidad de muchos agentes
antimicrobianos de difundir en el agar creando un gradiente continuo de
concentracion. Si el disco que contiene el antibiético se deposita sobre una
placa recién inoculada, se producira la inhibicion del crecimiento del
microorganismo analizado en un punto del gradiente y dard como resultado un
area concéntrica al disco de inhibicion del crecimiento. Esta area, al ser
proporcional a la CMI (concentraciéon inhibitoria minima) permitira la distincion

de cepas sensibles, resistentes o intermedias. Esta prueba esta estandarizada y

se acepta universalmente, si se realiza adecuadamente con los controles

necesarios.

3.9.2 Puntos criticos (30)

a) Concentracion del indculo. La concentracién ideal del in6culo corresponde a
una dilucién de turbidez 0,5 en la escala de McFarland. Concentraciones
diferentes pueden dar lugar a interpretaciones erroneas de los resultados.

b) Medio. El medio adecuado para realizar la prueba es el Mueller-Hinton (MH).
Para determinadas bacterias con requerimientos nutricionales especificos se
pueden utilizar el MH-sangre o el MH-chocolate.

c) Concentracion de los discos de antibidtico. Para cada antimicrobiano hay
fijadas unas concentraciones estandar. La variacibn de estas

concentraciones implica variar los criterios de interpretacion.



CAPITULO IV

DISENO METODOLOGICO
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4.0 DISENO METODOLOGICO

4.1 Tipo de estudio

El tipo de estudio fue experimental, transversal y prospectivo.

- Experimental: ya que se realizd el aislamiento, identificacion vy
determinacién de la multirresistencia del Staphylococcus aureus, en
muestras de leche, queso fresco y manipuladores; que se recolectaron en
dos queserias ubicadas en el Municipio de San José Villanueva,
Departamento de La Libertad.

- Transversal: porgue se llevé a cabo durante un periodo aproximado de 14
meses, en donde se estudio el problema de interés.

- Prospectivo: porque los resultados que se obtuvieron en el estudio servirdn
para futuras investigaciones ya que es el primer estudio que se hace sobre

resistencia bacteriana en cepas aisladas en quesos frescos artesanales.

4.2 Investigacion Bibliografica.

Se realiz6 en las Bibliotecas de:

- Facultad de Quimica y Farmacia “Dr. Benjamin Orozco” de la Universidad de
El Salvador.

- Facultad de las Ingenierias de la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Central de la Universidad de El Salvador.

- Biblioteca Central de la Universidad Salvadoreia Alberto Masferrer.



50

- Biblioteca Central de la Universidad Nueva San Salvador
- Biblioteca Central de la Universidad Evangélica de El Salvador.
- Ministerio de Salud Publica y Asistencia Social (MSPAS).

- Internet.

4.3 Investigacion de Campo, Universo y Muestra.

Se seleccionaron muestras de lavado de manos de manipuladores, leche cruda
y queso fresco artesanal, que se recolectaron en dos queserias ubicadas en el
Municipio de San José Villanueva, Departamento de La Libertad. Las cuales se
analizaron en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD).

Universo: Las queserias ubicadas en el Municipio de San José Villanueva,
Departamento de La Libertad.

Muestra: Dirigida puntual de los productos lacteos y de todo el personal que
laboran en ambas queserias ubicadas en el centro del Municipio de San José

Villanueva, Departamento de La Libertad.

Tabla N2 4 Produccion diaria y el personal que labora en las queserias en

estudio
Leche Total por Queseria
Queserias (Botellas) Queso (Unidades) Personal (P)
Qs 370 61 2
QJ 440 70 3
Total 810 131 5




o1

4.3.1 Tipo de muestreo. (i6)

En esta investigacion se realizé una prueba piloto; donde se recolectaron 5
muestras de queso fresco y 5 muestras de leche por queseria, ademas se
tomaron muestras de lavado de manos del total del personal que laboran en
ambas queserias; haciendo un total de cinco manipuladores. Las muestras se
tomaron de la siguiente manera:

Tabla N2 5 Cantidades de muestras a tomar de las queserias en estudio.

Muestras de Leche Muestras de Queso Manipuladores
Queserias Cantidad Vol. Cantidad Peso Unidad a
de aprox. en de aprox. en Cantidad | analizar
muestras (mL) muestras (9)
QS 5 100 mL 5 80 Og 2 2 manos
QJ 5 100 mL 5 80.0 g 3 2 manos
Total 10 1000 ml 10 800.0g 5 10 manos

Cada muestra se trabajo por triplicado y los resultados obtenidos, a partir de
esta prueba piloto, sirvieron para trabajar la formula para el muestreo aleatorio
simple, que se presenta a continuacion:

, donde:

Error de muestreo d = 5%,

Nivel de confianza del 95% z = 1.96 %
Proporcion de producto satisfactorio p = 1.0 %
q=1-p

n = numero de muestras representativas
_ (1.96)%(0.01)(0.99)
(0.05)?

Sustituyendo la formula: 15.0
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Lo que significa que para futuras investigaciones solamente se tomarian un

promedio de 15 muestras representativas para el andlisis.

