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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fue evaluar un software de la Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo, para la lectura de unidades formadoras de colonias (UFC) y halos de inhibicion en
cultivos microbianos, con el fin de cumplir el protocolo pertinente de la evaluacion de aerobios
mesofilos en leche cruday la sensibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus. Los aerobios
mesofilos se determinaron en 18 muestras de leche cruda comercializada en tres mercados de
Riobamba - Chimborazo, mediante la técnica de extensién en superficie. Para la sensibilidad
antimicrobiana se empled el método de Kirby-Bauer, sobre aislados de S. aureus en Agar Baird
Parker. La evaluacion del software no se cumplié debido a su inhabilitacion para la lectura de las
placas de cultivos in vitro “reales”, aunque el software se probd previamente con imagenes de
placas y algunas placas de cultivo. Sin embargo, la lectura manual de los resultados indic6 que el
28% (5/18) de las leches examinadas superan el limite de la normativa ecuatoriana 1.5 x 10e6
UFC/mL de aerobios mesofilos, el 72% (13/18) se encuentran dentro de los limites permisibles
con valores entre 4x10e5 y 6.9 x 10e6 UFC/mL, sin descartar la actividad de inhibidores
bacterianos. S aureus, en el ensayo de susceptibilidad antimicrobiana demostr6 sensibilidad en
un 100 % frente a Oxacilina, Ampicilina, Eritromicina, Tetraciclina, Gentamicina,
Ciprofloxacina, Cloranfenicol, Rifampicina, mientras que un aislado fue intermedio frente a
Vancomicina y el 100% de los aislados fueron resistentes a Ceftazidimida, representando un
reservorio para la transmision horizontal de resistencia. Se concluye que el software amerita una
revisién exhaustiva a fin de que cumpla con su uso previsto. Ademas, el expendio de leche cruda
revela problemas de contaminacion poniendo en riesgo la salud publica. Se recomienda una

investigacion desde el momento del ordefio hasta la comercializacion de la leche.

Palabras clave: <UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS (UFC)>, <SENSIBILIDAD
BACTERIANA>, <SOFTWARE ELECTRONICO “HOME MADE”>, <VALIDACION>,
<LECHE CRUDA>, < CULTIVOS MICROBIANOS>.
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ABSTRACT

The aim of this work was to evaluate a software of the Escuela Superior Politécnica de
Chimborazo for the reading of colony-forming units (CFUs) and inhibition halos in microbial
cultures, in order to comply with the appropriate protocol for the evaluation of mesophilic aerobes
in raw milk and the antimicrobial susceptibility of Staphylococcus aureus. Mesophilic aerobes
were determined in 18 samples of raw milk sold in three markets of Riobamba - Chimborazo,
using the spread plate method. For antimicrobial susceptibility, the Kirby-Bauer method was used
on S. aureus isolates in Baird Parker Agar. The software evaluation was not achieved due to its
inability to read "real™ in vitro culture plates, although the software was previously tested with
plate imaging and some culture plates. However, manual reading of the results indicated that 28%
(5/18) of the examined milk samples exceed the limit of the Ecuadorian regulation 1.5 x 10e6
CFU / mL of mesophilic aerobes, 72% (13/18) are found within the permissible limits with values
between 4x10e5 and 6.9 x 10e6 CFU/mL, without ruling out the activity of bacterial inhibitors. S
aureus, in the antimicrobial susceptibility test, showed 100% susceptibility against Oxacillin,
Ampicillin, Erythromycin, Tetracycline, Gentamicin, Ciprofloxacin, Chloramphenicol,
Rifampicin, while one isolate was intermediate against Vancomycin and 100% of the isolates
were resistant to Ceftazidimide, representing a reservoir for horizontal resistance transmission. It
is concluded that the software deserves further review in order to comply with its intended use.
In addition, sale of raw milk reveals contamination problems putting public health at risk. It is
recommended to carry out an investigation from the moment of milking to the commercialization
of the milk.

Keywords: <COLONY FORMING UNITS (CFU)>, <BACTERIAL SENSITIVITY>, <“HOME
MADE” ELECTRONIC SOFTWARE>, <VALIDATION>, <RAW MILK>, <MICROBIAL
CULTURES>.
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INTRODUCCION

El control microbiolégico forma parte del control de calidad de los productos destinados para el
consumo, puesto que los microorganismos son omnipresentes y se encuentran desarrollando
diferentes papeles en la actividad humana, participando de manera benéfica o perjudicial, (Sanchez
etal., 2017, p.87). La evaluacion de la inocuidad y calidad de leche cruda es muy importante llevarla
a cabo, debido a, aporta vitaminas y energia para mantenernos activos y realizar las diferentes
actividades cotidianas (Sanchez et al., 2017, p.19).

La calidad e inocuidad de la leche comercial y los derivados lacteos dependen exclusivamente de
las condiciones y estado de la materia prima proveniente de las diferentes zonas de produccién,
en donde varian las condiciones de conservacidn, manipulacion y transporte del producto hasta el
destino final, por lo tanto, la calidad del producto recibido por el consumidor dependera del
control que se efectué sobre la leche cruda (La Universidad del Zulia, 2003, p.23).

El consumo de un producto que no cumpla con los requisitos minimos de calidad, conlleva un
sinnimero de problemas para el estado de salud del consumidor, razén por la cual, la realizacion
de pruebas y andlisis de laboratorio de los productos involucrados, se ha convertido en un factor
vital para para garantizar la calidad del producto final; en este ambito es importante destacar a los
andlisis microbioldgicos como una de las herramientas empleadas para la verificacion del estado
de conservacion y manipulacion de los productos de interés (Fuentes et al., 2013, p.67).

Por lo general, en los laboratorios, para la obtencion de resultados de un ensayo cuantitativo se
procede al conteo de UFC por inspeccion visual y de forma manual, marcando las colonias y
aplicando reglas de conteos, lamentablemente la obtencion de resultados a partir de estos métodos
consumen grandes cantidades de tiempo, ademas de evidenciarse ciertos errores en el informe
final, ya sea que sean ocasionados por la técnica empleada o por el personal encargado de realizar
y verificar los procesos (Sanchez et al., 2017, p.78). El error més grande y significativo de un ensayo
microbiolégico se atribuye al momento de proporcionar los resultados.

