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RESUMEN

El objetivo de este trabajo de investigacion fue de evaluar especies de bacterias
resistentes a los antibiéticos Oxitetraciclina y Eritromicina en quesos frescos
costefios fabricados artesanalmente en municipios Arjona y Villanueva del
departamento de Bolivar. Las cepas de microorganismos fueron aisladas e
identificadas empleando métodos convencionales y se confirmaron las especies
entéricas mediante el sistema de identificacibn BBL Cristal, la susceptibilidad a
Oxitetraciclina y Eritromicina se evalué por el método de difusién en disco de Kirby

Bauer.

De 8 muestras de quesos evaluados, se aislaron cepas de Enterobacter cloacae
resistentes tanto a la oxitetraciclina como a la eritromicina y cepas de Klebsiella
pneumoniae ssp pneumoniae de las cuales el 25% fue resistente a la tetraciclina y
el 100% a la eritromicina. La presencia de cepas de la familia Enterobacteriaceae
resistentes en quesos frescos costefios, puede significar un riesgo para salud
publica ya que podria servir como fuente de diseminacion de éstas y dilatar el

problema de la resistencia.
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INTRODUCCION

A nivel mundial anualmente se dispone en el mercado de nuevos antimicrobianos
para enfrentar el problema de la resistencia microbiana, las bacterias son capaces
de desarrollar ‘defensas’ mas efectivas contra estos nuevos y poderosos
antibioticos. En este sentido, el valor terapéutico de estos antimicrobianos ha
estado en evolucion a través de los afos. Las caracteristicas mismas de los
microorganismos hacen que la lucha contra ellos se haya convertido en una
carrera donde ha habido la necesidad de emplear todo tipo de estrategias, desde
la busqueda de compuestos nuevos con mayor actividad biolégica, hasta el disefio
de moléculas nuevas mediante procedimientos de biotecnologia, pasando por

combinaciones de antimicrobianos [1].

La resistencia bacteriana es un tema muy importante en el estudio de los
antibioticos, porque su comprobacion implica el fracaso de la terapéutica. La
terapia antibiética ha conducido a una prolongacién en la expectativa y calidad de
vida, como parte de los avances en la medicina moderna que han reducido la
morbimortalidad de numerosos padecimientos, en especial de las enfermedades

infecciosas. [2].

Esto es un fendbmeno creciente caracterizado por una refractariedad parcial o total
de los microorganismos al efecto del antibiético generado principalmente por el
uso indiscriminado e irracional de éstos tanto en el &rea médica como en la
agricultura, y no sOlo por la presién evolutiva que se ejerce en el uso

terapéutico.[3]

El problema surge cuando las cepas aparentemente inofensivas que se
15



encuentran en alimentos como el queso, y que presentan resistencia a
antibioticos, entran en contacto con microorganismos patdgenos, ya que les
pueden proporcionar dicha resistencia y el tratamiento frente a la infeccién no
seria eficaz.

Por lo tanto es de vital importancia dar a conocer lo que se esta presentando con
esta evaluacién de la resistencia bacteriana a antibidticos presentes en quesos

costefios del departamento de Bolivar.
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1. EVALUACION DE RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIBIOTICOS
Oxitetraciclina y Eritromicina EN QUESOS FRESCOS COSTENOS DEL
DEPARTAMENTO DE BOLIVAR PROVENIENTES DE LOS MUNICIPIOS DE
ARJONA Y VILLANUEVA
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2. MARCO TEORICO

2.1 EL QUESO

El queso es una de las formas de transformacién de la leche, que permite
conservar su valor nutritivo y mejorar sus caracteristicas organolépticas y
aumentar su vida util. El queso de acuerdo con su tipo y condiciones de
almacenamiento tiene una vida util que puede variar de pocos dias a varios
meses. Mediante un proceso adecuado y mediante la aplicacion de unas buenas
practicas de manufactura se puede obtener un producto de excelente calidad

técnica y microbiologica, altamente nutritivo e inocuo para los humanos.

Un queso fresco se puede definir como el producto obtenido de la coagulaciéon o
gelificacion de la leche cuando se acidifica 0 se somete a la accion enzimatica del
cuajo, produciéndose la separacion del suero y la cuajada o “sinéresis”. Esta

cuajada después de separada del suero, se constituye en un queso fresco. [4]

3.1.1 Consumo y produccion mundial

El queso es uno de los principales productos agricolas del mundo. Segun la
Organizacion para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) de las Naciones Unidas,
en 2004 se produjeron en el mundo mas de 18 millones de toneladas. Esta
cantidad es superior a la produccion anual de granos de café, hojas de té, granos
de cacao y tabaco juntos. EI mayor productor de queso es Estados Unidos, que
asume un 30 por ciento de la produccion mundial, seguido de Alemania y Francia.
En cuanto a las exportaciones, el pais con mayor valor monetario de ellas es
Francia, seguido de Alemania, que es el mayor en cuanto a cantidad. De los diez
18



mayores paises exportadores, soélo Irlanda, Nueva Zelanda, Paises Bajos y
Australia tienen un mercado mayoritariamente oriental, con un 95, 90, 72 y 65 por
ciento de sus producciones exportadas, respectivamente. A pesar de ser Francia
el mayor exportador, tan solo un 30 % de produccion es exportado. Y la de los
Estados Unidos, el mayor productor, es practicamente despreciable, ya que la
mayor parte de su produccion es para el mercado doméstico. Los paises que mas
gueso importan son Alemania, Reino Unido e Italia, por este orden. En el consumo
por persona, Grecia se encuentra en el primer puesto del ranking mundial, con
27,3 kg de media consumidos por habitante Francia es el segundo consumidor
mundial, con unos 24 kg por persona, los quesos emmental y camembert son sus
quesos mas comunes. En tercera posicion se encuentra Italia, con 22,9 kg por
persona. En los Estados Unidos el consumo se esta incrementando rapidamente,
habiéndose triplicado practicamente entre 1970 y 2003. El consumo por habitante
alcanzé en 2003 los 14,1 kg, siendo la mozzarella el queso favorito de los

estadounidenses, con un tercio del total consumido. [5]

El incremento mundial en la fabricacion de queso depende no solo de la
produccion lactea, sino también de la habilidad en la venta de la produccion, que
depende de causas diversas, tales como la coyuntura econdmica del mercado, las
variaciones en el mismo motivadas por cambios en los habitos alimentarios, la
disponibilidad de alimentos alternativos, las fluctuaciones en el poder adquisitivo y

las variaciones en las tarifas aduaneras. [6]

2.1.2 Aspectos nutricionales

Contenido graso

Se sabe que el queso elaborado con leche entera contiene la mayoria de los

acidos grasos esenciales como el linoléico y araquidénico, acidos grasos que son
19



insaturados, que son necesarios para la dieta del los humanos y como fuente
principal de energia. [7]

Proteinas

El queso es una fuente adecuada de proteina porque normalmente contiene todos
los aminoacidos. La caseina es la principal proteina del queso y las diferencias
cuantitativas que existen entre la caseina de la leche natural y del queso se deben

a las pérdidas de proteinas del suero durante el proceso de elaboracion del

queso.[8]

Tabla 1. Aminoacidos Esenciales en la leche y caseina

Aminoacidos | Leche (%) | Caseina (%)
Arginina 3.7 3.9
Histidina 2.2 3.0
Treonina 4.6 4.5

Valina 7.1 7.4
Leucina 121 10.0
Isoleucina 6.7 6.4
Lisina 7.4 8.1
Metionina 2.6 3.3
Fenilanina 2.8 0.4
Triptofano 1.4 0.6

Fuente: M. Gomez, Tecnologia de Lacteos, Universidad Nacional Abierta y Distancia, 2005, p. 136

Minerales, sales y vitaminas

En el queso se establece un gran contenido de minerales y sales, dentro de los

cuales se encuentran el calcio (para la formacién de los huesos y dientes) el hierro
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(para la formacion de los globulos rojos de la sangre) y el fésforo (dientes y
estructura 0sea), como los mas importantes y de mayor proporcion. El queso
también contiene la gran mayoria de las vitaminas esenciales, excepto la C, que

se pierde durante el proceso de elaboracion del queso. [9]

Finalmente se puede asegurar que el queso es un alimento con gran capacidad de
conservacion, con alto contenido de proteinas, grasa, calcio, fésforo, riboflavina y
otras vitaminas disponibles en forma concentrada, lo cual es una ventaja sobre la

leche que por su gran contenido de agua resulta un producto bastante perecedero.

Es importante tener en cuenta que durante el proceso, la lactosa y algunas
proteinas del suero (lactoalbumina y lactoglobulina) se desnaturalizan pero a
pesar de esto el queso se puede considerar, un buen sustituto de otros alimentos

con relacion al contenido de proteina

Tabla 2. Valor nutricional de algunos alimentos por 100g de alimento

Alimento (g) | Proteina(g) | Grasa(g) | Calcic(mg) | Hierro{mg) | Tiamina{mg) | Riboflavina(mg) Ascé?ﬁggg[mg} Energia(Kcal)
Cuajada 15.6 18.9 490 1.5 0.02 0.46 0 256
Queso

blando 15.0 7.0 350 0.5 0.02 0.30 0 145
Queso

Semiblando 2.7 19.0 690 0.7 0.02 0.40 0 280
Queso Duro 250 31.0 800 0.8 0.04 0.50 0 387
Leche de

Vaca 34 33 120 0.2 0.04 0.18 2 60
Kumis 35 25 106 0.1 0.03 017 1 76
Yogurt 29 29 111 0.3 0.04 0.20 3 94
Carne de

res magra 215 6.5 6 27 0.08 0.23 0 150
Carne de

cerdo 18.5 1.9 5 2.0 0.71 0.25 0 186
magra

Pollo 202 10.2 14 1.5 0.08 0.16 0 178
Alverja

verde 8.2 0.3 36 24 0.36 0.12 20 116
Frijol rojo 204 1.2 100 71 043 0.12 3 302

Fuente: M. Gomez, Tecnologia de Lacteos, Universidad Nacional Abierta y Distancia, 2005, p. 136
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2.1.3 Clasificacion

Mediante la elaboracion del queso se logra conservar dos componentes no
solubles de la leche, la caseina y la grasa. El proceso basico para la obtencion del
queso es la coagulacion de la leche, luego el desuerado por el cual el lactosuero,
se separa de la cuajada. En el lactosuero esta la mayor porcion del agua y de los
componentes solubles de la leche, pasando una cantidad insignificante en la
cuajada. El queso puede ser fermentado o no fermentado, y su minima

fermentacion se debe a la fermentacion lactica.

En el mercado existe una gran variedad de tipos de queso que difieren en por
varios aspectos, entre los cuales los mas importantes son: composicion y
naturaleza de la leche; cambios en el proceso de elaboracion, que dan lugar a
qguesos con diferente estructura o textura y tipo de fermentacién obteniéndose
diferentes tipos de queso, segun la actividad de los microorganismos que actla en

la fermentacion de la caseina, la grasa y la lactosa presente en la cuajada. [10]

Cada tipo de queso tiene caracteristicas especificas debido a diferentes factores,

relacionados unos con otros, entre los cuales se pueden mencionar:

» Factores microbiolégicos, que tienen que ver con la composicién de la

microflora original, asociada y las que se desarrollan durante el proceso.

* Factores bioquimicos, debido al contenido y caracteristicas de las enzimas
gue actuan en el producto, como las del cuajo (coagulante) y de las bacterias,

levaduras, hongos o mohos.

» Factores fisicos y fisicoquimicos, como: temperatura, pH, potencial redox y

procesos osmoticos
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Factores quimicos, como la cantidad de calcio retenido en la cuajada, del
agua de la sal y de los compuestos provenientes del atmosfera como

humedad y gas carbdnico.

Factores mecanicos, como: el corte, agitacion, trituracion y frotamiento que

acenttan o disminuyen los factores anteriores.[11]

Teniendo en cuenta lo anterior existen diferentes formas de clasificar los quesos,

relacionadas principalmente con la composicién del producto, su tecnologia y

maduracion siendo una de las mas comunes la clasificacién de los quesos en:

frescos y madurados y dentro de esta clasificacion existen otras diferencias que

tienen que ver con el desuerado espontaneo o acelerado, corte de la cuajada,

presion durante el prensado, contenido de mohos y caracteristicas de la corteza.

La Federacion Internacional de la Lecheria FIL - IDF en documento 141 de 1981

contempla los siguientes criterios para la clasificacion de los quesos:

La materia prima: leche de vaca, bufalo, oveja o cabra

Consistencia: pasta dura, blanda, semi- blanda, queso fresco o cuajada &cida.
Aspecto interior: con o sin 0jos

Aspecto exterior: corteza dura, seca, blanda- seca, sin corteza

Contenido maximo de humedad: en el queso completo (% de humedad) y en

el queso sin grasa (% H/QD).

Contenido de materia grasa en materia seca (%MG/MS):También, la
FAO/OMS, en su informe de junio de 1978 presenta una clasificacion de los
guesos segun la humedad en el queso desgrasado (%H/QD) y el contenido de

materia grasa en la materia seca ( % MG /MS). [12]
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Tabla 3. Clasificacion de los quesos segun la humedad en el queso sin grasa

%H/QD CLASE
Menor que 51 Extraduro
49 — 56 Duro
54 —63 Semiduro
61-69 Semiblando
Mayo que 67 Blando

Fuente: Universidad Nacional de Colombia. ICTA. Guia para producir quesos colombianos.

Por otra parte los quesos son clasificados de acuerdo al tratamiento de la cuajada
en: quesos de pasta cruda, semicocida y cocida, segun el calentamiento al que ha
sido sometido. Quesos con pasta molida, amasada y prensada, segun el
tratamiento mecanico efectuado en el proceso. Quesos de pasta hilada, que
consiste en el estiramiento con calor de la cuajada hasta obtener una consistencia
elastica, parcialmente desmineralizada, con una estructura en forma de capas,

como consecuencia del “proceso de hilado”

Por lo anterior es recomendable combinar todos los aspectos mencionados para la

clasificacion de los quesos para describir un determinado tipo de queso.

Existe una clasificacion tipica para los quesos que se elaboran actualmente en

Colombia, la cual se presenta en la siguiente tabla [13]

24



Tabla 4 Clasificacion de los principales quesos colombianos

Nog1ut:§0del madt-:-r;}ggi?:: y de mHaL:(?]nfg ?.?,n} qrn;%(glzd?%lsa Consistencia M%;EE;:{%%{" Cog:s::}do
MADURADOS
PAIPA Pas‘;r;?;gzzda y 48 60 Semiduro 40 Medio
FRESCOS NO ACIDOS
CUAJADA | Pastano prensada 59 T2 Blando 44 Medio
QUESITO Pasta molida 58 72 Blando 52 Alto
Pastano prensada 55 70 Blando 49 Alto
CAMPESINO
Pasta prensada 50 65 Semiblando 45 Alto
MOLIDO Pasta molida 57 ] Blando 49 Alto
AMASA DO | Pasta amasada 29 70 Blando a0 Alto
FRESCOS ACIDOS

e Pasta hilada 50 65 Semiblando 15 Alto
QUESILLO Pasta hilada 50 (i3 Semiblando 50 Alto
PERA Pasta hilada 49 63 Semiblando 45 Alto

Fuente: Universidad Nacional de Colombia. ICTA. Guia para producir quesos colombianos.

2.1.3.1 Queso costeio

Descripcion general

Es un producto autoctono de la costa atlantica, como aprovechamiento de la
leche que se produce en la regidn y para una mayor conservacion. Es un producto
de alto contenido de sal y muy bajo porcentaje de humedad, y ello hace que su

conservacion sea mayor que la de otros tipos de quesos.

La zona de mayor produccién se encuentra en los departamentos de Cordoba,
Sucre, Bolivar, Atlantico, Magdalena y Cesar y en algunas regiones calidas como
el Meta. Este queso es de tipo fresco, no &acido, prensado con alto contenido en
sal, no madurado y elaborado con leche de vaca. Tiene un 65% de humedad y

45% de materia grasa en materia seca. Se clasifica en un queso semi-duro, con
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alto contenido en materia grasa. [14]

Tabla 5. Caracteristica fisicoquimica del queso costefio

Caracteristicas Valores de referencia
Humedad (%) 45 - 47
Materia grasa (%) 23-25
Proteina (%) 19-20

Sal (%) 30-35
Materia grasa en materia seca (%) 44 — 46
Humedad del queso desgrasado (%) 60 -62

pH 50-5.2

Fuente: Universidad Nacional de Colombia. ICTA. Guia para producir quesos colombianos.

2.1.4 Materias primas

La materia principal para la elaboracion del queso es la leche proveniente de
diferentes mamiferos como la vaca, cabra, oveja y bufala, pero la mas importante
por su composicion quimica, fisica, y nutricional, es la leche de vaca, aunque
actualmente ha aumentado el procesamiento de la leche de cabra y de bufala para

la elaboracién de queso principalmente.[15]

Leche

La leche es un liquido complejo en donde sus diferentes componentes se
encuentran en estado de dispersion, de los cuales dependen sus propiedades y

efectos causados por la interaccion que existe entre estos.

