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RESUMEN

Los residuos de antimicrobianos en la leche, son contaminantes quimicos.
En la salud del consumidor ocasionan e reacciones de hipersensibilidad,
multiresistencia a bacterias patégenas al ser sometidas a bajas
concentraciones sub — terapéuticas. En la industria lactea disminuyen la
calidad de la leche, ya que los cultivos iniciadores empleados en la
produccion de derivados lacteos fermentados, tales como queso y yogurt,
son extremadamente sensibles a bajas concentraciones de antibiéticos en la

leche.

Por lo tanto en este trabajo se determiné la multiresistencia a los antibiéticos
en cepa de Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de vaca obtenida
en una lecheria ubicada en el Municipio de El Porvenir, departamento de
Santa Ana. Se realizé investigacién de campo aplicando una lista de
chequeo y verificando el cumplimiento de las Buenas Practicas Agricolas
(BPA). Obteniendo informacién muy importante a cerca de las condiciones
higiénicas de la lecheria. Como son: el personal, alrededores, operaciones
sanitarias, equipo y utensilios, produccion y control de procesos. El método
de muestreo fue no probabilistico, se tomaron 60 muestras provenientes de
15 vacas enfermas de mastitis y que habian sido tratadas con antibiéticos

habiendo cumplido el tiempo de retiro del antibidtico.

De cada una de las muestras de leche cruda se aislo e identifico la cepa de
Staphylococcus aureus, para evaluar la resistencia microbiana a tres
antibiéticos mas utilizados para el tratamiento de la mastitis. Por medio del
Método de Kirby Bauer o Método de Difusion en Disco. La cepa mostré
resistencia a la Oxitetraciclina y sensibilidad a la Penicilina Gy a la
Tetraciclina. Utilizando una cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus
aureus se ensayo la resistencia microbiana y mostro ser sensible a los tres

antibioticos.



La leche de vaca cruda se pasteuriz6 a nivel de laboratorio y se comparé

con el limite microbioldgico para Staphylococcus aureus establecido en el
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08, para leche fluida
pasteurizada. El 97.5 % de las muestras cumplié con la especificacion

encontrandose dentro del rango del limite méximo permitido.

Haciendo uso del Kit rapido SNAPduo Beta — Tetra ST Test se analizaron
restos de antibiéticos en leche cruda de vaca. La presencia de residuos de
antibidticos fue positiva en el 27% de las muestras analizadas.

Las cantidades maximas permitidas en la ingesta de residuos de estos
antibidticos segun lo establece el Codex Alimentarius para residuos de
Bencilpenicilina (residuo de Penicilina G) 30 ug, Tetraciclina y Oxitetraciclina
100 pg/Kg. Por lo tanto es recomendable evitar el uso indiscriminado de
antibioticos para el tratamiento de mastitis respetando las dosis
recomendadas cumpliendo adecuada y estrictamente los tiempos de retiro
de antibioticos en las vacas lecheras enfermas de mastitis y tratas con

antibioticos, ya sea administrados por via intramamaria o intramuscular.

El procesamiento y analisis de las muestras se realiz6 en el Laboratorio de
Microbiologia en Alimentos del Centro de Investigacion y Desarrollo en Salud
(CENSALUD) de la Universidad de El Salvador, en el mes de mayo de 2015.
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1.0 INTRODUCCION

La leche cruda de vaca es un alimento con un alto valor nutricional que se
procesa para obtener sus derivados.

Cuando se incumplen las Buenas Practica Agricolas (BPA) y se hace uso
irracional de los antibidticos para el tratamiento de la mastitis la leche pierde
su calidad y hay incidencia negativa en la salud de la vaca, del consumidor y
en la industria lactea. El enfoque de esta investigacion consistio en analizar
muestras de leche cruda de vaca obtenida de una lecheria ubicada en el
Municipio de El Porvenir, departamento de Santa Ana, El Salvador. Se
realiz6 investigacion de campo, para realizar la lista de chequeo y verificar el
cumplimiento de las Buenas Practicas Agricolas (BPA) en la lecheria. El
método de muestreo empleado fue no probabilistico y se realiz6 tomando
como universo a todas las vacas de la lecheria siendo un total de 60 vacas,
la muestra se constituyé por la leche cruda de 15 vacas enfermas de
mastitis, tratadas con antibiéticos y que habian cumplido el tiempo de retiro.
Se aisl6 y cuantificé Staphylococcus aureus a partir de leche cruda de vaca,
a esta cepa aislada se le determin6 por medio del Método de Kirby Bauer o
Método de Difusion en disco; la multiresistencia a tres de los antibidticos
mas usados en el tratamiento de la mastitis: Penicilina G, Oxitetraciclina y
Tetraciclina. Simultaneamente se realizé con una cepa ATCC 29737 para
comparar la multiresistencia. Por medio del Kit rapido SNAPduo Beta — Tetra
ST Test se determind restos de antibidticos en muestras de leche cruda. La
leche cruda pas6 por un proceso de pasteurizacién a nivel de laboratorio, a
partir de ella se cuantificO Staphylococcus aureus para comparar si los
resultados cumplen con los limites microbiolégicos para leche fluida
pasteurizada, establecidos en el Reglamento Técnico Centroamericano
(RTCA) 67.04.50:08. Las muestras se procesaron en el Laboratorio de
andlisis de alimentos de CENSALUD.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GENERAL

Determinar la multiresistencia a los antibiéticos en cepa de
Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de vaca obtenida
en una lecheria del Departamento de Santa Ana.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1.

2.2.2.

2.2.3.

2.2.4.

2.2.5.

Investigar a través de una lista de chequeo las condiciones

higiénicas de la lecheria ubicada en la ciudad de Santa Ana.

Aislar y cuantificar Staphylococcus aureus en muestras de leche
pasteurizada para comparar si cumple con el Reglamento
Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08.

Evaluar la resistencia microbiana del Staphylococcus aureus por

medio del método de Kirby Bahuer.

Comparar con una cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus

aureus la multiresistencia a los diferentes antibioticos.

Comprobar la presencia o ausencia de restos de antibiéticos en
las muestras de leche cruda de vaca por medio del Kit rapido
SnapDuo Tetra-Beta ST.
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3.0. MARCO TEORICO

3.1. Definiciones

3.1.1. Leche
"Es el producto integro, no alterado ni adulterado de la secrecién 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;
gue no ha sufrido ningun tratamiento a excepcion del filtrado y/o enfriamiento, y
esta exento de color, olor, sabor y consistencia anormales™
Las leches destinadas al consumo humano existentes actualmente pueden
clasificarse en dos categorias, segun el tratamiento al que hayan sido
sometidas:

- Leche cruda: sin tratamiento térmico;

- Leche tratada térmicamente ,.

3.1.2. Leche cruda

La leche cruda es un producto interesante bajo el punto de vista de la nutricion,
y como no ha sufrido ningun tratamiento de saneamiento que le permita
asegurar una mejor conservacion, su produccién y su comercializacion deben
de ser severamente controladas para evitar los riesgos que pudiesen ocasionar

en la salud.

Para ello debe:

- Provenir de animales exentos de Dbrucelosis y tuberculosis
(enfermedades transmisibles del animal al hombre) dentro del cuadro de
la profilaxis colectiva obligatoria.

- De explotaciones bien establecidas.

- Manipularse (ordefio, envasado, almacenamiento) en condiciones

higiénicas satisfactorias.
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- Cumplir unos criterios microbiolégicos determinados (testigos de la

contaminacion) hasta la fecha limite de consumo

El Staphylococcus aureus es altamente vulnerable a la destruccion por el
tratamiento térmico y casi todos los agentes desinfectantes. Asi que la
presencia de esta bacteria o sus enterotoxinas en los alimentos procesados
0 en equipos de procesamiento de alimentos es en general una indicacion

de la falta de saneamiento. .,

3.1.3. Leche tratada térmicamente
Segun el grado de tratamiento térmico, que permite aumentar el tiempo de

conservacion. g,

3.2. Pasteurizacion

El proceso de pasteurizacién es idéneo para disminuir microorganismos
saprofitos y la totalidad de los agentes microbianos patdégenos, pero sin
alterar en lo minimo posible la estructura fisica y quimica de la leche y las
sustancias con actividad biolégica tales como enzimas y vitaminas. La
temperatura y tiempo aplicados en la pasteurizacion aseguran la destruccion

de los agentes patdgenos.

3.2.1. Tipos de pasteurizacion
- Ultrapasteurizacion o Ultra High Temperature (UHT)
Consiste en someter el alimento a una temperatura cercana a los
138°C, durante un periodo de al menos dos segundos. Este breve
periodo de exposicion produce una minima degradacion del alimento
y de sus propiedades organolépticas. Si bien es un proceso que
produce alimentos de calidad y con vida prolongada en anaquel,

requiere un equipo complejo y una planta para empaque aséptico
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(materiales de empaque, tanques, las bombas, etc.), ademas,
operarios mas experimentados y esterilidad en el empaque aséptico.

Ultrapasteurizacion instantanea o High Temperature Short Time
(HTST)

Este método consiste en someter el alimento a una temperatura
cercana a los 79°C, durante un periodo de al menos 15 segundos. Se
emplea en la pasteurizacion de liquidos a granel como leche, zumos
de fruta, cerveza, etc. Presenta, entre otras ventajas, tiempos cortos
de produccién, equipo menos complejo que el UHT y permite el

procesamiento de lotes pequefios.

Pasteurizacion lenta o VAT

Fue el primer método de pasteurizacion, aunque la industria
alimenticia lo ha ido renovando por otros sistemas mas eficaces que
reducen los costos de produccion. El proceso consiste en calentar
grandes volumenes de liquido en un recipiente estanco a 63 °C,
durante 30 minutos, para luego dejar enfriar lentamente. Pueden
necesitarse hasta 24 horas para continuar con el proceso de
envasado del producto.

3.3. 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 refraccion, punto de congelacion y hay

otras que solo dependen de los iones: pH y conductividad.
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Cuadro N°1 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 caldrico (por litro), calorias 700.0

Ph 6.6 — 6.8
Conductividad eléctrica, mhos 45x10
Tension 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 congelacion -0.55
Calor especifico 0.93

3.4. Composicion Quimica de la leche

Su composicién quimica es muy compleja y completa, lo que refleja su gran
importancia en la alimentaciéon. La propiedad fundamental de la leche es la de
ser una mezcla tanto fisica como quimica. 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.

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

Cuadro N°2 Composicion quimica media de la leche de vaca.

Constituyentes Porcentajes
Agua 87.0%
Grasas 3.8%
Proteinas 3.5%
Lactosa 49%
Minerales 0.8%
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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 glébulos grasos formando una

emulsién. 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
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 albumina y la globulina, estas son
proteinas de alta calidad y son utilizadas en el desarrollo de los musculos 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 mas 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 sédico y disminuye las demas sales.

3.5. Calidad de laleche como materia prima

La materia prima es fundamental en la elaboracién de cualquier producto de
alimentacion. Los problemas relacionados a la industria lactea estan
directamente ligados a la pérdida de la calidad de la leche, afectando

mayormente a los productos fermentados, fabricacion y maduracién del queso;
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los residuos de antibidtico por tanto, provocan demora en la acidificacion y
coagulacion, siendo ésta Ultima deficiente; ademas hay disminucion de la
retencidon de agua, se puede dar el desarrollo de microorganismos indeseables
y alteracion de las caracteristicas normales del producto, tales como cuerpo
débil, textura blanda, sabor amargo y consistencia arenosa, ademas, reduce la
produccion normal de acidez y aroma durante la fabricacion de la mantequilla y
el yogurt. Otra de consecuencia de la presencia de antibidticos en la leche
cruda es la inhibicién de bacterias que participan en los procesos de obtencion
de derivados de leche, queso, crema, yogurt y otros, produciendo pérdidas para

la industria.

Los estreptococos mesofilos lacticos, son parcialmente inhibidos a
concentraciones de 0.1 ng/ml y totalmente inhibidos a concentraciones de 0.2 0
0.3 ng/ml. Los Streptococcus thermophilus y los Lactobacillus, son 10 veces

mas susceptibles a la penicilina, que los Streptococcus mesdfilos.

3.6. Buenas Précticas de Ordefio

La aplicacion de las Buenas Practicas de Ordefio (BPO) en la finca productora
de leche, involucra la planificacion y realizacion de una serie de actividades,
gue contribuyen con el cumplimiento de los requisitos minimos para producir
leche apta para el consumo humano y su adecuado procesamiento en la
elaboracion de productos lacteos para obtencién de productos seguros para el

consumo humano. ,

3.6.1. Requerimientos de Condiciones Higiénicas
Edificios e instalaciones

Los corrales casi siempre se ensucian por la presencia de estiércol,
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desperdicios de alimentos, polvo, lodo, orina, agua, etc. Por ello se recomienda:

Evitar acumulacion de estiércol y se debe mantener el corral lo mas
limpio posible.

Utilizar desagies amplios conectados a piletas y mantenerlos
destapados.

Las vacas, antes del ordefio, deben estar en un corral de espera, que
debe estar limpio y seco, sin desperdicios que les molesten o provoquen

la subida de la leche.

Equipos y utensilios

Todos los equipos que se usan en el ordefio, como los coladores, pichingas y

baldes, son posibles fuentes de contaminacién, ya que sirven para la extraccion

y el traslado de la leche. Por eso, se debe tener bastante cuidado en la limpieza

de todos los equipos para eliminar todos los microorganismos que pueden

afectar la calidad de la leche. Para ello se recomienda lo siguiente:

Lavar las pichingas con jabon, agua clorada y agua.
Las pichingas y baldes deben ser de una sola pieza y preferiblemente, de
acero inoxidable, para asegurar un buen lavado, que no queden residuos

y que no trasmiten malos olores a la leche.

Personal y manipulador

Higiene personal

Las personas que participan en el ordefio son el ordefiador y el enrejador, y

cada uno debe de tener claro su trabajo.

El enrejador:

Debe hacer pasar el ternero al corral, dejar que se pegue a la vaca y enrejarla.
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El ordefiador:
Para llevar a cabo el ordefio manual el ordefiador debe cumplir los siguientes
requisitos:
- Lavarse bien las manos con agua y jabon.
- Realizar el lavado y el secado de la ubre.
- Enjuagarse las manos con agua clorada antes de iniciar el ordefio y
después de ordefiar cada vaca.

- Estar libre de: tos, gripe, heridas en las manos u otra enfermedad.

Almacenamiento y distribucion

La leche es una materia prima que se contamina facilmente y de forma
acelerada, la mayor parte de la leche que se obtiene en las fincas no es
trasladada inmediatamente después del ordefio a la planta de procesamiento,
porque es recolectada por rutas de leche y es expuesta a distintas condiciones
que la podrian deteriorar. El equipo de almacenamiento debe tener capacidad
para mantener la leche a la temperatura requerida hasta el momento de la
recoleccion.

Los sistemas de refrigeracion deben tener procedimientos de calibracion,
mantenimiento preventivo y acciones correctivas, manteniéndose los registros
apropiados.

Los tanques deben estar equipados con un termdémetro para controlar la
temperatura de la leche y mantener los registros apropiados de la temperatura
de almacenamiento. Asegurarse de que todo el equipo funciona

adecuadamente.