Durante la identificacién y conteo manual de colonias de microorganismos el proceso se puede
dificultar, creando un problema a la hora de proporcionar resultados y validar los mismos, debido
a que en muchas ocasiones no es posible disponer de val ores exactos y veridicos, pues en muchas
ocasiones los resultados obtenidos suelen variar de un laboratorio a otro (Fuentes et al., 2013, p.18).
También existen laboratorios que disponen de muestras muy grandes que dificultan el conteo de
las colonias de microorganismos, lo que deriva en la obtencién de resultados erréneos, otro
problema relacionado con los procesos tradicionales de conteo puede ser identificado en los casos
que se desea cuantificar el namero de bacterias presentes en multiples muestras, el tiempo a
emplear suele ser prolongado, por lo que en ese periodo las muestras podrian sufrir

modificaciones en su poblacion original (Corral et al., 2012, p.98).



Por otra parte, la determinacion de sensibilidad bacteriana es indispensable para definir la terapia
antibiética para combatir al agente de una enfermedad infecciosa o para caracterizar
microbioldégicamente a un microorganismo. El ensayo de sensibilidad bacteriana requiere la
lectura de halos de inhibicion que aparecen alrededor de un disco impregnado con antibiotico. El
diametro del halo en mm, (que se mide manualmente con un vernier) varia en funcion de la
respuesta del microorganismo frente al agente de control. Al realizar estas medidas pueden
existir imprecisiones en la obtencion de resultados, debidas a la observacién del operador, lo
cual genera un gran problema tanto para el laboratorio encargado del analisis como para el usuario
del servicio de salud (zambrano & Grass, 2008, p.15).

Por lo anterior, se evidencia la importancia de la validacion de una técnica o0 método de medicién.
La validacion comprende un proceso en el cual a partir de ensayos manuales o estudios de
laboratorio se establece si las caracteristicas, el comportamiento y propiedades de desempefio del
método cumplen con los requerimientos para la aplicacion y aceptacion de resultados obtenidos;
siendo el principal objetivo confirmar y documentar la confiabilidad de los informes entregados
por el equipo analizado; asi también se podra determinar las posibles variaciones que se presentan
entre un numero diferente de pruebas desarrolladas, con la finalidad de disminuir las posibles
fallas o errores en la implementacion del método, ademas de la generacion de altos indices de
confianza en los resultados finales de cada determinacidn (Cuesta, 2010, p.3).

Para realizar la validacion de un procedimiento microbioldgico es necesario tomar en cuenta la
evaluacion de los medios de cultivo a emplear durante la realizacion del cultivo respectivo,
también es necesario llevar a cabo la verificacion y calibracion de todos los equipos a emplear
durante la prueba; ademas es necesario realizar una evaluacion de los analistas responsables de la
realizacion de los procesos en estudio para disminuir la presencia de errores en los ensayos

posteriores (Cuesta, 2010, p.7).



JUSTIFICACION

El presente trabajo de investigacion tiene como objeto validar un software electronico para el
conteo de UFC y detectar las medidas para la determinacion de sensibilidad bacteriana utilizando
muestras de leche cruda, con la finalidad de obtener resultados precisos. En los laboratorios de
analisis microbiolégico de alimentos, el procesamiento de un elevado nimero de muestras con
fines de control de calidad implica un mayor gasto de tiempo para el conteo de UFC, el mismo
gue se puede reducir al emplear una aplicacién electrénica capaz de captar la imagen de un cultivo
microbiano y procesarla mediante un software, permitiendo obtener un conteo automatico en
menor tiempo y con resultados estadisticamente confiables.

En paises desarrollados ya se aplica un método alternativo de conteo automatizado que garantizan
que los resultados obtenidos sean lo mas exactos posibles. Una variante de estos métodos es el
ejemplo del “denominado contador de colonias de Quebec el cual en sus diversas presentaciones,
ya sea desde las versiones mas manuales hasta las mas avanzadas, basicamente cuenta con un
lente de aumento, una fuente de luz, una cuadricula y contador digital (unos botones que sirven
para llevar la cuenta del nimero de colonias, cada vez que el usuario ve una unidad formadora
pulsa un bot6n), que en teoria evita la necesidad de usar el marcador de tinta y de llevar la cuenta
en un papel, dado que el contador digital facilita dicho proceso” (Pefia et al., 2011, p.46).

Por ende, es importante ejecutar el presente trabajo que propone la validacion del software para
que el mismo pueda ser incorporado a la rutina de los andlisis microbiolégicos, liberando datos
con mayor precision, exactitud y en menor tiempo.

De este aporte se beneficiaran los diferentes laboratorios de microbiologia en los que se realicen
cultivos cuantitativos, como por ejemplo para el analisis microbiolégico de alimentos, donde los
resultados se evalGan en base a criterios microbioldgicos descritos en las normas NTE INEN, a

fin de evaluar la calidad microbioldgica e inocuidad del producto examinado.



OBJETIVOS

Objetivo general

e Validar un software electronico para el conteo de unidades formadoras de colonias y

determinacion de sensibilidad bacteriana en muestras de leche cruda.

Objetivos especificos

e Realizar recuentos microbianos y determinacion de sensibilidad bacteriana con muestras de
leche cruda para la verificacion de las funciones que realiza el software electrénico.

e Comparar el conteo manual de unidades formadoras de colonias con respecto al conteo que
realiza el software electronico mediante los resultados obtenidos en la préctica para la
validacion del software electronico.

¢ Cuantificar el tiempo empleado para el conteo de UFC y la determinacién de sensibilidad
bacteriana de forma manual y utilizando el software electronico para verificar el tiempo de

reduccion de estos ensayos.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO REFERENCIAL

1.1. Antecedentes

Arturo Méndez en el afio 2008 a través de su tesis titulada “Sistema Automatico para analisis de
unidades formadoras de colonias mediante técnicas de procesamiento digital de imagenes”
presenta el disefio de un sistema automatizado que facilita la identificacion, clasificacion,
segmentacion y el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) cultivadas en cajas de Petri
mediante procesamiento digital de imagenes, principalmente (Mendez, 2008, p.3).

La principal ventaja de estos equipos automatizados consiste en la reduccién del tiempo invertido
tras la captura y el anlisis de la imagen a través de una computadora personal, basdndose en la
morfologia matematica obteniendo asi resultados similares o superiores a los equipos
comerciales. Es decir que el analisis estadistico demostrd que el sistema novedoso posee una
efectividad del 99.12% en comparacion con el 99.42% del equipo comercial (Mendez, 2008, p.107).
En el afio 2016 Jorge Luis Naranjo, con su trabajo de titulacion denominado “Disenio e
implementacion de un sistema para la contabilizacion automéatica de unidades formadoras de
colonias bacterianas: coliformes, mesofilos aerobios, bacilos, estafilococos y levaduras usando
técnicas de vision artificial” en el cual se obtiene un resultado de 82,8 % de precision en el conteo
y con estos resultados se confirma que existe un nivel alto de confiabilidad para que el sistema
sea utilizado (Naranjo, 2016, pp.12-14).