4.3.2 Analisis estadistico
Para la realizacion del analisis estadistico se utilizé el programa El StatAdvisor,
este programa ejecuté un andlisis de varianza (ANOVA), de varios factores con
respecto a la multirresistencia para determinar que factores tienen un efecto
estadisticamente significativo sobre ésta. También evallo la significancia de las
interacciones entre los factores.
ANOVA Multifactorial - Multirresistencia
Variable dependiente: multirresistencia
Factores: antibiotico

muestra

NUmero de casos completos: 150

4.3.3 Formulacién de la hipo6tesis

Hipo6tesis Nula

Ho = La multirresistencia no depende del origen de la muestra ni del tipo de
antibiético.

Hipotesis Alternativa

Hi = La multirresistencia depende del origen de la muestra y del tipo de

antibioético.
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4.4 Parte Experimental

4.4.1. Seleccion de la Muestra.

Se visitaron dos queserias ubicadas en el Municipio de San José Villanueva,
Departamento de La Libertad, de las cuales se seleccionaron cinco muestras de
leche cruda y cinco muestras de queso fresco en cada una de las queserias, asi
como también se tom6 muestra de lavado de manos del total de manipuladores

(cinco) que laboran en ambas queserias.

4.4.2. Procedimiento para la toma de muestras para el analisis.

Para el analisis microbiolégico se obtuvieron muestras de:

c) Lavado de manos de los manipuladores.

d) Leche cruda.

e) Queso fresco artesanal.

Estas se trasladaron de las queserias al Laboratorio de Microbiologia de
Alimentos de CENSALUD, en condiciones adecuadas de refrigeracion y

debidamente etiquetadas.

4.4.3. Procedimiento para la preparacion de las muestras. Preparacién
de diluciones. @)

4.4.3.1 Muestra de Queso Fresco

Con un algodén impregnado de alcohol se frotd la superficie externa del

contenedor de la muestra con el fin de quitar cualquier suciedad externa que
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pudiera existir y alterar los resultados.

1. Se peso0 asépticamente 10.0 g de queso fresco.

2. Se transfiridé a una bolsa de stomacher y se adicionaron 90.0mL de buffer
fosfato pH 7.2

3. Se homogenizd en un stomacher por dos minutos a 360 r.p.m.

4. Se transfirio la solucion a un frasco de dilucion. Esta se tomé como la
dilucion 10

5. Se mezclo cuidadosamente la dilucion agitando 25 veces en forma de

arco de 30 cm.

4.43.2 Muestrade Leche Cruda.

Con un algoddn impregnado de alcohol se frotdé la boca del recipiente que
contiene la muestra con el fin de quitar cualquier suciedad externa que pudiera
existir y alterar los resultados. La muestra se agitd 25 veces en forma de arco

de 30 cm. para homogenizar su contenido.

1. En un frasco de dilucion, con 90.0 ml de bufer fosfato pH 7.2, se agreg6 en
forma aséptica con pipeta estéril 10.0 ml de muestra.
2. Se mezcl6 cuidadosamente la diluciéon agitando 25 veces en forma de arco
de 30 cm. Esta se tom6 como la dilucién 10,
44.3.3 Toma de muestra de lavado de manos de manipuladores.
1. Se verti6 el agua peptonada buferada del frasco (100 mL) en una bolsa

plastica estéril.
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2. Se introdujeron las manos a muestrear (una a una) hasta la altura de la
muieca.

3. Se solicité al manipulador que realizara un frotado de los dedos y manos
particularmente de las ufias y la palma de las mano durante un minuto.

4. Luego de retirar las manos se anudo la bolsa. Esta se tomé como la

dilucién de 1072

4.4.4. Aislamiento de Staphylococcus aureus para cada una de las

muestras. (3)

De la dilucion 10" se transfirieron asépticamente 1 mL y se distribuyd

equitativamente (0.3, 0.3 y 0.4 mL) a 3 placas con agar Baird Parker.

1. Se distribuy6 el indculo sobre la superficie del agar usando un rastrillo de
vidrio en L. Las placas se dejaron en posicion horizontal hasta que el inéculo
sea absorbi6 por el agar.

2. Se incubaron por un tiempo de 45-48 horas a una temperatura de 35°C.

3. Se seleccionaron las placas que contenian de 10 a 100 colonias con
apariencia tipica de Staphylococcus aureus. Las colonias de
Staphylococcus aureus son circulares, lisas, convexas, hUmedas, de 2 a 3
mm de didmetro en las placas no amontonadas, de color gris a negro
azabache, frecuentemente con el margen de luz blanquecino, rodeado por
una zona opaca Yy frecuentemente con una zona clara exterior, las colonias

tienen consistencia gomosa cuando son tocadas por la punta de un asa.
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4. Se observaron varias colonias tipicas de Staphylococcus aureus en las
placas seleccionadas, las cuales se contaron separadamente, tomando
solamente aquellas que tenian apariencia tipica de Staphylococcus.

5. Se Seleccionaron de cada placa cinco colonias sospechosas de ser
Staphylococcus aureus, se realizé la prueba para la produccién de
coagulasa, y se obtuvieron resultados positivos, se multiplico el numero de
colonias de cada placa por el factor de dilucion de la muestra. Se reportd
este numero como el numero de Staphylococcus aureus por gramo de

muestra probado (UFC/qg).