El transportista
Durante el transporte de la leche se deben tomar medidas higiénicas para evitar
su contaminacién y mientras esta actividad se realice, los vehiculos seran

exclusivos para el transporte de la misma.
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3.7. Microorganismos Presentes en la Leche
3.7.1. Fuentes de contaminacion de la leche

Ubre

Cuando la leche sale de la ubre de la vaca sana contiene relativamente pocas
bacterias y, generalmente, estas bacterias no se multiplican en la leche que se
manipula bajo condiciones normales. No obstante, en la leche ordefiada
asépticamente, se ha aislado micrococos y estreptococos. Sin embargo,
durante la operacion normal del ordefio la leche esta expuesta a la
contaminacion por microorganismos del propio animal, sobre todo por los
existentes en la parte externa de la ubre y zonas proximas a la misma. Esta
contaminacion se reduce lavando la ubre con una solucién germicida antes de

proceder al ordefio. .,

Personal

Las vias nasales de las personas estan cargadas de estafilococos que
producen intoxicaciones alimentarias, estos causan una corriente de infecciones
de los senos nasales. En el ser humano se localiza en las fosas nasales que
son su reservorio principal (se encuentra entre un 20 a un 50% de sujetos

sanos) de alli su dependencia a cara, manos y piel.

Ambiente
Bacterias encontradas en el estiércol, en el suelo y el agua, pueden llegar a la
leche a partir de esta fuente de contaminacion. ,

Equipo
Probablemente las fuentes mas importantes de contaminacién son los utensilios
de ordefio y las superficies que entran en contacto con la leche. Si no se

limpian, desinfectan, y secan convenientemente, es posible que las bacterias se
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multipliquen abundantemente en los restos de leche y después contaminen la
deméas leche. Entre las bacterias indeseables que tienen las procedencias antes
mencionadas se incluyen los estreptococos lacticos, las bacterias coliformes,
los bacilos psicrétrofos gramnegativos, y las bacterias termoduicas, es decir
aquellas que resisten la pasteurizacion, como son por ejemplo: los micrococos,

los enterococos, los bacilos, y las brevibacterias. .,

3.8. Staphylococcus aureus

Es un coco grampositivo, pertenece a la familia micrococcaceae, aerobio o
anaerobio, inmovil, no esporulante, con actividad catalasa y coagulasa
positivos, estos generalmente producen enterotoxina, no obstante, no todos los
estafilococos coagulasa - positivos son necesariamente enterotoxigénicos.
Generalmente se dispone en racimos irregulares semejantes a los de uvas, en
parejas o en forma de cadenas cortas.

Sobre medios sélidos crece dando colonias que suelen ser de color dorado o
amarillo, aunque es posible que algunas carezcan de pigmento, con apariencia
cremosa y brillante.

Los medios diferenciales que se utilizan son: Medio Manitol - Salino o Chapman
y el medio Baird Parker. El medio Baird Parker se usa para la realizar el contero

de colonias. 4

3.9. Identificacion del microorganismo

3.9.1. Método de conteo directo en placa

Este método es adecuado para el analisis de alimentos en los que mas de 100
Staphylococcus aureus células / g se puede esperar. EI método consiste en una
inoculacién directa sobre la superficie de la placa con Agar Baird Parker, el cual

se homogeniza con ayuda de una varilla de vidrio. .,
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3.9.2. Prueba de Coagulasa

El plasma de conejo (0o humano) citrado diluido 1:5 se mezcla con un volumen
igual de caldo de cultivo o del cultivo proveniente de colonias crecidas en agar y
se incuba a una temperatura de 37°C grados. Se incluye como control un tubo
de ensayo con plasma mezclado con caldo estéril. Si se forma coagulos en un

lapso de 1 a 4 horas, la prueba es positiva. .,

3.10. Resistencia bacteriana

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

Los estafilococos muestran susceptibilidad variable ante muchos
antimicrobianos. La resistencia puede clasificarse en varios tipos:

La produccion de B-lactamasa bajo el control de un plasmido es comun 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. El 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 activacion 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
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algunas cepas de estafilococos, aun son susceptibles a la vancomicina.

3.10.1. Prueba de Susceptibilidad Método de Kirby Bauer

El antibiograma disco - placa basado en el trabajo de Bauer, Kirby y
colaboradores es uno de los métodos que el National Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS) recomienda para la determinacion de la

sensibilidad bacteriana a los antimicrobianos. .,

3.10.2. Fundamento tedrico de la prueba de Kirby Bauer

El antibiograma disco - placa consiste en depositar, en la superficie de Agar de
una placa de petri previamente inoculada con el microorganismo, discos de
papel secante impregnados con los diferentes antibioticos. Tan pronto el disco
impregnado de antibiético se pone en contacto con la superficie humeda del
agar, el filtro absorbe agua y el antibiético difunde al agar. El antibiético difunde
radialmente a través del espesor del agar a partir del disco formandose un
gradiente de concentracion.

Transcurridas 18 - 24 horas de incubacion los discos aparecen rodeados por
una zona de inhibicion. Se mide el diametro de la zona de inhibicién obtenida

por cada una de las cepas.

Existen, por tanto, unos didmetros de inhibicion dados en mm y expresados en
tablas, estandarizados para cada antimicrobiano. Haciendo uso de estas tablas
de la NCCLS se puede realizar la lectura de los halos de inhibicion.
Interpretandose los resultados de la siguiente manera, como: Sensible (S),

Intermedia (I) o Resistente (R) segun las categorias establecidas. .,
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3.10.3. Interpretacion de Resultados g,

Resistente
Significa que el organismo no seria inhibido por el antibiético en las dosis
habituales o que el organismo tiene mecanismo de resistencia contra ese

determinado antibidtico.

Susceptible
Indica que la infeccibn causada por ese organismo puede ser
apropiadamente tratada con las dosis habituales del antibiotico

estudiado.

Sensibilidad Intermedia
Esta categoria incluye organismos que son inhibidos por concentraciones
del antibiotico que estdn muy cercanas a las alcanzadas en el plasma,

por lo que pueden responder pobremente a la terapia.

3.11. Toxina Estafilococcica g,

Las toxinas estafilococicas son proteinas de cadena simple no
ramificadas compuestas por cantidades relativamente grandes de lisina,
tirosina, acido aspartamico y acido glutamico. Con pesos moleculares
comprendidos entre 26,000 y 30,000. Las cadenas sencillas de
polipéptidos estan unidas entre si por puentes disulfuro para formar el
caracteristico bucle de cistina.

Los tipos de enterotoxina A y D son los que con mayor frecuencia se
relacionan con brotes de intoxicaciones alimentarias.

Las concentraciones elevadas de enterotoxina sélo se producen después
de una abundante multiplicacién de estafilococo; para que se produzca

enterotoxina se debe obtener una poblacién de por lo menos varios
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millones de microorganismos por mililitro o por gramo. Por consiguiente,
las condiciones que favorecen la produccion de toxina son las mejores

para que tenga lugar la multiplicacién del estafilococo.

La toxina se produce con una rapidez notable a temperaturas
comprendidas entre 15,6 y 46,1 °C y la produccién es Optima a 40 °C. En
condiciones Optimas, la enterotoxina se puede poner de manifiesto entre
las 4 y las 6 horas. A un pH de entre 6.5 - 7.3. Cuando mas baja sea la
temperatura durante la multiplicacion, tanto mas tiempo tardara en
producirse la suficiente cantidad de enterotoxina que origine la
intoxicacion.

Existe mayor probabilidad de que los estafilococos produzcan
enterotoxina cuando no existen microorganismos competitivos, cuando

estos son pocos, o cuando por alguna razén estan inhibidos.

Se ha comprobado que los estafilococos que crecen en el tracto
gastrointestinal de los enfermos producen la toxina cuando el tratamiento
con antibiéticos ha destruido o inactivado otras bacterias competitivas alli

existentes.

3.12. Importancia clinica del Staphylococcus aureus

El Staphylococcus aureus tiene gran importancia clinica. Casi todas las
personas presentan algun tipo de infeccion por Staphylococcus aureus
durante su vida, la cual fluctia en gravedad desde una intoxicacion
alimentaria o infecciones cutaneas leves hasta infecciones graves que
ponen en riesgo la vida. .,

Algunas cepas de Staphylococcus aureus producen enterotoxinas

mientras proliferan en carnes, productos lacteos y otros alimentos. En los
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casos tipicos, el alimento se ha preparado recientemente pero no se ha
refrigerado en la forma adecuada.

Existen cuando menos seis tipos de enterotoxina estafilococica. Una vez
gue se ingiere la toxina preformada, se absorbe en el intestino, donde
estimula a los receptores nerviosos. Este estimulo es transmitido al
centro del vémito en el sistema nervioso central. El resultado es la
aparicion de vomito en unas cuantas horas, el cual a menudo es en
forma de proyectil. La diarrea es menos frecuente. La intoxicacion
alimentaria mas frecuente es la estafilococica. Las enterotoxinas de

Staphylococcus aureus son superantigenos.

3.13. Mastitis en el ganado vacuno

La mastitis bovina es una enfermedad infecto - contagiosa de la glandula
mamaria, en la cual la inflamacién se produce como respuesta a la
invasion, a través del canal del pezon, de diferentes tipos de bacterias,
micoplasmas, hongos, levaduras y hasta algunos virus. Sin embargo, las
bacterias de los géneros  Staphylococcus, Streptococcus,
Corynebacterium y algunos gérmenes Gram (-), son responsables de

mas del 90 % de los casos clinicos y subclinicos. ,

3.14. Microorganismos relacionados con la mastitis

El Staphylococcus aureus esta fundamentalmente asociado a ubres
infectadas, lesiones de los pezones y colonizacién del canal del pezén,
trasmitiéndose de vaca a vaca y de cuarto a cuarto al momento del
ordefio 0 poco después.

Las infecciones naturales por Staphylococcus aureus generalmente

persisten por periodos largos de tiempo antes de llegar a producir casos
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clinicos. La infeccion por Staphylococcus aureus es tipicamente cronica.
En las infecciones por Staphylococcus aureus, al comienzo se veran
dafadas s6lo pequefias areas del cuarto afectado, con pérdida funcional
de los alvéolos involucrados. Las células de los alveolos y pequefios
conductos mamarios degeneran, mueren y son descamados. Este
material, mas los leucocitos, fibrina, etc., producen coagulos que
bloquean a los conductos mayores, impidiendo la remocion de la leche
gue proviene de areas aun funcionantes.

El no poder sacar esta leche trae consecuencias negativas. La leche
residual “atrapada” se transforma en un medio de cultivo ideal para que
progrese la infeccion. Los conductos cerrados pueden, de tanto en tanto,
reabrirse, liberando bacterias a otras partes del cuarto infectado. Este
proceso se repite una y otra vez en cuestion de dias o semanas,

perpetuando un ciclo continuo de infecciones en areas vecinas.

3.15. Antibidticos en leche

3.15.1. Antibidtico

Un antibidtico puede definirse como una sustancia derivada de un
organismo vivo, generalmente un microorganismo, o una modificacién
guimica de la misma, que inhibe la reproduccion, del crecimiento o
incluso, destruye otros microorganismos Yy células anormales de

animales superiores. .,

3.15.2. Residuos de antibiéticos en leche
Los antibidticos y otras sustancias antimicrobianas se utilizan
ampliamente en los tratamientos de la mastitis. Se administran por via

intramamaria, llegando al cuarteron afectado a través del canal del
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pezén. Se aplica un amplio rango de medicamentos en el tratamiento de
la mastitis, entre ellos la Penicilina G, Ampicilina, Tetraciclinas y
Sulfamidas, como la Sulfametazina.

Los residuos persisten en la leche hasta cuatro dias después de la
administracion de un tratamiento de mastitis.

Los antibidticos también son muy utilizados en el tratamiento profilactico
de las vacas no lactantes y, en este caso, pueden ser excretados

elevados niveles de residuos durante largos periodos después del parto.

Se debe fomentar con los ganaderos, y en algunos casos a los
veterinarios, en el uso responsable de los antibibticos y otras sustancias
antimicrobianas. Se ha ido estudiando con mayor interés, puesto que ha
sido necesario establecer un criterio muy estricto en cuanto al limite
maximo de residuos. El uso de antibidticos en las explotaciones
ganaderas es una realidad y una necesidad, sin embargo, al aplicar tales
farmacos se debe contar con una dosis, via de administracién, periodo
de retiro adecuado y apropiada identificacibn de vacas en tratamiento
para evitar contaminacion accidental de la leche procedente de vacas
sanas, ademas se debe identificar el motivo principal para usarlos y
tomar las medidas adecuadas para disminuir el uso de éstos.

El uso excesivo e inapropiado de los antibidticos, ha logrado el aumento

de microorganismos resistentes.

3.16. Incidencia de los residuos de antibiéticos en la salud publica
Los residuos de antibidticos en leche son perjudiciales. Al ingerir
alimentos contaminados con estos representan un peligro para la salud,
porgue son capaces de producir una toxicidad de tipo crénica, causar

reacciones alérgicas de distintas magnitudes, efectos carcinogénicos,
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pueden estimularse bacterias antibidtico resistentes y en consecuencia el
desarrollo de microorganismos patégenos, ademas puede causar la
reduccion de la sintesis de vitaminas; por otro lado, pueden presentarse
irritaciones digestivas, entre otras.

La resistencia bacteriana podria llegar a considerarse también como un
problema ecolégico, ya que sepas que son resistentes a algunos
antibioticos no afectan solamente a las personas que estan siendo

tratadas, sino a otros individuos que comparten el ambiente con éstas.

En el caso de ingerir leche con residuos de antibiéticos B-lactdmicos
pueden provocar reacciones adversas como erupciones
maculopapulares, urticaria, fiebre, broncoespasmo, vasculitis, dermatitis
exfoliativa y anafilaxia en distintos grados, pudiendo causar graves
reacciones en personas hipersensibles tan solo con ingerir 40 Ul de
algun tipo de penicilina.

Al consumir leche contaminada con residuos de tetraciclinas pueden
provocarse reacciones adversas como dolor epigéastrico y abdominal,
nauseas, vomitos, diarreas, en personas hipersensibles al antibiotico se
puede presentar fotosensibilidad por exposiciébn cutanea al sol, en
lactantes prematuros o nifios en estado de desarrollo 6seo y dentario
acelerado, puede causar alteraciones y disminucion del crecimiento
0seo, por sus propiedades quelantes de calcio y otros cationes,
formando compuestos estables que interfieren en la osificacion y
denticion normal, sin embargo, esta situacion no parece ser un fenémeno
frecuente y puede ser reversible si la exposicion fue durante poco

tiempo.
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3.17. Descripcion de la lecheria

La ganaderia tiene como actividad primaria dedicarse a la domesticacion
y cria de animales para que sus productos y ellos puedan ser
consumidos por las personas. La lecheria esta ubicada en la calle que
conduce de Santa Ana al municipio de EI Porvenir, geograficamente esta
en las siguientes coordenadas: 14.002934 - 89.645380.

La lecheria se puede clasificar como extensiva ya que esta se
caracteriza por la crianza de ganado en ecosistemas naturales y que han
recibido ciertas modificaciones hechas por el hombre para adecuar las
condiciones de limpieza e idéneas para que se desarrollen de mejor
manera los animales.

Estas condiciones adecuadas y modificadas por el hombre son lo que
permiten utilizar el territorio por largos periodos de tiempo ya que
dependen de los ciclos naturales. En esta forma de ganaderia las vacas
se alimentan de concentrado y pastizales, ademas consumen abundante
agua potable.