Erika Sanchez, Damaris Nufiez & otros, en el afio 2017 publicaron un articulo denominado
“Simulacion y conteo de unidades formadoras de colonias” en el cual se plantea el disefio e
implementacion de una aplicacién mévil que mediante un sistema de visién por computadora
permite realizar el conteo de colonias de bacterias en cultivos microbianos disminuyendo
significativamente el tiempo de la cuantificacidn y generando un método estandar de conteo para
dispositivos maviles con sistema operativo Android (Sanchéz et al., 2017, pp.104-106).

Asi como un simulador de colonias de bacterias que permite generar muestras controlando
parametros de crecimiento de bacterias con el fin de ayudar a probar la eficiencia de la aplicacién
de conteo de colonias de bacterias. Se obtuvo un resultado del 98% de efectividad concluyendo
que la aplicacion es atil en el &rea de Microbiologia (Sanchez et al., 2017, p.109).

Por tanto, el analisis microbidlogo es indispensable para determinar la calidad de un producto, sin
embargo, muchas de las veces existen errores al proporcionar los resultados, por tal razén hoy en
dia se han creado varios equipos y técnicas para el conteo de UFC y determinacion de la

sensibilidad bacteriana con la finalidad de obtener resultados certeros y en menor tiempo. Sumado



a ello existen varias aplicaciones electrénicas (apps) gque se las puede descargar en el teléfono

movil y son muy Utiles para realizar recuentos de UFC (UNIVERSIDAD DE LA PLATA, 2018, p.1).

1.2. Validacion

El proceso de validacion de permite garantizar la obtencién de informacion analitica y confiable
de un método o proceso analitico, es decir garantiza que se cumplan todos los requisitos y
especificaciones previstas, permitiendo la calificacion de estos procesos como aptos para su
gjecucion (OMS, 2014, pp.8-10).

En términos generales los procesos de validacion de diversos métodos analiticos, en base a lo
expuesto en la norma ISO/IEC 17027 (Requisitos generales para la competencia de los
laboratorios de ensayo y calibracion) (Ariza, 2006, pp.9-14), permiten evaluar si la exactitud y la
precision obtenida de una serie de mediciones son apropiadas para el problema analizado,
adicionalmente es importante destacar que la validacion certifica la repetibilidad y comparacion

de resultados con otros laboratorios de andlisis (OAA, 2013, pp.7-15).

1.2.1. Meétodos analiticos

Los métodos analiticos son empleados para la determinacion de la presencia o la concentracién
del o los analitos de interés, para lo cual es imprescindible que los métodos empleados estén
reconocidos previo a su implementacion, para lo cual es importante establecer si los procesos
cumplen con los requerimientos de la normativa internacional o si presentan procesos de
validacion primaria o secundaria (Ariza, 2006, p.2).

Los laboratorios encargados de la realizaciébn de ensayos microbioldgicos por métodos
cualitativos y cuantitativos, se basan en la capacidad de crecimiento microbiolégico en un medio
determinado de cultivo que permite detectarlos o cuantificarlos; para el desarrollo de tipo de
analisis los laboratorios deberan establecer los estandares de calidad empleados para el desarrollo
de la metodologia analitica que garanticen la confiabilidad y confiabilidad de los resultados a

obtener (OAA, 2013, p. 6).
1.2.1.1. Clasificacién de métodos analiticos
Los laboratorios encargados de la realizacién de métodos analiticos deben emplear métodos de

ensayo que cumplan con las necesidades y requerimientos del cliente ademas de ser apropiados

para la medicién a realizar, es decir debe ser compatible con el propésito del analisis.



Métodos normalizados o de referencia:

Los métodos normalizados estan estandarizados, se aplican de forma exacta a su descripcion en
la norma, son reconocidos internacionalmente con una aceptacion amplia, se encuentran
validados por otro organismo y ha sido publicado por la comunidad cientifica como normas

nacionales o internacionales (OAA, 2013, p.11).

Métodos no normalizados:

Se trata de una modificacion a un método de ensayo normalizado, por ejemplo, se hicieron
modificaciones a los métodos descritos en la norma que pueden tener una repercusion sobre la
calidad de los resultados, pueden considerarse aquellos métodos normalizados modificados o
utilizados fuera de su alcance. Por ejemplo: otra matriz, otros medios de cultivo, diferentes
tiempos/temperaturas de incubacién, equipos con distintas tolerancias a las especificadas,

combinacion de partes del método normalizado con partes de una referencia bibliogréafica, etc
(OAA, 2013, p.11).

Métodos alternativos:

Son métodos de analisis que identifica el mismo tipo de analito para una categoria especifica de
productos, es decir todos los procesos a realizar han sido previamente comparados con el método
de referencia correspondiente y acorde a un estandar aceptado. EI método a emplear puede ser
patentado 0 no comercial, se caracteriza por ser rapido y de empleo sencillo, sin embargo requiere

de la validacion por organismos especializados o por normas reconocidas internacionalmente
(Riquelme, 2015, p.9).

Métodos microbiolégicos alternativos:

Los laboratorios de analisis microbiolégicos en muchas ocasiones emplean métodos de pruebas
alternativos a los convencionales de las normas generales ya sea para la identificacion o para la
recuperacion microbiana; el empleo de estos métodos se ve influenciado por factores relacionados

con el rendimiento, conveniencia y valoracion econémica (USP, 2007, p.746).



1.2.2. Validacion de un método alternativo

La validacion de métodos microbioldgicos alternativos permiten verificar y documentar el nivel
de confiabilidad de los resultados obtenidos, ademés de identificar los casos posibles de variacion
presente entre los ensayos realizados y asi favorecer a la disminucion de posibles errores en
método, generando un nivel elevado de confianza de los resultados emitidos por el sistema
validado (Tijerina, 2015, pp.1-2).

Posee un grado de variabilidad superior a otros analisis, se destaca entre estos analisis los ensayos
microbioldgicos de recuento en placa de tipo convencional, presentan un rango de resultados mas
amplio con una desviacion estandar relativa (%RSD) aproximado de 15-30 en relacion a los
ensayos quimicos convencionales con un %RSD de 1-3 (Rodriguez, 2019, p.7).

La cuantificacién tradicional de microorganismos es un procedimiento que actualmente engloba
varias desventajas para el sistema de control, ya sea por errores de muestreo, placa, incubacion, o
errores por parte del técnico responsable, tiempo de muestreo y modificacion de la muestra,
situaciones que pueden generar resultados con baja exactitud o precision (Corral-Lugo et al., 2012,
p.148).