4.4.5. Pruebas de confirmacién para Staphylococcus aureus.

4.45.1. Prueba de la Coagulasa

1. Se transfirieron colonias sospechosas de Staphylococcus aureus en tubos
pequefios que contenian de 0.2 mL de Caldo Infusién Cerebro Corazon
(BHI) que se emulsioné completamente.

2. Se incubd el cultivo que contenia BHI a una temperatura de 35°C por un
tiempo de 18 a 24 horas. Se agregé 0.5 mL de coagulasa de plasma
humano al cultivo de BHI y se mezclé completamente.

3. Se incubaron a una temperatura de 35°C y se incubd por un periodo de 24
horas hasta la formacion de coagulo. Se formé un firme y completo coagulo
gue se quedo en el lugar cuando el tubo se inclind o se invirti por lo que la

prueba fue considerada positiva para Staphylococcus
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4.45.2. Prueba de la Catalasa

1. Se agregd con gotero una gota de peroxido de hidrogeno al 3 9%,
colocandola sobre el portaobjetos de vidrio, limpio y seco.

2. Se tomo el centro de una colonia sospechosa de Staphylococcus aureus
de 18-24 horas agregandola sobre la gota de peroxido de hidrogeno. Se

observé la formacion inmediata de burbujas siendo resultado positivo.

4.4.6. Prueba de Sensibilidad por el Método de Difusién en Disco

(Kirby-Bauer), para el Staphylococcus aureus aislado. 7

4.4.6.1. Preparacion del estandar (0,5 Mc. Farland).

Para estandarizar la densidad del inéculo se utiliz6 como estandar o patron de
comparacion una suspension de sulfato de bario (0,5 de la escala de Mac
Farland), preparada de la siguiente manera: Se agregd 0,5 ml de una solucion
de BaCl, 1% (P/V) a 9,5 mL de una solucion de H,SO, 1% (V/V) en constante
movimiento para mantener la suspension. Esta corresponde a una

concentracion bacteriana de 1x10°. (Ver anexo Ne 1)

4.4.6.2. Preparacion del in6culo
a. De una placa de cultivo con el microorganismo aislado de las muestras
incubadas por 18 - 24 h, se seleccionaron colonias aisladas y se prepar6

una suspension directa en solucion salina al 0.9 %.
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b. La suspension se ajustdé inmediatamente a la escala 0,5 de Mc. Farland. Se
realizo a la vez, una suspension con la bacteria de referencia

(Staphylococcus aureus ATCC 29737).

4.4.6.3. Inoculacioén de las Placas

1. Dentro de los 15 minutos siguientes al ajuste de la turbidez del in6culo, se
sumergio un hisopo estéril en la suspension, se roté el hisopo varias veces
presionando firmemente sobre la pared interior del tubo por encima del nivel
del liquido para remover el exceso de liquido.

2. Se inoculd la superficie seca de la placa de Mueller Hinton, estriando con el
hisopo en tres direcciones para asegurar una distribucion uniforme del
in6culo. Antes de haber colocado los discos se dejo secar la placa a
temperatura ambiente durante 3 a 5 minutos para que cualquier exceso de

humedad superficial se absorbiera. Esto se realizo por triplicado.

Fig. N2 1 Direcciones en el sembrado del inoculo sobre la superficie del agar
Mueller Hinton
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4.4.6.4. Aplicacién de los discos

Los discos de sensibilidad utilizados fueron: ciprofloxacina, penicilina G,

eritromicina, tetraciclina, trimetroprim/sulfametoxazole y amoxicilina/acido

clavulanico.

1) Se colocaron los discos individuales sobre la superficie del agar con la
ayuda de una pinza estéril presionando suavemente sobre cada disco
asegurandose un contacto completo con la superficie del agar.

2) Los discos no se removieron una vez que tomaron contacto con la superficie

del agar debido a que algunos antibioticos se difunden rapidamente.

Fig. N2 2 Modo empleado para la colocacion de discos de antibiéticos en el
agar

4.4.6.5. Incubacién

Se incubaron las placas a 35°C dentro de los 15 minutos posteriores a la

aplicacion de los discos, por un periodo de 16 — 24 horas. Después del tiempo

de incubacion se examiné cada placa y se midieron los didmetros de los halos
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de inhibicién alrededor de cada disco. (Ver tablas de resistencia y sensibilidad

en anexo N2 2y 3)

4.4.6.6. Lectura de las placas e interpretacion de los resultados.

1. Se midieron los diametros de las zonas de inhibicién completa (incluyendo el
diametro del disco), usando un calibrador. Se mantuvo iluminada la parte
posterior de la placa petri con una luz reflejada localizada a unos cuantos
centimetros sobre un fondo negro. Se tuvo la precaucion de observar la
placa siguiendo una vertical directa para evitar una lectura errénea de las
marcas del calibrador por efecto de paralelismo.