El tipo de ordefio que se practica es: ordefio automatizado, siguiendo las
Buenas Practicas Agricolas (BPA). El ganado que presenta mastitis es
tratado con antibioticos el que se usa actualmente es la Oxitetraciclina,
por via intramamaria. La persona encargada del ganado es quien se
administra la dosis del medicamento. Y por experiencia empirica han
llegado a la conclusidén de utilizar ese antibidtico en el tratamiento de
mastitis que la detectan en las vacas por simple inspeccion de las
caracteristicas de la leche, la ubre y principalmente el cuarterén
afectado.

La leche que producen es utilizada para la venta y distribucion en la
industria, a la empresa LACTOSA, para la elaboracion de derivados de la
leche.
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4.0. DISENO METODOLOGICO
4.1 Tipo de estudio

Transversal
Se hizo la investigacién durante los meses de abril y mayo de 2015 para

determinar la calidad de la leche de vaca cruda y pasteurizada.

Experimental

Se aislé la de cepa de Staphylococcus aureus, en muestras de leche cruda,
para determinar la multiresistencia a tres antibioticos utilizados en el tratamiento
de mastitis en vacas. Usando la cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus
aureus se comparo la multiresistencia ante los tres antibidticos.

Las muestras de leche cruda de vaca se pasteurizaron a nivel de laboratorio y
de realizd el conteo y aislamiento de Staphylococcus aureus para comparar Si
cumple con los criterios establecidos por el Reglamento Técnico
Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08. Se determiné la presencia o ausencia de
restos de antibidticos en muestras de leche cruda de vaca. Las muestras
recolectadas en una lecheria ubicada en el Municipio de EI Porvenir,
Departamento de Santa Ana, fueron en el Laboratorio de Alimentos del Centro
de Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) de la Universidad de El

Salvador.

4.2 Investigacion bibliografica
Se realiz6 en libros, revistas y tesis, en las bibliotecas de:

— Facultad de Quimica y Farmacia, "Dr. Benjamin Orozco”, Universidad de
El Salvador.

— Central de la Universidad de El Salvador.
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— Facultad de Ciencias Agrondmicas, Universidad de El Salvador.

— Internet

4.3 Investigacion de campo

Universo
Todas las vacas lecheras que se ordefian en la lecheria, siendo un total de 60

vacas.

Muestra

El nimero de vacas muestreadas se eligié por medio de un método estadistico
no probabilistico, bajo criterios especificos. Se tomaron muestras unicamente
de 15 vacas las cuales habian estado bajo tratamiento con antibidticos. Las
muestras se constituyeron por la leche de cada cuarterén de la ubre de la vaca.
Haciendo un total de 60 muestras. La recoleccion de muestras se realizd

durante el ordefo.

Estudio preliminar

Haciendo uso de una lista de chequeo con el fin de verificar las condiciones
higiénicas de las instalaciones y del proceso de ordefio en la lecheria. (Ver
Anexo N°1.

Se llevaron a cabo dos visitas a las instalaciones de la lecheria seleccionada,

ubicada en el Municipio de El Porvenir, Departamento de Santa Ana.
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4.4 Parte experimental

4.4.1 Seleccion y recoleccion de muestras

Para la toma de muestras se seleccionaron todas las vacas que estuvieron
enfermas de mastitis y recibieron tratamiento con antibidticos debido. Se tomé
una muestra por cada teta. Estas muestras se recolectaron en condiciones de
asepsia para que la prueba fuese mas sensible y se recogieron por separado en
recipientes de plastico previamente esterilizados.

El muestreo se realizd con la finalidad de detectar la presencia de
Staphylococcus aureus responsable de mastitis.

La identificacion de cada muestra se hizo por medio de una vifieta con la

informacion necesaria. (Ver Anexo N°2)

El procedimiento para la toma de muestra se realizé de la manera siguiente:

— Se lavé la ubre de la vaca con agua jabonosa y se enjuagd con agua
potable.

— Posteriormente se seco el cuarterén con un algodon hidréfilo estéril.

— La muestra se extrajo por medio de ordefio manual tras un minucioso
lavado de las manos por parte de la persona encargada de realizar el
ordeno.

— La leche de cada muestra se recolecté directamente en un frasco de
plastico, previamente esterilizado e identificado con una etiqueta

correspondiente a la muestra.

Se recogieron de 50 a 100 ml de leche cruda de vaca. Para realizar el examen
bacteriologico se tomaron 25 ml de leche cruda y para determinar la presencia o

ausencia de residuos de antibidticos una alicuota de 450 — 50 pL.
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4.4.2 Identificacion de las muestras

Las muestras se identificaron por medio de una vifieta. Cada vifieta con un
nuamero correlativo partiendo del 1 anteponiendo el cédigo LCV. (Ver Anexo
N°2)

4.5 Aislamiento de cepa de Staphylococcus aureus en muestras de leche
cruda de vaca (Ver Anexo N°3)

4.5.1. Preparacién de la muestra (Ver Figura N° 23)
— Pipetear 25 ml de leche cruda de vaca
— Transferir a un frasco de dilucion conteniendo 225 ml de solucién de
Agua Peptonada Buferada (pH 7.2)
— Agitar por 5 minutos (Dilucion 10-1)

4.5.2. Determinacion de Staphylococcus aureus (Ver Figura N°23)

— Agitar la muestra fuertemente (Dilucion 10-1).

— Pipetear en 3 placas de petri 0.3 ml, 0.3 ml y 0.4 ml de la muestra y
colocarlo respectiva ente en cada placa conteniendo Agar Baird Parker.

— Esparcir con un asa en “L”.

— Incubar las placas a 35-37°C por 24-48 horas.

— Observar el desarrollo de colonias sospechosas de Staphylococcus
aureus de aspecto negro brillante o gris oscuro, con formacion de halo

alrededor de la colonia.
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4.5.3. Confirmacién de colonias sospechosas Staphylococcus aureus (Ver
Figura N°25)

Seleccionar 5 colonias negras, redondas, brillantes y con halo del Agar
Baird Parker.

Tomar con un asa

Sembrar en un tubo con Caldo Infusién Cerebro Corazon.

Incubar a 35 + 2 °C por 24 horas

Tomar 0.5 ml del Caldo Infusién Cerebro Corazén inoculado con el
microorganismo.

Sembrar en 0.5 ml de un tubo con plasma

Incubar a 35 + 2 °C por 24 horas

Observar la formacién de un coagulo, que no se deshace al invertir el

tubo. Esto indica prueba positiva (+).

4.6 Determinacion de la multiresistencia del Staphylococcus aureus a tres

antibidticos diferentes (Ver Anexo N°4)

4.6.1. Preparacién del medio de cultivo en placas de Petri

El Agar Mueller Hinton se preparé a partir del reactivo comercial
deshidratado y de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Inmediatamente después de autoclavar se enfrié en un bafo de agua
entre 45 - 50°C

Asépticamente se vertid suficiente cantidad de medio de cultivo en cada.
placa de petri, para obtener una capa de 4 mm de espesor.

Se dejo solidificar el medio de cultivo antes de usarlas para la

inoculacion.
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4.6.2. Preparacion del inoculo de Staphylococcus aureus (Ver Figura N°26)

4.6.3.

Del tubo con Caldo Infusion Cerebro Corazoén inoculado con la cepa de
Staphylococcus aureus en el procedimiento 3.4.4. tomar una asada.
Inocular en una placa con Agar Tripticasa Soya (TSA).

Incubar 35 £ 2 °C por 24 horas.

Realizar el procedimiento para preparar el estandar de turbidez de la
bacteria segun el tubo N°5 de la escala de Mc Farland. Correspondiente
a 1.0 x 10° UFC/ml de inoculo.

Preparacion del estandar de turbidez

El estandar de turbidez se preparé de la siguiente manera:

4.6.4.

Se prepard una solucion de Cloruro de Bario 1% (BaCl2) y una solucién
de Acido Sulfurico 1% (H2SO,) para preparar el estandar de turbidez de
la solucion patrén.

En un tubo de ensayo limpio y seco se agrego 9.5 ml de una solucién de
H,SO4 al 1%.

Luego se anadio 0.5ml de una solucion de BaCl; al 1%.

Se agito6 en el vortex.

Para estandarizar la solucion se ley6 en el espectrofotometro a 626 nm,

haciendo diluciones con solucion salina estéril.

Preparacién de la suspension del microorganismo (Ver Figura N°26)
Colocar 10 ml de agua destilada estéril en los tubos con rosca.

Con un asa tomar una colonia aislada del agar TSA.

Comparar con el estandar de turbidez segun el tubo N°5 de la escala de
Mc Farland.
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Inoculacién de Staphylococcus aureus (Ver Figura N°27)

Inocular la placa mediante un hisopo estéril utilizando una suspension del
microorganismo con una turbidez equivalente a 1.0 x 10° bacterias
(Equivale al tubo No. 5 de la escala de Mc Farland).

Sumergir un hisopo estéril en el cultivo y elimine el exceso rotandolo
firmemente contra la pared interna del tubo.

Frotar el hisopo sobre la superficie del medio de cultivo.

Repetir esta operacion por tres veces sucesivas, rotando la placa para
obtener una dispersion uniforme del inéculo en toda la superficie.
Coloque la tapa a la placa y deje secar el indculo por 3 a 5 minutos.
Colocar los discos de los antibioticos: Oxitetraciclina, Tetraciclina y
Penicilina G, sobre el agar utilizando pinzas estériles o usando un
aplicador de discos.

Oprima los discos suavemente con una pinza para asegurar un buen
contacto con el medio de cultivo.

Los discos deben estar espaciados de manera que su distancia a la
pared de la placa sea de 15 mm y entre ellos de 30 mm.

Incubar a 35 — 37°C aproximadamente de 18-19 horas.

Lectura de resultados

La medida del diametro de la zona de inhibicion se hace preferentemente
desde el exterior de la placa, sin quitar la tapa, midiendo con un pie de
rey.

Los resultados se interpretan de acuerdo con la tabla de la NCCLS. (Ver
Anexo N°17)
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4.7 Ensayo de control con cepa ATCC 29737 de Staphylococcus aureus (Ver
Anexo N°5)

— El ensayo de control se realizdé con una cepa de Staphylococcus aureus
ATCC 29737, cuya sensibilidad se conoce. La cepa control se analizd
simultaneamente con la cepa de Staphylococcus aureus aislada de las
muestras de leche cruda de vaca. Segun el procedimiento 3.4.5.

— Las zonas de inhibiciéon obtenidas con ellos deben estar comprendidas

entre los valores indicados en las tablas establecidas.

4.8 Determinacion de restos de antibiéticos en leche cruda de vaca por
medio del kit SNAPduo Beta-Tetra ST Test (Ver Anexo N°6)

4.8.1. Procedimiento de la Prueba Ver Figura N°8
— Colocar el dispositivo SNAP sobre una superficie plana.
— Agitar muy bien la muestra de leche cruda de vaca.
— Quitar la tapa del tubo donde agregara la muestra.
— Usando la pipeta IDEXX, extraiga la muestra de leche (450 + 50 pl) hasta

la linea indicadora.

NOTA: Al pipetear, sé toma la muestra del centro del recipiente de la muestra y

se extrae lentamente la muestra hacia la pipeta para evitar las burbujas de aire.
— Agregue la totalidad de la muestra de leche de la pipeta al tubo de la
muestra y, a continuacion, tapar y agitar el tubo de la muestra para

disolver la pastilla de reactivo.

NOTA: Evitar que la muestra permanezca en el tubo mas de 15 segundos.
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4.8.2. Agregado de la muestra al dispositivo SNAP

Vierta el contenido del tubo de la muestra en el pocillo de muestras del
dispositivo SNAP y deseche el tubo.

La muestra fluye a través de la ventana de resultados hacia el circulo de
activacion azul.

Una vez que la muestra haya ingresado al circulo de activacion, pero
antes de que desaparezca completamente el circulo azul, presione
firmemente el boton activador hasta que quede al mismo nivel
(horizontalmente) que el cuerpo del dispositivo SNAP.

Después de la activacion, espere 6 minutos e intérprete inmediatamente

el resultado.

4.8.3. Interpretacion de los Resultados de la Prueba

Lectura visual.

Se coloca el dispositivo SNAP con el pocillo de muestras hacia arriba. Si no se

desarrolla color en el punto del control, se repite el analisis de la muestra.

—

Tetra ]

Beta Control
\I

S

Resultado negativo tanto para Beta como para Tetra

Ambos puntos de la muestra son mas oscuros o iguales al punto del control.
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— Resultado positivo tanto para Beta como para Tetra

Ambos puntos de la muestra son mas claros que el punto del control.

— Beta positivo, Tetra negativo
Si el punto de la muestra beta es mas claro que el punto del control, entonces la
muestra es positiva para beta - lactamos. Si el punto de la muestra tetra es mas
oscuro o igual al punto del control, entonces la muestra es negativa para

tetraciclinas.

— Tetra positivo, Beta negativo
Si el punto de la muestra tetra es mas claro que el punto del control, entonces la
muestra es positiva para tetraciclinas. Si el punto de la muestra beta es mas
oscuro o igual al punto del control, entonces la muestra es negativa para beta -

lactamos.

4.9 Proceso de pasteurizacion a nivel de laboratorio de leche cruda de

vaca (Ver Anexo N°7)

4.9.1. Proceso de Baja Temperatura por Largo tiempo LTLT
— Se coloca la leche cruda de vaca en un Erlenmeyer dentro del bafio
maria
— Calentar la leche cruda de vaca a una temperatura entre 62 y 64 °C por
un tiempo de 30 minutos.
— La leche se calienta a través del agua caliente que se encuentra en el
bafno maria y se da el intercambio de calor.

— Una vez calentada la leche se enfria a una temperatura menor a 10°C
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4.10. Conteo y aislamiento de cepa de Staphylococcus aureus en muestras

de leche pasteurizada de vaca (Ver Anexo N°8)

4.10.1 Preparacion de la muestra (Ver Figura N°32)

Pipetear 25 ml de leche pasteurizada de vaca

Transferir a un frasco de dilucién conteniendo 225 ml de solucion de
Agua Peptonada Buferada (pH 7.2)

Agitar por 5 minutos (Dilucién 10-1)

4.10.2. Determinacion de Staphylococcus aureus (Ver Figura N°32)

Agitar la muestra fuertemente (Dilucion 10-1)

Pipetear en 3 placas de petri 0.3 ml, 0.3 ml y 0.4 ml de la muestra y
colocarlo respectivamente en cada placa conteniendo Agar Baird Parker
Esparcir con un asa en “L”

Incubar las placas a 35 - 37°C por 24 - 48 horas

Observar el desarrollo de colonias sospechosas de Staphylococcus
aureus de aspecto negro brillante, con formacion de halo alrededor de la

colonia

4.10.3. Confirmacién de colonias sospechosas (Ver Figura N°33)

Seleccionar 5 colonias negras, redondas, brillantes y con halo del Agar
Baird Parker

Tomar con un asa

Sembrar en un tubo con Caldo Infusion Cerebro Corazén (BHI).

Incubar a 35 + 2 °C por 24 horas

Tomar 0.5 ml del Caldo Infusién Cerebro Corazén inoculado

Sembrar en 0.5 ml de un tubo con plasma
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Incubar a 35 £+ 2 °C por 24 horas
Observar la formacién de un coagulo, que no se deshace al invertir el

tubo. Esto indica prueba positiva (+).

4.10.4. Conteo de colonias de Staphylococcus aureus aisladas de leche

pasteurizada de vaca

El recuento de colonias en placa se realizara de la siguiente manera:

Placas normales que contienen entre 25 - 250 colonias:

Seleccionar las placas libres de crecimiento invasivo.
Contar todas las colonias incluyendo aquellas de tamafio muy pequefio.