1.2.2.1. Validacion de pruebas cualitativas para microorganismos

Las pruebas cualitativas para la deteccion de microorganismos se destacan por el uso de medios
de cultivo de tipo liquido, en donde la turbidez es el principal indicativo de crecimiento
microbioldgico en las muestras de prueba, permitiendo evaluar la presencia o ausencia de un

grupo particular de microorganismos (Rodriguez, 2019, pp.7-8).

1.2.2.2. Validacion de pruebas cuantitativas para microorganismos

Las pruebas cuantitativas son empleadas para estimar el nUmero aproximado de microorganismos
viables que se encuentran presentes en la muestra analizada, entre estos métodos se destaca el
recuento en placa, filtracién por membrana y el método de tubos mdaltiples de deteccion del
numero mas probable (NMP) (Rodriguez, 2019, p.8).

Los métodos cuantitativos presentan como caracteristica principal el alto grado de variabilidad,
permitiendo marcar diferencias intrinsecas entre los métodos microbiolégicos y analiticos. La
variacion es estos métodos se centra en que la microbiologia es ejercida como una ciencia
logaritmica y sus métodos son capaces de diferenciar cantidades entre 100 y 1000 células (1 log)
pero presenta deficiencias con cantidades inferiores, generando asi errores significativos en la

obtencion de resultados (Rodriguez, 2019, p.8).



Las variaciones presentes en estos métodos convierten a los resultados en estimaciones en lugar
de un recuento preciso del nimero de células presentes; la variabilidad manifestada dificulta la
comparacion entre métodos, es decir después de realizar dos 0 més mediciones empleado técnicas
similares el grado de comparacion llega hasta el 50% (Rodriguez, 2019). ElI empleo de métodos
alternativos y rapidos permite obtener una comparabilidad superior, sin embargo los porcentajes

de precision se mantienen con un_%RSD en el orden de 15 a 35% (Rodriguez, 2019, p.8).

1.2.3. Parametros de validacion

La obtencién de datos numéricos de las pruebas cuantitativas contribuye al empleo de técnicas
estadisticas paramétricas al contrario de las valoraciones cualitativas; sin embargo pese a las
diferencias la validacion de estos métodos comparte ciertas determinaciones de control (Ver Tabla

1-1) (Rodriguez, 2019, p. 8).

Tabla 1-1: Pardmetros de validacion de pruebas cuantitativas y cualitativas

Parédmetro de validacion Pruebas cualitativas Pruebas cuantitativas
Especificidad Si Si
Exactitud No Si
Intervalo operativo No Si
Limite de cuantificacion No Si
Limite de cuantificacion No Si
Linealidad No Si
Precision No Si
Repetibilidad Si Si

Fuente: (Rodriguez, 2019, p.8).
Realizado por: Santander, M. 2021.

1.2.4. Esquema de un procedimiento de validacién de un método microbiolégico

La planificacion juega un rol fundamental para la correcta validacién de un método,
especialmente los ensayos microbiol6gicos que requieren la validacion de técnicas de tipo
automatizadas que permitan remplazar de forma parcial o completa a las técnicas manuales
empleadas hasta la actualidad; para lo cual deberan cumplirse las siguientes fases (Ver Figura 1-
1).



1.2.4.1. Identificacion del problema analitico

El alcance de una validaciéon siempre va a estar relacionada con la obtencidn de resultados
confiables luego de la aplicacion de un método especifico de ensayo, el procedimiento debe ser
realizado en base a los requerimientos del operador y de la muestra a analizar. Los objetivos del
analisis deben establecerse acorde con las caracteristicas del método de ensayo empleado por el
Laboratorio en donde las necesidades del cliente jugara un rol fundamental para el desarrollo de

la validacion (0OAA, 2013, p.3).

1.2.4.2. Planificacién de las acciones

Las acciones a ejecutar deben ser analizadas previo a la especificacion de las condiciones, los
requisitos a cumplir y la definicion del alcance de validacion, ademas de definir los parametros
criticos del desempefio a obtener del método seleccionado, instaurar metodos estadisticamente
aceptables para el disefio experimental y el método para el analisis de resultados.

La planificacion también incluye la definicién de la matriz de estudio, y de otros parametros como
temperatura, tiempo y limites de operacion, descripcion de la especie analizada, ademas del

establecimiento de las limitaciones y especificaciones del método a emplear (OAA, 2013, pp.10-13).

1.2.4.3. Validacion y evaluacion de los resultados

La evaluacién de los resultados debe ser realizado por medio de una comparacién como los
parametros establecidos para el desempefio esperado del método empleado. La validez del

proceso empleado se realiza acorde al objetivo y requisitos establecidos.

1.2.4.4. Informe de validacién

El andlisis y discusion de los resultados requieren la instauracion de un plan de documentacion
que garantice una explicacion global de todo el proceso realizado; los datos documentados deben
presentar todos los parametros de estudio con sus respectivas comparaciones con el ensayo de
interés, mismos que deberan permanecer en los rangos establecidos que garanticen la obtencion
de informacion confiable (OAA, 2013, p.13).

La ejecucion de un proceso de validacion debe seguir el algoritmo secuencial presente en la figura
1-1.
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Definicion del método a Validar:
Cuali o Cuantitativo-Analito-marmriz-Concentracion-principio
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Y

Tipo de Método
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No Normalizado: N?I_N;c'_mﬂ-‘. 'u;do E
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modificacion
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Verificacié | Validacién Prosvectiva Validacién ,
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l

| Establecer Pruebas

l

Establecer Criterios de Aceptabilidad

v

gﬁ:ﬁ:{ | Desarrollar Prusbas Experimentales |
versus diterios
— Evaluar Resultados fe---s

| INFORME DE VALIDACION ]

y

[ REVIIONDEDTORME |+

-

Figura 1-1: Algoritmo de validacién
Fuente: (JIma, 2015, p.15).

1.3.  Lechecruda

Consiste en la secrecidn mamaria obtenida del ordefio higiénico de vacas en buen estado de salud,
sin la incorporacidn o eliminacién de algin componente, a excepcion del calostro. La misma no
es sometida a ningdn tipo de tratamiento con la adicion de calor mayor a 40°C. Sin embargo, se
encuentra destinada al consumo humano o a la fabricacién de sus derivados previo algln tipo de
tratamiento (INEN, 2012, p.2).