2. El punto final se tom6 como el area que no muestra un crecimiento obvio,
visible, que puede ser detectado mediante observacion visual, no incluyendo
velo de crecimiento o colonias muy pequefias que puedan ser detectadas
solo con mucha dificultad en el borde de la zona.

Los diametros de inhibicion fueron interpretados basandose en las tablas N210

y 11, (veranexo N2 2y 3). La sensibilidad de la cepa bacteriana fue

reportada como sensible (S), intermedio (I), o resistente (R)

Fig. N2 3 Discos de antibioticos con sus respectivos halos de resistencia.



CAPITULO V

RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.
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5.0 RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS.

El muestreo realizado en las dos queserias (QS y QJ) ubicadas en San José
Villanueva departamento de la Libertad para la obtencidbn de 25 muestras
divididas de la siguiente manera: 10 muestras de leche, 10 muestras de queso,
5 muestras de lavado de manos de los manipuladores, y su posterior analisis
microbioldgico, dio como resultados los datos que a continuacion se presentan.

(Ver anexo N¢ 8)

5.1 Guia de observacion para el diagnéstico de las condiciones higiénicas
de las queserias en estudio.

Se realizé una lista de chequeo para la observacion de las condiciones

higiénicas de las queserias en estudio dando los resultados siguientes:

1. Cuenta con el espacio suficiente para el desarrollo de las actividades.

100% 100%

90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

0%
4 SI NO )

Figura N2 4 Espacio suficiente para el desarrollo de las actividades. (n =2
queserias)



63

Como se puede observar en la figura N2 4, el 100% de las queserias cuentan
con el espacio suficiente para la elaboracion de sus productos lacteos.

La queseria QS cuenta con un local solamente para la elaboraciéon de sus
productos lacteos mientras que en la queseria QJ los productos que laboran los
hacen en la casa donde habitan al aire libre. A pesar que ambas queserias
cuentan con el espacio suficiente este no es el adecuado para la fabricacion de

los productos lacteos.

2. Cuenta con servicio de agua potable.

(0 2

50%0
45%+
40%
35%
30%
25%
20%
15%-+
10%-
5%
0% T T
i Sli NO &)

Figura N2 5 Servicio de agua potable. (n = 2 queserias)

50% 50%

En la figura N2 5, se muestra que el 50% de las queserias en estudio cuentan
con servicio de agua potable, o que significa que solamente una de las
gueserias en estudio posee agua potable (queseria QS) mientras que la
gueseria QJ no cuenta con servicio de agua potable, siendo éste un factor

indispensable para las buenas practicas de fabricacion.
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3. Cuantas veces se hace limpieza en el lugar de trabajo.

a B\

Frecuencia (n° de veces/dia)
w

QS QJ
& Y,

Figura N2 6 Frecuencia de limpieza en el lugar de trabajo. (n = 2 queserias)

En la Figura N2 6, se muestra la cantidad de veces que ambas queserias

realizan el aseo en su lugar de trabajo. Como podemos observar en la queseria
QS se realiza la limpieza cinco veces al dia, mientras que en la queseria QJ

hacen la limpieza dos veces al dia.

4. Utilizan desinfectantes para limpiar el area de trabajo.

E Y

100%
920%
80%
70%
60%
50%
40%
30% 0%
20%

10% A

0%

100%

Sli NO
& _/

Figura N2 7 Utilizacion de desinfectantes para limpiar el area de trabajo. (n = 2
gueserias)
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Como se muestra en la figura N2 7, el 100% de las queserias en estudio utilizan
desinfectante para limpiar el area de trabajo. Como desinfectante utilizan lejia
en solucion o pura dependiendo del caso. En ambas queserias para
desinfectar el area de trabajo utilizan lejia pura, para lavar pisos utilizan lejia

diluida.

5. Cada cuanto tiempo utilizan estos desinfectantes:

V<l % )

100% -
80%
70% -
60% 1
50%
40%+
30%

20% 0% 0%
10% A

0% - " R
Diario Semanal Mensual
Frecuencia

. =27
Figura N2 8 Frecuencia en que utilizan los desinfectantes. (n = 2 queserias)

En la figura N2 8, se muestra que el 100% de las queserias utilizan

desinfectante diariamente para el aseo tanto de su lugar de trabajo como para

lavar los utensilios y demas cosas que utilizan para la elaboracién de sus

productos lacteos.
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6. Cuentan con el equipo e indumentaria adecuada como:

N
Malla para el Cabello 100%
Guantes 100%
Mascarillas 100%
Botas de Hule 100%

ENO

@ sl Delantales 100%
Ropa Especial 100%

= Porcentaje 0% 20% 40% 60% 80% 100%120%

Figura N2 9 Cuentan con el equipo de indumentaria adecuada en la queseria
QS. (n = 2 manipuladores)

La figura N2 9 se muestra que el personal que labora en la queseria QS el
100% utiliza botas de hule y delantales; mientas que la otra indumentaria como

malla para el cabello, guantes y ropa especial el 100% del personal no lo

utilizan.
& >

Malla para el Cabello 2 100%
Guantes 100%
Mascarillas 100%
Botas de Hule 100%

BNoO
sl Delantales 1 100%
Ropa Especial 100%

0% 26% 46% 66% 86% 106%120%

A e/

Figura N2 10 Cuentan con el equipo de indumentaria adecuada en la queseria
QJ. (n = 3 manipuladores)
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La figura N2 10 se muestra que el personal que labora en la queseria QJ el
100% utiliza malla para el cabello y delantales; mientas que la otra indumentaria
como botas de hule, guantes y ropa especial el 100% del personal no lo utilizan.
Como se puede observar en las figuras N2 9 y 10 los manipuladores que
trabajan en ambas queserias no cuentan con la indumentaria apropiada para
poder elaborar sus productos lacteos, lo que trae como consecuencia que

dichos productos no tengan la calidad apropiada para el consumo humano.