Es importante resaltar que la elaboracion del queso no depende Unicamente de la
composicién macro de la leche con respecto a la materia grasa, la proteina, la

lactosa y las cenizas, sino también de la microestructura de los componentes
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individuales es decir de los acidos grasos, la caseina, las albuminas, las globulinas

entre otros. [16]

La materia grasa de la leche se encuentra dispersa en forma de glébulos esféricos
conformando una emulsion de materia grasa en forma globular. En la materia
grasa de la leche se encuentran diferentes lipidos como los neutros, los polares
las sustancias insaponificables como el colesterol el dehidrocolesterol, precursor
de la vitamina D, los carotenoides principalmente la vitamina A. La agregacion de
la grasa a la cuajada, esta relacionada con la grasa de la leche, pero también con
la composicion de la grasa y de su membrana que la rodea. La composicion de la
grasa afecta su punto de fusién y durante el proceso se libera grasa liquida en el
manejo de la cuajada, ocurriendo que los globulos grasos grandes fundidos
internamente, sean expulsados de la cuajada con mayor facilidad que los

pequefios. [17]

En la leche las proteinas tienen una estructura especifica, que se afecta por la
accion de diferentes tratamientos particularmente, por la accion de los acidos y por
el calentamiento, ocurriendo la desnaturalizacion que ocasiona cambios en su
estructura secundaria y terciaria, presentandose la reagrupacion de sus moléculas
y como consecuencia una disminucion de la solubilidad y de su actividad. Sin

embargo este efecto no sucede con las caseinas.[18]

El carbohidrato de mayor importancia de la leche es la lactosa, es mucho menos
dulce que otros azlUcares comunes como la glucosa y sacarosa, siendo su poder
edulcorante seis veces menor que el de la sacarosa. Ademas su dulzura en la
leche se enmascara por la caseina. La gran mayoria de los microorganismos que
se encuentran en la leche, metabolizan la lactosa ocurriendo una da las
fermentaciones mas importantes tecnolégicamente como es la produccion de
acido lactico. La lactosa que contiene la cuajada desuerada, dependera de varios
factores como: técnica de elaboracion y del contenido de humedad. En un medio

hamedo, como el de la cuajada, la lactosa se transforma en acido lactico por
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accion de las bacterias lacticas principalmente en los quesos frescos no
madurados, ocasionando un sabor y aroma caracteristico y una textura especial

como consecuencia de la disolucion de los minerales ligados a la caseina.[19]

Las sales de la leche son importantes tanto desde el punto de vista nutricional,
como que son responsables en gran parte del estado fisicoquimico del suero de la
leche, por lo que influye en la estabilidad de la proteina. Las sales son muy
importantes en la elaboraciéon del queso especialmente las sales de calcio,
magnesio y de los acidos citricos y fosférico. Las enzimas que se encuentran en la

leche provienen de tres fuentes importantes:
a. Las que contiene la leche en el tiempo de secrecion.

b. Las de los microorganismos en el momento de su obtencion (en el momento del

ordefio)
c. Las de los microorganismos que contaminan la leche durante su produccion.

Las principales enzimas que se encuentran en la leche normalmente son:
lactoperoxidasa, ribonucleasa, la xantina-oxidasa, la catalasa, la aldolasa, la
lactasa y grupos de fosfatasas, lipasas, esterasas, proteasas, amilasas, oxidasas y

reductasas.[20]

Las vitaminas en el queso, ademas de aportar al valor nutricional de la leche,
influyen significativamente en la accion metabdlica de los microorganismos en el
queso. Entre las vitaminas que contiene la leche las que desempeiian un papel
importante en la elaboracion del queso estan la vitamina A y las del complejo B, la
mMas resistente a los tratamientos es la vitamina A por ser insoluble en agua las del
complejo B son solubles y bastantes labiles por lo tanto, se reducen con los
tratamientos pero quedan algunos residuos importantes, en cambio la vitamina C,
se pierde gran cantidad en los tratamientos térmicos de los quesos frescos y en

los quesos madurados se pierde del todo. Muchas de las vitaminas son
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importantes para el desarrollo de los microorganismos sin embargo algunos

microorganismos la pueden sintetizar durante su proceso metabdlico. [21]

Sal

La adicion de sal en la elaboracién del queso tiene como funcién principal su
conservacion puesto que inhibe el desarrollo de las bacterias contaminantes, pero
ademas tiene una gran influencia en la formacion del cuerpo del queso teniendo
en cuenta los siguientes aspectos: la adicion de sal en el suero produce una
mayor cantidad de agua en el queso ya que el intercambio de los iones de calcio
de la caseina por los iones de sodio es mayor, ocasionado un queso mas suave y
flexible porgue los iones de sodio aumentan la absorcion del agua. Pero, cuando
se adiciona cantidades excesivas de sal ocurre el caso contrario, se disminuye la

absorcion del agua y da como resultado un queso con textura quebradiza. [22]

Cultivo lactico y Acidificacion

En la elaboracion de quesos es de primordial importancia la acidificacion de la
leche a partir de las bacterias lacticas porque influye de manera significativa en el

desuerado, en su conservacion, su aromay sabor.

El cultivo comUunmente contiene bacterias Lactococcus Lactis, sub-especie Lactis y
Lactococcus Lactis, subespecie Cremoris, que son mesoéfilas y su crecimiento
Optimo esta entre 18 y 22°C. [23]

Enzimas Coagulantes

La coagulacién enziméatica es una de las técnicas de mayor uso en la fabricacion
de los quesos. Para lograr dicha coagulacion, tradicionalmente se ha venido

utilizando el cuajo animal cuya enzima principal es la Quimosina. [24]
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2.1.5 Procedimiento de elaboracién

Antes de la elaboracion del queso como tal la leche cruda deberia ser sometida a
las operaciones de filtracion, clarificacién, enfriamiento, almacenamiento y
estandarizacion. Al iniciar el proceso de fabricacion es necesario que la leche que
se agrega a la tina quesera tenga la temperatura 0ptima para iniciar la produccion
del queso. También se debe evitar la formacidn de espuma al realizar esta
operacion y para ello se adiciona la leche contra las paredes de la tina lechera. La
existencia de espuma dificulta establecer con precision el tiempo para realizar la

operacion del corte de la cuajada.

En la fabricacion del queso, existen dos etapas fundamentales que son: la

coagulacion y deshidratacion o desuerado. [25]

Coagulacion o cuajado de la leche

Este fendmeno ocurre cuando se desequilibra la solucion coloidal de la caseina
produciendo la acumulacion de las micelas libres y la formaciéon de un gel en el

que quedan aferrados el resto de los componentes de la leche.

Lo anterior ocurre con la adicion del cuajo cuya funcidon es precisamente la
coagulacion enzimatica de la leche conformando la cuajada firme, la cual es
posible convertirla en granos. La agitacion, el calentamiento y la fermentacién que
ocasiona la liberacion del suero (sinéresis del coagulo) y la concentracion de la
leche son los eventos mas importantes de la produccién de quesos.

En la coagulacion de la leche que se prepara para la elaboraciéon del queso se
utilizan dos métodos basicos la coagulacién por acidificacion y la coagulacién con
enzimas coagulantes como el cuajo y dependiendo del método se obtienen dos

tipos de cuajadas que se denominan la cuajada acida y la cuajada enzimatica
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respectivamente, pero también se puede obtener un tipo de cuajada mixta por la

combinacion de los métodos. [26]

Corte de la cuajada

Esta operacion también llamada “troceado”, consiste en cortar en porciones
iguales la masa de la leche coagulada. Debido a esta accidbn mecanica la
superficie total de exudacién del suero, aumenta, agilizando el desuerado. Para la
elaboracion de quesos frescos y de pasta blanda, la cuajada se corta en trozos

mas grandes.

El tiempo de cortar la cuajada es de vital importancia, pues si la cuajada se corta

cuando esta demasiado blanda se produce grandes pérdidas de grasa y proteina.

Para evitar la formacién del polvo o particulas muy finas de queso, suspendidas en
el suero, y como consecuencia un bajo rendimiento, es necesario hacer un corte

cuidadoso y uniforme. [27]

Agitacion

La agitacién de los granos de cuajada en el lactosuero, se realiza con el propésito
de evitar la sedimentacion o aglomeracion de la cuajada y acelerar su
deshidratacion, reduciéndose la sinéresis y liberando el suero de los granos de la
cuajada. La agitacion debe ser suave si la cuajada producida es acida y si la
cuajada es enzimatica para los quesos de pasta dura entonces la agitacion sera
mas fuerte y continua. Inicialmente la agitacion puede durar de 15 a 30 minutos y
a mayor tiempo y temperatura la liberacion del suero de los granos sera mayor. De
cualquier manera, la agitacion debe ser suave para evitar el rompimiento de los

granos de la cuajada. [28]
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Extracciéon del suero

Esta operacion comienza en las etapas de calentamiento, del lavado de la cuajada
y se termina antes del moldeado de la cuajada. Algunas veces se realiza un pre-
prensado, que consiste, en presionar la cuajada dentro del suero con el objetivo
de compactar mas los granos de la cuajada y evitar la inclusién de burbujas de
aire entre ellos, ocasionando un cambio en la textura interna del queso, donde

aparece ojos de forma irregular.[29]
Salado

Es una etapa importante en la elaboracion del queso ya que cumple con las
siguientes funciones: proporcionar el flavor, mejorar su consistencia, prolongar su

periodo de conservacion y formar la corteza durante su maduracion.

Inmersién del queso en salmuera (solucion saturada de NacCl), hasta obtener una
absorcion adecuada de sal; esta inmersion se realiza de diferentes maneras, para
el queso costefio picado, una vez el queso esté completamente desuerado, se
sumerge en la salmuera saturada antes o después del prensado, durante un

tiempo que puede ser desde unos minutos a unas horas. [30]

Moldeado y prensado

Para transformar la cuajada en una masa facil de manipular, con el tamafio y la
consistencia requeridos ademas de lograr que el queso tenga una superficie lisa y
cerrada es necesario someter la cuajada a la operacién de moldeado. En el caso
de obtener quesos duros y para algunos semiduros entonces ademas del

moldeado se someten a la operaciéon de prensado. [31]

Para que pueda ocurrir un buen moldeado, es necesario que los granos de la
cuajada se deformen y fusione. Esta deformacion debe ser viscosa, lo que
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significa que la masa de la cuajada debe conservar su forma una vez se suspenda
la fuerza externa. A mayor fuerza mayor velocidad de deformaciéon y mayor
facilidad en el prensado. [32]

Figura 1. Diagrama de Flujo del proceso de elaboracién del queso costefio

Reposo entinas p .
Leche Fresca y?gnques de Adicion del cuajoy
Cruda almacenamiento coagulacion
—— Corte después de
Agitacion Feposo la coagulacidn

Corte o picado
Reposo Desuerado Total de la cuajada
Semi - prensado Maoldeado Salado
Desmolde Enfriamiento y
Empaque
Distribucian

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011
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2.1.6 Microorganismos presentes

La flora microbiana inicial de queso proviene de la leche cruda. Durante el ordefio
fendmenos hormonales junto a la presion que se aplica sobre el pezén fuerza a la
leche a pasar a través del orificio del mismo, el cual puede ser una puerta de
entrada de microorganismos al interior del pezén. La microbiota habitual de la ubre
incluye estreptococos, estafilococos y micrococos, seguidos de Corynebacterium

spp., Escherichia coli y otros. [33]

Situaciones anormales debidas a infecciones, enfermedades o habitos de ordefio
deficientes pueden afectar a la microbiota de la leche recién ordefiada. Las vacas
con mastitis, una enfermedad inflamatoria del tejido mamario, pueden ocasionar la
llegada de un elevado namero de microorganismos y células somaticas a la leche.
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Strep. dysgalactiae y Strep.
uberis, E. coli y Actinomyces pyogenes son los microorganismos mas
frecuentemente implicados en las mastitis aunque también se han caracterizado
otros, como Listeria monocytogenes, Staph. epidermidis, coliformes,
Pseudomonas aeruginosa, Corynebacterium bovis, Mycobacterium bovis, Brucella
abortus, Br. melitensis, Br. suis, L. monocytogenes, salmonelas, y Coxiella
burnetii. [34]

Otros microorganismos patdgenos que pueden encontrarse en la leche proceden
mas bien de contaminaciones fecales que de secreciones a través de la glandula
mamaria. Entre estos se encuentran Campylobacter spp., Yersinia enterocolitica y

E. coli.

Los materiales que normalmente se encuentran en el entorno del animal pasan, en
mayor 0 menor extension a la superficie de la ubre, pezones y piel de la vaca.
Numerosos microorganismos de diversos tipos acomparfan a este tipo de material.
Miembros del género Bacillus procedentes del suelo, clostridios del alimento

asilado, enterobacterias del estiércol asi como otros microorganismos alcanzan la
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leche recién ordefiada. [35]

El aire entorno al lugar de ordefio no contribuye de forma importante al contenido
microbiano total de la leche, mas importante que el numero es el tipo de bacterias
que llega a la leche procedente del aire. Los microorganismos que habitualmente
se encuentran en el aire son micrococos y esporas de Bacillus y Clostridium spp.
[36]

Las aguas de suministro de la granja contienen, con frecuencia coliformes y

microorganismos psicrotréfos. [37]

El personal que manipula la leche y el equipo puede aportar diversos tipos de
microorganismos, incluyendo patégenos. Los micrococos y estafilococos de la piel

y de las fosas nasales pueden pasar a la leche sobre todo durante el ordefio.

El dnico tratamiento al que es sometida la leche cruda antes de comenzar el
proceso de fabricacion del queso es la filtracion, asi eliminan, al menos, particulas
macroscopicas fecales o procedentes del suelo. Sin embargo, no mejora la calidad
higiénica de la leche e incluso podria originar un incremento del contenido
microbiano de la leche debido a contaminaciones cruzadas a través del mismo
filtro. [38]

2.1.6.1 Enterobacter cloacae

Es una bacteria que pertenece al género Enterobacter, de la familia de las
Enterobacteriaceae. Es un bacilo Gram negativo Oxidasa negativo y Catalasa
positivo presente en el aparato digestivo humano.

Enterobacter cloacae son bacterias Gram negativos lo que significa que contienen
dos paredes celulares.. Este organismo es un fermentador de la glucosa y es
capaz de crecer en ambientes aerdbicos y anaerdbicos. Enterobacter cloacae es
positivo para el beta-galactosidasa, dihidrolasa arginina, ornitina ecarboxylase, la
utilizacion de citrato, reduccion de nitratos, y la reaccion de Voges-Proskauer.

Aunque el acido es producido a partir de muchas fuentes de carbono, esta
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bacteria no produce lisina decarboxilasa, sulfuro de hidrégeno, la ureasa,

triptéfano desaminasa, e indol. [39]

Enterobacter cloacae se puede encontrar en la piel y tejidos humanos, asi como
frutas, verduras, y de dispositivos tales como un tanque de tratamiento de agua
caliente. A pesar de este organismo es principalmente un patdégeno y causa
enfermedad en humanos, Enterobacter cloacae se han utilizado como control
biol6gico de enfermedades de las plantas, tales como la pudricion de la semilla en
oomiceto Pythium ultimum y se utiliza para controlar las plagas de insectos en las
hoja. [40]

Enterobacter cloacae son patégenos nosocomiales que pueden ser adquiridos a
través de la piel, el tracto gastrointestinal, el tracto urinario o derivado del exterior
debido a la naturaleza en todas partes. Este organismo es un patégeno
oportunista, lo que significa que la enfermedad objetivos pacientes
comprometidos, como los jovenes, viejos, o los que tienen una enfermedad grave
como el virus de la inmunodeficiencia humana. Las infecciones nosocomiales mas
frecuentes de este organismo, lo que significa que pueden ser contratados a partir
del resultado de la hospitalizacion, tales como la UCI. Enterobacter cloacae se han
aislado de las manos del personal, endoscopios, productos de la sangre, aparatos
para la presion intra-arterial, estetoscopios, los termometros, digitales y muchos
mas. [41]

2.1.6.2 Klebsiella pneumoniae

Es la especie de mayor relevancia clinica dentro del género bacteriano Klebsiella,
compuesto por bacterias Gram negativas de la familia Enterobacteriaceae, que
desempeiian un importante papel como causa de las enfermedades infecciosas

oportunistas. [42]
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Una caracteristica morfoldégica importante en Klebsiella es la presencia de
capsula, la cual le confiere la propiedad de producir colonias muy mucosas. Los
factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae son fimbrias, y en algunas cepas
la capacidad de producir una enterotoxina. Sin embargo, las especies de
Klebsiella son consideradas de baja virulencia.