1.3.1. Generalidades

A pesar de que la leche cruda presenta un gran valor nutricional no se considera apta para el
consumo humano en los siguientes casos:

11



e Cuando fue obtenida de animales enfermos, cansados o desnutridos

e Al ser manipuladas por personas que presenten enfermedades infectocontagiosas

e Cuando no cumpla con los requisitos organolépticos, fisico quimicos y microbiol6gicos
establecidos en lanoma NTE INEN para leche cruda-requisitos, siendo actualmente la quinta
revision la ultima realizada en el 2012

¢ Cuando presenta sangre o calostro en su composicién

e En el caso de que el ordefio haya sido efectuado 12 dias previos al parte 0 a su vez 7 dias
posteriores al mismo

¢ Cuando presenta metales pesados, toxinas o residuos de pesticidas en valores superiores a los
permitidos

e Cuando presenta sustancias extrafias no propias del producto en cantidades superiores a las
establecidas, las cuales son usadas frecuentemente para mejorar sus caracteristicas. En la Tabla

2-1 se mencionan las mas importantes.

Tabla 2-1: Sustancias Extrafias incorporadas en la leche cruda
FUNCION TIPO DE SUSTANCIA
Suero de leche
Almidon

Sacarosa

Adulterantes )
Harina

Grasa vegetal

Cloruros

H20,

Formaldehido
Conservantes ) )

Dicromato de potasio

Hipoclorito

Neutralizantes Bicarbonato de sodio
Antimicrobianos
Residuos veterinarios Antihelminticos

Glucocorticoides

Insecticidas Triclorfon

Colorantes -

Fuente: (INEN, 2012, pp.2-3).
Realizado por: Santander, M. 2021.
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Adicionalmente, es importante tomar en cuenta que la leche cruda debe ser filtrada y enfriada
mediante agitacién constante a una temperatura inferior a 10°C, posteriormente almacenada y

transportada en recipientes autorizados (INEN, 2012, p.2).

1.3.2. Caracteristicas organolépticas

Constituyen los primeros indicadores de calidad, sin embargo, no son del todo confiables ya que

su evaluacion es rapida. Entre ellos tenemos:

1.3.2.1. Color

Presenta un color blanco aporcelanado debido a las micelas de caseina y a las sales coloidales, sin
embargo, se torna ligeramente amarillento gracias a la presencia de distintos componentes entre
ellos riboflavina y caroteno, pero principalmente de los glébulos de grasa que al momento de
dejar la leche cruda en reposo se aprecia en la superficie una nata de color amarillo (Pardo, 2019,
p.3). El color de la leche puede intensificar su blancura en el caso de que sea sometida a elevadas
temperaturas, es decir a procesos de pasteurizacién o cambiar a café claro tras procesos de

esterilizacidn (Vasquez & Castillo, 2018, p.12).

1.3.2.2. Olor

La leche cruda presenta un olor caracteristico, sin embargo, adquiere rapidamente el olor de los
recipientes en los cuales se los almacena o el ambiente que rodea, por lo cual se encuentra
estrechamente relacionado con el sabor (Abril y Pillco, 2013, p.21). Un claro ejemplo es en el caso
del almacenamiento en donde puede adquirir olor de los desinfectante 0 detergentes (Pardo, 2019, p.3).

1.3.2.3. Sabor

Presenta un sabor ligeramente dulce, sin embargo puede variar tornandose jabonoso (por
presencia de bacterias de las camas de los establos), agrio (por bacterias tras periodos largos de
almacenamiento), metéalico, acido (presencia de fermentos naturales o incorporados) o podrido

(presencia de Bacillus foetidus lactis) (Pardo, 2019, p.3).

1.3.2.4. Aspecto

La leche cruda debe ser homogénea y no presentar ningun tipo de particulas extrafias del ambiente

piedras, tierra, pelos, plastico, papel o cualquiera que pueda perjudicar la salud del consumidor,
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ademas su consistencia es liquida y viscosa debido a los azucares y sales disueltas (Vasquez &
Castillo, 2018, p.15).

1.3.3. Composicion fisicoquimica
En la leche cruda el agua constituye el componente mas abundante de fase liquida y en la cual se
encuentra disueltos varios componentes s6lidos (Pardo, 2019, p.4). La mayor parte se halla como

agua libre y el resto como agua absorbida (Olortegui y Santos, 2019, p.37). El resto de los componentes

fisico-quimicos establecidos en la norma NTE INEN. se detalla en la Tabla 3-1.

Tabla 3-1: Composicion fisicoquimica de la leche cruda de vaca

REQUISITO MIN MAX UNIDAD
Acidez (4cido lactico) 0,13 0.17 %
Proteina 29 - %
Materia grasa 3,0 - %

Densidad relativa

15°C 1,029 1,033 -
20°C 1,028 1,032 -
Sélidos totales 11,2 - %
Solidos no grasos 8,2 - %
Cenizas 0,65 - %
Adulterantes Negativo - -
Conservantes Negativo - -
Neutralizantes Negativo - -
Suero de leche Negativo - -
Grasa vegetal Negativo - -
Prueba de brucelosis Negativo - -

Fuente: (INEN, 2012, p.2).
Realizado por: Santander, M. 2021.

En cuanto se refiere a los residuos de medicamentos veterinarios el Codex Alimentarius establece
los limites mé&ximos permitidos, por lo cual es importante recalcar que su Ultima actualizacion fue

realizada en el 2018 y se muestran en la Tabla 4-1.
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Tabla 4-1: Limites de residuos de medicamentos veterinarios maximos permitidos para muestras

de leche de vaca

TIPO DE
REQUISITO MEDICAMENTO MIN  MAX UNIDAD
MEDICAMENTO
Albendazol - 100 ug/L
Doramectina - 15 ug/ L
Eprinomectina - 20 ug/L
Antihelminticos Febantel/ Fenbendazol/
- 100 ug/ L
Oxfendazol
Ivermectina - 10 ug/ L
Tiabendazol - 100 ug/ L
Amoxicilina - 4 ug/ L
Bencilpenicilina/
) o . - 4 ug/ L
bencilpenicilina procainica
Ceptiofur - 100 ug/ L
Clortetraciclina/
. . . - 100 ug/ L
Oxitetraciclina/ Tetraciclina
Colistin - 50 ug/ L
Residuos de Dihidroestreptomicina/
o - 200 ug/l
medicamentos Estreptomicina
Antimicrobianos . —
veterinarios Espectinomicina - 200 ug/l
Espiramicina - 200 ug/l
Gentamicina - 200 ug/l
Lincomicina - 150 ug/l
Monensina - 2 ug/l
Neomicina - 1500 ug/l
Pirlimicina - 100 ug/l
Sulfadimidina - 25 ug/l
Tilosina - 100 ug/l
Antiprotozoico Imidocarb - 50 ug/l
Agonista
Clenbuterol - 0,005 ug/l
Adrenorreceptor
Glucocorticosteroide Dexametasona - 0,3 ug/l
) o Diminazina - 150 ug/l
Tripanosomicida
Isometamidio - 100 ug/l

Fuente: (FAO y OMS, 2018, pp.4-42).
Realizado por: Santander, M. 2021.