7. El personal que labora usa maquillaje, aritos u otros accesorios

& L)

J
© 50%

Sl NO

N 4
Figura N2 11 Utilizacion de maquillaje, aritos u otros accesorios por parte del
personal de las queserias. (n = 5 total de manipuladores)




68

La figura N2 11, muestra que el 50% de los manipuladores de las queserias en

estudio utilizan maquillaje, aritos u otro tipo de accesorios. Los manipuladores

que laboran en la queseria QS utilizan aritos.

7. Cuantas veces se lavan las manos el personal que laboran en las queserias.

~

Frecuencia (n° de veces)
N
1

QS

&

QJ

i

Figura N2 12 Frecuencia con que el personal se lava las manos. (n =5 total de

manipuladores)

En la figura N2 12, se muestra que el personal que labora en ambas queserias

se lava las manos dos veces (antes y después), en el proceso de fabricacién de

sus productos lacteos.
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9. Lavan los utensilios necesarios antes y después de la elaboracién del queso.

G P

100%0 1
90%6
80%0
70%
60906 1
50%06 1
40%+
30%b
20%-
10%

0%

100%

0%

SI NO
N 4

Figura N2 13 Limpieza de utensilios antes y después de la elaboracion del
qgueso. (n = 2 queserias)

Como muestra la figura N2 13, el 100% de las queserias en estudio lavan los

utensilios necesarios antes y después de elaborar los productos lacteos. Para

el proceso de lavado utilizan lejia y detergente para lavar los utensilios.

10. Lavan los depositos de la leche antes y después de utilizarlos

@ B)

100%+
90%+
80%+
70%+
60%-
50%+
40%-
30%+
20%+
10%-
0%

100%

0%
Sl ' NO j
- _/

Figura N2 14 Limpieza de depdsitos de leche antes y después de usarlos.
(n = 2 queserias)
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La figura N2 14, presenta que el 100% de las queserias lavan los depdsitos de

leche antes y después de utilizarlos. Ambas queserias lavan los utensilios

como batellas, recipientes, huacales, etc; con agua, jabén y lejia antes y

después de utilizarlos.

11. Los recipientes que utilizan para el transporte de la leche tienen tapadera.

e 1
100%
O/ 4
ggof’ 100%
.|
70%-+1
60%
50%-+1
40% 1
30% 0%
20%-+1
10% = = -
0%
S NO
e 5

Figura N2 15 Tapaderas en los recipientes de leche para su transporte. (n = 2

gueserias)

La figura N2 15, presenta que el 100% de las queserias, los recipientes

utilizados para el transporte de la leche poseen tapadera al momento de ser

llevados a los dos lugares. Para el transporte de la leche, se pudo observar que

los depdsitos contaban con tapadera y en el caso de un proveedor de mayoreo

de leche este utiliza hielo para asemejar la refrigeracion para el transporte de

leche.
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12. Condiciones de almacenamiento de la leche y el queso:

@ =)

Refrigerado NO Refrigerado
o J
Figura N2 16 Condiciones de almacenamiento de leche y queso. (h=2
gueserias)

Como se observa en la figura N2 16, el 100% de las queserias mantienen
almacenado en refrigeracion la leche y sus productos lacteos. Ambas
gueserias contaban con camaras de refrigeracion para mantener sus productos

lacteos.

5.2 Aislamiento.
De las 25 muestras recolectadas, trabajadas por triplicado, se obtuvieron 75
cepas aisladas del genéro Staphylococcus aureus, siendo el 100%

identificados como Staphylococcus aureus. Coagulasa (+).
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Figura N2 17 Porcentaje de aislamiento por tipo de muestra.

En la figura N2 17 se observa el porcentaje de aislamiento del Staphylococcus
aureus por cada una de las muestras.
A continuacién se presentan los resultados de los conteos de Staphylococcus

aureus realizados en cada tipo de muestra.

Tabla N2 6. Resultados promedios obtenidos para la determinacion e
identificacion de Staphylococcus aureus

Determinacién Tipo de Muestra
Leche Queso Manipuladores
Recuento en placa UFC/g 37,333 >65,000 >65,000
Prueba de Catalasa + + +
Prueba de Coagulasa + + +

En la Tabla N2 6 se muestra los conteos promedios obtenidos en la
determinacion del Staphylococcus aureus en agar Baird Parker, asi como los
resultados obtenidos de la prueba auxiliar (catalasa) y la prueba confirmativa

(coagulasa).
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Las muestras que presentaron colonias presuntivas se les realizd la prueba
auxiliar 'y confirmativa, evidenciandose resultados positivos para

Staphylococcus aureus en el 100% de los aislados.