Anotar por dilucion, el numero de colonias contadas en cada placa.

Casos especiales

Si no se tienen placas que cumplan con el requisito anterior, proceder de

la siguiente manera:

Placas sobrepobladas (mas de 250 colonias):

Anotar los recuentos de placas sobrepobladas como demasiado
numerosos para contar (DNPC) cuando disponga de placas normales.

Si no dispone de placas normales en las diluciones sembradas, contar
las colonias en porciones de la placa si su distribucion es homogénea vy
calcular el recuento estimado en placa (RPES).

Si hay menos de 10 colonias por cm? contar las colonias en 12
cuadrados, seleccionar 6 cuadrados consecutivos horizontales de la
placa y 6 cuadrados consecutivos formando angulo recto, contar cada
cuadrado so6lo una vez.

Si hay mas de 10 colonias por cm? contar las colonias en cuatro de tales
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porciones.

— En ambos casos, multiplicar el numero promedio de las colonias
contadas por cm? por el area de la placa usada para estimar el numero
de colonias por placa. Cada laboratorio debe determinar el area en cm?
de las placas usadas. Registre los valores obtenidos e indique como
recuento estimado.

— Si hay mas de 100 colonias por cm?, registrar como >100 col / cm?2.

Placas con menos de 25 colonias (< 25 colonias)
— Cuando las placas de las diluciones tienen menos de 25 colonias cada

una, registre los valores obtenidos e indique como recuento estimado.

Placas sin desarrollo de colonias
— Cuando ninguna de las placas presente desarrollo de colonias, registrar
como sin desarrollo en la dilucién correspondiente (SD) o < 1 por la

correspondiente dilucion mas baja e indique como recuento estimado.

Para el recuento se utiliza la siguiente férmula:

N@de colonias en placa x 1 x FD

UFC/ml = Volumen del inoculo

En donde:

UFC: Unidades formadoras de colonias por mililitro de muestra

Volumen del inéculo: cantidad de muestra inoculada en la placa en mililitros
Numero de colonias en la placa: colonias caracteristicas presentes en la
placa, después del tiempo de incubacion.

FD: Factor de dilucion

Comparar los resultados con los criterios establecidos en el Reglamento
Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08. (Ver anexo N°15).



CAPITULO V
RESULTADOS
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5.0. RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
El muestreo se realizé en una lecheria ubicada en el municipio de El Porvenir
departamento de Santa Ana. (Ver Anexo N°9). A través de una lista de chequeo

se verificaron las Buenas Practicas Agricolas (BPA).

Las muestras se obtuvieron de 15 vacas, por cada vaca se obtuvo un total de 4
muestras, una por teta, haciendo un total de 60 muestras. Las cuales fueron
analizadas en el Laboratorio de alimentos del Centro de Investigacion y
Desarrollo en Salud (CENSALUD).

5.1. Lista de chequeo para la verificacion de las Buenas Practicas
Agricolas (BPA) de la lecheria (Ver Anexo 1)

La lista de chequeo consta de dos partes cada una de ellas esta estructurada
de manera diferente. Ambas partes de la lista de chequeo tienen como finalidad
investigar las condiciones higiénicas de la lecheria en estudio, los resultados se

presentan a continuacion:

PARTE | (Lista de chequeo)

La parte | consta de preguntas directas que se le realizaron al encargado del

ordefio y cuidado de las vacas. Las respuestas se presentan a continuacion:

1. ¢ Qué tipo de ordefio realizan en la lecheria?
En la lecheria se realizan dos tipos de ordefio:
a) Ordefo manual: se ordefian de esta forma a las vacas enfermas o que
se estan bajo tratamiento farmacolégico. (Ver Figura N°36)
b) Ordefio automatizado: se practica este tipo de ordefio a las vacas sanas.
(Ver Figura N°37 y N°38)
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Durante el proceso de ordefo se detectd que de las 60 vacas que se ordefan

15 estaban enfermas y se ordefian de forma manual y las 45 vacas restantes

estan sanas y se ordefian de forma automatizada. Los resultados se pueden

observar en la Tabla N° 1

Tabla N° 1 Resultado del tipo de ordefio realizado

Tipo de ordefo Porcentaje
Manual 25%
Automatizado 75%

Se realizan dos tipos de ordefio ya que la leche de las vacas enfermas no

puede estar en contacto con la leche de las vacas sanas, porque la calidad de

la leche en las vacas enfermas es baja y podria ocasionar enfermedades a los

consumidores. Los resultados en porcentaje se encuentran en la Figura N°1.

80%

70%
60%

50%

40%
30%

20% -

10% -

0% -

Manual

Automatizado

M Porcentaje

Figura N°1 Grafica de tipo de ordefio que se practica en la lecheria




65

El 25% de las vacas se ordenan de forma manual cuando estan enfermas o
estan siendo tratadas con medicamentos. El 75% de las vacas se ordefan de

manera automatizada, estas vacas se encuentran sanas.

2. ;Qué materiales se utilizan en el ordefio?

En la lecheria se utilizan dos tipos de ordefio por lo tanto para el desarrollo de
cada uno de ellos, van a variar los utensilios y equipos a utilizar. En ambos tipos
de ordefio se corre el riesgo de contaminacién. El listado de materiales

utilizados se expresa en la Tabla N°2.

Tabla N°2 Materiales utilizados en el ordeio

Listado de materiales

Tipo de ordefio

Manual Automatizado
Baldes de plastico Pezoneras
Paste Extractor con bomba de vacio
Tanque almacenador de leche Tanque almacenador de leche
Franelas Franelas

Durante el ordefio manual juega un papel muy importante la persona encargada
del ordefo ya que puede ser fuente principal de contaminacién. Ademas el
mismo animal puede contaminar la leche, por medio de las células epiteliales de
la ubre. El aseo de los utensilios debe ser muy estricto y cuidadoso para evitar

que sean fuente directa de contaminacion.
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El ordefio automatizado es una de las técnicas mas utilizadas en las lecherias
que tienen gran demanda de leche debido a que la comercializan a la industria
lactea. Para hacer sus procesos mas productivos y rapidos utilizan este método
para ello deben tener extremo cuidado y limpieza del sistema de ordefo, ya que

este es cerrado y se utiliza a diario.

3. ¢, Qué tipo de estabulacion tienen el ganado?
El tipo de estabulacién para todas las vacas es de tipo semi cerrado esto quiere
decir que tienen una parte cerrada en la que se encuentra la comida y el agua y

otra parte que es abierta, para que tenga contacto con la luz y el aire. Tabla N°3

Tabla N°3 Tipo de estabulacién

Tipo de estabulacion

Semi cerrada

Las condiciones de estabulacién van a variar de acuerdo al clima y el lugar.
Este establo esta adecuado a las condiciones naturales de la zona y del habitat

de las vacas. Ver Anexo N°1.

4. ;Se impide el estancamiento de leche en la ubre de la vaca después del
ordefno?

La retencidn de leche en las tetas de la vaca después del ordefio se debe evitar
debido a que la leche retenida es medio para el crecimiento de
microorganismos y esto provoca enfermedades como la mastitis y por ende un

déficit de la calidad de la leche. La respuesta se observa en la Tabla N°4.
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Tabla N° 4 Estancamiento de la leche

Estancamiento de leche Respuesta
Si 100%
No 0%

Se verificd que el total de las 60 vacas ordefiadas no tuviera residuos de leche

después de la realizacion del ordeno.

Figura N°2 Estancamiento de leche en las tetas de la vaca

En el 100% de las vacas ordefiadas se evita la retencion de leche en las tetas.
Durante el ordefio, ya sea manual o automatizado, se evita que quede leche

retenida en las tetas de la ubre de la vaca.

5. ¢ Con qué frecuencia se realiza el ordefio en la lecheria?
El ordefio se realiza todos los dias, de lunes a domingo. La frecuencia diaria de

ordeno es dos veces al dia, una por la mafana de 4 a.m. a 6 a.m. y por la tarde
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de2p.m.a4p.m.
Las vacas que se someten a ordefio con esta frecuencia son todas las vacas

sanas de la lecheria. Los resultados estan reflejados en la Figura N°3

Frecuencia de ordeno

N°de diasala 4
semana

N° de veces al dia

Figura N°3 Frecuencia de ordefo

6. ¢ El ganado esta en constante control por parte de un médico veterinario?
Todas las vacas reciben control veterinario una vez al mes. Durante este control
se les realiza un chequeo general. El control veterinario se asocia con el uso
correcto de los medicamentos para el tratamiento de enfermedades del ganado.
En este caso el tratamiento de mastitis con antibiéticos. Los riesgos potenciales
de que el ganado no reciba atencion veterinaria es uso incorrecto de
medicamentos en el tratamiento de vacas lecheras ya que puede dar como
resultado la contaminacion de la leche con niveles de residuos de antibi6ticos,
que la haran no apta para el consumo humano. El resultado se refleja en la
Figura N°4
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Figura N°4 Control veterinario de las vacas

7. ¢, Cuales es el porcentaje de enfermedades que padece el ganado?
En la lecheria se lleva un registro de enfermedades de cada vaca, estos datos
se obtuvieron, entrevistando al encargado del cuidado de las vacas en la

lecheria, los resultados se reflejan en la Tabla N° 5.

Tabla N°5 Enfermedades mas frecuentes que afectan a las vacas

Enfermedades Porcentaje N° de vacas afectadas
Mastitis 9.0% 15
Fiebre de leche 3.0% 5
Tos 1.2% 2
Vomito 0.6% 1
TOTAL DE VACAS ENFERMAS 23
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Las enfermedades mas comunes se expresan a continuacion en porcentajes en

la Figura N°5

B Mastitis M Fiebre de leche Tos EMVomito =

Figura N°5 Resultado de las enfermedades que afectan a las vacas

Las enfermedades mas comunes son:

— Mastitis 65%
La mastitis es una inflamacion de la glandula mamaria, producida por infeccion.
Esto afecta en gran medida a la produccién porque a causa de la infeccion la
calidad de la leche disminuye y la hace no apta para el consumo humano.

— Fiebre de Leche 22%
La Fiebre de Leche o Paresia Puerperal es una enfermedad metabdlica comun
en el ganado vacuno, especialmente en las productoras de leche. Se presenta
regularmente 24 horas antes del parto y hasta tres dias post parto, y esta
causada por la incapacidad de equilibrar la demanda de calcio por la produccién
de leche, caracterizandose por, debilidad, postracién y en casos severos shock

y muerte del animal.
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— Tos 9%
La tos en la vaca es un sintoma, de catarro, por el frio, o una lesion de
garganta, o incluso puede llegar a ser un problema de pulmén. Ante la
presencia de ese sintoma que observa el ganadero la vaca puede tener algo en
el sistema respiratorio bien sea en la garganta, en la traquea o en los bronquios.
— Voémito 4%
La vaca no suele vomitar, pero cuando lo hace, si no se trata con urgencia,
puede causarle la muerte. El vomito es un sintoma raro y peligroso. Las causas
por lo general suelen ser las obstrucciones del eséfago. El vomito, lo expulsan
por la boca con esfuerzo en cantidades grandes de alimentos y rumen de la

panza, que es cuando tienen una sobrecarga alimenticia.

8. ¢Cual es el tratamiento que se utiliza para tratar a las vacas enfermas de
mastitis?

El encargado del cuidado y ordefio de las vacas es quien suministra los
antibidticos a las vacas, en ausencia del médico veterinario es quien elige el
tratamiento farmacologico para las enfermedades. Los medicamentos y los

nombres del principal principio activo se reflejan en la Tabla N°6.

Tabla N°6 Medicamentos usados en la lecheria para tratar la mastitis en vacas.

Nombre del medicamento Principios activos
Mastijet Forte Tetraciclina
Mastilab Lactancia Oxitetraciclina
Estreptopen Penicilina G

La prevencion de la aparicion de residuos de antibidticos en la leche cruda de
vaca exige un manejo prudente de medicamentos veterinarios por parte del
ganadero, médico veterinario y el encargado del cuidado del ganado. Los

antibidticos mas utilizados se reflejan en la Figura N°36.
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MASTILAB
MASTIJET FORTE LACTANCIA ESTREPTOPEN
Nombre del
medicamento
TETRACICLINA OXITETRACICLINA PENICILINA G
Prinipio Activo

FiguraN°6  Medicamentos usados en la lecheria para tratar la mastitis en

vacas

Los antibidticos que se utilizan son de venta popular y se encuentran en los
agroservicios cercanos al lugar en el que esta ubicado la lecheria. Los

productos comerciales utilizados son:

— Mastijet Forte
Es una suspension intramamaria altamente sinérgica de amplio espectro, su
principio activo principal es la Tetraciclina, para el tratamiento de mastitis en
lactancia. Se utiliza para el tratamiento de mastitis bovina sensibles a la
asociaciéon de antibidticos incluyendo casos graves de coliformes vy

Staphylococcus aureus. Ver Figura N°40

— Mastilab Lactancia
Es una potente suspension antibidtica intramamaria, de amplio espectro de
accion, por el sinergismo de sus componentes, entre ellos el principio activo
principal es la Oxitetraciclina. Esta indicada en el tratamiento de mastitis en
vacas lactantes, causada por microorganismos patégenos como

Staphylococcus aureus. Figura N°41
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— Estreptopen
Es una solucidén inyectable aplicada por via intramuscular, utiliza para el
tratamiento de la mastitis por su combinacion penicilina-estreptomicina, como

activo principal contiene Penicilina G. Figura N°42

9. ¢Cuadles son las condiciones de almacenamiento de la leche después del
ordefio?

Las condiciones de almacenamiento de la leche luego del ordefio se reflejan en
la Tabla N°7.

Tabla N°7 Condiciones de almacenamiento de la leche

Condiciones de almacenamiento de la leche ordefiada

Parametro Condiciones
Tiempo 24 horas
Temperatura 2°C -4°C
Capacidad del contenedor 1,540 botellas
Ubicacion del contenedor Cuarto anexo al area de ordefio

La leche ordefiada no se transporta el mismo dia hacia el lugar a donde se
comercializa, por lo tanto debe de tener las condiciones aptas para que su
almacenamiento no interfiera con las propiedades organolépticas. Estas
condiciones son muy importantes ya que el transporte que recoge la leche solo

llega 3 veces por semana. Ver Figura N°43.
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10. ¢ Se realizan pruebas microbiolégicas a la leche ordefiada?
La leche cruda de vaca obtenida de la lecheria, es sometida a pruebas
microbiologicas. Estas pruebas se realizan por parte de la empresa que compra

la leche, en la lecheria no se le hace ningun tipo de prueba microbioldgica.

100% -

80% -

60% - B Control microbiologico

40% -

20%

0% T T
S| NO

Figura N°7 Control microbiologico de la leche cruda de vaca

Segun la Figura N°7 el 100% de la leche que se comercializa es sometida a

pruebas microbioldgicas.

11. Mencione el nombre de las pruebas de calidad que se le realizan a la leche
cruda, ademas de las pruebas microbiolégicas. Es importante que la leche que
se comercializa cumpla con estandares de calidad. Por esa razén la empresa
que compra la leche para su uso en la industria, le realiza pruebas que indican
que la leche esta apta para el consumo humano y la elaboracion de productos

derivados de la leche. Las pruebas que le hacen se detallan en |la Tabla N°8.
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Tabla N° 8 Pruebas que se realizan a la leche cruda de vaca

Prueba

Olor

Acidéz

Reductasa

Crioscopica

Residuos de antibidticos

Los resultados y el dictamen de aprobacion son enviados a la lecheria para que
ellos los tomen en cuenta para la mejora continua en sus procesos y cuidado
del ganado. Estas pruebas se realizan a toda la leche cruda para que pueda ser

utilizada en la industria.