Klebsiella pneumoniae es un patdbgeno muy comun que se encuentra por muchos
proveedores de cuidado de salud. Ademas de ser un patégeno nosocomial que
causa varias infecciones tales como infecciones del tracto urinario, neumonia
nosocomial y las infecciones intraabdominales, pneumoniae ha sido identificado
como una infeccidn adquirida en la comunidad con la fluctuacion de la prevalencia.
correlacion fuerte se ha establecido entre la distribucién geografica y demogréfica
entre la poblacion mundial y los incidentes de infecciones adquiridas en la
comunidad causada por el Sr. K. penumoniae. K. pneumoniae ha sido considerado
un patégeno respiratorio que causa Pneumoniae, el sysmptoms incluyen:
presentacion toxicos con inicio subito, fiebre alta, y hemoptisis. [43]

En los bovinos la Klebsiella es una de las causantes de la diarrea del ternero y de
la mastitis coliforme. Se multiplican rdpidamente en los cuartos de la ubre,
pudiendo ocasionar mastitis gangrenosa y en algunos casos la muerte. Se
presenta fiebre, cesa la secrecidon lactea, hay anorexia, depresion y pérdida de
peso. Se recomienda en este caso el tratamiento sistémico con sulfametazina o
combinacion de antibiéticos como penicilina y estreptomicina, oxitetraciclina o
ampicilina. Se debe aplicar un tratamiento local, intramamario, con vaciado

frecuente de la tetilla [44]
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2.2 ANTIBIOTICOS

Los antibidticos son compuestos relativamente sencillos, producidos por bacterias
u hongos que atacan especificamente a las bacterias. Interfieren en algun paso
del metabolismo donde encuentran un blanco adecuado. Desde el descubrimiento
de la penicilina, se han descubierto una docena de nuevos tipos de antibiéticos y
optimizado o sintetizado cerca de una centena. Sin embargo, su eficacia se ha
visto alterada por su uso excesivo 0 incorrecto, que conduce a la aparicion y

diseminacién de bacterias resistentes. [45]

2.2.1 Clasificacion
Segun su espectro de accion se clasifican en:

* Antibiéticos de amplio espectro: tiene actividad frente a un gran namero de
gérmenes, tanto Gram (+) como Gram (-) y ademas las chlamydias, rikettsias

o legionellas.

» Antibidticos de espectro intermedio: actuan frente a un numero limitado de

bacterias.

» Antibidticos de espectro reducido: son utiles frente a un nimero muy pequefo
de microorganismos. Generalmente son Utiles frente a los gran (+), también
hay los que son Uutiles solo frente a los gran (-), pero generalmente tiene un

espectro un poco mas amplio. [46]

El concepto de espectro es importante porque, ante una patologia causada por
una infeccion bacteriana se debe utilizar un antibiético eficaz y del menor espectro

posible, para prevenir la aparicién de resistencias.
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Segun su mecanismo de accioén se clasifican en:

 Compuestos que inhiben la sintesis de la pared bacteriana, por ejemplo las
penicilinas, las cefalosporinas, las cicloserinas, la vancomicinas, la bacitracina

y el imidazol.

 Compuestos que actian de modo indirecto en la membrana celular de los
microorganismos y que afectan su permeabilidad y permite la fuga de
compuestos intracelulares. Comprenden la poloximina, la colistimetato y los

antibioticos poliénicos (nistatina y anfotericina B).

* Medicamentos que afectan la funcion de las subunidades ribosomicas 30S y
50S y que causan inhibiciébn reversible de la sintesis proteica. Estos
bacteriostaticos abarcan: Clorafenicol, tetraciclinas, eritromicinas vy

clindamicina.

» Compuestos que se unen a la subunidad 30S del ribosoma y alteran la sintesis
de proteinas, lo cual acaba con la muerte del microorganismo. Los

aminoglucdsidos actuan de esta manera.

* Medicamentos que afectan el metabolismo de los acidos nucleicos, como las
rifamicinas (rifampicinas) que bloguean a los ARN polimeraza dependiente de

ADN, y las quinolonas que inhiben la girasa.

« Antimetabolitos como el trimetoprina y las sulfonamidas, que bloquean fases

metabdlicas especificas que son esenciales para los microorganismos.

* Analogos de acidos nucleicos como zidovudina, ganciclovir, vidarabina vy

aciclovir, que impiden la replicacion viral

Por lo tanto, unos antibiéticos son bactericidas, eliminan la bacteria, y otros son

bacteriostaticos, impiden su crecimiento y/o reproduccion. [47]
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2.2.2 Oxitetraciclina

Se obtiene del Streptomyces rimosus. Son antibidticos bacteriostéaticos policiclicos
pertenecientes al grupo de las tetraciclinas, aunque a altas dosis pueden ser

bactericidas para algunos gérmenes.

Su mecanismo de accién radica en la inhibicion de la sintesis de proteinas en las
bacterias, porque se ligan a una subunidad ribosomal e impiden la llegada del

aminoacil ARNt al sitio aceptor.[48]

Tienen un espectro antimicrobiano muy amplio que cubre bacterias Gram (+) y
Gram (-), aunque son mas eficaces ante las Gram (+). También son activas frente

a micoplasma, Chlamydias y Rickettsia.

Las enfermedades mas comunes donde se utilizan las tetraciclinas incluyen el
cOlera, infecciones por Chlamydias como es la uretritis y el linfogranuloma
venéreo, infecciones por Rickettsias que producen el tifus o fiebre Q, neumonia
por micoplasma, en la brucelosis, en el acné grave, en la erradicacion de
meningococos, y también en la prevencion de diarrea del viajero producidas por

cepas enterotoxicas de E. coli.

Ocurre cuando una bacteria obtiene un plasmido que codifica un sistema de flujo
activo inducible. Este sistema no acepta la entrada de las tetraciclinas. En vez de
ello, estas se transportan en forma normal, pero la bacteria las expulsa con
rapidez. En las bacterias entéricas se distinguen 5 genes que dan lugar a este
proceso. Aunque la resistencia general de las tetraciclinas flujo mediado por
plasmidos, algunas cepas presentan una reduccion en el transporte de

tetraciclinas que se debe a una mutaciéon de un gen cromosomico. [49]
2.2.3 Eritromicina
Son antibiéticos seguros, producidos por una cepa de Streptomyces erythreus,
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son primariamente bacteriostaticos, son moléculas ciclicas de gran tamafio que
contiene un anillo de lactona. Inhiben la sintesis de proteinas al fijarse a la

subunidad 50S de los ribosomas y bloquean la fase de translocacion.

Son de caracter basico, espectro medio y actdan a nivel ribosémico impidiendo la
sintesis de proteinas bacterianas. Pertenece al grupo de los macrdlidos, y de
estos es el mas utilizado. Es activa frente a gram + aunque hay algunos gram —
gue son también sensibles como la Neisseria gonorrhoeae y Bordetella pertussis y

también es activa frente a Micoplasma pneumoniae y Legionella pneumophila.

Las bacterias resisten la acciéon de estos macrdlidos por dos mecanismos.
Primero, muchas de ellas experimentan una mutacién en el gen cromosémico que
codifica la proteina L4 o L12 en el fragmento ribosdmico 50S. Segundo, algunas
bacterias llevan un factor R que codifica una enzima que dimetila el rRNA 23S en
el fragmento ribosdomico 50S.Como resultado de cualquiera de estos mecanismos,
el fragmento 50S no reconoce con avidez el antibiético. Cuando el mecanismo se

debe a un factor R, la bacteria es resistente a todos los macrélidos.[50]

2.3 RESISTENCIA BACTERIANA

Hay grupos bacterianos que no son afectados por un antibiético, bien porque
carecen del sitio de accion del antibiético o porque es inaccesible. Esta situacion
se define diciendo que la bacteria es insensible o presenta resistencia natural.
Todos los aislamientos de esta bacteria son resistentes a ese antibiotico de forma
constante. Otras especies son susceptibles al antibiético, pero esto no impide que,
por diferentes razones, se aislen ocasionalmente variantes que no lo son y que
crecen normalmente en presencia del antibiotico. En este caso se habla de

resistencia adquirida. [51]
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Los primeros casos de resistencia se detectaron poco tiempo después de iniciarse
el empleo de antibiéticos. Su aparicion es una consecuencia de la capacidad de
las bacterias, como todos los seres vivos, de evolucionar y adaptarse al medio en
que habitan. Desde la aparicion de las primeras cepas resistentes, la introduccién
de nuevos antibioticos es correspondida por la aparicion de bacterias capaces de
resistir a ese antibidtico. La aparicion de cepas resistentes puede ocurrir
localmente en una determinada especie y en una situacion geografica. Sin
embargo, la capacidad bacteriana para compartir su informacion genética acaba
diseminando la resistencia a otros géneros y la movilidad actual de la poblacion se
encarga de diseminar por el planeta las cepas resistentes. La principal causa de
este problema ha sido el abuso de los antibiéticos en la practica médica y en otros
sectores, como la ganaderia, donde los antibiéticos se han usado de forma masiva

como aditivo en los piensos. [52]
2.3.1 Aparicion de las primeras resistencias

Luego del descubrimiento de los antibiéticos, se dio paso a la utilizacion de estos
en medicina veterinaria, comenzaron a ser utilizados para tratamientos de

animales enfermos. Esto comenz6 en la década de los 50.

En esa época, al alimentar a un cerdo con desechos de fermentacion de
tetraciclinas, se descubrié que esos cerdos crecian mas que los que recibian otros
alimentos. Al asociarse la respuesta lograda con el origen del alimento, se estaba
descubriendo la capacidad de los antibiéticos de contribuir al crecimiento de los
animales, mejorando los indices de conversion, esto es, crecer mas con la misma
cantidad de alimentos, esto es el inicio historio del uso de antibidticos como
promotores del crecimiento cuando son adicionados en cantidades
subterapéuticas a los alimentos. Los grupos de antibiotico que en general se
utilizaban para este fin eran penicilina y tetraciclinas. Algunos afios mas tarde

comenz6 a surgir preocupacion por la aparicion de cepas resistentes a estos
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antibioticos de salmonella aisladas de terneros con enfermedad respiratoria. Sin
embargo la utilizacion de quimioterapicos como promotores de crecimiento, ha
continuado hasta nuestros dias, con “buenos resultados”. Después del
descubrimiento de los primeros antibiéticos, se dio la necesidad de la busqueda de
nuevas drogas; esta busqueda era impulsada por la inquietud de los
investigadores, por una parte, pero innegablemente, la aparicion de diversos
niveles de resistencia bacterianas por el otro. Esto generé una competencia entre
los microorganismos (generando resistencia y seleccionandose en pro de estas) y
el hombre, imaginando, disefiando, tamizando, en la budsqueda de nuevos

compuestos mas eficaces y mas seguros para la lucha antimicrobiana. [53]

2.3.2 Mecanismos de resistencia

Las bacterias tienen una capacidad de division muy eficiente: dependiendo de las
condiciones y del medio pueden dividirse en 20 min o hasta cada 100 dias y mas.
En los procesos infecciosos, las bacterias se encuentran en activa divisién y se
pueden contar hasta 10°/ml. Estas dos condiciones hacen que se encuentren en el
mejor escenario para que los mecanismos de variacion genética operen
eficientemente. Mutaciones en el genoma del huésped o en algin elemento
asociado (plasmido, profago, etc.) eliminan la capacidad de transportar al
antibiotico, destruyen o modifican al antibittico, lo expulsan de la célula, o bien
modifican al blanco. En cuanto a la posibilidad de transferir esta nueva capacidad,

disponen de varios mecanismos entre los cuales los mas conocidos son:

- La conjugacién entre microorganismos emparentados o no, donde la presencia
de plasmidos conjugativos promiscuos portadores de resistencias es un buen
aliado

-La transduccién mediada por bacteridfagos

- La transformacién donde la simple lisis libera el ADN que sera captado por una
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bacteria receptora sin demasiadas restricciones, al menos a este nivel.

El fenbmeno de resistencia tiene un sustrato genético intrinseco o adquirido que
se expresa fenotipicamente por mecanismos bioquimicos. De esta manera puede

observarse la resistencia desde el ambiente biolégico y otro el bioquimico.

Se conoce como resistencia natural a los mecanismos permanentes determinados

genéticamente, no correlacionables con el incremento de dosis del antibidtico.

La resistencia adquirida aparece por cambios puntuales en el DNA (mutacion) o

por la adquisicién de éste (plasmidos, trasposones, integrones).

En el primero se dan casos tales como la transformacion de una Betalactamasa en
una Betalactamasa de espectro extendido o como en el caso de mutaciones de los
genes que codifican las porinas con el consecuente bloqueo del ingreso del

antibiotico al interior del microorganismo.
Existen otras denominaciones de resistencia como son:

* Resistencia relativa o intermedia: ocurre un incremento gradual de la MIC
(concentracion inhibitoria minima) a través del tiempo. Para obtener un efecto
terapéutico es necesario alcanzar niveles séricos y tisulares adecuados. La
susceptibilidad o resistencia del germen es en este caso dependiente de

concentracion.

» Resistencia absoluta: sucede un incremento subito en la MIC de un cultivo
durante o después de la terapia. Es inefectivo el incremento de la dosis clinica

usual.

» Seudorresistencia: ocurre una resistencia in vitro pero una gran efectividad in

Vivo.

Se denomina tolerancia antibidtica al fendmeno en el cual la diferencia entre la
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MBC (concentracion bactericida minima) y la MIC es muy grande lo cual ocurre
con relaciones MBC/MIC mayores de 8 lo que permite la persistencia del

microorganismo. [54]

2.3.3 Transferencia de laresistencia

Muchas bacterias se convierten en resistentes por la adquisicion de genes
procedentes de plasmidos o de transposones mediante transferencia horizontal de
genes. Sin embargo, la transferencia horizontal no explica el origen de los genes

de resistencia, solo su difusion entre las bacterias.

Los genes que codifican resistencia a antibiéticos fluyen desde y hacia bacterias
Gram positivas y Gram negativas y bacterias que habitan nichos extremadamente
diferentes. Las transferencias horizontales, entre géneros bacterianos diferentes,

son, lamentablemente, frecuentes. [55]
Los mecanismos de transferencia de resistencia pueden clasificarse en:

Plasmidos: Son porciones circulares de ADN extracromosomico que puede estar
codificado para resistencia a un determinado antibiotico. Cuando codifican
resistencias se los denomina plasmados R. Los plasmados son autorreplicantes,
independientemente del ADN cromosomico. En general codifican caracteristicas
gue mejoran los rasgos de supervivencias de las bacterias, sin ser imprescindibles
para la misma. Pueden ser transferibles entre bacterias del mismo, o diferentes
géneros. La adquisicion de resistencia por parte de la bacteria resectora, por lo
tanto, es en un paso. un plasmido puede ser incorporado por un virus y
transferido a otra bacteria. En general se cita como ejemplos a las bacteriéfagos.

También puede pasar de una célula a otra por conjugacion.

Transposones: son los ya clasicamente conocidos como genes saltarines. Son

cadenas cortas de ADN que saltan de cromosomas de plasmido, en uno u otro
45



sentido, entre plasmidos o entre pladsmidos y bacteri6fagos. La caracteristica mas
saliente de este tipo de material es la de integrarse con facilidad a cadenas de
ADN diferente del original. A diferencia de los plasmidos, los genes saltarines no
son autoreplicantes, deben mantenerse dentro de una estructura autoreplicante
para replicarse. Un rasgo central y peligroso de los transposones es la posibilidad
de que varios de ellos, codificando resistencias a multiples drogas, estén incluidos
dentro de un mismo plasmido, que lo permite por transferencia de este ultimo la

adquisicién de multirresistencia por parte de | bacteria receptora.

Integrones y casetes genéticos: diferentes de los transposones, pero de
mecanismos algo parecido. Se recombina en un sitio especifico y codifican
resistencia a un solo antibiético. Junto con los transposones, son los sistemas que
mas actian en la adquisicién de resistencia por parte de los plasmidos. Constan
de tres regiones, dos invariables y una central variable, que es la que porta el
casete. EI denominado casete es un elemento que incluye un gene y un sitio
recombinante. Se han identificado mas de 40 casetes y la mayoria porta genes de

resistencia. [56]

2.4 ANTECEDENTES

Druvic Lemus Espinoza, Maria Teresa Maniscalchi Badaoui, Mazn Hassoun,
Heycarid Vizcaya (2008). Aislaron cepas de Staphylococcus presentes en quesos
fabricados artesanalmente. La susceptibilidad a oxacilina y la determinaron por el
método de difusién en disco y detectardn la presencia del gen mecA, por prueba
de latex MRSA Slidex (BioMérieux). De las muestras de queso que evaluaron,
aislaron 171 cepas estafilocécicas, 26 (15,2%) resistentes a oxacilina,. Detectarén
la presencia del gen que codifica la proteina PBP2 (una transpeptidasa con baja
afinidad por los antibiéticosp -lactamicos) tanto en cepas con homorresistencia a

oxacilina. Concluyeron que la resistencia de los Staphylococcus a la oxacilina
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mediada por el gen mecA estaba presente en cepas ambientales de facil
intercambio  entre individuos. Demostraron que no existe relacidn
estadisticamente significativa entre el tipo de resistencia a oxacilina y la presencia
de la proteina PBP2; la resistencia de algunas cepas de Staphylococcus spp. a la
oxacilina se asocidO con resistencia simultanea a eritromicina, gentamicina,

ciprofloxacina, clindamicina y tetraciclina.

Maria Lopez, Carmen Lozano, Virginia Pérez, Santiago Martinez, Rosa del
Campo, Fernanda Ruiz-Larrea, Myriam Zarazaga, Carmen Torres. Detectaron con
un estudio realizado en la Universidad La Rioja de Espafa, la presencia de
Enterococcus faecium resistentes a vancomicina y Staphylococcus aureus
resistentes a meticilina en alimentos de origen animal (ave, ternera, cordero y
cerdo). Demostraron que la presencia de Enterococcus y Staphylococcus
resistentes, en la microbiota de alimentos tiene una implicacion epidemiologica en
la diseminacion de la resistencia y que la cadena alimentaria debe ser considerada

como un reservorio y vehiculo de transmision de este tipo de resistencia.
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3. JUSTIFICACION

El uso de antibiéticos en animales que luego se convierten alimentos puede
afectar la salud humana por la presencia de residuos de droga y en particular por
la seleccion de bacterias resistentes en animales. Las consecuencias de tal

seleccion incluyen:

* Unincremento en el riesgo de transmision de patégenos resistentes al hombre
por contacto directo con los animales o por el consumo de agua o alimentos

contaminados.