En las muestras de leche cruda se obtuvieron conteos promedio de
Staphylococcus aureus de 37,333 UFC/mL, por lo que las muestra de leche
cruda cumplen con la Norma Salvadorefia NSO 67.01.01.06. Leche cruda (2s),
ya que segun dicha norma el recuento maximo de microorganismos por cm?,

antes de la pasteurizacién debe ser de 1 x 10° maximo.

Para las muestras de queso fresco hubo conteos promedios de
Staphylococcus aureus >65,000 UFC/g. Segun la Norma Salvadorefia NSO
67.01.04.05. Quesos no maduros (299 el recuento maximo permitido para
Staphylococcus aureus es de 1x 10° UFC/g (como recuento maximo
permitido), por lo que las muestras de queso fresco artesanal no cumplen con

dicha Norma.

Esto es debido que segun la norma para la fabricacion del queso fresco debe
hacerse con leche previamente pasteurizada, factor que no se cumple en la
elaboracion de quesos frescos artesanales, ademas de ello existen deficiencias
en las Buenas Practicas de Manufactura como son: falta de higiene en la

elaboracion, manipulacion en el proceso de fabricacion, el ordefio, la falta de
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refrigeracion de la leche durante el transporte, el ordefio de vacas con mastitis,

entre otros factores aportando mayor cantidad de microorganismos al producto

En cuanto a las muestras de lavado de manos de manipuladores se present6
un conteo promedio de Staphylococcus aureus >65,000 UFC/mano. Segun
la guia técnica para el andlisis microbiologico de superficies en contacto para
alimentos y bebidas, de Peru (7), el limite permisible de Staphylococcus
aureus es de <100 UFC/mano, por lo que las muestras no cumplen segun lo

establecido en la Guia Técnica.

Se ha tomado como referencia la guia técnica para el analisis microbioldgico de
superficies en contacto para alimentos y bebidas, de Peru (7), debido a que en el

pais no existe una normativa para regular este tipo de muestras.

5.3. Susceptibilidad de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus a los

antibidticos.

En las tablas 15 a la 22 (ver anexo N2 8), se presentan los resultados obtenidos
en la prueba de Kirby Bahuer que se realiz6 para las cepas aisladas de
Staphylococcus aureus frente a los diferentes antibidticos; asi como los

didmetros de inhibicién para cada uno de ellos.
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Tabla N2 7. Promedios de didmetros de halos de Staphylococcus aureus
aislados y de la cepa control ATCC (29737) por cada antibiético.

Antibiotico

Promedio | Amoxicilin | Ciprofloxaci | Eritromici | Penicilina | Tetracicli | Trimetro

a/ ac. clav | n na G na /sulfa
Muestra (mm) (mm) (mm) (mm) (mm) (mm)
Leche

9.13 30.73 10.69 7.90 24.10 27.13
Queso

11.57 29.07 10.00 10.77 24.34 26.1
Manipula-
dores 25.53 28.80 28.00 17.60 24.06 25.33
Cepa
Control 32 30 30 32 28 32
ATCC
(29737)

En la Tabla N° 7 se muestran los promedios del diametro de los halos
obtenidos para cada uno de los antibiticos probados con cada uno de los
aislados de las muestras y la cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus
aureus.

En las figuras de la 18 a la 24 se explican los resultados de las tablas de la 20 a
la 22 (ver anexo N° 8), donde se presentan los resultados de los antibiogramas
para las cepas aisladas de Staphylococcus aureus, frente a los 6
antimicrobianos: Amoxicilina/acido clavulanico, Eritromicina, Ciprooloxacina,
Penicilina G, Tetraciclina y Trimetroprim/sulfametoxazol; ademas muestran los
porcentajes de cepas aisladas de Staphylococcus aureus resistentes y
sensibles para cada uno de los antibiéticos probados. EI método de Kirby-
Bahuer determina si una muestra es resistente, sensible o de sensibilidad
intermedia; sin embargo las graficas de resultados se resumieron en dos

criterios resistentes y sensibles.
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Figura N2 18 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Amoxicilina /
acido clavulanico. (R= Resistente, S= Sensible)
En la figura N2 18, se muestra que el 100% de las cepas aisladas de

Staphylococcus aureus

tanto de la leche, como las del queso presentan

resistencia ante la Amoxicilina / 4cido clavulanico; sin embargo para las cepas

aisladas de las muestras de lavado de manos de manipuladores el 100% de las

muestras fueron sensibles ante dicho antibiético.

/

-

Diametro de halo (mm)

Leche Queso

Tipo de Muestra

Manipuladores

15/

Figura N2 19 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Ciprofloxacina.

(R= Resistente; S= Sensible)
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En la figura N2 19 se muestra que el 100% de las cepas de Staphylococcus

aureus aisladas son sensibles ante la Ciprofloxacina.