12. ¢ Durante que etapa y porque motivos se puede interrumpir el ordefio de las
vacas?
El ordefio se interrumpe cuando las vacas estan enfermas o estan bajo

tratamiento farmacoldégico.

Se registraron 20 vacas con enfermedades como: mastitis, fiebre de leche y
vomito de ellas, 10 recibieron tratamiento farmacologico. De estas 20 vacas
solo se les suspendid el ordefio a 14 y las restantes 6 estaban siendo

ordeffiadas de manera rutinaria.
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Tabla N° 9 Porcentaje de vacas y motivos por los cuales se les suspende el

ordefio
Motivo Porcentaje
Tratamiento con antibiéticos active 90%
Enfermas por mastitis 40%
Otras Enfermedades 70%

Existen muchos casos durante los cuales se suspende el ordefio de las vacas,
regularmente el ordefio se suspende debido a que las vacas estan enfermas o

cuando estan siendo tratadas con antibioticos. Figura N°8.

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

0% -

Tratamiento con antibioticos Enfermas por mastitis Otras enfermedades
activo

Figura N°8 Porcentaje de vacas a las que se les suspende el ordefio

En un 90% se suspende el ordefio cuando las vacas estan siendo tratadas con

antibidticos, en un 40% cuando estan enfermas de mastitis y no estan
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recibiendo un tratamiento con antibiéticos y debido a otras enfermedades el
ordefio se suspende en un 70% de las vacas afectadas. Esto es un indicador de
que un porcentaje de vacas que se encuentran enfermas o tratadas con
antibidticos estan siendo ordefiadas.

Lo ideal seria que en cualquiera de estos casos el porcentaje de suspension del

ordeno sea el 100%.

PARTE Il (Lista de chequeo)
Consta de cinco secciones, cada una de ellas contiene criterios bajo los cuales
se pueden determinar el cumplimiento de las condiciones higiénicas de la

lecheria, durante sus procesos de ordefio.

Las secciones son las siguientes:
a) Personal
b) Alrededores
c) Operaciones sanitarias
d) Equipo y utensilios

e) Produccion y control de procesos

La lista de chequeo se respondié tomando en cuenta una sola respuesta con el
criterio de seleccion entre Sl o No, luego se sumaron las respuestas positivas
dividiéndolas entre el numero de items de la seccion y se hizo el mismo
procedimiento con las respuestas negativas; para obtener ambos porcentajes y

determinar si cumple o no cumple con los criterios de la seccion.

a) Personal

Durante el ordeno se verificaron las condiciones es las que el personal de la
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lecheria, realiza sus funciones; para determinar si cumplen o no con los
requerimientos de Buenas Practicas Agricolas (BPA). Las respuestas se

observan en el Cuadro N°3.

Cuadro N°3 Criterios de seleccion para condiciones higiénicas del personal

RESPUESTA
CRITERIO
Sl NO
Uso correcto de mascarilla, redecilla de pelo, botas y un X
adecuado vestuario de trabajo
Cabello, barba y ufias recortadas X

Se realiza un lavado de manos antes de comenzar el trabajo,
después de cada ausencia del lugar de trabajo y cada vez que X
sea necesario

El personal de la planta no porta joyas, relojes u otros
objetos personales que puedan caer en el producto

Mantenimiento y uso de guantes asépticos al momento de
manipular directamente el alimento

Segun la respuesta a los criterios se calcularon los porcentajes de cumplimiento
y NO cumplimiento. Estos porcentajes se tabularon y estan reflejados en la
Tabla N°10.

Tabla N°10 Porcentaje de cumplimiento de criterios del personal

Criterios Porcentaje
SI 20%
NO 80%

Los calculos para obtener los porcentajes se realizaron de la siguiente manera:
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Calculos para establecer el porcentaje de cumplimiento de criterios de la lista de

chequeo.

Y de criterios con la respuesta SI

Y del total de criterios x 100

% de cumplimiento =

Por ejemplo:
1
% de cumplimiento = < %X 100

% de cumplimiento = 20 %

El personal lava sus manos antes de comenzar el ordefio y cada vez que sea
necesario cumpliendo con esto en un 20% los criterios de buenas practicas de
higiene en el proceso de ordeno. Y por otra parte no se cumplen puntos criticos
como: utilizar la indumentaria adecuada (redecilla de pelo, botas, guantes y
vestuario adecuado) y el uso de joyas.

Los porcentajes obtenidos se graficaron y se reflejan en la Figura N°39.

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

20% -
10% _3
0% -

S| NO

M Porcentaje

Figura N°9 Porcentaje de cumplimiento de criterios en la seccion de personal
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Los resultados indican que en un 80% el personal no cumple las practicas de
higiene dentro de la lecheria. El personal es de las principales fuentes de
contaminacion del producto, cuando el personal no cumple con las medidas
higiénicas necesarias la probabilidad de contaminacion aumenta. A demas de el
riesgo a la salud que corre el personal cuando no hace uso de la indumentaria

correcta, durante el ordefio.

b) Alrededores
Los alrededores son el habitat del ganado y el lugar en donde viven y se

desarrollan. Los criterios para evaluar esta seccién estan en el Cuadro N°4.

Cuadro N°4 Criterios de seleccion para condiciones higiénicas de alrededores

RESPUESTA
CRITERIO S| NO
Malezas debidamente podadas
Depésitos de basura limpios y tapados
Ausencia de acumulacién de agua X

En la Tabla N°11 se muestran los porcentajes de cumplimiento de los criterios

evaluados.

Tabla N° 11 Porcentaje de cumplimiento de criterios para los alrededores.

Criterios Porcentaje

Sl 66.66%

NO 33.33%
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El 66.66% de los criterios de esta seccion se cumplen, siendo estos un
indicador de la higiene de las condiciones higiénicas, ya que dentro de la
lecheria existen botes de basura bien tapados y areas libres de maleza.

El 33.33% de los criterios se cumplen, este es un parametro importante para
evidenciar que aun hay aspectos relacionados con los alrededores de la
lecheria que se pueden mejorar. Como por ejemplo: cuidar que no haya
acumulacion de agua que ocasione la presencia de mosquitos, zancudos y
microorganismos capaces de causar enfermedades a las vacas. Los resultados

se refleja en la Figura N°10.

70,00%

60,00% -

50,00% -
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M Porcentaje
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Figura N° 10 Porcentaje de cumplimiento de criterios para los alrededores.

En este caso la lecheria cumple con alrededores libres de maleza, depésitos de
basura limpios y tapados. Es importante que se conserven las condiciones
higiénicas, esto influye en la salud de las vacas lecheras.

Debe mejorarse en aspectos como la acumulacion de agua ya que esto genera
lodo que se mezcla con el estiércol de las vacas siendo un riesgo potencial a
infecciones en las vacas y en el personal. Y fuente de contaminacion para la

leche.
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Durante el proceso de ordeio es importante tener en cuenta que las

instalaciones, equipos y materiales deben manipularse adecuadamente para su

limpieza y conservacion en buen estado. En el Cuadro N°5 se muestran los

criterios evaluados para determinar si en los procesos se cumplen las

condiciones higiénicas necesarias para que las operaciones realizadas no sean

motivo de contaminacion del producto.

Cuadro N°5  Criterios de seleccibn para condiciones higiénicas

operaciones sanitarias

de

CRITERIO

RESPUESTA

Sl

NO

Las paredes, pisos y ventanas, estan en buen estado

X

Los materiales tdxicos de limpieza y desinfeccién estan
debidamente almacenados y rotulados

Ausencia plagas, roedores y animales domésticos dentro de la
lecheria

Los equipos y utensilios son higienizados antes de
comenzar con las labores de ordefio

El agua utilizada en el proceso, lavado y recirculacion del
equipo de ordefio, es potable y limpia

Servicios sanitarios funcionales, en buen estado y bien provistos

Estacién de lavado de manos provista de insumos

Recipientes para basura bien tapados

Las mangueras debidamente colocadas en su sujetador

De acuerdo a la respuesta obtenida los porcentajes de cumplimiento

cumplimiento se expresan en la Tabla N°12.

y NO
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Tabla N° 12 Porcentaje de cumplimiento de criterios de operaciones sanitarias.

Criterios Porcentaje
SI 33.33%
NO 66.66%

Los porcentajes se graficaron y se encuentran en la Figura N°11.
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Figura N°11 Porcentaje de cumplimiento de criterios de operaciones sanitarias.

El 66.66% de los criterios evaluados no cumplen con respecto a las condiciones
higiénicas, en los procesos que se llevan a cabo en la lecheria.

Las paredes, ventanas, sanitarios y estacion de lavado estan deterioradas y los
pisos no se lavan antes del proceso de ordefio. Este problema se da también
con los utensilios y equipos ya que estos no son higienizados antes de
utilizarlos.

Se observaron animales ajenos a la lecheria, como pollos, gatos y perros los
cuales no tienen que vivir dentro de las instalaciones exclusivas para el ganado.
El agua potable utilizada para los procesos de lavado de utensilios y equipo es

potable pero no tiene recirculacion y estaba contaminada con suciedad del
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ambiente.
Es de vital importancia para la proteccion del producto final y salud de las
vacas, realizar los procesos de higienizacion y mantenimiento de instalaciones y

equipo dentro de la lecheria.

El 33.33% de los criterios fueron aspectos favorables en los que la lecheria si
esta cumpliendo en cuanto a orden en las maquinas de ordefio, y en el manejo
de desechos solidos, debido a que poseen basureros bien tapados y en los
cuales se recolecta la basura ademas cumplen con la correcta y adecuada

identificacion de materiales toxicos usados para la limpieza de las areas.

d) Equipo y Utensilios
Los criterios tomados en cuenta durante la evaluacidn de esta seccién, se

encuentran en el Cuadro N°4.

Cuadro N°6  Criterios de seleccion para condiciones higiénicas de equipo y

utensilios.
RESPUESTA
CRITERIO S NO
Todos los equipos estan en buenas condiciones X

Utensilios en su respectivo lugar y que no se encuentran tirados
en el piso X

Durante la visita a la lecheria se observo el estado y el tratamiento de limpieza
que reciben los equipos y utensilios. Segun el resultado se pudo obtener el
porcentaje de cumplimiento y No cumplimiento de los criterios evaluados. Esto

se refleja en la Tabla N°13.
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Tabla N°13 Porcentaje de cumplimiento de criterios para los equipos y utensilios

Criterios Porcentaje
Si 100.00%
NO 0.00%

El 100% de los criterios fueron respuestas negativas. Se graficaron los valores y

se observan en la Figura N°12.
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Figura N°12 Porcentaje de cumplimiento de criterios para el equipo y utensilios

Esta seccién es un punto importante y critico para la calidad de la leche, ya que
los equipos y utensilios estan en contacto directo con la leche ordefiada, y en
gran medida la integridad microbiolégica depende de la higiene de los equipos y
utensilios utilizados durante el proceso de ordefio.

Los equipos se encuentran en buen estado y condiciones aceptables para ser

utilizados.

e) Produccion y control de procesos
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Durante la visita a la lecheria se pudo verificar el proceso de ordefo y los
procesos que lo componen, para evaluar se respondieron a los criterios
reflejaos en el Cuadro N°7 el cual contiene las respuestas de la evaluacion

realizada.

Cuadro N°7  Criterios de seleccion para condiciones higiénicas de control de

procesos
RESPUESTA
CRITERIO S| NO
Registros de analisis microbiolégicos de la leche X
Material de envase desinfectado antes de utilizarlo X
Almacenamiento y transporte de producto terminado se realiza X
de manera que se evite la contaminacion

Segun los criterios de seleccion se tabularon los porcentajes el de cumplimiento

y el de No cumplimiento. Se muestran en la Tabla N°14

Tabla N°14 Porcentaje de cumplimiento de criterios para la produccién y

control de procesos

Criterios Porcentaje
Si 33.33%
NO 66.66%

El 33.33% de las respuestas fueron positivas y el 66.66% de la totalidad de
items fueron respuestas negativas. Los datos se muestran graficados en la
Figura N°43.
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Figura N°13 Porcentaje de cumplimiento de criterios para la produccion y

control de procesos

La produccién y control de procesos no cumplen con los criterios de
condiciones higiénicas. Dentro de la lecheria no existen registros
microbiologicos que respalden los procesos, ademas que los materiales y
utensilios no se desinfectan antes de usarlos. Estas malas practicas son un
factor importante de contaminacién cruzada entre utensilios y la leche
ordefiada. El almacenamiento que se le da al producto terminado cumple con
las especificaciones de calidad para evitar el crecimiento de microorganismos y
el transporte de la leche cruda se realiza en un camidén con tanque de

refrigeracion para cuidar la cadena de frio.
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5.2. Aislamiento y cuantificacion de Staphylococcus aureus en muestras
de leche pasteurizada para comparar si cumple con el Reglamento
Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08.

La leche cruda de vaca se pasteurizé a nivel de laboratorio segun el
procedimiento del Anexo N°14.

Las muestras de leche cruda se agregaron a un Erlenmeyer de 1000 ml luego
se procedio6 a la pasteurizacion. Figura N°44 y 45.

Para el analisis se tomaron sub muestras que constituyen fracciones
aproximadamente de 50 ml de leche pasteurizada.

A partir de las muestras se aislo y cuantificé Staphylococcus aureus usando
Agar diferencial, en este caso Agar Baird Parker, en el cual se observo el
crecimiento de colonias negras, brillantes con halo caracteristico. (Ver Figura
N°46 y 47)

Luego se procedio al conteo de las colonias aisladas y el resultado obtenido se
comparo con los limites microbioldgicos de Staphylococcus aureus establecidos
en el Reglamento Técnico Centroamericano RTCA 67.04.50:08. (Ver Figura
N°53)

En esta determinacion se realizaron dos ensayos, los cuales se discuten a

continuacion:

ENSAYO |

Durante este ensayo se pasteurizaron 1000 ml de leche cruda de vaca y se
separaron en frascos 20 frascos fracciones individuales de 50 ml para proceder
al aislamiento y conteo de Staphylococcus aureus.

Los resultados del conteo de colonias y el numero de UFC/ml por cada de sub

muestras analizada se reflejan en la Tabla N°15.



Tabla N°15 Resultado para el conteo de colonias para leche pasteurizada.
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Dilucion10™ Resultados
Numero Limite Maximo permitido de
de Volumen del in6culo Staphylococcus aureus 10> UFC/ml
fraccion
0.3 0.3 0.4 UFC/mlI
1 0 0 0 <10 UFC/ml
2 0 0 0 <10 UFC/ml
3 0 0 0 <10 UFC/ml
4 0 0 0 <10 UFC/ml
5 0 0 0 <10 UFC/ml
6 0 0 0 <10 UFC/ml
7 0 0 0 <10 UFC/ml
8 0 0 0 <10 UFC/ml
9 0 0 0 <10 UFC/ml
10 0 1 0 33.33 UFC/mlI
11 0 0 0 <10 UFC/ml
12 0 0 0 <10 UFC/ml
13 0 0 0 <10 UFC/ml
14 0 0 0 <10 UFC/ml
15 0 0 0 <10 UFC/ml
16 0 0 0 <10 UFC/ml
17 0 0 0 <10 UFC/ml
18 0 0 0 <10 UFC/ml
19 0 0 0 <10 UFC/mi
20 0 0 0 <10 UFC/mi

Para obtener el numero de UFC/ml y comparar con los limites microbioldgicos

establecidos en el RTCA se hace uso de la siguiente formula:

En donde:

UFC/ ;=
m

N2 de colonias enplaca X1 X FD

Volumen del inoculo

Factor de dilucion (FD): Es el inverso de la diluciéon
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Numero de colonias: Conteo de colonias por cada volumen de inoculo

Volumen del inoculo: Volumen de muestra inoculado en cada placa.