» La transferencia de genes resistentes de los animales a la flora bacteriana

humana.

Cada vez mas, los datos sugieren que el inadecuado uso de antibidticos plantea

un riesgo emergente de salud publica.

Los factores asociados con la aparicion de resistencia a antibioticos en los
animales parecen ser similares a los responsables de esa resistencia en seres
humanos. La comprension y formacion inadecuada del las directrices sobre el uso
apropiado y los efectos de un uso inadecuado de antibiéticos en la resistencia es

muy comun entre los agricultores, veterinarios y dispensadores. [57]

El desarrollo de este proyecto de investigacion contribuye al conocimiento
cientifico del pais, impulsando a investigar y a buscar posibles soluciones a este

problema causante de riesgos emergentes de salud publica.

El impacto ambiental en esta investigacién se ve reflejado en la salud de los

consumidores, muchas personas mueren a causa de infecciones ocasionadas por
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microorganismos resistentes a antibioticos lo cual es imposible de controlar a este

problema emergente.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar la presencia de bacterias resistentes a antibidticos Oxitetraciclina y
Eritromicina en quesos frescos costefios del departamento de bolivar provenientes

de los municipios de Arjona y Villanueva.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Aislar e identificar las bacterias presentes en el queso elaborados en Arjona y
Villanueva.

» Evaluar el espectro de resistencia a los antibidticos en estudio a las cepas
identificadas en los quesos.

» Evaluar el perfil de resistencia presente en cada uno de los municipios

mencionados.
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5. METODOLOGIA

Este estudio es de tipo descriptivo prospectivo, cuya caracteristica principal se
basa en la presentacién de los hechos ligados a su esencia real, todo estudio

prospectivo lleva a la exploracion de posibilidades futuras basadas en indicios.

En esta investigacion se evalué la presencia y ausencia de microorganismos
resistentes a los antibidticos oxitetraciclina y eritromicina, en las muestras de
guesos frescos tomadas en las queseras (A, B, C y D) de los municipios de Arjona
y Villanueva, en el mes de Enero de 2011, con el fin de saber si esta es otra fuente
de transferencia de resistencia a la poblacion que consume este tipo de alimentos
(Ver Anexo A).

5.1 METOLOGIA EXPERIMENTAL

5.1.1 Disefio experimental

Para la evaluacion de la presencia de resistencia bacteriana a los antibiéticos
oxitetraciclina y eritromicina en quesos costefios producidos artesanalmente en los
municipios de Arjona y Villanueva en el departamento de Bolivar realizamos un
disefio experimental aleatorio, de 2x2x2. Mediante screening se escogieron las
poblaciones mas cercanas a la ciudad de Cartagena que mas queso producen y
que distribuyen el producto a mayor nimero de municipios; asi mismo se escogi6
de cada poblacién las dos queseras mas grandes y se hizo dos muestreos, el
primero fue realizado el dia 10 del mes de Enero de 2011 y el segundo el dia 24

del mismo mes. Las variables de respuesta son: Recuento de Mesofilos aerobios,
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determinacion de coliformes totales y evaluacion de la resistencia en los

microorganismos aislados.

Figura 2. Esquema del disefio experimental
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Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

5.1.2 Recoleccién y transporte de muestras

La recoleccion de los quesos se realiz6 de una manera prospectiva se tomaron en
la medida en que estos fueron producidos, por lo que fue necesario almacenarlas,
para su respectivo analisis. El universo corresponde a todos los quesos frescos
costefios, producidos artesanalmente en los municipios de Arjona y Villanueva, en
el departamento de Bolivar. Se trabajo con una muestra de 8 quesos frescos,

considerada como representativa para la realizacién del presente estudio.

Se tomaron 250 g de queso y se depositaron en bolsas debidamente identificadas,
con numero de la muestra y la quesera correspondiente. Las bolsas fueron
transportadas en neveras de icopor con hielo en el lapso maximo de 2 horas,
hasta el laboratorio de microbiologia ubicado en el Centro Regional de Educacion
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Superior a Distancia CREAD, de la Universidad de Cartagena, donde

permanecieron refrigeradas de 1 a 5 °C.
5.1.3 Preparacion y dilucion de los homogenizados

El procedimiento empleado para el aislamiento y recuento de los microorganismos
presentes en la muestras consisti6 en preparar una suspension homogénea de
alimento que permitié la preparacion de las diluciones utilizadas en el método de

recuento correspondiente.

Se utilizaron los siguientes equipos Yy materiales para la realizar este
procedimiento: mechero, mortero, balanza, refrigerador, pipetas, frascos de
diluciones, tubos de ensayos y gradilla. El medio de cultivo empleado fue agua
peptonada al 0.02 % (Ver Anexo B)

Primero se desinfecto con alcohol la parte de la bolsa por donde se extrajo la
muestra, ya que debia ser extraida de forma aséptica. Después se procedié a
preparar las diluciones consecutivas de la muestra, (10™, 10, 107, etc.); para esto
el queso fue macerado en un mortero adecuadamente esterilizado y se peso 25 g
representativos de la muestra total, en un frasco de dilucién con 225 ml de agua
peptonada, para obtener una dilucién 10™. Posteriormente se agito vigorosamente
el frasco, y se dejo en reposo durante 10 minutos.

Para preparar la dilucién 1072, se arrastro 1 ml de la dilucién 10, con pipeta de 1
ml a un tubo de dilucibn que contenia 9 ml de agua peptonada y se agito
cuidadosamente. Subsiguientemente se preparo la dilucién 107, arrastrando 1 ml
de la dilucién 102, a un tubo de dilucién que contenia 9 ml de agua peptonada y

se agito cuidadosamente.
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5.1.4 Evaluacion de la calidad higiénica

5.1.4.1 Recuento estandar en placa de mesofilos aerobios

Para determinar el niamero de células viables o de unidades formadoras de
colonias, utilizamos el método de recuento en placa (SPC), ya que es el indicador
mas amplio incluyendo todos los géneros aerobios y facultativos que crecen en
medios simples a una temperatura de 20y 45 °C.

Para realizar este procedimiento necesitamos los siguientes equipos y materiales:
incubadora, bafio de maria, refrigerador, contador de colonia, cajas de Petri
estériles, pipetas de 1 ml estéril; y como medio de cultivo empleamos agar Plate

Count (agar peptona de caseina glucosa extracto de levadura).(Ver Anexo C)

Inicialmente se transfirié por duplicado, alicuotas de cada una de las diluciones
consecutivas obtenidas previamente, en cajas de Petri esterilizadas con autoclave,
donde se vertié aproximadamente 15 ml de agar Plate Count fundido y mantenido
a 45 °C. Inmediatamente se mezclo el inoculo con el medio de cultivo fundido. Una
vez solidificado el medio de cultivo, se invirtieron las placas y se incubaron a 35 °C
+ 2°C durante 48 horas. Transcurrido este tiempo se realizo el conteo de colonias.
(Ver Anexo D)

5.1.4.2 Determinacion de coliformes totales

La determinacion de coliformes en las muestras es un signo de mala calidad
higiénica del proceso, falta de higiene de los manipuladores, recontaminacion
después del proceso o de contaminacion fecal. Esta determinacién es sumamente
critica, ya que estos son los mismos organismos encontrados en el tracto intestinal

humano.
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Los equipos y materiales que utilizamos son: incubadora, pipetas, asa de
inoculacion, gradillas, cajas de Petri, tubo de ensayo, tubos de fermentacion. Los
medios de cultivo: caldo lactosado(Ver Anexo E) y agar EMB (Ver Anexo F).
Preliminarmente efectuamos una prueba presuntiva, que consistio en verter 1mi
de cada una de las diluciones del homogenizado, en tubos con caldo lactosado,
utilizando tres tubos por cada dilucion; estos tubos se agitaron suavemente y se
incubaron a 35 °C+2 °C por 24-48 horas.

Pasadas las 48 horas se anotaron los tubos que mostraron produccion de gas,
observando el desplazamiento dentro del tubo de Durham.

Se confirmaron que los tubos con produccion de gas en el caldo lactosado de la
prueba presuntiva, son positivos a organismos de grupo coliforme, sembrando por
estria una asada de cada uno de los tubos en la superficie de una placa de agar
EMB. Estas placas se incubaron invertidas a 35°C+2 °C por 24 horas.

Pasado este tiempo se hizo la lectura de las colonias tipicas de coliforme. Se
anotaron el numero de tubos confirmados como positivos para organismos

coliformes en cada dilucion y se calculo el NMP.

5.1.5 Identificacién de cepas especificas

Para la identificacion de las cepas encontradas en las muestras de queso
empleamos el sistema de identificacion BBL Crystal (ID) (Ver Anexo G) de
bacterias entericas/no fermentadoras, ya que sirve para la identificacion de
bacterias aerobias gram negativas que pertenecen a la familia Enterobacteriaceae
asi como también los bacilos gram negativos fermentadores y no fermentadores

de glucosa encontrados frecuentemente en este tipo de alimentos.
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El sistema BBL Crystal es un metodo miniaturizado de identificacion. El kit esta
compuesto de las etapas del panel BBL Crystal, las bases BBL Crystal y los tubos
de fluido de inoculo para organismos entericos/heces BBL Crystal. La tapa
contiene 30 sustratos deshidratados en las puntas de los dientes. La base tiene 30
posillos de reaccion (los sustratos bioquimicos y enzimaticos se describen en el
Anexo G. Para preparar el inoculo del andlisis, debimos obtener cultivos puros,
aislando colonias especificas de la prueba confirmativa de coliformes totales
realizada en agar EMB. Se aislaron 5 colonias presuntamente diferentes. Se tomé
una colonia grande bien aislada con un asa estéril y se suspendié en el tubo de
fluido del inoculo con 2,2 + 1 mL de fluido (8,5 g de NaCl, 0,8372 g de acido 3-
morfolinpropanosulfonico y agua purificada hasta 1000mL); luego se tapé el tubo y
se agité durante 15 s. Se repitio el mismo procedimiento con las 4 colonias
restantes. Estos inoculos se utilizaron para llenar los 30 posillos de la base. Al
alinear la tapa con la base y cerrarla en su lugar, el inoculo del andlisis rehidrato
los sustratos secos e inicio las reacciones del analisis. Posteriormente se
incubaron los paneles invertidos durante 24 horas, a 36° C + 1°C y se examinaron
los posillos para observar los cambios de color producidos como resultado de las
actividades metabdlicas de los microorganismos. Se registraron las reacciones

para su posterior interpretacion. (Ver Anexo H)

5.1.6 Evaluacién de laresistencia

Los antibiéticos empleados en la evaluacion de la resistencia: Oxitetraciclina y
Eritromicina, fueron escogidos por ser los mas comunmente utilizados en el
tratamiento de infecciones en ganado y en humanos (Ver Anexo ). Para la
evaluacion de la resistencia se utilizd6 el método de difusién en disco de Kirby
Bauer. Para ejecutar este método, previamente se prepar6 el patron de turbidez
llamado estandar de Mac Farland; se ajustdé la densidad del inoculo con una

suspension de sulfato de Bario como estandar (0,5 de la escala de Mac Farland).
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El estandar de Mac Farland de 0,5 tiene una turbidez comparable a una
suspension bacteriana que contiene 1,5 x 108 UFC/ml.

Este estandar se obtuvo agregando 0,5 ml de BaCl, 0,048 M a 99,5 ml de H,SOy,.
Luego se distribuyé de 4 a 6 ml de esta solucién dentro de tubos similares a los
que serian usados para la preparacion del inoculo, inmediatamente después se
sellaron y guardaron a temperatura ambiente. Para comprobar que no se
presentd evaporacion los tubos se marcaron a la altura del menisco.

Para la preparacion del inoculo se tomarén 4 o 5 colonias bien aisladas y de igual
morfologia, seguidamente se realizé una suspension en 4 o 5 ml de caldo tripteina
de soya tocando la parte superior de cada colonia con el asa. Después el caldo se
incubd a 35°C+2 °C hasta que alcanzo la turbidez del 0.5 de la escala de Mac

Farland estandar.

Una vez obtenido el inoculo estandar de cada una de las 5 cepas identificadas, se
sembré masivamente cada uno en una caja de petri con agar Mueller-Hinton (Ver
Anexo J). A continuacidbn se comprimieron sobre la superficie del agar los
sensidiscos de los antibidticos, dispuestos de tal manera que los halos de
inhibicién no se unieran. Luego se incubaron las placas invertidas a 35° C por 24
h. Las bacterias crecieron como pasto sobre la superficie del agar, pero se
observan zonas circulares entorno a cada disco de antibiético que inhibié el
crecimiento bacteriano. Luego se midié el diametro de la zona de inhibicién con
una regla graduada en milimetros y se comparé con el patron de sensibilidad. Las

bacterias se clasificaron como sensibles o resistentes a cada antibidtico.

5.2 ANALISIS ESTADISTICO

Se realizo un andlisis de varianza(ANOVA), donde los resultados fueron
expresados como la media + la desviacion estandar y el andlisis descriptivo se

realizO mediante el programa GraphPad InStat 3 para Windows 7. La
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comparaciéon entre grupos se realizo mediante el metodo de Tukey, para una P <
de 0,05.

5.3 DIAGRAMA DE FLUJO DE LA METODOLOGIA

Figura 3. Diagrama de Flujo de la Metodologia
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Fuente: Benitez, Cortecero, 2011
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6. PRESENTACION Y ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 CALCULOS

6.1.1 Recuento estandar en placa estimado

Debido a que todas las placas presentaron mas de 300 colonias, dividimos las dos
placas correspondientes a la dilucion mas elevada, en 8 secciones radiales y
contamos todas las colonias que se encontraron en una seccion. Multiplicamos el
total de colonias obtenidas por 8 con el fin de conseguir una estimacion del
namero total de colonias presentes en la placa. Luego hallamos la media del valor
estimado por las dos placas y multiplicamos por el factor de dilucion
correspondiente. El valor obtenido se da como el recuento estandar en placa

estimado.

QUESERA A

Figura 4. Foto recuento en placa Quesera A

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011
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Muestra 1:
Placa 1 con dilucién 107
Colonias contadas en una seccion = 97

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =97 x& =776

Placa 2 con diluciéon 107
Colonias contadas en una seccion = 69

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =69 x8 = 552

__ 776+552

-
s

= bbd

Media del valor estimado de las dos placas

Recuento estandar en placa estimado de mesofilos aerobios

= 664 x 10? = 664000 = 66 x 10* UFC/g

Muestra 2:
Placa 1 con dilucién 107
Colonias contadas en una seccion =175

NUmero estimado del total de colonias presentes en la placa = 175 x 8 = 1400

Placa 2 con dilucién 107
Colonias contadas en una seccion = 105

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa = 105 x & = 840

__ la0d +520

Media del valor estimado de las dos placas = 1120

=
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Recuento estandar en placa estimado de mesofilos aerobios

= 1120 x 10% = 1120000 = 11 x 10° UFC/g

QUESERA B

Figura 5. Foto recuento en placa Quesera B

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

Muestra 1:

Placa 1 con dilucién 10

Colonias contadas en una seccion = 93

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =93 x8 = 744
Placa 2 con dilucién 10

Colonias contadas en una seccion = 75

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =75 x8 = 600

_ T44+600

Media del valor estimado de las dos placas =672

Recuento estandar en placa estimado de mesdfilos aerobios
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= 672 x 10* = 672000 = 67 x 10* UFC/g

Muestra 2:
Placa 1 con dilucién 107
Colonias contadas en una seccién =71

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =71 x 8 = 568

Placa 2 con dilucién 1073
Colonias contadas en una seccién = 81

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =81 x8 = 648

_ 5684648

Media del valor estimado de las dos placas =608

Recuento estandar en placa estimado de mesdéfilos aerobios

= 608 x 10% = 608000 = 61 x 10* UFC/g

QUESERA C

Figura 6. Foto recuento en placa Quesera C

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011
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Muestra 1:
Placa 1 con dilucién 107

Colonias contadas en una seccion = 47

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =47 x8 =376

Placa 2 con dilucion 107
Colonias contadas en una seccién = 69

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa = 69 x 8 = 552

__ 37e+552

Media del valor estimado de las dos placas = 464

-
s

Recuento estdndar en placa estimado de mesofilos aerobios

= 464 x 10° = 464000 = 46 x 10* UFC/g

Muestra 2:

Placa 1 con dilucién 103

Colonias contadas en una seccion = 132

NUmero estimado del total de colonias presentes en la placa = 132 x 8 = 1056
Placa 2 con dilucién 103

Colonias contadas en una seccion = 54

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa = 54 x & = 432
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1056 +432
- 2

Media del valor estimado de las dos placas =744

Recuento estandar en placa estimado de mesdéfilos aerobios

= 744 x 10° = 744000 = 74 x 10* UFC/g

QUESERA D

Figura 7. Foto recuento en placa Quesera D

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

Muestra 1:

Placa 1 con dilucién 10

Colonias contadas en una seccion = 46

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa = 46 x8 = 368
Placa 2 con dilucién 107

Colonias contadas en una seccion = 128

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa = 128 x 8 = 1024

__ 3e3+1024

Media del valor estimado de las dos placas = 696
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Recuento estandar en placa estimado de mesofilos aerobios

= 696 x 10* = 696000 = 70 x 10* UFC/g

Muestra 2:
Placa 1 con dilucién 107
Colonias contadas en una seccion = 193

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =193 x 8 = 1544

Placa 2 con diluciéon 107
Colonias contadas en una seccion =177

Numero estimado del total de colonias presentes en la placa =177 x 8 = 1416

_ 1544;!-1416 — 1480

Media del valor estimado de las dos placas

r

Recuento estandar en placa estimado de mesofilos aerobios

= 1480 x 10%® = 1480000 = 15 x 10° UFClg

6.1.2 Numero mas Probable de Coliformes totales

Luego de la confirmacion de la presencia de coliformes en los tubos de caldo
lactosado que se presentaron con produccion de gas y turbidez, con la siembra en

cajas con medio EMB, arrojaron los siguientes datos:

Signo (+): indicando que el tubo es positivo, hubo crecimiento de coliformes

Signo (-): indicando que el tubo es negativo, no hubo crecimiento de coliformes
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Figura 8.