(i O\
LG 100 %
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= 25 _s
% 20 -
=] 100 % 100 % |
=)
o 10 -
D 5 -
o R
S 0 -
e Leche Queso Manipuladores
Tipo de Muestra
— J

Figura N2 20. Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Eritromicina.
(R= Resistente; S= Sensible)

En la figura N2 20, podemos observar que el 100%

de las cepas de

Staphylococcus aureus aisladas tanto de las muestras de leche y queso

presentan resistencia ante la eritromicina, mientras que un 100% de las cepas

de Staphylococcus aureus aisladas de las muestras de lavado de manos de

manipuladores muestran una sensibilidad ante dicho antibiético.
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Figura N2 21 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Penicilina G.
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(R= Resistente; S= Sensible)
En lafigura N2 21, se observa que el 100% de las cepas de Staphylococcus

aureus aisladas de las muestras de leche, queso y manipuladores presentan

resistencia ante la penicilina G.
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) Leche Queso Manipuladores
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g iy
Figura N2 22 Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Tetraciclina.
(R= Resistente; S= Sensible)

En la figura N2 21, se observa que el 100% de las cepas de Staphylococcus

aureus aisladas de las muestras de leche, queso y manipuladores presentan

sensibilidad ante la tetraciclina.
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Figura N2 23.  Susceptibilidad de Staphylococcus aureus a la Trimetroprim/
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Sulfametoxazol. (R= Resistente; S= Sensible)

En la figura N2 23, se observa que el 100% de las cepas de Staphylococcus
aureus aisladas de las muestras de leche, queso y manipuladores son
sensibles ante el trimetroprim / sulfametoxazol.

Las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de las muestras de leche y
qgueso fresco, resultaron resistentes en un 100% a la amoxicilina / &cido
clavulanico, eritromicina y penicilina G; mientras que las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas de las muestras de lavado de mano de
manipuladores solamente presentaron resistencia a la penicilina en un 100% de

las muestras.

80%

B Multirresistente

N B Resistentes .

Figura N2 24. Distribucion porcentual de la multirresistencia de las cepas
aisladas de Staphylococcus aureus.




80

El término de multirresistencia se refiere cuando una cepa es resistente al
menos a dos antimicrobianos, tomando en cuenta |l o anterior, en la figura
Ne 24, el 80% de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus que
corresponden a las muestras de leche y queso fresco, presentaron resistencia
multiple ya que mostraron resistencia para al menos 3 antimicrobianos
(amoxicilina / &c. clavulanico, eritromicina y penicilina G), mientras que el otro
20% de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus que corresponden al
lavado de manos solamente presentaron resistencia a un antimicrobiano
(penicilina G).

Los porcentajes de multirresistencia obtenidos fueron muy altos (80%), esto lo
podemos atribuir, al uso indiscriminado de antibiéticos en los animales ya que
estos se utilizan con diversos objetivos como es en el tratamiento y prevencién
de mastitis en vacas lecheras y para el tratamiento de diversas enfermedades.
El 20% de las cepas aisladas de Staphylococcus aureus que presentaron
resistencia indica que la multirresistencia si  depende del origen de la

muestra.

5.4 Andlisis Estadistico (ANOVA)

Para la realizacidon del analisis estadistico se utilizé el programa EIl StatAdvisor,
el cual ejecutdé un analisis de varianza (ANOVA) con los datos que se
obtuvieron de la parte experimental; como variable dependiente se tomé la

multirresistencia y los factores los antibiéticos y el tipo de muestra.
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Tabla N2 8. Analisis de Varianza para Multirresistencia.

Fuente Sumade Gl Cuadrado Raz6n-F | Valor-P
Cuadrados Medio

EFECTOS PRINCIPALES
A: ANTIBIOTICO 5538.09 5 1107.62 174.87 0.0000
B: MUESTRA 1025.59 2 512.794 80.96 0.0000
INTERACCIONES
AB 1509.22 10 150.922 23.83 0.0000
RESIDUOS 836.085 132 6.33397
TOTAL (CORREGIDO) 11277.8 149

La tabla N2 8. ANOVA, descompone la variabilidad de la multirresistencia en
contribuciones debidas a varios factores. Los valores-P prueban la significancia
estadistica de cada uno de los factores. Puesto que 3 valores-P son menores
gue 0.05, estos factores tienen un efecto estadisticamente significativo sobre
multirresistencia con un 95.0% de nivel de confianza. Lo que demuestra que la
multirresistencia depende del origen o tipo de muestra asi como también del

tipo de antibidtico.

Si en P-valor es mayor de 0.05 los resultados obtenidos estan dentro de un
comportamiento normal ya que al graficar los valores-P se tienen datos que
siguen una linea recta, en cambio los anormales son resultados alejados de la
linea recta los cuales son valores menores de 0.05. Esto se puede explicar
Mejor con el grafico de probabilidad de aceptacion o rechazo de la hipétesis,

gue se presenta a continuacion.
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Fig. N2 25 Gréfico de probabilidad de aceptacibon o rechazo de la

hipotesis.