El calculo para el numero de UFC/ml del Ensayo | se realizé haciendo uso de la

formula, como se indica a continuacion:

1 x1x10

UFC/ —
ml 0.3ml

UFC/ = 3333

El limite microbiolégico para Staphylococcus aureus en leche pasteurizada,
segun el RTCA es de 102 UFC/ml. Durante el primer ensayo se verifico que
ninguna muestra se sale de la especificacion de limites microbiolégicos, por lo

tanto si cumple con la normativa.

ENSAYO I
La leche cruda de vaca se pasteurizd recolectada durante el segundo dia de
muestreo en la lecheria, las muestras se pasteurizaron en un Erlenmeyer de
1000 ml, luego se dividieron en fraccionaron de 50 ml.
Los resultados del numero de UFC/ml y conteo de colonias de las sub muestras

se encuentran en la Tabla N°16.

Los calculos para el numero de UFC/ml se realizaron haciendo uso de la misma

férmula y siguiendo el mismo procedimiento que en el Ensayo I.
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Tabla N°16 Resultado para el conteo de colonias para leche pasteurizada

Dilucion10™ Resultados
Numero Limite Maximo permitido de
de Volumen del in6culo Staphylococcus aureus 10> UFC/ml
fraccion
0.3 0.3 0.4

1 0 0 0 <10 UFC/mi
2 0 0 0 <10 UFC/mi
3 0 0 7 175 UFC/ml
4 0 0 1 25 UFC/mi
5 0 0 0 <10 UFC/ml
6 0 0 0 <10 UFC/mi
7 0 0 0 <10 UFC/ml
8 0 0 1 25 UFC/mi
9 0 0 0 <10 UFC/ml
10 0 0 0 <10 UFC/ml
11 0 0 0 <10 UFC/ml
12 0 0 0 <10 UFC/ml
13 0 0 0 <10 UFC/ml
14 0 0 0 <10 UFC/ml
15 0 0 0 <10 UFC/mi
16 0 0 0 <10 UFC/mi
17 0 0 0 <10 UFC/mi
18 0 0 0 <10 UFC/ml
19 0 0 0 <10 UFC/mi
20 0 0 0 <10 UFC/mi

En el Ensayo Il se detecté una muestra que se sale de la especificacién del
RTCA que es de 102 UFC/ml. Esta muestra contiene 175 UFC/ml.

Este resultado pudo deberse a contaminacion por parte del analista durante la
manipulacion en el laboratorio de la muestra de leche pasteurizada, ya que la
indumentaria o las instalaciones que utilizd, no le permiten proteger la integridad

microbioldgica de muestra durante el analisis.
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Se analizaron 40 muestras de leche pasteurizada, 4 presentaron crecimiento de
Staphylococcus aureus con un numero de unidades formadoras de colonias
menor de 102 UFC/ml es decir el 97.5% cumple con los limites microbiolégicos
establecidos por el RTCA. Mientras que en 1 muestra el crecimiento fue
significativo excediendo 102 UFC/ml, indicando que el 2.5% de las muestras no

cumplen con el RTCA.
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5.3. Evaluacién de la resistencia microbiana del Staphylococcus aureus por
medio del método de Kirby Bahuer

Se realizé la evaluacién de la resistencia microbiana del Staphylococcus aureus
aislado de muestras de leche cruda de vaca. Ver Anexo N°16. De las 15 vacas
muestreadas se obtuvieron 60 muestras de las cuales 22 muestras
corresponden a muestras con mastitis y 38 a muestras de tetas sin mastitis. En
57 muestras hubo crecimiento del microorganismo y se realiz6 el proceso para

la evaluacion de la resistencia microbiana.

A partir de la cepa de Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de vaca.
(Figura N°48). Se realizé la preparacion del estandar de turbidez y la
suspension de cada cepa aislada. Ver Figura N°49.

Luego se procedié a la inoculacién de placas y colocacion de discos de
antibidtico sobre Agar Muller Hinton. Ver Figura N°50. Los discos de antibidtico
utilizados fueron: Penicilina G, Oxitetraciclina y Tetraciclina. Estos antibioticos

son los mas utilizados en la lecheria para el tratamiento de la mastitis.

Después del periodo de incubacion se realizé la medicién de los halos de

inhibicion haciendo uso del pie de rey y cuenta colonias. Ver Figura N° 51.

Los resultados obtenidos para la medicion de los halos se tabularon por
separado para cada antibidtico. La tabla contiene el numero de muestra, la
medida del halo y los limites para determinar si la muestra es Resistente,
Intermedia o Sensible. La tabla de interpretacion de la medida de los halos se

encuentra en el Anexo N°17.

En la evaluacion de la resistencia de la cepa de Staphylococcus aureus aislada

para cada antibiotico, se obtuvieron los siguientes resultados:



- Penicilina G (P10 U)
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La potencia de la Penicilina G es de 10 U en discos que ya venian impregnados

con el antibidtico. Los resultados de la medida de halos y la resistencia

microbiana se refleja en la Tabla N°17

Tabla N°17 Medida de halos de inhibicién de Penicilina G

Penicilina G
P10 U
Resistente Intermedio Sensible
N° Muestra Medida del halo (mm) <14 215

1 42 X
2 46 X
3 38
4 8 X
5 46
6 19 X
7 13 X
8 23 X
9 27 X
10 42 X
11 31 X
12 42 X
13 21 X
14 42 X
15 23 X
16 28 X
17 31 X
18 22 X
19 19 X
20 42 X
21 30 X
22 26 X
23 18 X
24 21 X
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Tabla N° 17 (continuacion)
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Los resultados obtenidos demuestran que 4 de las 60 muestras presenta un
halo menor o igual a 14 mm lo que indica que la cepa es Resistente a la
Penicilina G, 56 muestras tienen un halo mayor o igual a 15 mm lo que indica
que la cepa es Sensible al antibiético utilizado.

De estos datos se obtuvo un porcentaje que se refleja en la Figura N°14.

100,00% 93,33%
90,00%
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%
10,00%

0,00%

66,66%

Resistente Sensible

Figura N°14 Resultado de Resistencia microbiana de las cepas ante P10 U

El 6.66 % de las muestras mostraron resistencia y la prueba de coagulasa
resultdé positiva. El 93.33% de las muestras mostraron ser sensibles a el
antibiético en cuestion y el resultado de coagulasa fue negativo.

En las cepas que mostraron resistencia a la Penicilina G el antibiético no sera el
efectivo para tratar la mastitis, en cambio para las cepas sensibles puede ser
una alternativa util y confiable.

Los medicamentos con Penicilina G que se utilicen para el tratamiento de la

mastitis seran efectivos solo para las cepas sensibles al antibidtico.
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- Okxitetraciclina OT30UG
Es uno de los antibidticos mas utilizados en el tratamiento de la mastitis, su
potencia es de 30 microgramos. La medida de los halos y su rango de

resistencia microbiana, se encuentran en la Tabla N°18.

Tabla N°18 Medida de halos de inhibicién de Oxitetraciclina

Oxitetraciclina

OT 30 UG
Resistente Intermedio Sensible

N° Muestra Medida del halo (mm) <14 15-18 219

1 30 X

2 40 X

3 No presenta halo

4 No presenta halo X

5 37 X

6 No presenta halo X

7 No presenta halo X

8 33 X

9 8 X

10 No presenta halo X

11 8 X

12 No presenta halo X

13 8 X

14 No presenta halo X

15 8 X

16 15 X

17 7 X

18 25 X

19 32 X

20 17 X

21 8 X

22 8

23 8

24 20 X

25 11 X

26 27 X




Tabla N° 18 (continuacion)
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27 10 X

28 8 X

29 8 X

30 11 X

31 26 X
32 18

33 15

34 30 X
35 No presenta halo X

36

37 7 X

38 7

39

40

41 33 X
42 27 X
43 7 X

44 8 X

45 No presenta halo X

46 No presenta halo X

47 No presenta halo X

48 7 X

49 7 X

50 No presenta halo X

51 28 X
52 27 X
53 No presenta halo X

54 No presenta halo X

55 No presenta halo X

56 No presenta halo X

57 No presenta halo X

58 No presenta halo X

59 28 X
60 28 X
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El resultado de las muestras analizadas es que un total de 18 muestras no
presentan halo de inhibicion; esto es un indicador critico de que la cepa es
totalmente resistente a la Oxitetraciclina por lo tanto este antibiético no estaria
curando con la mastitis. Se encontré que 19 muestras tienen un halo menor que
14 mm lo que esta indicando resistencia al antibiético ensayado. El total de
muestras que presentaron tener una sensibilidad intermedia fueron 4 muestras
y 15 presentaron ser sensibles a la Oxitetraciclina. Estos datos se graficaron y

se presentan en la Figura N°15

70,00%

61,66%

60,00%
50,00%
40,00%
30,00%
20,00%

10,00%

0,00%
Resistente Intermedio Sensible

Figura N°15 Resultado de la Resistencia microbiana de las cepas ante OT30

En total son 37 muestras que presentan resistencia a la Oxitetraciclina, es un
numero muy grande y un buen indicador de un posible abuso de este antibidtico
en el tratamiento de la mastitis. El 61.66% de las muestras mostraron
resistencia y la prueba de coagulasa resulto negativa. El 6.66% mostré una
resistencia intermedia y para la prueba de coagulasa fueron negativas. El
26.66% de las muestras mostraron ser sensibles a el antibiético en cuestion y el

resultado de coagulasa fue negativo.
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- Tetraciclina
La Tetraciclina es un antibiético utilizado para el tratamiento de mastitis, su
potencia es de 30UG y durante el ensayo para determinar la resistencia

bacteriana de la cepa aislada de cada muestra, para la Tetraciclina se

obtuvieron los resultados reflejados en la Tabla N°19.

Tabla N°19 Medida de halos de inhibicidn de Tetraciclina

Tetraciclina
TE 30 UG
Resistente Intermedio Sensible

N° Muestra Medida del halo (mm) <14 15-18 219

1 31 X

2 42 X

3 10

4 13

5 37 X

6 8

7 8 X

8 35 X

9 10 X

10 10 X

11 11 X

12 9 X

13 9 X

14 8 X

15 11 X

16 10 X

17 28 X

18 22 X

19 23 X

20 15 X

21 30 X

22 27 X

23 11 X

24 35 X
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Tabla N° 19 (continuacién)
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Se analizaron 60 muestras de las cuales 29 muestras resultaron con una
medida de halo menor a 14 mm lo que es indicador de resistencia al antibiético.
Las muestras que presentaron un halo entre 15 — 18 mm se consideran como
sensibilidad intermedia, y son un total de 2 muestras.

Por otra parte 27 muestras tuvieron un halo mayor a 19 mm y se consideran
como sensibles. Se obtuvieron los porcentajes de estos datos y se relejan en la
Figura N°16.
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45%

20%

3,33%

Resistente Intermedio Sensible

Figura N°16 Resultado de la Resistencia microbiana de la cepa ante TE30

El 20% de las muestras mostraron resistencia y la prueba de coagulasa resulto
negativa. El 3.33% mostré una resistencia intermedia y para la prueba de
coagulasa fue negativa. El 45% de las muestras mostraron ser sensibles al
antibidtico en cuestion y el resultado de coagulasa fue negativo.

El uso de este antibidtico se puede considerar como aceptable ya que la
mayoria de las muestras resultaron ser sensibles al antibidtico.

Los resultados tan cercanos entre las muestras resistentes y sensibles, debe

tomarse en cuenta para la aplicacion de este antibidtico porque los tratamientos
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pueden ser efectivos en una parte de las vacas con mastitis, mientras que para

las que presentan sensibilidad, no tendria el mismo efecto.

Para un mejor analisis de los resultados se realizé un consolidado entre los tres

antibiéticos analizados:

— Penicilina G
— Okxitetraciclina

— Tetraciclina

Con el fin de relacionar a cual de ellos presenta mayor resistencia y

sensibilidad, las cepas de Staphylococcus aureus aisladas de muestras de

leche cruda de vaca.

El antibidtico al que la cepa de Staphylococcus aureus presentd mayor

sensibilidad fue la Penicilina G y se refleja en la Tabla N° 20.

Tabla N°20 Muestras sensibles a los diferentes antibidticos.

Antibiotico Porcentaje Numero de muestras
Penicilina G 59.99 % 56
Oxitetraciclina 27.27 % 27
Tetraciclina 16.16 % 16

Los datos de la Tabla N°20 se graficaron y se observan en la Figura N°47
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Figura N°17 Antibiético al que la cepa aislada mostré mayor sensibilidad.

Al antibiético al que la cepa de Staphylococcus aureus mostré mayor resistencia

fue a la Oxitetraciclina. El niUmero de muestras resistentes a cada antibi6tico de

muestra en la Tabla N°21

Tabla N°21 Muestras resistentes a los diferentes antibidticos.

Antibidtico Porcentaje Numero de muestras
Penicilina G 571 % 4

Oxitetraciclina 41.43 % 29

Tetraciclina 52.86 % 37

Estos datos se graficaron y se representan en la Figura N°18
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Figura N°18 Antibiético al que la cepa aislada mostré mayor resistencia.

El uso de la Tetraciclina pueda ser que se haya alternado con la Oxitetraciclina

y como ambas son Tetraciclinas los datos son muy parecidos, pero representa

un mayor grado de sensibilidad la Tetraciclina, con respecto a la Oxitetraciclina.

Las placas con el numero de muestra 36, 39 y 40 no se realiz6 la prueba de

multiresistencia debido a que durante el aislamiento de la bacteria, no hubo

crecimiento de Staphylococcus aureus. Esto pudo deberse a fallos durante la

inoculacion o la ausencia de el microorganismo en las muestras.
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5.4. Comparacion de la multiresistencia a los antibiéticos en
Staphylococcus aureus cepa control ATCC 29737

Se compard la resistencia bacteriana con una cepa control ATCC 29737 de
Staphylococcus aureus. La cepa ATCC sometidé a evaluacion de la resistencia a
los antibidticos utilizados para evaluar la resistencia de la cepa de

Staphylococcus aureus aislada de las muestras de leche cruda. Anexo N°18.

Los resultados de la resistencia para cada antibidtico se tabularon y se

presentan a continuacion:

- Penicilina G
La cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 29737 presenta sensibilidad a
este antibiotico. Para la prueba de coagulasa resulto positiva. Los resultados se

presentan en la Tabla N°22

Tabla N°22 Medida de halo de inhibicion de Penicilina G ante cepa ATCC 29737

Penicilina G
Resistente Intermedio Sensible
N° Muestra Medida del halo (mm) <14 215
ATCC 38 X
ATCC 40 X

- Oxitetraciclina
La cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 29737 presenta sensibilidad a
este antibiotico. Para la prueba de coagulasa resulto positive. Los resultados se

presentan en la tabla N°23
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Tabla N°23 Medida de halo de inhibicion de Oxitetraciclina ante cepa ATCC
29737

Oxitetraciclina

Resistente | Intermedio | Sensible
N° Muestra Medida del halo (mm) <14 15-18 >19
ATCC 28 X
ATCC 30 X
- Tetraciclina

La cepa control de Staphylococcus aureus ATCC 29737 presenta sensibilidad a
este antibiotico. Para la prueba de coagulasa resulto positiva. Los resultados se

presentan en la Tabla N°24.