Foto tubos confirmados con presencia de coliformes

Fuente: Benitez, Cortecero

Tabla 6. Tubos confirmados con presencia de coliformes.

Quesera A Quesera B Quesera C GQuesera D
Muestras Muestras Muestras Muestras
1 2 1 2 1 2 1 2
Diluciones Diluciones Diluciones Diluciones Diluciones Diluciones Diluciones Diluciones
>
0" | 40 | 40 | A0 | 10 | 107 | 40T | 0 | A0 | A0t | 407 | 407 | 407" | 10 | 107 | 40t | 40 | 40 | 40T | 0 | 407 | 107 | 10 1w
+ + - + + - + + - + + - + - - + + - + + - + + -
+ + - + + - + + - + - - + - - + - - + - - + - -
+ - - + - - + - - + - - + - - + - - + - - + - -

Fuente: BENITEZ, CORTECERO 2011

La obtencion del

NMP se realizé de la siguiente forma: segun lo observado,

(tubos con presencia de coliformes), se busco en la tabla de McCrady (Ver Anexo

K) y se anoto el NMP que correspondia al nimero de tubos positivos de cada

dilucion. Los valores obtenidos de la tabla se multiplicaron por 10 para obtener el
NMP/g.
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Tabla 7. Obtencién NMP de coliformes totales/g

Tubos confirmados con presencia de coliformes .
Dilucion 107 102 10° Factor correspondiente en Tabla de McCrady | NMP/g
3 2 0 S0 800
Quesera A 3 3 0 50 500
Quesera B 3 2 0 S0 800
3 1 0 40 400
Quesera C 3 0 0 23 230
3 1 0 40 400
3 1 0 40 400
Quesera D 3 1 0 40 400

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

6.2 RESULTADOS DE LA EVALUACION DE LA CALIDAD HIGIENICA

Se evalud si los valores obtenidos de coliformes totales y mesofilos aerobios se

encontraban dentro de los limites permitidos para quesos frescos.

En la Tabla 8. Se encuentran recopilados los resultados obtenidos del recuento de
mesofilos aerobios y de coliformes totales en cada una de las muestras de cada
quesera. Los valores de la media para cada grupo de microorganismo, asi como
los valores de la desviacion estandar y el error estandar calculados en GraphPad

InStat 3 se encuentran en las Tablas 9y 10.

Tabla 8. Carga microbiana encontrada en las muestras de queso fresco artesanal
analizadas

Quesera A B C D
Muestra 1 2 1 2 1 2 1 2
Recuento estandar en plac?uisgjil;"llado de mesofilos aerobios gex10¢ | 112105 | 67% 100 | e1x 100 | 48x 108 | Tax 108 | T0x 10¢ 15% 108
Coliformes totales NMPIg 90 | o0 | S0 | 400 | 230 | 400 | a0 | °

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011
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Tabla 9. Valores de la media, desviacion estandar y error estandar de mesdfilos

aerobios (UFC/g) encontrados en cada quesera

Quesera A B c D
Media® 88 64 60 110
Desviacion estandar | 31,11 | 4,24 | 19,8 | 56,57
Error estandar 22,00 (| 3,00 | 14,00 | 40,00

* Valor multiplicado por 10™
Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

Segun el ANOVA, el valor de P obtenido fue de 0,4991, considerado
estadisticamente no significativo, y asume que las muestras fueron tomadas de
poblaciones con desviaciones estandar iguales. Entonces la carga de mesofilos

aerobios en las muestras de los dos municipios son similares.

Tabla 10. Valores de la media, desviacion estandar y error estandar de coliformes

totales (NMP/g) encontrados en cada quesera

Quesera A B (4 D
Media 800 650 315 400
Desviacién estandar | 0,00 | 353,55 | 120,21 | 0,00
Error estandar 0,00 | 250,00 | 85,00 | 0,00

Fuente: Benitez, Cortecero, 2011

En el andlisis estadistico de coliformes totales el ANOVA arrojo un valor de P igual
a 0,1069, considerado estadisticamente no significativo. Todas las muestras se
encontraban fuera de los valores limites de carga microbiana establecidos por la
norma (Ver Anexo L), por lo que estos productos no estaban aptos para el
consumo humano. No es de sorprender este resultado, ya que las condiciones de
fabricacion del queso en todos los establecimientos donde recolectamos las
muestras son antihigiénicas, el lugar de fabricacion no se encuentra aislado de los
animales domésticos, el suelo se encuentra muy sucio, al aire libre, los
contenedores de la leche son de plastico, por lo que no son lavados
adecuadamente después de finalizado el proceso, por esta razén se encuentran

llenos de insectos (Ver Anexo M). A todos estos factores se le suma el hecho de
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gue no se cumplen los tratamientos que se deben hacer a la leche antes del inicio
del proceso. La leche cruda es traida desde las fincas cercanas (algunos usan
cantinas de acero inoxidable, pero otros usan galones de aceite vacios), en
caballos, burros o motos, sin ningin monitoreo de temperatura. Al llegar al lugar
de procesamiento, el Gnico tratamiento que recibe la leche es la filtracion, que solo
sirve para eliminar contaminantes macroscoépicos, y por lo que pudimos observar
los pafios usados para filtrar no se encontraban limpios.

Para nadie es un secreto que el personal manipulador es un punto critico en la
fabricacion de cualquier tipo de alimento, en el proceso de fabricacion de queso
fresco costefio artesanal, por lo general una sola persona es la encargada de todo
el procedimiento, esta persona no cuenta con los implementos de proteccion
basicos (gorro, tapaboca, guantes, botas, ropa limpia y blanca, etc.), ademas al
momento de el corte y agitacion de la cuajada, lo realizan con los brazos.

Una vez obtenido el producto final, en algunos lugares lo guardaban refrigerado,
hasta que los clientes lo fueran a buscar, pero los refrigeradores no se
encontraban limpios. En otras queseras el queso era distribuido inmediatamente
después de terminarlo, lo empacaban en bolsas de plastico, y lo transportaban sin

refrigeracion.

6.3 CEPAS IDENTIFICADAS

Luego de la prueba confirmativa de presencia de coliformes en EMB, aislamos una
colonia de cada placa, sembrando por estria en otra placa con agar EMB, con el

fin de obtener cepas puras.

Figura 9. Cepas puras aisladas
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Fuente: BENITEZ, CORTECERO 2011

Utilizamos estas cinco cepas puras para preparar el inoculo de analisis del sistema
de identificacion BBL Crystal. El patron resultante de las 30 reacciones se convirtio
en un numero de perfil de 10 digitos que se utilizo como base para la
identificacion, este patron se encuentra en la base de datos BBL Crystal. La
identificacion se deriva de un analisis comparativo del patron de reaccion del
aislado de andlisis con aquellos que existe en la base de datos. En el anexo G se
muestra una lista completa de taxones que comprenden la base de dato actual. La
precision de este sistema de identificacion esta basada en el uso estadistico de

analisis disefiados especialmente y en una base de datos exclusiva.

Tabla 11. Resultados de la identificacion de los microorganismos.

Cadigo
Identificacién de Microorganismo
Quesera A Enterobacter cloacae
Quesera B Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Quesera C Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae
Quesera D Klebsiella pneumoniae ssp pneumoniae

Fuente: Laboratorio Control De Calidad De Alimentos — UNIVERSIDAD SAN BUENAVENTURA
CARTAGENA 2011
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Estas cepas encontradas, como hemos descrito en el marco teorico, son bacterias
entéricas, provenientes del tracto intestinal de mamiferos, pero también viven en el
suelo y en el agua. La contaminacién con Enterobacter cloacae probablemente se
dio al momento del ordefio, una mala higiene del lugar donde se realizo. Esta
bacteria ocasiona infecciones urinarias, neumonia e infecciones de heridas, es
posible entonces que uno de los manipuladores se encontrara enfermo.

La Klebsiella pneumoniae es los bovinos es causante de mastitis coliforme y
diarrea de ternero. Esto nos indica la posibilidad de que una o varias vacas se
encontraban enfermas al momento del ordefio, a pesar de que se encuentra
prohibido. La Klebsiella pneumoniae también causa neumonia, infecciones
urinarias y rinitis, como mencionamos anteriormente, el personal manipulador no
tiene ningun tipo de vigilancia, las queseras no tiene registro sanitario y no hay
entidad alguna que se encargue de la vigilancia, por esto cabe la posibilidad de
que se encontraran enfermos al momento del contacto con la materia prima,

durante el proceso o durante distribucién.

6.4 RESULTADO DE LA EVALUACION DE LA RESISTENCIA

La resistencia asociada a los antibioticos evaluados fue la siguiente: todas las
cepas de aisladas fueron sensibles al ceftriaxone, a la ciprofloxacina y a la
amikacina; solo una cepa de Klebsiella pneumoniae aislada de la quesera D
presento resistencia a trimetropmsulfa; la cepa de Enterobacter cloacae de la
quesera A y una cepa de K. pneumoniae de la quesera C presentaron resistencia
a tetraciclina (oxitetraciclina). Por ultimo todas las cepas aisladas mostraron

resistencia a la eritromicina.(Ver Anexo N)
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Tabla 12. Resultados del Antibiograma

- Identificacion de G _Halo de Patron de
Cdédigo . . Antibidtico inhibicion Sensibilidad y
Microorganismo . ;
(mm) Resistencia
Eritromicina 7 Resistente
Tetraciclina 13 Resistente
Quesera A Enterobacter cloacae Ceftriaxone 27 Sensible
Trimetropimsulfa 17 Sensible
Ciprofloxacina 30 Sensible
Eritromicina 9 Resistente
Tetraciclina 30 Sensible
Quesera B Klebsiella pneumoniae ssp Ceftriaxone 34 Sensible
pneumoniae Trimetropimsulfa 27 Sensible
Ciprofloxacina 33 Sensible
Amikacina 24 Sensible
Eritromicina 7 Resistente
Tetraciclina 15 Resistente
Quesera C Klebsiella pneumoniae ssp Ceftriaxone 25 Sensible
pneumoniae Trimetropimsulfa 20 Sensible
Ciprofloxacina 24 Sensible
Amikacina 20 Sensible
Eritromicina 9 Resistente
Tetraciclina 32 Sensible
Klebsiella pneumoniae ssp Ceftriaxone 30 Sensible
pneumoniae Trimetropimsulfa 20 Sensible
Ciprofloxacina 30 Sensible
Quesera D Amikacina 19 Sensible
Eritromicina 7 Resistente
Tetrciclina 28 Sensible
Klebsiella pneumoniae ssp Ceftriaxone 30 Sensible
pneumoniae Trimetropimsulfa 14 Resistente
Ciprofloxacina 30 Sensible
Amikacina 20 Sensible

Fuente: Laboratorio Control De Calidad De Alimentos — UNIVERSIDAD SAN BUENAVENTURA
CARTAGENA 2011 (Ver Anexo O)
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CONCLUSIONES

El procesamiento llevado a cabo en las queseras de los dos municipios no
cumple con las normas minimas de higiene ya que los recuentos de coliformes
sobrepasan, los limites de los establecidos por el ministerio de proteccién

social.
Los microorganismos aislados Enterobacter cloacae y Klebsiella pneumoniae,
en las queseras correspondientes a los municipios de Arjona y Villanueva

pertenecen a la misma familia de microorganismos.

La resistencia hallada, es concordante en ambos municipios.
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RECOMENDACIONES

Recomendamos un procesamiento mas higiénico a las queseras evaluadas, ya
gue de esta forma mejoraria la calidad e inocuidad de los productos elaborados,
estableciendo un programa para el control y vigilancia de la calidad del queso que
es comercializado de forma masiva, asegurando la inocuidad del producto tanto al

consumidor como al proveedor.

Evitar al maximo administrar antibiéticos a los animales a partir de los cuales se

obtiene la materia prima para la elaboracién de los quesos.
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ANEXO A

Informacion general de las queseras evaluadas

SUSSETE A

Localizada en el municipio de Villanueva, se procesan diariamente de 120 a 160
litros de leche equivalentes a 3 o cuatro cantinas. La leche proviene de fincas
cercanas al pueblo, principalmente de la finca “El chorro™. En esta quesera el
proceso de elaboracion del queso varia ya que nousan cuajo natural sino artificial.
El queso producido es distribuido en el mismo pueblo, en Cartagena, Barranquilla,
Maicao y 5anta Rosa de Lima.

Qussers B

Localizada en el municipio de Villanueva. 5e procesan diariamente de 160 a 200
litros de leche, equivalentes a 4 o 5 cantinas diarias. La leche proviene de fincas
que se encuentranen lavia al pueblo, principalmente de la finca “El oriente”. El
producto se distnbuye dentro del mismo pueblo, en Cartagena y en Santa Rosa de
Lima.

e
CIBESEA

Localizada en la finca “El Balsamo™, cerca del casco urbano del municipio de
Arjona, Diarnamente procesan la leche obtenida en la misma finca, que cuenta con
unas H cabezas de ganado. El producto se distribuye en Arjona y Cartagena
principalmente.

Sussera D

Localizada en el municipio de Arjona diariamente producen aproximadamente 150
Kg de queso. La leche proviene de fincas de la ruta Rocha y de Maria la Baja. El

producto es distribuido en Arjona, Turbaco y Cartapena.
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ANEXO B

Agua de peptona

Agua de Peptona
Peptone Water

Cod.: 413794 Envase: 500 g

2= emplea como diuyents en muestras alimentanas, aguas v materales diversos. Para |2 realizacion de la
prusba del Indal en aquelos microorganismos capaces de producina.

Fundamsanto

La peplona fens une elwvada conceniracion de Trioidans
& cud es degradado a ndol por un cierls Nomers de misro-
organEmosentre @los £ cof La deecoiin de esle produc-
T 2 nace af@diendo &l reacive de KOVACS después de s
nounacitn (wer pag. IV - 81 Ezle medio es adecedo pEa
delemingr |08 oraEnNEmos INdokpositves v puede ullizarss
&N lugs de los Cados Tripdianc. En u=0s gererdes za
pede emples pars & clivd de und gran wadedad de
MiCroOrQANEMos, Sempre v CLando No presenien exgen-
Cas palituass

Farmula {por litro)

PEQIofE. ... .
et Tl L T SN

pH find: 7.2 =0,2

Control de calldad

Control fisico-quimico
Aspestd ook Tno.
Colar:  Dlanoo-crema

Solubilidad: L
pH: T,2=02

Gontrol microbiol &gico

Praparacian
Sepende 15 gen 1 | de apus destlads agar hasta disslo-
cidn 1ol Disvibur v estediiza & 121°C durante 15 minuios

Modo de emplao
Tratar 22000 e TNes & Consegur.

Reoactlvos auxlllares

Rei Drescripoidn Enviase
282=0E Fezchvo de Kovacs DC - 100 =
* Prafich Oecoml

Los siguientes resutados fveron chlenidos & p &t de cepas palrdn, despods de incubacidn a temperaioa de 3772

¥ obeerados & las 24 horas,

Microorganism os Dezarrollo Farmasidn de lndal
Esphencina ool ATCC 25822 Saistacioio +
Samonelda {pphimurum ATCC 14028 Saistaciono —
Staphrbootous Summus ATCC 25323 Saistaciong =

Biblicgrafia

Compendum of Mcshoos for the Mcrobologcal Examin2ion of Foods T® oo, APH A [1 9B
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ANEXO C

Agar Plate Count

Métodos Estindar (APHA), Agar

Standard Methods Agar (APHA)

Cod.: 413799 Envaze: 500 g

S= emplea para & recuento microbiano en leches, carnes, productos alimen ticios en general, productos far-
maceuticos, productos cosmeticos v cualquier tipo de muestra.