Hipotesis Nula
Ho = La multirresistencia no depende del origen de la muestra ni del tipo de
antibiotico.
Hipotesis Alternativa
Hi = La multirresistencia depende del origen de la muestra y del tipo de
antibiotico.
Con ayuda de la figura N2 25 y tomando en cuenta las hipotesis, podemos
analizar lo siguiente:
1) Elfactor A (antibiético), dio como resultado 0.0000, siendo un valor menor a
p = 0.05, por lo que esta dentro del rango del rechazo. Este resultado indica
qgue el tipo de antibidtico es un factor que afecta la multirresistencia de las

cepas aisladas, por lo tanto se rechaza la hip6tesis nula.
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El factor B (tipo de muestra), dio como resultado 0.0000, siendo un valor
menor a p = 0.05, por lo que estad dentro del rango del rechazo. Este
resultado indica que el tipo de muestra es un factor que afecta la
multirresistencia de las cepas aisladas, por lo tanto se rechaza la hipotesis
nula.

El valor de la interacciéon de los dos factores (antibiético-tipo de muestra), dio
como resultado 0.0000, siendo un valor menor de p = 0.05, lo que indica que
esta dentro del rechazo, por lo que se puede afirmar que esta interaccion
afecta la multirresistencia de las cepas aisladas, por lo que se acepta la

hipotesis alternativa.



CAPITULIO VI

CONCLUSIONES
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6.0 CONCLUSIONES

1. Los resultados obtenidos de la guia de observacion demostraron que las
gueserias en estudio no cumplen con las medidas higiénicas necesarias
para la elaboracion de productos lacteos; factor que influye en la calidad e
higiene de sus productos y que se hace evidente con los resultados
obtenidos en el analisis microbiologico de las muestras.

2. El Staphylococcus aureus fue aislado e identificado en el 100% de las
muestras de leche cruda analizada. Sin embargo, los conteos de este
microorganismo (37,333 UFC/mL), presentados en cada muestra no
sobrepasan los valores establecidos de 1x10° UFC/mL por la NSO
67.01.01:06 para leche cruda.

3.El 100% de las muestras de queso analizadas, presentaron
Staphylococcus aureus, y sus recuentos fueron mayores de 65,000 UFC/qg,
gue son mayores que los establecidos por la NSO 67.01.04:05 Quesos no
maduros, por lo que no cumplen con la norma y no son aptos para consumo
humano.

4. Se aisl6 e identifico Staphylococcus aureus en un 100% de las muestras
de lavado de manos de los manipuladores analizadas, presentando conteos
mayores de 65,000 UFC/mano; sobrepasando lo establecido en la guia
técnica para el analisis microbiolégico de superficies en contacto para

alimentos y bebidas, de Peru; por lo que las muestras no cumplen segun lo
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establecido en dicha guia técnica, demostrando la falta de higiene asi como
de las buenas préacticas de manufactura de las queserias en estudio.

. La presencia de cepas multirresistentes en un alimento de consumo masivo,
como lo es la leche y los productos lacteos, puede ser un indicador de abuso
de antibidticos en los animales, que puede resultar en cepas resistentes las
cuales pueden transmitirse al hombre por el consumo de dichos alimentos,
representando un problema de salud por el aumento del riesgo de

diseminacién de estas cepas.



CAPITULO VII

RECOMENDACIONES
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7.0 RECOMENDACIONES

A los fabricantes artesanales de productos lacteos que deben hacer uso
de las buenas practicas de manufactura para mejorar las condiciones de
higiene en la fabricacion y almacenamiento de estos alimentos.

Capacitar en buenas practicas de manufactura, en salud e higiene; con
ayuda de las unidades de salud y las alcaldias; a los pequefios
microempresarios que elaboran estos tipos de alimentos.

Al Ministerio de Agricultura y Ganaderia y Ministerio de Salud;
recomendar hacer nuevos estudios con el objeto de identificar residuos
de antibiéticos en leche y productos lacteos.

Que la Universidad de EIl Salvador la realice convenios para realizar
estudios posteriores con respecto a la transferencia de cepas
multirresistentes provenientes de animales hacia los humanos por el
consumo de leche y productos lacteos no pasteurizados.

Monitorear mas frecuentemente por parte del Ministerio de Salud los
programas de vigilancia para verificar si las cepas de Staphylococcus
aureus, asi como otros microorganismos proveniente de la leche y
productos lacteos, pueden ser resistentes a los antibiéticos mas

utilizados en la red publica.
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Acino: Acino o alveolo es la unidad funcional de produccién en la que
una sola capa de células secretoras de leche se encuentran agrupadas
en una esfera con una depresién en el centro.

Aerobio: Organismo que crece en presencia de oxigeno. Puede ser
facultativo u obligado.

Anaerobio: Organismo que solo crece o metaboliza en ausencia de
oxigeno molecular.

Agar: Extracto polisacérido desecado del alga roja Rhodophycea, usado
en microbiologia como solidificante de los medios.

Antibidtico: Sustancia de origen microbiano que, en cantidades muy
pequefias tiene actividad microbiana.

Bacterias: Microorganismo procariético unicelular pertenecientes al reino
monera. Casi todos son desintegradores, aunque algunos son parasitos
0 autotrofos.

Bacterias psicotrofas: Son las bacterias capaces de sobrevivir e incluso
prosperar en un ambiente frio. Se encuentran en los suelo