1.3.4. Calidad microbiolégica

La calidad microbioldgica de la leche cruda cumple un rol importante en prevencion de
enfermedades trasmitidas por alimentos (ETA), ya que la leche y sus derivados pueden ser

vehiculos peligrosos de microorganismos, por esta razon es necesario cumplir con los protocolos
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de higiene y los pardmetros establecidos por las entidades sanitarias. En la Tabla 5-1 se indican

los microorganismos y los limites maximos permitidos en base a la norma NTE INEN 9:2012.

Tabla 5-1: Requisitos microbioldgicos de la leche cruda

Requisitos Limite maximo Recuento
Recuento de microorganismos
) - 1,5 x 108 UFC/mL
aerobios mesofilos

Recuento de células somaticas 7,0x 10° mL

Fuente: (INEN, 2012, p.3).
Realizado por: Santander, M. 2021.

1.3.4.1. Contaminantes microbiol4gicos

La contaminacion microbiana de la leche cruda ocurre principalmente por dos razones; la primera
por la ubre del animal, cuando microorganismos ambientales, por condiciones insuficientes de
higiene se trasladan a la ubre y pezoén, o por la presencia de mastitis; mientras que la segunda
razén se atribuye directamente a los materiales y utensilios empleados para el ordefio que en
muchas de las ocasiones no presentan una adecuada limpieza (Martinez et al., 2017, p. 56).

Sumado a ello, el empleo de agua no potable tanto para la limpieza de equipos y materiales como
del personal puede dar lugar a la aparicion de microorganismos termofilos, mesofilos y
psicotrofos en cantidades superiores a los limites maximos permitidos. Por otro lado, la
contaminacién con microorganismos infecciosos puede dar lugar a ETA y los principales se
detallan en la Tabla 7-1.

Las bacterias son normalmente destruidas por la pasteurizacion, pero en paises como el nuestro,
las bacterias patdgenas constituyen un serio problema de salud publica, por las costumbres de
consumir leche cruday procesar algunos derivados lacteos a partir de leches crudas. La brucelosis,
leptospirosis, listeriosis, salmonelosis y tuberculosis son algunas causas de las zoonosis

bacterianas que pueden ser trasmitidas por el consumo de leches crudas.
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Tabla 6-1: Principales bacterias involucradas en ETA en muestras de leche

Tipo de microorganismo Microorganismo

Stapthylococcus aureus

Gram positivo i
Bacillus cereus

Campylobacter spp

Escherichia coli

) Salmonella spp
Gram negativo

Yersenia enterocolitica

Klebsiella sp

Pseudomona aeruginosa

Enterobacter sp

Fuente: (Rodriguez y Mufioz, 2017, p.995).
Realizado por: Santander, M. 2021.

1.3.4.2. Indicadores microbioldgicos

La cantidad de carga microbiana presente en la leche cruda incide directamente en la vida Gtil
tanto de la materia prima como del producto terminado, razon por la cual en la industria lactea,
para el control de calidad se emplean varios microorganismos que forman parte del grupo de
indicadores, cuyos niveles permiten comprobar el cumplimiento o no de las practicas correctas
de higiene (PCH) y buenas practicas de manufactura (BPM) (Cérdenas y Murillo, 2018, p.29).

En el presente estudio, como indicadores microbioldgicos de calidad sanitaria de la leche cruda
se determinG aerobios mesofilos, es decir que si su conteo es superior a los rangos establecidos
por las normativas técnicas Ecuatorianas, en sus derivados y muestras procesadas indican una

higiene ineficiente en algin punto critico de produccién o elaboracién (Cardenas y Murillo, 2018, p.
29).
La Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 establece los requisitos microbioldgicos para

la leche cruda

Tabla 7-1: Requisitos microbioldgicos de la leche cruda tomada en hato

Requisito Limite Método de
maximo ensayo

Recuento de microorganismos aerobios meséfilos REP, | 1,5x10° NTE INEN

UFC/cm3 1529:-5

Recuento de células somaticas/cm? 7,0x10° AOAC-978.26

Fuente: (INEN, 2012).
Realizado por: Santander, M. 2021.
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Microorganismos aerobios meséfilos

Constituyen todos aquellos microorganismos (bacterias, mohos y levaduras) que se desarrollan

bajo la presencia de O en un intervalo 6ptimo de temperatura de 30°C a 40°C, sin embargo,

pueden crecer hasta temperaturas de 20°C y 45°C. Los resultados del conteo expresan la calidad
sanitaria de la materia prima, su obtencion, almacenamiento y transporte, es decir que reflejan

los procesos de higiene y limpieza llevados a cabo durante un proceso (Cérdenas y Murillo, 2018,

pp.29-30).

El recuento de aerobios mesofilos estima la microbiota total, aunque no se puede especificar el

tipo de microorganismo presente (Campuzano et al., 2015, p. 83). Un recuento bajo de este tipo de

bacterias no indica la ausencia de microorganismos pero un recuento elevado puede deberse a

contaminacién de la materia prima, inadecuada manipulacion en los procesos de extraccion o de

elaboracidn, o inclusive tratarse de alteracion del producto (Diaz et al., 2014, pp.5-6).

Una de sus principales caracteristicas es la fermentacion de la lactosa a temperaturas de 20°C a

45°C dando como producto la formacion de acido y gas, ademas, son los principales causantes de

mastitis pudiendo transmitir un sin nimero de bacterias a la leche. En este grupo se incluyen a los

géneros Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter entre otros (Cardenas y Murillo, 2018,

pp.31-32).

e Staphylococcus aureus: se caracteriza por ser cocos Gram positivos, agrupados en racimos,
anaerobios o aerobios facultativos, inmoviles. La mayoria de las cepas producen enzimas y
citotoxinas, encargadas de preparar los tejidos del huésped para absorber los nutrientes dando
lugar a un aumento bacteriano y provocando intoxicaciones gastrointestinales (Cardenas y
Murillo, 2018, pp.32-33). La intoxicacién por este tipo de microorganismo se debe a la actividad
de una enterotoxina preformada y termorresistente, la toxiinfeccion se caracteriza por sintomas
gastrointestinales, vomito, y diarrea que por lo general se manifiestan de 2 a 8 horas posteriores
a la ingesta de la bacteria ya sea directamente o indirecta a través de alimentos como la leche.

Cabe destacar que S. aureus es el patbgeno mas aislado en casos de mastitis (Campuzano et al.,
2015, pp.83-84).