Historia

Buchindsr v Sus ooldhoradores descubisrdn oQue esle
medic pars &l recuenio &N plata en Bches v 2us dervados
daba e maypd’ Yansparenca, que & medio dasto con
leche desnatada. Bl Bcita B2 BoloEs Bmpranas, al iem-
oo que el cracimienis de 1&s colonias es maydr oon o que
e BECiiE el retusnit. COMo ECONECIMENT & Su buena
Aptiud, esle medic & na conwerlido en ofcial pars AFHA

Fundamento

La composicitn del medis Dasada en & pepiona O cass-
na como aooriscin nuirilive @ exacio de levadura como
Sievals «ilaminics y & guoosa como Lenle enegética,

Tawreds el crecimenic de la maydd parie de oS mMidoorga-
nNisgmos, Sin precEar de oros adilvos

Contol da calldad

Control fisico-quimico
Aspects: pobad Tro.

Color foslad o clarc. pH: 7.0 =0,2

Control microbic dgico

Farmula {por litra)

Exlfacis de Lew@owrd .. e, 2,3 3
D-FEIE0ES oo 0
FRpmnd 08 CRZ2M&E. e e, 30 0
L U -1 O

pH find: 7.0=0.2

Preparacidn

Suzpender 23,3 g eni | de agus destieda. Calenta v ag-
B hasla disolozitn 1ol Distiboir y eseriizar & 121°C
durani 15 minutos

Modo de emplao

Frocédase sag0n determinadidn y tipo de muesira que =2
analce.

Solubilidad: [geramenie cpalescanis.

Loz siguenies resullados fueron cblenidds & parlr de Cepas patdn, despues de incubadidn a lemperaura de 30

v cheervados a las 24 horas

Microorganiamos Dezarnidlo
Ezghenchd ook ATCC 25822 Salsacions
Ezchencha oo ATCC 13782 Saletactono
Staphpiococtus Sureus ATCC 25923 Saletactono
Staphocottus g mfarnicEs ATCS 12228 Salsacions

Bibliografia
J. fppl Bact, 3 ME-ITOM0ED

Stfanderd Methods for the Examinzion of Dary Poducts 157 ed APHA [1985)
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Anexo D
Fotos Recuento Mesoé6filos Aerobios
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Anexo E

Caldo Lactosado

Lactosado, Caldo
Lactosed Broth

Cod.: 413776 Envase: 500 0
Se emplkes para &l esudo de procescs de Brmentaciin de |2 lactosa v en egpecial para la invesigacion de

microorganismos Colformes, especialmen®e £ ool en aguas, keches vy productos alimenticics. Mo contisns
indicadores ni inhibidores.

Historia Farmula {por litra)
La frmulacidn del medie corresponde a la desorila en la == PNV POURUP - s O '
Ameican Publc Healn Associglion para la invesigacitn de Ex¥acio d& CAME ... 3,00
pasleias Colibrmes en aguas (1931) v productos lActecs Fenlona de EelEing. oo, 5,03
[1385) El meadic Wwmbidn coresnonde a las recam endacio- fH final: 6,3 =0,2

res de s USFP yoe la Farmacopes Europes,

Praparacidn

Dizzlver 13 gen 1 | de sgus destiada Distribuir en lubosde
ensEyd Gon Gampana de Durham v esteilzsr & 12152
durarte 15 minwios. Enfriar lo mas répidamenie posible.

Fundameanto

Fof la composician del Masic, 8l contenoo en sRmenios

MU¥iTivGE ¢ ENEQETicos NECe Que permia 8l dessroli

Sf rESTECISN 08 DECIENES Colitrmes La Tememacion

08 1SI0SR OIOOUCITE CEENIENdIMBNIC 08 g8 Que 8 Maodo da empleo

ponara 0 Mantieans en la campana 0@ Durfam. Utlizar & medic segin s ires de apicacitn previsies.
Incubar & 37°C de 24 3 48 horas

Contral da calldad

Control fisico-quimico
Aspectd: pokd TN Solubilidad: o1&,
Color:  bege clare. pH: 8,9=0,2

Control microbiol Ggico
Los siguenies resutados fugron cOIEndos & parll 02 cepas pairdn, despuwds de incubacidn & lemperaius de 3750
¥ ohEEraEdos & las 24 horEs

Microorganism os Desarralla Froduccidn de gas

Eschenchrs ool ATCS 25822 Satslaciodo +

Kiabsials preuwmoviag ATCC 13883 Satslaciodo +

Saimonels [pfiimunlm ATCS 14028 Satislacion —

Fotaus vuigars ATCC 13315 Satislacion —
Bibliografia

UEP 25 [Z00Z)

Compendum of Methods for tha Microbologcal Exemnzaon of Foods 2° cd. APH A [1984)
Ezncerd Mothods for he B@mnaaon of ¥ater 2nd Yesmwasr. 157 ol APHL [1881)

Ph Bur IV [200Z]
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Anexo F

Agar EMB

Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar

Eosin Methylene Blue Agar (EME )

Cad.: 413762 Envase: 500 g

S= emplea como medio direncial para & sislamien to y dferenciacion de bactenias entéricas Gram-negativas.

Historia

Los primens en desarola este medio Leron Hob-Harrs v
Teague, Que & partic dela meztka de azul de metiend v &0sk
Na CoNSguienn un e\cls ditensads Moy Clas ente |28
Daclkerias capaces de Bments B Bonsa 18 gue no o
eran. La nolusisn de B sacaross e propiciada para agque
llos micioarganismos gue Brmentan con dificuliad B laci-
=3 y lacimens & sacaosa.

Fundamento

For la combnacdn de esins dos cdoranes v 08 dos nidra
108 de ca&bong 28 pusden OdElngur SQUncs peneos Las
Dacieias |a0nEE-regatvas v Sa0&05E Negatas [Bamonela
¥ Shigels) dan Coonias NCOorES, MENTES Que lBs Boioss
W SAcEMmSs-posiivas dan  oolonisE  porpuorEilels
neyuoss CON/SN un CENYS CSCus y quedan rodeadas de
una zorE incklors, Por gl eBcie de eSIDE MIEMCS ColRran
183 mmbidn quada nhibido 8l CecimEene da la microia
acompatane, schre oo & Gram-positva BmDidn s
posile la identicasitn de Candidaaboans

Contral da calldad

Contral fisico-quimico
Aspects polvo fro.

Color:  porpora rossdo. pH: 7.2 =0.2

Control microbic dgico

Farmula (por litra)
Eosing SmanlEnta oo
Azul de MelEnd. .
LE0I0EE e e e et e e
Peplong Baseriolgica. o
di-Folasio Hidrdgens Fostato.. ..
T U
BB ettt et et et e

pH find: 7,2 =02

e )

Preparacion
Susperder 38 g en 1 | de agua desilada; calentar y agiar

rasla ebulicidn ¥ herir duranie 1 minotc NG Sabrecalentar.
Devibur y eserilizar 8 12132 duranie 13 minulos

Modo de emplsco
Samorar én & superice del medic.
Ircubar ente 35° y 379C de 18 & 24 horas

Solubilidad: cpalkscenis con predpitads.

Los siguenies resuilados Tuercn ocbienidos a parte de cepas paron, despoes de incubaddn & lemperaura de 370

¥ ohEervados a & 28 hongs

Kicroorganismas Desarrallo Colar de la Colonia
Entembacier aangetes ATCC 13048 Satsfaciono Rosa

EzcheniiiE coW ATCC 25922 Satslaciodo Firpura-viclet con brille verde melsdico
Feaudtimoias Seawgnioss ATCS 10145 Buenc Inalara

Saimonena [ phmumum ATCC 14028 Satslatiods InColara
Staphiocooous Sursus ATOC 25823 Inhigide —_

Bibliografia

E=amiration of Daiy Froducis 107 ed. APHA [1853)
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Anexo G
Sistema de Identificaciéon BBL Crystal

& BD Sister{@s BBL Crystal Y
de Indentificacion

Equipo para la identificacion de patégenos
entéricos/no fermentantes

US0 PREVISTO

El sistema de identificacién BBL Crystal (ID) de bacterias entéricas/no fermentadoras (E/NF) sirve para la identificacion de
bacterias aerobias gram-negativas que pertenecen a |la familia Enterobacteriaceae asi como también de los bacilos
gramnegativos fermentadores y no fermentadores de glucosa aislados con mas frecuencia,

RESUMEN ¥ EXPLICACION

El sistema BBL Crystal E/NF ID es un método miniaturizado de identificacion. Muchos de los analisis utilizados son
modificaciones de los métodos clésicos. Estos incluyen tests para la fermentacién, oxidacion, degradacion e hidrélisis de
diversos sustratos. Ademds, contienen sustratos unidos a un cromoagenc para detectar las enzimas que utilizan los microbios
para metabollzar distintos sustratos.1-5

El kit BBL Crystal E/NF ID estd compuesto de (i) las tapas del panel BBL Crystal E/NF, (i) las bases BBL Crystal y (iii) los tubos
de fluido {IF) de indculo para organismos entéricosmeces BBL Crystal ID. La tapa contiena 30 sustratos deshidratados en las
puntas de los dientes. La base tiene 30 pociilos de reaccién. El inoculo del analisis estd preparado con el fluido de indculo ¥
se utiliza para llenar los 30 pocillos de la base. Cuando se alinea la tapa con la base y se cierra en su lugar, el indculo del
analisis rehidrata los sustratos secos e inicia las reacciones del an4lisis.

Después de un periodo de incubacion, se examinan los pocillos para observar cambios de color. Los cambios de color se
producen como resultado de actividades metabdlicas de los microorganismos. El patrén resultante de las 30 reacciones se
convierte en un nimero de perfil de diez digitos que se utiliza como base para la identificacitn.s Los patrones de la reaccion
bioguimica y enzimética de los 30 sustratos %.BLCrystal E/MF con una amplia variedad de microorganismos son almacenados
en la base de datos BBL Crystal E/NF 1D. La identificacion se deriva de un analisis comparativo del patron de reaccién del
aisladio del andlisis con aquellos que existen en la base de datos. En la tabla 1 (pdgina 36) se muestra una lista completa de
taxones que comprenden la base de datos E/NF actual.

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

Los analisis utilizados en el sistema BBL Crystal E/NF ID estdn basados en la utilizacion y degradacion de sustratos especificos
por parte de los microorganismos detectados por distintos sistemas indicadores. Las reacciones de fermentacién detectan la
capacidad de un aislado para metabolizar los carbohidratos en ausencia de oxigeno atmosférico, y las reacciones de
oxidacién estan basadas en la capacidad de un organismo para metabolizar el sustrato siendo el oxigeno el aceptor final de
electrones. Ambas reacciones se detectan normalmente mediante el usa de un indicador de pH en el sustrato del analisis.
Los sustratos cromagenos al sufrir hidrélisis producen cambios de color que pueden ser detectados visualmente, Ademas,
existen otros analisis que detectan la capacidad de un organismo para hidrolizar, degradar, reducir o utiflizar de otro modo
un sustrato en el sistema BBL Crystal ID. En la seccién “Reactivos” se describen las reacciones uUtilizadas por varios sustratos y
una breve explicacion de los principios utilizados en el sistema.

REACTIVOS

El panel BBL Crystal E/NF ID contiene 30 sustratos bioguimicos y enzimaticos seglin se describe a continuacion. La ubicacién
del panel indica la fila y la columna donde se encuentra el pacilie {por ejemplo: 1) se refiere a la fila 1 en la columna 1),

Reactivos y principios empleados en el sistema BBL Crystal E/NF ID

Ublcacidn [ Cantidad Principio
d!Iul Ingrediente active Codigo :s‘s:‘o:‘.u Positive Negative (Refarencia)
a8 Arabinosa ARA 35 Doradafamarillo  Naranjsirajo
A8 Manosa MMNS 30 Doradofamarillo  Maranjafrojo
ac Sacarosa Suc 2,8 Boradofamarillo Naranjafrojo
40 Melibiosa MEL 1.0 Doradofamarillo  Naranjafrojo
aE Ramnosa RHA 3.0 DoradofamarilloNaranjairojo L& utifizacién de carbohidratos produce un
o Sorbitel SOR 35 Dorsdofemarilio Naranjaitojo gm’:;;,”‘f S catyiiican: 8l bndicadar
4G Fanivol MNT 1.8 Doradofamarillo  Naranjafrejo
aH Adanitel ADD 2.5 Doradofamariilo Maranjairojo
A Galactosa GAL 1.5 Doradofamarille  Maranjalrejo
Al Inesitol INOQ 1.3 Doradofamarillo  Naranjairojo
28 p-n-p-fosfato PHO 0,025 Amarilia Entra incoloro La hidréliss enzimdtica del glucssids
28 pon-p a-0-glucdsido BGL a.025 Amarilia Entre incolora incoloro aril sustiiuido o éster de fosfato
c b-n-p-B-galacténide NPG 0,06 Amaniic Entre incolara /0614 prnitrofenal amarltio. -5
La hidrétisis enzimdtica del sustrato amida
2D Prolina nitroanilida PRO war Amarilla Entre incoloro :‘ni:‘rm: tl.!s”u p-nitroanilina de color
I Pn-p Bie-Tostaio BPH [Ei Amarile Entre incoloro
2F p-n-p-uilésida Bxy 0,03 Amariflo Entre incoloro
2G p-n-p-a-arabindsido AAR 003 Amarilio Entre incoloro La hidrdlisis enzimatica del glucdsido
E pn-p-fesforilcolina PHC 003 Amarillo Entre incators ;;L‘:[':::I'*ir‘;,“::';:‘j“::a‘:iﬁ;‘_f_’sd' vt
21 p-r-p-B-glucurénide GLR 002 Amarillo Entre Incoloro
2) p-r-p-N-acetl| glucosamidina MAG 0,04 Amariilo Entre incolaro
La hidrdlisis enzimdtica del sustrato amida
4 rL-giutamil p-nitroanilida GGL 0,03 Amarille Entreincoloro  incoloro IjEera p-nitraanifina de cobor
trﬂ:":ﬂ'.;.; de [a esculina produce un
18 Esculinag ESC 0,14 Fardafmarmon Transparente/paja m;ilﬂdn negro en presancia de iones
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Neactivay wpl:adnu en ¢l sistzma ENF 1D BEL Crystal [cantinuadn o
LI||r|lr|‘h- Cantdad . Prinz pin
rgmdlnh :l.'|||r: Cadgn II:"::‘:.” Podin Negative cRafaranda
w dmamineeide okt oo la derllalaring

L pues? o
"t 21 Pl iy Amarlk b b [T50 -nl:n ar Eal doen presench e

c o e C-laille

||]'|':|nl Il- Areay sl aneria
Azaltane carrbia o axar del

; i urt W Prquesninl AmArleieme cer oz ph Gael de
S oremcdlucli.
T A ARCr AT 60 e 3 ol e T
g E ELY 7 5k A i metafinkag alnaleas que czmblan 2l
Iz Elidna LY o Tayuzzradzld L lkedbeee demder i £ dazul da
1
1= gz (2 nn Tumueansxrd  amerllasan e lin s
br\cmml'r-ci' fald
'f tior Aol aanoo bera
Rl Adda mzian oo FALC 13 Turcnseaihed s fhrmien M olros eleslings que cabiz

ralae sal iedizadss de om0l A2

H Clorung g triecll Tetrazal T L8 ) Ruacr o ®

Elzatabdismza anemroh -n

11 Al 5,5 Aginisironrs Amarllogadn wlomcsa del pd g :
- aclzr de iclcador [papure
1u Lurm Lr% [ Anfnlzirers AmacBlaigando bramacmacl) s

'Ll precipitado susds= s=r o ra visiblz,

Frexnn RAERRE TR EATRIFR IR

SRSRUES B0 S s, Tnas 10 materiales infedCaics, inclierds placas, iourkles de o godon, tubes de inficula ¢ papees de

filtra will zades para las analisis de osidasa o indoly pera los panelkes BEL Crystal deber ntrodudrse o1 la aus Dol antes
ol s sl aan S i era iin

ALMACERAMIEHTO Y MANIPULACION TTEMFO DE DURAEILIDAL

Dies iy e peaibinlo, almacese of <it BBL Crystal E&IF a 3 - 257C. HO CONGEAA, 5l & kIr ocualvalera de lag ooir ponentes
w2 almacera refrigerade. cabe samare a tevipecatioa amibian e anie e oo

Tafeas: Las Lapres =513 aradas individua! mentz v cobes guarnarse sin aanir, Irspecodars el enbalaje sisualir =ries sera
delermirar s hay ori s oo gricts on & paquets de papel alLminle, Mo uid ce el pael 5w einke lsje parece =star danado.
% e almaseran de acuesdn cnn las secn MEOSATINE e, s Lapas v el evpgse oo gingl, mantz=rdran la reactividad gsparaca
kasta e techs de cadacidad

Bzzos: Las basas v anet covasacas ar dos juegos da dlez, ar zancdajas oo ircubacidn BEL Crystal Las sases extsn apiladas
morzwka Facla ahale parca rediein al [ PR pu sl e, Aleacers las bases noootilizadas en la bardeja, an
Loa Balza g plastke Las Bandejad vecas debien ul Bzere para inowbor las pane es

Fluida de irdicalo: El fluica de ingeulo 0F) [ pAT b as saterie ek RHI_I:ws‘,al I gz arvaesado ar dos juegos oa
ooz fubos. Inspecoizne sisalments o8 UR08 reca selanrinar s Uensn grietss, ‘ugas, =tz fa los vt lize si pareces teqer

L ﬁ::- slal tuno o atapa esran dafadoe, o o hay ey visual de tortaminacicon (poz., palidez. turbicz2). La fedha de
raclicinad se ruiestra en la aligieda del abo FUDaide e indolo pasa srpanizmes @0 b cowtieces BEL Crystal 1D puede

ut @arse con les paneles ENF 5 ASE 36L Drysta) .
RECIIGIDWA ¥ FROIESAMIENTO DE LAS KU ESTRAS
s sisteras BEL Crystal 10 ra estén indlcaans pasa b Bearkes divey Lar=ne con las rivesboas divices Utilios aislad=s de ura
alaga s agar sxngra, tal como agar 2e soja Tryplicass con hematies de ceje 8l 5%, Oluso de una plaz agar Mackar ooy i
sarbin areatabia, Fl 2 daca prava analish doks war cn caltive pare de no misde 22 b solzmente daben dbilizarse las

elas o aalic b o il e alpocdn pars prevarar =l indcalo, ya tarundas de prl éstar zuadan

srzchuce preblemas sor s incculacidn de |22 oaneles. (Yea *Livitacicnes snllente®.) Una wee gpie s hae sacpds s
Lazas de Fas colsas selladas, debor asilizarse en ozl pl:l:n 22 1 h pasz asegurar un sene moerla adeogads, Le cubierts de
zldstize deberla permanecar seare 2 taps hasta guee s wss,

ncabado- atilizads debe estar humectada para proeen rla svaparackin cal licgids de o posillos aoee e B b b,
£l miuzl recamendaca de hurerdar o L1- ALY Lo artilicad de las sisieras BEL Crystal ID o de oualguier otrz
arespdirianto na o agndation seallzana senre muestoas 4 aice eid diretamerts inf uendada parfa calidad de l=s
wiiesiras Secerormienels cerareidaomenles gus oy laboeetorios emiplesr os midtedes exalicadas g0 ol aaval of Gl
I.H'\’.ll.._(lfﬂﬂflLt' = Microb clog’s O'nice] para la remogida de messtees, s transzarte » colocacan ar medios
prirerias dz aislamierta,

PROCEDIMIENTE DE LA PRUEEA
Matrriales suministradas: K BEL Crwstal fordriofe

20 Tepas dul parsd pridrico'™MF BEL Crystal,

20 Hasus BEL Crysial,

20 Tubas =l flu do d= irdcalo nara arge nismes enttrlzosheces BEL Orysta’. Cada tubo feae an il e
24 & 61 vl dz fluiza de iraodle que cart are: B,50 3 de Yall LR35 de Ackca Frwchalivai saanosulaic, saus
auriliceda hasta 1030 mL.