Tabla N°24 Medida de halo de inhibicion de Tetraciclina ante cepa ATCC 29737

Tetraciclina
Resistente Intermedio Sensible
N° Muestra Medida del halo (mm) <14 15-18 >19
ATCC 29 X
ATCC 32 X

La cepa ATCC mostro ser sensible a los tres antibidticos ensayados, esto se
debe a que la cepa no ha sido sometida a ningun otro antibiético y por lo tanto
no ha creado mecanismos de resistencia que impidan hacer su labor de
inhibicion al antibiético. Por esta razén se hizo el ensayo con una cepa ATCC

para tomarla como cepa control para la comprobar la accion del antibiético
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5.5. Determinacion de la presencia o ausencia de restos de antibidticos en
las muestras de leche cruda de vaca por medio del Kit rapido SnapDuo
Tetra-Beta ST.

Luego del tiempo de retiro de los antibidticos, se determinaron residuos de ellos
en las muestras de leche cruda que provenian de vacas con tetas enfermas de
mastitis y que habian sido tratadas con antibioticos.

Para el desarrollo de esta prueba se utilizd para cada muestra el Kit rapido
SnapDuo Tetra-Beta ST (Ver Figura N°48). El resultado se verificd por medio de

una reaccion de cambio de color.

Figura N°20 Utilizacién del Kit rapido SnapDuo Tetra-Beta ST
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Se realizé la lectura de los resultados (Figura N°52)

Figura N° 21 Lectura de resultados por medio del Kit rapido SnapDuo Tetra-
Beta ST

Luego se procedio a la interpretacion de los resultados por medio de la tabla de

referencia del Kit rapido.
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Resultado negativo tanto para Beta como para Tetra

Ambos puntos de la muestra son mas oscuros o iguales Ts;: i. Contal
al punto del control.

U

Resultado positivo tanto para Beta como para Tetra

Ambos puntos de la muestra son mas claros que el punto |
del control.

\
Beta positivo, Tetra negativo ‘ .
Si el punto de la muestra beta es mas claro que el punto del control, N
\_/

entonces la muesira es positiva para beta-lactamas. Si el punto de la
muestra tetra es mas oscuro o igual al punto del control, entonces la

muestra es negativa para tetraciclinas. \
. : o

Tetra positivo, Beta negativo

Si el punto de la muestra tetra es mas claro que el punto del control, \_/

entonces la muestra es positiva para tetraciclinas. Si el punto de la
muestra beta es mas oscuro o igual al punto del control, entonces la
muestra es negativa para beta-lactamas.

En la determinacion de ausencia o presencia de antibiéticos en leche cruda de
vaca se analizaron un total de 22 muestras que provenian de tetas que habian
sido tratadas con antibiéticos para el tratamiento de mastitis. Los resultados se

especifican en la Tabla N°25.

Tabla N°25 Muestras analizadas para restos de antibiéticos.

Numero de muestras Porcentaje

Positivas 6 27.27 %

Negativas 16 72.73 %
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Estos resultados se graficaron y se observan en la Figura N°22
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Figura N°22 Porcentaje de muestras con ausencia o presencia de restos de

antibiodticos.

Como resultado se obtuvo que el 27.27 % de las muestras contenian restos de

antibidticos y el 72.73% no contenian restos de antibidticos.



CAPITULO VI
CONCLUSIONES
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6.0. CONCLUSIONES

. Al realizar la lista de chequeo se pudo obtener informacién muy
importante a cerca del cumplimiento de las condiciones higiénicas de la
lecheria como son: el personal 20%, alrededores 66.66%, operaciones
sanitarias 33.33%, equipo y utensilios 100%, produccién y control de
procesos 33.33%. Ademas evidenciar el uso irracional y empirico de los
antibidticos para tratar la mastitis ya que muchas veces el veterinario no

es quien elige el tratamiento para las vacas.

. El conteo de Staphylococcus aureus después de la pasteurizacion indica
que el 97.5% de las muestras cumple con la especificacion del
Reglamento Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08. para leche

fluida pasteuriza estando dentro del rango del limite maximo permitido.

. Se evaluo la resistencia microbiana de la cepa de Staphylococcus aureus
aislada de muestras de leche cruda de vaca a tres antibioéticos mas
utilizados para el tratamiento de la mastitis. Esta cepa aislada mostro
resistencia a la Oxitetraciclina y sensibilidad a la Penicilina G y a la

Tetraciclina.

. La Oxitetraciclina es un derivado de la Tetraciclina y a pesar de ello la
cepa de Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de vaca mostro
mayor sensibilidad a la Tetraciclina y una alta resistencia a la

Oxitetraciclina.

. La presencia de restos de antibiéticos en leche cruda de vaca tiene
efecto negativo en la salud publica causando reacciones de

hipersensibilidad y resistencia a bacterias patdogenas. En la industria
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lactea afecta los cultivos iniciadores empleados en la produccion de
derivados lacteos fermentados, como queso y yogurt ya que estos son

extremadamente sensibles a bajas concentraciones.

. Las cantidades maximas permitidas en la ingesta de residuos de estos
antibidticos segun lo establece el Codex Alimentarius es para residuos de
Bencilpenicilina (residuo de la Penicilina G) 30 pg, Tetraciclina vy

Oxitetraciclina 100pg/Kg.

. Se comprob6 la resistencia microbiana a los mismos antibiéticos
ensayados en la cepa aislada de leche cruda de vaca, con una cepa
control ATCC 29737 de Staphylococcus aureus esta cepa mostré ser

sensible a los tres antibiéticos ensayados.

. Se determind la presencia de residuos de antibidticos en muestras de
leche cruda de vaca, haciendo uso del Kit rapido SnapDuo Tetra-Beta ST.

La prueba resulto positiva para el 27.27% de las muestras analizadas.



CAPITULO VII
RECOMENDACIONES
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7.0. RECOMENDACIONES

En una futura investigacion a realizar con cepa de Staphylococcus
aureus aislada de leche cruda de vaca se puede determinar la
multiresistencia con antibidticos de familias diferentes de Beta

Lactamicos y Tetraciclinas.

Hacer la adecuada eleccidon del antibidtico a utilizar para el tratamiento
de vacas enfermas con mastitis, y cumplir con el diagndstico del
veterinario, respetando el tiempo de administracion y las dosis
recomendadas para cada tipo de antibidtico, para evitar el uso
indiscriminado de antibiéticos y no afectar la calidad de la leche.

Evitar la retencion de leche después del proceso de ordefio asegurando
que el ordefio sea completo para prevenir la mastitis en las vacas

lecheras.

Utilizar Agua potable para el lavado inicial y final de las tetas de las vacas
durante el proceso de ordefio y para la limpieza de las areas utilizadas.
Ademas de lavar y sanitizar los equipos utilizados durante el ordefio. Con
el fin de prevenir enfermedades de las vacas y la contaminacion de la

leche ordefada.

Se recomienda que la leche cruda de vaca no contenga restos de
antibioticos ya que afecta tanto al consumidor ocasionando reacciones
de hipersensibilidad y resistencia a bacterias patdégenas al ser sometidas
a concentraciones sub terapéuticas de antibidtico. En la industria lactea
afectan ya que se la leche cruda se utiliza con materia prima para la

elaboracion de derivados lacteos.
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6. Realizar los analisis pertinentes a la leche cruda de vaca, para asegurar
la calidad de la leche apta para ser utilizada como materia prima, en la

industria lactea.

7. Consumir leche que ha pasado por un proceso de pasteurizacion

confiable y asi prevenir enfermedades en los consumidores.
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GLOSARIO (26) (30)

Antibidtico: Sustancias naturales o fabricadas por el ser humano, que

matan a ciertos microorganismos o inhiben su crecimiento.

Leche cruda: Es el producto no alterado, no adulterado, del ordefio
higiénico, regular, completo e ininterrumpido de vacas sanas, que no
contenga calostro y que esté exento de color, olor, sabor y consistencia

anormales.

Leche pasteurizada: Es aquella leche integra o0 entera,
semidescremada o descremada, que ha sido sometida a un tratamiento
térmico especifico y por un tiempo determinado que asegura la total
destruccidon de los organismos patdégenos que pueda contener y casi la
totalidad de los organismos no patdégenos, sin alterar en forma

considerable su composicién, sabor ni valor nutritivo.

Mastitis: reaccion inflamatoria de la glandula mamaria. Esta inflamacién
produce cambios en el tejido glandular y una serie de variaciones en la
composicién bioquimica de la leche. Cuanto mayor sea la gravedad de la
inflamacién, mas se parecerd la composicion de la secrecion lactea a la

del suero sanguineo.

Multiresistencia Microbiana: El término resistencia mdltiple o
multirresistencia se utiliza cuando una cepa bacteriana es resistente a
varios antimicrobianos o tipos de antimicrobianos distintos. Por ejemplo,
la tuberculosis multiresistente es resistente de forma simultanea a

diversos antibiéticos que pertenecen a diferentes grupos quimicos.



Resistencia Microbiana: es la capacidad que tienen las bacterias de
soportar los efectos de los antibidticos destinados a eliminarlas o

controlarlas.

Teta o cuarteron: La ubre de la vaca lechera consta de cuatro glandulas
mamarias (cuarterones).Cada uno de estos cuatro complejos glandulares
es completamente independiente, con su propia estructura secretora y se

comunica con el exterior a través de su propio pezon

Ubre: La ubre es el o6rgano encargado de elaborar y acumular el
producto final: la leche. La capacidad productiva del animal y la calidad
del producto dependen, en gran medida, del funcionamiento vy

constitucion de este 6rgano.
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Anexo N°1

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
DEPARTAMENTO DE BIOQUIMICA 'Y CONTAMINACION AMBIENTAL

Tema:

DETERMINACION DE LA MULTIRESISTENCIA A LOS ANTIBIOTICOS EN
CEPA DE Staphylococcus aureus, AISLADA DE LECHE CRUDA DE VACA'Y
RESTOS DE ANTIBIOTICOS EN LA LECHE OBTENIDA DE UNA LECHERIA

DE EL DEPARTAMENTO DE SANTA ANA

CHECK LIST
PARTE |

1. ¢, Qué tipo de ordeiio realizan en la lecheria?

Manual ] Automatizado [ ]
2. ¢, Qué materiales se utilizan en el ordefio?
3. Tipo de estabulacion

Abierta [ ] Semicerrada [ ] Cerrada [
4. ¢, Se impide el estancamiento de leche en la ubre de la vaca después del

ordefo?

st [ NO [ ]

5. ¢,Con qué frecuencia se realiza el ordefio?
6. ¢El ganado esta en constante control por parte de un médico veterinario?

si [ NO [ ]



10.

11.

12.

¢, Cuéles son las enfermedades mas frecuentes que afectan al ganado?

¢, Cudl es el tratamiento farmacologico para la mastitis?

¢, Cudles son las condiciones de almacenamiento de la leche después del

ordeio?

Tiempo

Temperatura

Capacidad de los contenedores

Ubicacion de los contenedores

¢ Se realizan pruebas microbioldgicas a la leche ordefiada?

Sl [] NO [ ]

Mencione el nombre de las pruebas (si es que se hacen)

¢,Durante que etapa o porque motivos se puede interrumpir el ordefio?



PARTE Il
Secciones:
a) Personal
b) Alrededores
c) Operaciones sanitarias
d) Equipo y utensilios
e) Produccién y control de procesos

Criterio de respuesta

Se marcara Si, cuando se cumpla a cabalidad con cada criterio. Se elegira No

cuando el criterio no cumpla.

Personal

Uso correcto de mascarilla, redecilla de pelo, botas y un

adecuado vestuario de trabajo Si No

Cabello, barba y ufias recortadas Si No

Se realiza un lavado de manos antes de

comenzar el trabajo, después de cada

ausencia del lugar de trabajo y cada vez que

sea necesario Si No
El personal de la planta no porta joyas, relojes u otros

objetos personales que puedan caer en el producto Si ___ No
Mantenimiento y uso de guantes asépticos al momento de

manipular directamente el alimento Si No

Alrededores

Malezas debidamente podadas Si No

Depdsitos de basura limpios y tapados Si No



» Ausencia de acumulacion de agua Si No

Operaciones sanitarias

» Las paredes, pisos y ventanas, estan en buen estado  Si No
» Los materiales toxicos de limpieza y desinfeccion estan

debidamente almacenados y rotulados Si_ No__
» Ausencia plagas, roedores y animales domésticos

dentro de la lecheria Si__ No__
* Los equipos y utensilios son higienizados antes de

comenzar con las labores de ordefio Si___ No__
» El agua utilizada en el proceso, lavado y recirculacion del

equipo de ordefio, es potable y limpia Si No

= Servicios sanitarios funcionales, en buen estado y bien

provistos Si No
» Estacion de lavado de manos provista de insumos Si No
» Recipientes para basura bien tapados Si No

» Las mangueras debidamente colocadas en su

Sujetador Si No

Equipo y Utensilios

1. Todos los equipos estan en buenas condiciones Si No

2. Utensilios en su respectivo lugar y que no se encuentran

tirados en el piso Si No



Produccién y control de procesos

» Registros de analisis microbiolégicos de la leche Si No

 Material de envase desinfectado antes de utilizarlo Si No

» Almacenamiento y transporte de producto terminado se

realiza de manera que se evite la contaminacién Si No



Anexo N°2

Vifieta para la identificacion de muestras de leche cruda

-

CODIGO DE MUESTRA

HORA DE MUESTREO
ANALISIS REQUERIDOS

FECHA

~

RECOLECTOR DE MUESTRA

\_




Anexo N°3
Procedimiento para realizar el aislamiento y confirmacién de
colonias de cepa de Staphylococcus aureus en muestras de leche
cruda de vaca



FPipetear 25mil
[ 1 Muestra de leche cruda de vaca

[ ‘ Agua Buferada Peptonada 225ml

pH 7.2

Agitar Smin

l

Dilucion 1:10
Fipetear 1ml

N

A
. A 3
" ; :
i “"\.--'-'-" "'..,“'"\.\_ N
e e i ), -
b e - e i
o — —

0.3 mL 0.3 mL 0.4 mL

Agar Baird Parker

Incubar de 45-48horas a 35+2°C

Figura N°23 Esquema de analisis para el aislamiento de cepas de
Staphylococcus aureus en muestras de leche cruda de vaca



Tomar 5 colonias

Sembrar en Caldo BHI L
Incubar durante 24 horas a 35+2°C l
l

Tomar 0.5ml de BHI
Sembrar en un tubo
con plasma de conejo

Incubar a 35£2°C y
examinar la formacion del
coagulo a las 6 horas '
durante 24 horas

Invertir el tubo -

Positivo Negativo

Figura N°24 Esquema de analisis para confirmacién de colonias sospechosas
de Staphylococcus aureus en leche cruda de vaca