1.3.4.3. Fuentes de contaminacion de la leche cruda

e Ubre sana: las glandulas mamarias debido a la exposicion con el medio externo son
susceptibles a contaminarse con Lactobacillus, Micrococcus y Streptococcus, sin embargo, no
suelen ser mayores a 1000 UFC/mL. Es importante mencionar que la eliminacion de los
primeros chorros de leche evitard la contaminacion bacteriana, por ende esta practica debe

considerarse en los protocolos correctos de ordefio para la obtencién de leche (Cardenas y Murillo,
2018, p.24).
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Ubre con mastitis: la mastitis consiste en la inflamacion de las glandulas mamarias de la vaca
modificando las caracteristicas fisico-quimicas de la leche. Méas de 100 microorganismos son
los responsables de este tipo de infeccion, sin embargo, los mas comunes con un 75% de
incidencia son Streptococcus agalactiae o Staphylococcus aureus (Villanuevay Morales, 2017, p.2).
Si un cuarto afectado con mastitis se mezcla con 99 sanos puede dar lugar a 1000000 UFC/mL
(Cérdenas y Murillo, 2018, p.24).

Ambiente: constituye el factor mas importante de contaminacién, la que puede darse en
distintas etapas, iniciando en el ordefio, higiene de las manos del ordefiador y lugar en donde
se obtengdra la leche, baldes, tubos y deméas equipos necesarios. Cabe recalcar que los
microorganismos no constituyen los Unicos contaminantes sino también restos pesticidas que
fueron empleados para el control de moscas, garrapatas y pueden tener efectos toxicos en el
ser humano (Cardenas y Murillo, 2018, p. 24).

Recipientes y contenedores: todos los equipos y recipientes empleados en la obtencion y
transporte de la leche pueden presentar contaminantes microbianos, ademas de restos de
detergentes y desinfectantes proveniente de los procesos de limpieza y desinfeccion no
efectuados correctamente. Los equipos de ordefio pueden ser fuentes de contaminacion con
niveles entre 1000 — 1000 UFC/mL (Céardenas y Murillo, 2018, p.25).

Agua y aire: el agua empleada en la limpieza debe ser potable, de lo contrario es fuente
principal de microorganismos psicrofilos. El aire por su parte debido a la presencia de oxigeno
constituye un medio contrario a la supervivencia de microorganismos, sin embargo, los Gram
positivos y esporulados pueden persistir en estos elementos (Cardenas y Murillo, 2018, p.25).
Suelo y estiércol: el suelo es el principal reservorio de microorganismos terméfilos, por su
parte el estiércol constituye la mayor fuente de contaminacién de coliformes y pueden
transferirse a la leche por distintas vias ya sea por el animal, ordefiador o recipientes empleados

para la extraccion y transporte (Cardenas y Murillo, 2018, p.24).

1.3.4.4. Riesgos para la salud publica

La leche y sus derivados han sido catalogados como productos alimenticios de alto riesgo en

cuanto se refiere a salud publica, no nicamente por ser un alimento basico de bastante consumo

sino también por la capacidad de transmitir microorganismos y dar lugar a enfermedades

infecciosas; 0 a su vez por actuar indirectamente como transporte de restos de plaguicidas,

detergentes, hormonas, medicamentos veterinarios entre los cuales se destacan los antibiéticos

pudiendo desencadenar en resistencia bacteriana (Mattar et al., 2009, p.580).

Las infecciones que resultan por el consumo de alimentos contaminados con microorganismos

tales como Salmonella, E.coli, Brucella, Mycobacterium bovis, se presentan con sintomas tales

como fiebre, diarrea, vomito, dolor o calambres abdominales, dolor de cabeza o corporal. Sin
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embargo, el consumo de productos lacteos contaminados con Listeria monocytogenes resulta ser
uno de los mas perjudiciales principalmente en mujeres embarazadas ya que puede dar lugar a

muertes fetales o abortos espontaneos (Cérdenas y Murillo, 2018, p.22).

1.4.  Recuento bacteriano y obtencion de aislados

La cuantificacion de microorganismaos es un proceso indispensable para el estudio de su ecologia,
es decir permite conocer el nimero y cantidad exacta de los microorganismos involucrados que
tienen la capacidad de presentar un efecto benéfico o perjudicial para el hombre (Corral-Lugo et al.,
2012, p.148).

El aislamiento de un microorganismo en un cultivo puro facilita el estudio de las caracteristicas

fisiologicas, fisicas y quimicas del microorganismo de interés. EI proceso requiere la preparacion
de un medio de cultivo sélido, reparto en placa Petri, aplicar la técnica de inoculacion adecuada
y establecer los factores ambientales que promuevan el crecimiento bacteriano (Sanchéz et al., 2017,
pp.1-2). El aislamiento de microorganismos, en la practica se logra mediante inoculacion en placa

de agar de diluciones seriadas o0 a través de siembra en estrias.

1.4.1. Maétodos convencionales para la cuantificacién de microorganismos

La cuantificacion tradicional del nimero de microorganismos presentes en maltiples muestras,
conlleva al empleo de procedimientos de rutina, en donde el error humano y el tiempo requerido
para su ejecucion, desencadenan en un porcentaje elevado de variacion y por tanto la pérdida de
confiabilidad de los resultados obtenidos, actualmente los métodos tradicionales han sido
combinados con procesos tecnoldgicos que ayuden a disminuir sus desventajas en la ejecucion de

un analisis microbioldgico (Corral et al., 2012, p.149) citado en (Sanchez et al., 2017, p.2-3).

1.4.1.1. Métodos de recuento en placa

El recuento en placa es una de las técnicas mas empleadas para la determinacion del nimero de
microorganismo viables y de interés en un medio de cultivo, la cuantificacion sera realizada

gracias a la formacidn de unidades formadoras de colonias (UFC) (Ramirez S, Parra V. y Alvarez Aldana,
2017, p.3).

El andlisis de muestras que poseen una concentracion elevada de microorganismos requiere la

preparacion de diluciones seriadas con un proceso previamente determinado las placas en donde

esta concentracion permanezca elevada pese a las diluciones realizadas, los microorganismos
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presentes formaran un crecimiento masivo, en cambio si la concentracion se encuentra
disminuida, la cuantificacion de UFC sera muy baja (Basu et al., 2015, p.1).
El método de recuento en placa se clasifica en base al tipo de siembra, presentandose dos variables

representativas:

Siembra en profundidad

El método de recuento en placa por siembra en profundidad es empleado para la cuantificacion

de microorganismos catalogados como anaerobios facultativo o microaerofilos.

o EIl medio de cultivo es fundido y enfriado es colocado sobre la caja Petri que posee una
determinada cantidad de la dilucion

e Laplaca estapada a la vez que se rota para la mezcla de la dilucion en el agar

e Lasolidificacion del agar es empleada como un indicativo para el inicio de incubacién de las
placas

e Las colonias podran desarrollarse dentro del agar y en la superficie (Basu et al., 2015, pp.2-5) (Ver
Figura 2-1)

NEMRRA PORYEFRTIDO N T ACA
Lan colonian sn superficls
‘\ colonias en profundl dad
\

. L —
{ A ./ p - o ey
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pone nobten a
place vacia

Se ahade
maedic ssténl y
e mezcia blen

Tron Incubar se cuernta ol
nimero de UFC y se
refipren a 1 mi

con vl indeudo

Figura 2-1: Siembra a profundidad
Fuente: (Sanz, 2018, p.41).