H aardeas de Inubaclan,

1 Cuaderra dn infermes BEL Orpstal ENE,

Materiales necesarios pere o suminisrades: Torandas =stériles de algodor dra otilice toruedar ar paiamer): Ironhadss
(32 = 27900 aim-C0, (uredad 40 — G050 Viszr del caja c'e luz DEL Crystal dinclivge fastabias e coar e lag ieansine
BEL Cryseal) con 2l libre de cédigz: clectrénizo del sisteria BELCrystal 10 o ol | are de sodigos mansal 2@ BEL E'NF Fee
“Dizsenicilidac™), o el Lectz- zatomdt oo BBL Crystzl; placa oo i tho re el activa (2ar sjemple, aga de sija Trypticase ton
hematles ce cheja m n%]; cuebagsas para el vea tiv e ol TRACS BEL cuoanlapolas pana el reaslive de oiclass BEL
(weass "Disponibilidad ).

Tarnbgn ye reecesitan el equipo v los naieciz e de laboratoriz apropiados pa-a la preparadan, almarenambarin y
mariou acitn de as moaestras clin cas.
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Fiaedimienta de andlists: Fl s BBL Crystal EM= 10 g diere kas res ilbacdzs vel analisi de indal ¢ geidasa, du

volazar el caoel BAL Crysial B ber raalizarse i and sis 20 mde y adidass o partir e una pln.‘a; aislay ro

selectnea o noomds de 24 karar? iem Dirs aid b o e ¥ oainaTa tAg I |as iretruc anes praps Al o WL Lt
tel ermcasa para esins mactivas,

Conisulie lasiletacionss de la Tesle de aroceeimieates, aduing 18

1 Bare & lapas de la aoia, Deseche el secante. Una wer saradas de la b, las tapas cukierias deaen otilizarse er el
Plazes e £ fioea, Wo wtilica 8l panal 6 ng fay seeante o 1a bob, Ves s Fig. A

2. Tomeowntuae de Acoe s ¢ etigudtels con el nirmens de roestra dal pariente. Jtilizardo una thenics aseptos con la
curta ce una teogrda estée dc.‘.\!;nsﬁl. lrvz cidilicm wma Sareioks e sy el o uravarla can ap sacar de radera n
L asa de Callivg exparil oo F|Eﬂl.':. TaiFe wia czlorea gratode bBhen aislaca fcon w didrastis e 3 -3 TR D mayst o
4 - & ierlories i mEauens de la mising morcod zgta ok A placs @a sae are 1l camo ager de sz T[:'-ut||:,:5.:| i
nenalies de aveja al 3%, El s de ane plata agar Mec Tk ey os tembidn aceptab s

3 Suspenda las color as er untabe de fuids de irscale BELOrestal pass LI L e

A Vuela atararar el (e © 2giiEla e un iies dues e sorociTada nente 1 - 5 5,

3. Tewne s bere y marque @ noirers de stz del gackente en (s parec lateral

2o viertatedo el cordenidz del flulia de indoolo er el drez abjetiee de 1a bass. ea a ¢ g B,

T Suweterga la nase con aribas mance y muses ol irdeulo suevemetie de un g para ot a fa largs de as pistas kasia
quz n Ay Beedu Ladus los pactios. Hags retroceder cualzuier iguica soomants del drea aljstive y mlogue o base
an la pare superior d2 un hareuillo, Yea la Tig. ©.

G Alineela tapa de oonas gue sl eerema marca<o e la tapa sstE en a perle supecior del dnea et de s gare, ez o
g, L.

% Apriete hasta que parclba una liders resistencia, Cologue el ou'gaser of borde e s Lapa bzcia bz mare mecia del pare
eritada lada y apoiede sinwldneamente hasts s 13 Laps ancaz enosu Iigar [ligrne que escucvar o Yl ") Wes s Sig, E.

Placa da puresa; Jtilizardo un asa de cultive =xtET, bR i peguafia ata del tuan ge Tleide s indruln 2950 o despabs

okt [Fasiils - L bemes o irocula un tubg de sgor inclinasa o face usloe e redio Al ol pera tomarchar la pureza,

Casache el tuba de flede de ntvols tepeds =0 ane reclpiatta paca matenales blsKaisermerte peligrased eile ol Ll g

agar Inzlihads o la placa duranie 18- 29 h 8 35 - 370 @9 o woabadar sin €3 ia flaca v tube de sgar inrlinaso de pureza

raiecle uilizarss tamklen para coalguier arélss siplemenlsris o serologia, o Tuecs nevsars,

Incubacare Cokague o peaeles incc s en ey bardejas da Incusacisn, br urs bangeja pueder caber dier nars = 5 (il

te 2 panalasl, "o los pannies debien incubarse mirando lasia abaja (as santeaas mas ofardee riraedo Focis anibe: |2

erigiiel ri-envo hacta abajal en uninoubedor 50 00 o drs turedad dol 40 - B0% . H deban apllarss a: banckeies er mas

e o alturas durarte L 5n, Bl Semps da lnaabesicn pare |23 parabiy DT esde 18- 20 ha 3% - 3750, vea la FIg. =

Lactura: Cegapeds de perfoda reromendacds de inmubacién, <a e e e s del noubasor, Tovos los poackes detes) lesrss

b alvals (lay vertanas mas graades srriba la o queta mitardo baciz ke ol wilizanca ls caja deluz o &l e Jel panel

BELCrystal e la Fig. 6. Coosu e 1 tabla da calsoes de |a roaccien wio el azertess de *3eactivas” [ oileresara

Inerpretacidn oo las reacciznes. Lee o cuaddarna s informes BEL Cristal BTE para reqistrar las rescsiones, Sone ikt

alterratwa, pusde tilizar el lectar autemnales BAL Cryatal para lee b ganizlos.

Célcula del ndrmeroe de petil de BBL Crystal” & exda =aliade de’ analiss oo an resolads Frosibivs: < fa asigria ueovaler oa

4 & o1, correspongiends ¢ ba fila deads esba obicado el 2ndls o Sa asiors un valor de O deeea 3 aualedier resstade

FEgItieD. DEEPSE fe suirian 03 nameres fealores] resultartes de caua reacion 1osta a0 cacs solureiee Lo gorers ur

AL merd de 70 digitoy; &ste e ol rursis de puerfil.

e A B C v E F e} H 1 I 1
4 + r ! - | Lo+ = - t
1 - + - 1 - - + +

_-'1 I - m - - - - i 1 + R +
Fa-Tif 5 4 G 8 | 2 £ 1 z ¥ 1

El ririero se gerdil resaltarts ¢ bos cealtackess del andlisis “uara cle [ifea lindoly axidasa deben intradariree e Lo P e e
que =@ Maya instalads el kro ge gidiges elzerfnics del siiers BB Crystal IT, ca<a shtarar b idenodeaon, Terkisn [
dispnibale un Fare de codii 28 rarual 5o bay ur PCdispanib e, pingase en ocacto cae sl Sardoo Leomice e ED pas
abterer ayada ran a iden ilicaion. 5se udi7a @ legior actamaticn EEL Crystal, =l B idertfea aulomatice nerte las
ArArEMos,

Comlrol e calidad par parta del usuaria: La pricka del cartqal de esliclaed s “arnenjends para cada late ok paneles tomo sz
“dica a cenfinuaciin

1. Colzgua un pance’ BELCrystal BT con Klepaiets poscnonias TS 23995 por caze preedimism recamremads
fuorsalte " Fracadiraarta del analisis™).

Eatences ircube el pansl durante 16 =20 F 3 35 - 30,

Lea ol peagl oo la caje de luz o wiser de aanel BELCrystal y o =abila de colorss de a reaccida, tejisle o lus pemsc ones

utilizande ¢l coaderna ce irfarmes BEL Crystal BNE, Comz wresads 2Meirativo pdeds oo @ parel e el ectar

autzmatic: BBLCrystal.

A, Corpsrs las reacciones caistradas cor bas andmerac s = la labia 2 Ipdg e 371, 50 e abtierea resiados discrepe s,
torfirme la zurzza e 1o ceae de cartrsl da calid | a1y o PONEMEE &0 CHPLALE CEn Bl See a tEcaico ge DO

Las restlt ks expreracos dal andlisls de 14 cepes adisionales de endfisis de sonerel 4o calisiad La-nhisn astn SrILBTAD a5 &

la Takla 7 {pdgioe 17

Ll ke
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LAIT. 5 DEL CECHMIENTO Y
El s [ Crysady] EMNF B0 esta diaiada para ks 1axanes ENF proporcioradaos. Los t"sdrl‘nrnnhma 6% RiiEnRracda
on laTa n #8An indicasdos pars su uso en este Sstema.

Leek sitimas di idantifcaciin BBL Crystal utSzan wvn microambbienie modifcadn; por 1o 1ame, los valares esperacos para
sus ardlisks indriguates pueden difers de la informacién extablecids prevismente con las reacciones do andliis
convendienales, La precividn del sistema de iderdidicacién BBL Crps'l:riu'l‘vlF it basada an el e astadidics de andisis
disefados espedalmente y en una base da datas exclsive

Cuanda of antisuero estd dspaonible, la Mentilicacdan Beqguires de arganivmos miecdanadaes, tal coma Salmoneia,
Falmeseda subgiups 3, Shigells, Dobenova ool O-0 enteropatbgendas, y Wibeio choderae, debe ampliare medisnte un
andlils artsgdn oo, 5.1

tolamerde deben utilizarse las tonendas can aplicadar de punta de algodén pera preparar la papensdn de Indouls, ")
algunas tonadas de polidster pueden hacer gue el fluido de indoula & vualva aspass, Esta pueds producir una .:.,.-.1["&'.3
Insuficherie de indcule para llenar ks podillis, Una ez que 1= han sacads s tapas de lxs baleas solladi, deben itilizarse en

el placn de | hora para ssequrar un rerdimiento adecusde. La cubiars de plistice debe permanecer sobre la tapa hasta que
& LK@

Elincubador donda astdn calecadas kn panele debe evtar humeclado para presenin la evaporacitn del ouido de ki
pociles dumante la inculbackn. El nived recomaradado di hisnedad oo 40 - 5%,

Lo pareles, después de la inooulackin, daban selaments ingubsse mirando hacda abajo {las ventanas més grandes hacia
ardiba; la elicuieta misanda hacia abajo) para maximizar la efectiddad de los susirates,

Las (i diebsn tomane de una placs de agar sangre, 1al como agar de soga Trypricasa com hamatied de cveja of % El
usc e una placa agar MacConbey ot lambadn aceglale,
Lo siebemas de identdicacian BBL Crystal B0 estan indicades para ulilivados. directamande con las muestras clinkas.

CARALCTERISTICAS BE REMDIMIENTO

Reproducibllidad: En un edudio intemo en el que panicpahan tes G laboratorios clinicos, se estudi la repreducibilicad
i lak readgicnes de (300 wndretos LHF mediante repeticion del andlisis. La ra ugibildadd di las reacciore con sustrata
individual oscilt ded 96,3 a 100%. La repeccucibilicas tatal de un parel BBL Crystal ENE fue del 59,6%.

Precivian de In identificacian: Bl rendimiento del sistema da idandificacian EBL Crystal EWF D Jue comparada con sisbemas
cisponiblis actualmante an el cermencio uiilizando aaladas clinices v oultives medre

Em un estudio interno, se avabud al recedimientg de BEL Crystal WP, Se analizaran los resultados de 169 aislados antéricos ¥
rea eldricns [repremedando 45 expecies). Las identificecionss discrenantss se rasalvieson utilizardo ofros sistemas
comernciales. Etas régudladen io rmissstran & continuacsan:

T T s amie T con anallsis Tlingan 10 & Menlifeade
— _suplementario #ipl L E— S —
BEL Crystal EMF 163 !EE.'IH-! 157 (38,8%} 2 i1.21%)

Sevalud al rerdlimiamie del snkliii BBL Crystal iG para organismos entérlcesmo farmantadanss an tres laboratarios
chinicos independientes. 1 & utilizasce aislades de riting qui llegaran al labaratorio clinice asl comes tambin aislades
mhentificades, previamente elegidos por bos laboratarion de las erdayos dlinicod, pars establecer las caracteristhco de
rendinEnie

Do los 259 aislades clinices Tresns analicades por los métodos. actuales de Idertificacién de los laberataria, ol sitama
BBL'CI’:H-‘I:I| 1D comun ol comrectamante & 56, 7% (289), erirs allos 16 cascsd donde »= comunicaran dos o tres organimos ¥
a0 neceisd uh anAli suplementeio pacs corssguir un resultado willcs,

DO lag 79! copas &n {uestidn dentificacas presiamente v confirmadas por los métodes actsales de identifcesian de loa
laberatorios, el sistema BEL Crystal 1T comuniod earmectarsenbe el 96.9% {282 entre ellos B casos dorde se habian
comunicads Dok 9 Led crpaniemas  se necesite un andlisk suplementario para corseguin un resultacs wilide 13

CASPOMIBILIDAD

W decat  Descripcite N decat.  Descoripodn
5000 Kin EBL Crystal ID para organismos 245036 Tulbo de luz blanca para el wiser dal pansd
?'.Hﬂmlfnmwrtauar_ﬁ. uwﬂriTEie.;ii]; BEL Crystal,
wum para el panel entéricomF E 245001 Likrg d i i
baves BBL Crystal, 1kas de flidida d idculo HBLmﬁ;:?:?;gm alactidnicg del sivtema
EEI;EW"!P Ilinara Ll s 52 Libro de oadigos manual de tstemas di
) : i alicac L Crysial
#5076 Cajn de luz BBL Crystal , modelo nacional, e piora Cagant g
110%, B0 Hz .
25029 Irticul i erihacay
245027 Calade luz BBLCrystal, sadile surcpes, ﬂlfﬁﬂ?ﬁﬂ?ﬂm?ﬂ?& 10,
280 %, 5 Hz.

HM5300 Lectar sutomatics BEL Crystal.

243028 ok e K WM, . ¥11239 Agar de sojs Tryptlcase con hematies de cvaja

245031 Wisor del panel BBL Crystal, modele nacianal, al 5%, pagquete de 3 placas,

110y, 6 He - .