Anexo N°4
Determinacion de la multiresistencia tres antibidticos diferentes en
cepa de Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de vaca



v

Caldo BHI

_

[ 4

Medio TSA

2

Agregar Solucion salina al 0.9% y colocar una colonia aislada

Comparar en una superficie de contraste
con el estandar de turbidez

Ajustar a la escala 0.5 de Mc Farland
Llevar a la par el blance (cepa de Staphylococcus aureus ATCC 28737)

Figura N°25 Esquema de andlisis para la preparacion del inoculo de
Staphylococcus aureus



E———

“. 5 ¢ )137 ol
PR Colocar los discos
Ll impregnados con el antibidtico

Suspension de
Staphylococcus aureus
N°®5 Escala de Mc Farland

Incubar durante 18-
19 horas a 3522 *°C

Los diametros de inhibicion fueron interpretados
basandose en las Tablas N°1 y N°2 del anexo

La sensibilidad de la cepa bacteriana se reportd como
sensible (S), intermedio (1), o resistente (R)

Figura N°26 Esquema de desarrollo de la Prueba de Resistencia Microbiana
en cepa de Staphylococcus aureus aislada de leche cruda de

vaca



Anexo N°5
Determinacion de la multiresistencia tres antibidticos diferentes en
cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus aureus



Agregar Solucion
saling 2l 0.5% y
colocar una colonis
sislads

Criovial de cepa control
Staphyiococcus sureus
ATCC 23737

Medio TSA Incubar Durante
24 horas g 36£2°C

-~

—

Imcubar 3 354+2°C y
examinar la formacion del

cosgule 3 las & horas
durantz 24 horas

Invertir 2l tubo

Comparar &n una superficie de contraste
con el estandar de turbidez

Negativo

Ajustar 3 la escala 0.5 de Mc Farland eguivalents a 1x10° UFCiml

Figura N°27 Esquema de preparacion del in6culo de la cepa control ATCC
29737 de Staphylococcus aureus



# \
Colocar los discos
impregnados con &l antibiotico
Suspension de Staphylococcus
sursus N°5 escals de Mc Farland

equivalente 3 1x10° UFCiml

Incubar durante 18-19 horas 3 35¢2 °C

Los diametros de inhibicion fueron interpretados
basandose en las Tablas N°1 y N°2 del anexo

Lz sensibilidad de |3 cepa bacteriana s& reporto como
sensible (), intermedio (1), o resistentz (R)

Figura N°28 Esquema de desarrollo de la Prueba de Resistencia Microbiana
en la cepa control ATCC 29737 de Staphylococcus aureus



Anexo N°6
Determinacion de restos de antibioticos en leche cruda de vaca por
medio del kit SNAPduo Beta-Tetra ST Test



Muestra de leche cruda de vaca

Transfiera la leche y agitela hasta
que se haya disuelto, pero no lo
haga por mas de 15 segundos.

SNAP.

\S/

T
Viértala, obsérvela y
luego presione hasta -
que escuche el sonido S E b g

19cho ¢
mussing o
)1 I

Lea los resultados
a los 6 minutos.

Figura N°29 Esquema de la determinacion de restos de antibidticos en leche
cruda de vaca por medio del Kit SNAPduo Beta — Tetra ST Test




Anexo N°7
Proceso de pasterizacion a nivel de laboratorio de leche cruda de
vaca



Colocar en el
pasteurizador 2000ml de
leche cruda de vaca

Calentar a temperatura entre 62
y 64°C durante 30 minutos.

Enfriar la leche a
temperaturas entre 4 y 10°C

Figura N°30 Esquema del proceso de pasteurizacion a nivel de laboratorio de
leche cruda de vaca



Anexo N°8
Conteo y aislamiento de cepa de Staphylococcus aureus en
muestras de leche pasteurizada de vaca



FPipetear 25mil
[ l Muezfra de leche pasteurizada de vaca

Agua Buferada Peptonada 225mil
pH 7.2

Agitar Smin

l

Dilucion 1:10
Pipetear 1ml

d" -
S ed ] ey
T e

0.3 mL 0.4 mL

Aqgar Baird Parker

Incubar de 45-48horas a 35+£2°C

l

Contar las colonias vy Comparar los resultados
obtenidos segun el Reglamento Técnico
Centroamericano RTCA 67.04.50:08

Figura N°31 Esquema de conteo y aislamiento de cepa de Staphylococcus

aureus en muestras de leche pasteurizada de vaca



Tomar 5 colonias del
Agar Baird Parker

Sembrar en Caldo BHI —

Incubar durante 24 horas a 35+2°C l

Tomar 0.5ml de BHI
Sembrar en un tubo
con plasma de conejo

Incubar a 35+2°C y
examinar la formacion del
coagulo a las 6 horas l
durante 24 heras

Invertir el tubo -

Positivo Negativo

Figura N°32 Esquema para la confirmacion de colonias sospechosas de
Staphylococcus aureus en muestras de leche pasteurizada de
vaca



Anexo N°9
Ubicacién geografica de la lecheria



Einca MarialAuxiliadora

Google ear

. 1570 Imagery Date 20 eye alt

Figura N°33 Ubicacién geogréfica de la lecheria

%
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EllPorvenir£El,Porvenir
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Imagery Date: 12/1/2014

Figura N°34 Ubicacién geografica de la lecheria



Anexo N°10
Verificacion de las condiciones higiénicas de la lecheria



Figura N°35 Fotografia de ordefio: manual

Figura N°36 Fotografia de pezoneras utilizadas en el tipo de ordefio:
automatizado



Figura N°37 Fotografia de ordefio automatizado



Anexo N° 11

Figura N°38 Fotografia de condiciones de estabulacion del ganado:
Semicerrada



Anexo N° 12

Figura N°39 Fotografia del antibiético Mastijet Forte administrado por via
intramamaria y utilizado en el tratamiento de la mastitis

l|

stilab i

«
NS

Figura N°40 Fotografia del antibidtico Mastilab administrado por via
intramamaria y utilizado en el tratamiento de la mastitis
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Figura N°41 Fotografia del antibidtico Streptopen administrado por via
intramuscular y utilizado en el tratamiento de la mastitis



Anexo N° 13

Figura N°42 Fotografia de tanque de almacenamiento de leche ordefiada



Anexo N°14
Aislamiento y cuantificacion de Staphylococcus aureus en muestras
de leche pasteurizada para comparar si cumple con el Reglamento
Técnico Centroamericano (RTCA) 67.04.50:08.



Figura N°43 Fotografia de muestras de leche cruda de vaca

Figura N°44 Fotografia de proceso de pasteurizacion de leche cruda de vaca



Figura N°45 Inoculacién de placas con Agar Baird Parker

Figura N°46 Aislamiento y cuantificacion de Staphylococcus aureus



Anexo N° 15
Tabla de limites maximos permitidos de Staphylococcus aureus en
leche fluida pasteurizada.

1.0 Grupo de Alimento: Leche y productos lacteos. Incluye todo tipo de productos licteos derivados de la leche de cualquier
animal que suele ser ordefiado (vaca, oveja, cabra, bufala). En esta categoria, un producto simple es uno que no contiene ningtin
saborizante, ni contiene frutas, verduras u otros ingredientes no ldcteos; tampoco se ha mezclado con ofros ingredientes no licteos,
salvo lo permitido por las normas correspondientes.2 Similares son productos en los cuales la grasa ldctea ha sido reemplazada parcial
0 totalmente por grasas o aceites vegetales

1.1 Subgrupo del alimento: Leche fluida pasteurizada, con o sin saborizantes, con o sin aromatizantes

Parametro Categoria Tipo de riesgo Limite maximo
permitido
Escherichia coli 10 < 3 NMP/ml
Salmonella spp/25 ¢ 10 A Ausencia
Staphylococcus aureus I 10° UFC/ml
Listeria monocytogenes/23 g 10 Ausencia




Anexo N° 16
Evaluacion de la resistencia microbiana del Staphylococcus aureus
por medio del método de Kirby Bahuer



Figura N°47 Colonias de Staphylococcus aureus en Agar Baird Parker

Figura N°48 Preparacion de los estandares de turbidez



Figura N°49 Placa de Agar Mueller Hinton inoculada y con discos de
antibiético

Figura N°50 Medicion de halos de inhibicion utilizando pie de rey



Anexo N° 17
Tabla de parametros para la interpretaciéon de resultados, medida de
los halos de inhibicion
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Anexo N°18
Comparacion de la multiresistencia a los antibioticos de
Staphylococcus aureus cepa control ATCC 29737



Figura N°52 Halos de cepa patron ATCC 29737 de Staphylococcus aureus



Descr

Anexo N°19
ipcion del cronograma de procesamiento de muestras y sus
caracteristicas organolépticas.

Cronograma de procesamiento de muestras y sus caracteristicas organolépticas

Semanal

Preparacion de Medios de cultivo

Semana 2

Procesamiento de Muestras de leche cruda de vaca (Muestras del 1 al 30)

Aislamiento de Staphylococcus aureus

Numero de vacas muestreadas 5

Total de muestras | Numero de muestra de tetas afectadas Numero de muestras de tetras No afectadas

20

159,13y 17 2,3,4,6,7,8,10,11,12,14,15,16,18,19y 20

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Numero de vacas muestreadas 1

Total de muestras | Numero de muestra de tetas afectadas Numero de muestras de tetras No afectadas

4

21 22,23Y 24

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Numero de vacas muestreadas 1

Total de muestras | Numero de muestra de tetas afectadas Numero de muestras de tetras No afectadas

4

25 26,27,28

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color blanco oscuro, tiene codgulos grandes con apariencia a leche descompuesta

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

TOTAL DE MUESTRAS TOMADAS TOTAL DE VACAS MUESTREADAS
28 7

TOTAL MUESTRAS DE TETAS ENFERMAS TOTAL DE MUESTRAS DE TETAS SANAS
7 21




Semana 3

Procesamiento de Muestras de leche cruda de vaca (Muestras del 29 a la 60)

Aislamiento de Staphylococcus aureus

Numero de vacas muestreadas

1

Total de muestras

Numero de muestra de tetas afectadas

Numero de muestras de tetras No afectadas

4

43

41,42Y 44

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color morado oscuro, fluida, con una pelicula de nada encima, con olor caracteristico.

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Numero de vacas muestreadas

1

Total de muestras

Numero de muestra de tetas afectadas

Numero de muestras de tetras No afectadas

4

45y 46

49y 50

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color rosado-rojizo oscuro, fluida y con olor caracteristico.

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densay con olor caracteristico.

Numero de vacas muestreadas 3

Total de muestras | Numero de muestra de tetas afectadas Numero de muestras de tetras No afectadas

12 31,32,33,34,35Y 36 37,38,51,52,53 Y54

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color blanco oscuro, tiene codgulos grandes con apariencia a leche descompuesta

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densa y con olor caracteristico.

Numero de vacas muestreadas

3

Total de muestras

Numero de muestra de tetas afectadas

Numero de muestras de tetras No afectadas

12

39,40,47,48,59Y 60

29,30,55,56,57 Y 58

Propiedades organolepticas tetas afectadas

Leche color blanco oscuro, tiene coagulos grandes con apariencia a leche descompuesta

Propiedades organolépticas teta no afectadas

Leche color blanca, fluida, sin grumos, poco densa y con olor caracteristico.

TOTAL DE MUESTRAS TOMADAS TOTAL DE VACAS MUESTREADAS
32 8

TOTAL MUESTRAS DE TETAS ENFERMAS TOTAL DE MUESTRAS DE TETAS SANAS
15 17




Anexo N°20
Sensibilidad de limites detectables de antibidticos del Kit rapido
SNAP duo Beta-Tetra ST

Farmaco MEL europeo ST
Tetraciclina 100 pphb 35-50 ppb
Ouitetraciclina 100 pphb 35-50 ppb
Clortetraciclina 100 pphb 35-50 ppb
Penicilina G 4 ppb 3 ppb
Ampicilina 4 ppb 4 ppb
Amoxicilina 4 ppb 4 ppb
Cefapirina 60 pplb 35 pph
Ceftiofur v metabolitos 100 pphb 20-80 pph
Cloxacilina 30 pph 6 pph
Cefalonio 20 pph 20 pph
Cefazolina S0 pph 40 pph
Cefoperazona S0 pph 35 pph
Cefuroxima S0 pph 15 pph
Dicloxacilina 30 ppl & ppb
Mafcilina 30 ppl 4 ppb
Dxacilina 30 ppl S ppb




Anexo N°21
Certificado de analisis del Kit rapido SNAP duo Beta-Tetra ST
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'CERTIFICATE OF ANALYSIS

Certificado de Anélisis / Certificat de contrdle / Chargen-Priifprotokoll

Pad ' SNAP® duo Beta-Tetra ST

Produet code:  99-27421 Lot number: HK984 Expiration date: 26 June 2015

Ffﬁai Réfeagé Results -

ResxduemSample .................... T
............... Negan\cPa.ss o
Tetracycline 100 ppb Pass
Penicillin G 4 ppb ' Pass

Please contact IDEXX Techmical Support at 1-207-556-4696 or email FEDtechnicalservice@idexx.com with questions.

This information is released by:

Name: Joyce Miele, Sr. Quality Asswrance Specialist

Signature: {ipeyk | i:.—«:é.éi
i

FAM-DASE_A, CO #4535, EXfective Date: 05122/67 Tuesday, September 30, 2014

IDEXX Laboratories, Inc. - One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04092, USA - Tel.:+1.207-856-0300
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CERTIFICATE OF ANALYSIS

Certificade de Andlisis / Certificat de contrdle / Chargen-Priifprotokoll

| ' SNAP® duo Beta-Teira ST

Product code:  99-27421 Lot number: LK261 Expiration date: 19 September 2015

Final Release Results:

.............. Residué in Sample' Pass/Fail
.............................. e e e e
Tetracycline 100 ppb Pass
Penicillin G 4 ppb : Pass

Please contact IDEXX Technical Support at 1-207-556-4695 or email FEDtechnicalservice@idexx.com with questions.

This information is released by:
Name: Joyce Miele, Sr. Quality Assurance Specialist

Signature:

FRM-QAS0_A. CO #34535, Effective Date: 08/22/07 Wednesday, December 24, 2014

IDEXX Leboratories, Inc. - One IDEXX Drive, Westbrook, Maine 04052, USA - Tel.:+1.207-856-0300



Anexo N°22
Estudios Inmunoserologicos realizados al plasma utilizado en la
confirmacién de colonias sospechosas de Staphylococcus aureus y
cepa ATCC 29737.



HOSPITAL N. DE NINCS 8. BLOOM Pag. 1

REMISION N°: 20 1 5/1 71 9 1 1 Fecha Emisién:  26/08/2015 09:01:35

CENTRO: UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
CODIGO: 18
Direccién: 25 AVENIDA NORTE

Tipo Hemoderivade Ced. Vol  BancoSangre Unidad  Grupo Rh DU Genotipo Al F.Extrac F.Vto.  Tipo Extraccién
PLASMA PF 40 HOSPITAL DE NIROS 15002875 6 + : - 18/05/2016  17/05/2018 SANGRE TOTAL
Total de Unidades: 1
PF PLASMA 1
Estudios Inmunoserolégicos realizados a la/s unidades/es: Estudios Inmunohematolégicos
VDRL:  NOREACTIVO HIVAG: NO REACTIVO seaiizadon » Ia/s Unided/eg:

HBsAg: NOREACTIVO Syphi: Negativo
HCV: NO REACTIVO
CHAEL: NO REACTIVO

Anticuerpos Irregulares Realizados

Firma Resp. Recibe

Blood Bank Soft 2000 ' ; ey e