21361 o T icain hem
205032 Visordel panal BBLCrystal, el eusones, e o T At chu ¢
W, 5l Hz.
r 187 fwe che bl BBIL

25033 Visor del panel BELCrystal, modelo japands, 0 seenedeia para el react

HA v, B Hz 1081 Cusntagolas para &l reactivd de axidaia BEL
245034 Tubo die luz UV die anda larga para & visar gl DOAACA, Boe,

parsd BEL Crystal

BIBLMIGRAFA: Vease "References™ en el texto en inglds.
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Aciactobacter wafhl
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Apvamamas parmshils
Apramaias sobieis

A ORI VeI

Agrolacbarium tarsfaceg:

Burdlielyeyis ook
A kdualoley ia pvecichia s ey

Ceclatag dayivam
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Cirrehacter fravadi
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Enlevoiw dur axliniae
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cachearchia aolf
cachenthie caN derogrows
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Frenesien)e nesmani
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Senimgels ailenis is

Flawiinonns orve e 5 e

1|:||:|I|:i'r|:'t-:~ Taxz ¢ Unilta Easspnomicha r'ml skirma BELCrystal ESNF ID )
de |Dde E/NF SBL Crystal £ Srupes tasonaricos deld sist=ma BAL Crystal 0N Y 1D
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Fiafimieda Humasc anaeaiy
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Fastrunslia hacmolptica
Pastevraiis muiteocs
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Ergteus miradiiis
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Frorels wigaris

Froaieri g Ay alifan jagy
P einde radtger!
Frivefaenne rurtianai
Frovidentor siuarti
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FrAame s Muorasrens
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=T T T R e T
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Froudamonas wesicaiang

rakaeta anani

wpas takpnimecos no Sistema
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Salmareia paratyohi &
Fa!Mareia saecies
Falmanaita [l
Sairalia ivanma

Beratia fartionta
Sareadia Mqocfooens
Surralia maccesiens
Servalia aoosliass 1
IRTatiy SanrTona d
Jerralia wlprwl' s
Farvatia ruhicaes
Sheawie iy malrefacier

Shigella dpsenterias

Sfuge'la speces (A b, 2 taraen]
Sfugella sorael

Spring nlacierim e
Eromotrophamconas maltonhla
latumalla pipaeas

Ltk syl nnlmdos

\fiEsa chalerac
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1Ak Anliisar

Wterin metechnnoowl
LS e TT 1

WAl pracetim e i O

LU LR TR TR BT

e pcmla vimgaimaohekisy

YA enternooiltice oo/
oroupe f GRIpEE ! gRIpps ¢ qrumpo
1T enierpechivea, v fredarikyerni,
o lrermiedia, Yo kislersenii)

Yereinie areadatanarasosk

vabkenela regensharye

Pdisee! g Gram-Hega dve Bavillil

P tpcallpracas Crame legatee Dadlli™ ==n to 8 group of cxidass posit e sazzis ik ars elathely ireciies 25d
trditingy skablz from ooy other in BBLCrgstal EnderioMovhermorder 1D Sster. Roter ta Toalss © ane 2 prowleeo 1 this
raart ter Farlhas idel Hcatior wsban tha it choiza iantil Calica & "Mice srmeous Gram-Magative BEacli”

i “badlles Gramereczil=s dhears®

oo rEEsardeat b U ONOURE L Soud i Cepdass p:n:lt e e tharmaerit Iractiegs o o

Akrarnahles ks unks A a0mes dans @ ErhmA EEqumal EMF 72 So rapeaten max Tahbes e 1 et 3 e ees Insrmatkans
sz laals ickelifiation <o e snlaie for =epae le prenies couix d" deetilice on s "Ladlles Grareniustits diees”

-

RB' Crystal B

Die Secuiheanyg vechialeew gramegatoe Bakiore® sugiehl sicl au” wine Gopos as desposdlives Saaaies. i im
v s e NS g ste o relatiy aaktiv und apciPeecciechar snd, Fally die eeee Elentilicierong

“weraciizdEne gramregat e Baderien® laotes, sing zur geraverer Identifizereng cle i d ser Paciancsbeilace
enthatteren Tz aeliza 1 ard i Ferarzuz chen,

-

wra lana nel

"::glinlll.lilll.ﬂ wliv e n|_|rm|r|'- ' nr e,

ama BEL Crystal EX
Tie il di Laition weanr -negatis”,

Luspiisizre "ivaoe ares o sabier gnars N It sl riteiiece 2d un groppe Ji specis sl dasl poditive dhe sere
e ivamar e inatths @ ron disc .gLIb

FI0. Fer alesiore icaniifizazicors, qualzra
Tk i priona sadia o

srpwallars D Tatelie 1 o 2 Farsile noquesla

T ovaros Badios Gram - Hng.al: wim | relara-ge d un grupa de asgdcles pactivas paca a caidase que 62a relatieame e inacivas

+ rel i

Hegstiyae®

PRlarelanes e bac e s granr -aegalsas” e relisee ioor G ipe de aspecies pesiftas a ls i

shepin dnloe Ai oo Sisteiea ESLOrpstal Euter o™ai Terment e 0L Canagiilte as Jiado © a2 qie (orsdlaim cesla

folEe irformativa pare ara identifcacio sdicicns’ quards @ orimeirs eslbade l:lrll'l[-:-:l;eur' “Warios Bac oo C-am-

2a A so relal eainee e

iraciivey = ndisUrge ke wetre ol v el sslema BELCrgetal ENE T Consulle s Taldas 1 5 2 suwvivistiades g ez
proapects pare |n identif oo mas arscas oosnde s prirara identifioscian vs t Meceldres oo bacer 2 cram-nisgstnasT.



“werschiedenon grannega
Eatilos GramMogalives® in

“Miscellansals Gram-Mega eilli* include [ e groups “bacfles Gram-nagatifs divers” cangwenp §
alerien” zthlen [ La “riscalls qea i batteri gram-he-galiui"iu;lx.du‘rln:
e

Alcaiigrnes faecais

Advaiigones plachy i

Anrciiperes Kplasoaiaans sehsn. feminBong
Airadigetes walasoriaans slkip. wpfesnmicens
Boraetella hroachisepitics

Aurkholdaria picksmi

COE Graup by -2

Cacinanangs aciadomrans

Lamamnnas pestarteni

"Misceléanza de nacteriss gram-negalivas” irzluye:

Mah doperte v specing
MrEels acanaia
MOmEENs cxloensis
dohrebactrum anikoon!
Wiz aredivaiiy
PiRUCGSMonaT allaliyener
Fuimonas flapeas: gl
Fxpisningnias menaoring
Frrundomanas peepgnair

L i gy
Eikenea ramodans Fuaplomanas e

2 May alse be Hentificd separately in datanase ¢ Bossibiing dfideaticarin sipard dans la base de doin e ¢
2Kann in der Datenbank auch separar identifiziern werden ¢ 2 Passone esseme idertifizatl andhe sepa-atamarie
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Anexo H

Fotos Identificacion de Cepas
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Anexo |

Lista de Antibidticos méas usados en ganado en el departamento de

Bolivar.
Nombre comercial Composicion Dosis Tiempo de retiro
para la produccion
lactea.
Antibidticos
Oxitetraciclina Oxitetraciclina 10 ml /100 Kg. peso b dias.
clorhidrato 50 mg. corporal.
Tylan 200 Tilosina 20 g., alcohol 1ml f 20 Kg. peso g dias.
bencilico 4 ml. corporal.
Entromicina Ertromicina 4 a8 makKPV (2 adml B dias.
cada 100 kg KPY)
Quinocalf 5% Erofloxacina 50 mg. 5ml /7100 Kg. peso 72 horas
corporal.
Sulfametazina 25% | Sulfametazina sodica 4 ml /5 Kg. peso 96 horas
25 gr. corporal
Sultrax Trimetropin 80 mg., 1-1,5ml/30 Kg. 3 dias.
sulfametazina 400 peso corporal.
mg.
Macroespiaran Espiramicina 1ml /16 kg. peso 72 horas
13.000.000 U1 corporal .
Otros medicamentos utilizados
Gluconato de calcio | Gluconato de calcio | 110 ml /100 Kg. peso
20 g., calcio 1.9 g. corporal
lvermectina lvermectina 10 mg. 1ml/ 50 Kg. peso Mo se debe
corporal administrar en vacas

para produccion de
leche.

Fuente: UMATA- Bolivar

93




Anexo J

Agar Mueller — Hinton

Mueller-Hinton, Agar
Mueller-Hinton Agar

Cod.: 413787 Envase: 500 g

Mueller-Hinton, Caldo
Mueller-Hinton Broth

Cod.: 413733 Envase: 500 g

Sz emplea para ensayos de sensibilidad de los microorganismos frente 8 antibidticos v sulfamidas. Tamkbién

en aislamiento primaric de Gonococos v Meningococos.

Historia

Muoglier w Hindon 1omann coma punis de pardida de sus
estudins &l medis complein de Gordon y Hine con el n de
encontar un medio capaz de resizir @ autockvado. El pri
mMed pEsn tue Sustiior la fErna de guisante por & amiddn,
Que & Su vez proegE & medic de &8 Wanas gue pudisrEn
g5ty presenies. Despuds sustiuperon la pepiona de camne
pof e de casdng hidrolzads que por S mas Yagmeniada
lavafedia mas 1o crecimienis Fnamene ne Sido recond-
cido coma el mas indicads pas los ensayos de sensibiidad
& antibilicos v sufamidas por & procedimienio de los dis
cos El Cado MUELLER-HIMTOM es el mas ulizssdo en la
determinacitn de k& ‘concerfracidn  minma inhbitoria
[CHI) por |8 ®onica de diuciones sehadas.

Fundamento

En la preparacian de &% medic & Lndamenal que &
concenirationes de timina, tmiding y acido d-amincbenzo
co, gean kb sufcienie ba@s paa no nhioir B acthidad ante
packErana de aNIDidicos v sultemidas Las dos pimeras
infinen los anibidtlicos ¥ &l dtimo las swifamidas Bl ensayo
de =ensibiidad de un microrganismo Fente a un ambitte
oo 28 puede redizay sobre pladas de apar Musliee-Himon
por procedimienics de difusidn, por dibciones sefdadss o
pof 1&onicas Wrbidim&lnicas en el Calde Musgler-Hinon, En
laz 1&cnicas de Cilisidn =8 mide el fale de inhibicion o ore
cimienis confuenis akededor del depdsilo de anlbiddico
[diEcos, iovedlas, ek, El dédmelo del drocule de inhibicidn
es inwersamente propordona & la concentacidn minima
inhioitora [CMI) del agente anibacierans.

Farmula (por litra) del Galdo
Infusidn de Carne (& partir de 300 0)
Fepiona de Caseing Hidrolzsds ...
pH fnal: 7,4 =0,2

-
i

—\.|_|-\_'|
o e
i D
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Farmula {por litro} dal Agar

LT e O 150
Infusidn de Cane [a paric de 300 g) . 203
Fepiona de Cazsing Hidrolzada. . . 1753
BT et 1TV 0

pH find: 7,4=0,2

Preparacidn

Suspender 38 g (Agar) & 21 g (Cads) en 1 1 de agua des-
flada; calentar ¥ agits hasta ebolicidn y hesir doranie
1 minuie. Distribuir y esterilzar & 1215 dorante 15 minu-
e Siee deses sNECC EN0re, D& eNYiar NAsE 4570 ¢
ahadir asdpticamenie sangre esiérl desfbrinads; 1a mez-
ca con sangre debe chocolaksrse calenande a 80°C
duranie 10 minuics, Si 22 deses cblengr desarrclc de
Meisseria. Mo sobrecalentsr. Siose precisa refundie el
medic, salentsr &l menor liempo posinle

Modo de emplao

El anibicgrama debe ser efecluads scbre lives purcs
En la& ®onices de dibEidn =2 noculan 128 placss de Agar
paa que frmen un confuente. Los dEcis u 0Y0s conte-
rnedores del anlbidlico deben apoyarse =cbre & medic de
marera que gueden adherdos a &. Incubar & la lemperaiu-
fta dpima del microorganema durante 24 horss.



Contral da calldad

Control fisico-quimico
Aspecty: poka ino. Solubilidad: igeramente cpaestents
Color  DEge. pH: 7,4 =02

Control microbiolSgico en el Musller-Hinton, Agar

Los siguenies resullados foeron ohlenidos a parte de cepss patrdn, despeds de incubacidn & lemperalora de 3790
y cheervados & 188 24 NoiEs

Miroorganismos Desarrodlo

Eschenciva oo ATCS 25922 Satstaciono
Merssang mamhmpois ATCC 13090 Satstaniodo
Slaphyrboootus Sunus ATCC 25923 Satstaniodo
Ertepcoccus feacals ATCC 33186 Satslatiodic
Stepococous pieumoviEe ATCC 8303 Satslatiodic
FrautthTonas Seugiinss ATCC 27853 Satslasiode

Control microbioldgico en el Musllar-Hinton, Caldo

Los siguienies resultados Tuercn cblenidos a partr de cepas patrdn, despouds de incubacidn a temperaiora de 3755
y cheervados a las 24 horas

M icroanganism os Desarralla

Sisphrbeontus Sunus ATCC 25923 Satslasiode
Ezphenciva colf ATCC 25922 Satslasiode
Entempcoccus fas0als ATCC 29212 Satstanions
Faadinmonas aeruginss ATCC 27853 Satstanions
Strepiococous ppogenss ATCC 19815 Satslaciono
Lgena movioc ogenes ATCC18113 Satslactiono

Bibliografia

amer J Qn. Pahol, 45 289352085 (195
J. Cine Microbol, Z2: 359-374 [1 98
SRncerdmIion of Methods for Conoucanpg MErcbic SensRuly Tes. WHO. (185 ]
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Anexo K

Tabla de Mc Crady

Numere mas probable (NMP)
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Fuente: Microorganismos de los Alimentos Vol 1,
2da Edicion, Editorial ACRIBIA, 5.A. Pag 134



Anexo L

Norma quesos frescos

NORMA TECNICA COLOMBIANA

NTC 750 (Cuarta actualizacion)

Tabla 2. Requisitos microbioldgicos para el queso fresco

Requisitos n m M
Examenes de rutina:
Recuento de coliformes, UFClg 5 1000 | 5000
Recuento de E. coli, UFClg 5 <10 -
Recuento de mohos y levaduras, UFClg 5 100 500
Examenes especiales:
Recuento de Staphylococcus sureus coagulasa positiva, UFC/g 8 10 100
Deteccion de Salmonella/25 g 5 Ausente -
Deteccion de Listeria monocytogenes/25 g g Ausente -

en donde

n:
m:
I‘.r'r .

numero de muestras por examinar

indice maximo permisible para identificar nivel de buena calidad
indice maximo permisible para identificar nivel de calidad aceptahle
numers maximo de muestras permisibles con resultados entre my M
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Anexo M

Fotos locales de produccion
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Anexo N

Fotos evaluacion de la resistencia




Informes de resultado Laboratorio control de calidad de Alimentos

ANEXO O

Universidad de San Buenaventura.

LABORATORIO CONTROL DE CALIDAD DE ALIMENTOS Pag 1de 1
Cédigo. F-GR-01
INFORME DE RESULTADOS
2009-02-27/V1
FECHA: 03 de febrero de 2011
FECHA RECIBIDO DE MUESTRA: 01 de febrero de 2011
PROCEDENCIA: ESTUDIANTES UNIVERSIDAD DE
CARTAGENA
Ne TIPO DE MUESTRA cODIGO IDENTIFICACION DE ANTIBIOGRAMA PATRON DE
MUESTRA MICROORGANISMO SENSIBILIDAD
Y RESISTENCIA
Eritromicina: 7Zmm Resistente
Tetraciclina: 13mm Resistente
78 Aislado Bacteriano de A Enterobacter cloacae Ceftriaxone: 27mm Sensible
Muestra de Queso TrimetropimSulfa: 17mm Sensible
Ciprofloxacina: 30mm Sensible
Eritromicina: 9mm Resistente
Tetraciclina: 30mm Sensible
79 Aislado Bacteriano de B Kiebslella pneumoniae 55P | Ceftriaxone: 34mm Sensible
Muestra de Queso AR TrimetropimSulfa:27Zmm | Sensible
Ciprofloxacina:33mm Sensible
[ Amikacina: 24mm Sensible |
Eritromicina: 7mm | Resistente |
Tetraciclina: 15mm Resistente
80 Aislado Bacteriano de [ 45 Kilebsiella pneumoniae ssp | Ceftriaxone:25mm Sensible
Muestra de Queso pneumoniae TrimetropimSulfa:20mm | Sensible
Ciprofloxacina: 24mm Sensible
Amikacina: 20mm Sensible
Eritromicina: 9mm Resistente
Tetraciclina:32mm Sensible
81 Aislado Bacteriano de 01 Kiebstella pneumoniae ssp | Ceftriaxone: 30mm Sensible |
Muestra de Queso pneumonias TrimetropimSulfa:20mm | Sensible |
Ciprofloxacina: 30mm Sensible
Amikacina: 19mm Sensible
Eritromicina: 7mm Resistente
Tetraciclina: 28mm Sensible
82 Aislado Bacteriano de 02 Kiebsiella pneumoniae ssp | Ceftriaxone:30mm Sensible
Muestra de Queso pneumoniae TrimetropimSulfa:14mm | Resistente
Ciprofioxacina:30mm Sensible
Amikacina: 20mm Sensible

s aya - Bacteridloga — Reg. 5285
Aseguramy de la Calidad Microbiologica de los Alimentos

Cék%ﬁ;iw JgAntioguia - U. San Buenaventura

Universidad de San Buenaventura - Calle Real de Ternera « Telefax Directo: 653 7778 = Conmutador: 653 5530 - Ext. 184
E-mail: cac@usbctg.edu.co « Cartagena de Indias - Colombia
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