Siembra por extension en superficie

El método de recuento en placa de siembra por extension se emplea para la cuantificacion de

microorganismos catalogados como aerobios, adicionalmente hay otros criterios para su

aplicacién, como carga microbiana elevada, medio de cultivo opaco, ensayo in situ.

o Ladilucion de la muestra se siembra sobre la superficie del medio de cultivo en la caja Petri

e Las colonias se desarrollan sobre la superficie del medio de cultivo (Basu et al., 2015, pp2-5) (Ver
Figura 3-1)
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Figura 3-1: Métodos de siembra
Fuente: (Sanz, 2018, p.41).

1.4.2. Meétodos alternativos para el recuento de UFC

1.4.2.1. Conteo automatizado de UFC

La cuantificacién tradicional de microorganismos es un procedimiento que actualmente engloba
varias desventajas para el sistema de control, ya sea por la alta demanda en los anélisis a realizar,
por estar sujeto a posibles errores por parte del técnico responsable, el tiempo a emplear o por la
modificacién en la poblacidn bacteriana generada hasta obtencion de resultados (Corral et al., 2012,
p.153).

Particular, que desencadena una disminucion en los niveles de confianza de los resultados y
conlleva la basqueda de soluciones que permitan obtener resultados con el mismo nivel de
efectividad pero en menor tiempo, origindndose asi los métodos y sistemas automatizados de

conteo de UFC a partir del empleo de software y hardware compatibles (Corral et al., 2012, p.153).

1.4.3. Software electronico para el conteo de UFC

Los sistemas automatizados y de facil acceso emplean ciertos algoritmos de funcionamiento que
facilitan la obtencion de resultados, algunos sistemas, en el ambiente MATLAB tienen la
capacidad de contabilizar células sin necesidad de tefiirlas, en donde el Gnico error previsible es
la confusién entre los microorganismos de estudio con otras variables como el polvo o los
rayones, sin embargo la combinacidn de estos sistemas en un futuro podré eliminar este tipo de

errores y permitira la obtencion de resultados altamente confiables (Bustamante et al., 2014, p.670).

1.4.3.1. Software para contar UFC

En la actualidad las UFC pueden ser contabilizadas a partir de imagenes de las placas mediante

el uso de herramientas y técnicas de software, lo que en si permite optimizar el tiempo empleado
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en cada ensayo, ademas de potenciar el analisis con la obtencién de otras variables de estudio

como el color o tamafio de las colonias

e Open CFU

Open CFU es un software gratuito de codigo abierto que ha sido disefiado con una interfaz de
usuario moderna cuya finalidad es la de facilitar su manipulacion, velocidad y solidez del andlisis,
se caracteriza por ser mas rapido, preciso y robusto que otros softwares presentes en el mercado,
permitiendo la cuantificacion eficiente de colonias bacterianas gracias al empleo de OpenCV para

el analisis final de las imagenes del estudio (Geissmann, 2013, pp.1-8).

e NICE

El software NICE (Integrated Colony Enumerator) presenta una interfaz funcional que
proporciona resultados precisos, con la desventaja de ser lento y carecer de filtros de
postprocesamiento de las UFC detectadas; este software se encuentra escrito en MATLAB vy se
caracteriza por ser un procedimiento sencillo para la cuantificacion de colonias a partir de

imagenes procesadas con ImageJ (Geissmann, 2013, pp.1-8).

e ImageJy CellProfiler

Los macros y complementos del software ImageJ se emplean para la cuantificacion de colonias,
estos sistemas requieren de una manipulacion especial para conseguir un flujo eficiente de trabajo,
siendo util y flexible para las pruebas analizadas, este sistema ademas puede ser combinado con

otros programas para potenciar el estudio (Geissmann 2013, pp. 1-8).

1.4.3.2. Aplicaciones para conteo de colonias en el laboratorio

Ademas del software de analisis tradicional, en la actualidad existen aplicaciones moviles cuya
funcion principal es el conteo automatico y semiautoméatico de UFC, estos programas se
encuentran disponibles para dispositivos con sistemas operativos Android e 10S y pueden ser
empleados gracias al uso de las camaras integradas que fotografian las placas de agar y posterior
al manejo de algoritmos internos y externos procesan los datos y pueden estimar el nimero de

UFC (UNLP, 2018, p.1).
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e APD COLONY COUNTER

Esta aplicacién permite analizar las imagenes de placas de medio de cultivo, permitiendo la
cuantificacion de las UFC a través de la pantalla tactil (Ver Figura 5-1). El acceso al
almacenamiento de los dispositivos Android, ademas el acceso directo a la cdmara del dispositivo

facilita la realizacion del analisis

d o . 2 e

ColonyApp

Figura 4-1: APD COLONY COUNTER plano directo de agar
Fuente: (UNLP, 2018, p. 1)

e MEDIXGRAPH

Es una aplicacion que permite calcular con gran precision el nimero de UFC en una placa de agar
previamente inoculada (Ver Figura), esta aplicacion permite realizar todo el proceso de
cuantificacion de modo automatico en aproximadamente 3 segundos, siendo una herramienta Gtil

para los laboratorios bioldgicos y compatible con el sistema iOS (UNLP, 2018, p.1).
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Figura 5-1: MEDIXGRAPH cuantificacién en placa
Fuente: (UNLP, 2018, p.1).

1.5. Sensibilidad antimicrobiana

El estudio de la sensibilidad antimicrobiana realizada a partir de antibiogramas juega un rol
importante en la microbiologia ya que permite evaluar la respuesta de un microorganismo a los
antimicrobianos y por ende su eficacia clinica. Es decir, que mediante el antibiograma se logra
evaluar la efectividad in vitro de los antibidticos y dar soluciones terapéuticas a procesos
infecciosos (Picazo, 2000, p.4).

Previo a la ejecuciéon de antibiograma resulta adecuado realizar un anélisis cualitativo para
identificar la presencia o ausencia de antibi6ticos. Una de las pruebas mas sensibles es un test
rapido Bio-X-Total antibiotic Bio K 331 de BioX Diagnostic®, puesto que es capaz de detectar
varios antibioticos entre ellos: amoxicilina, ampicilina, bacitracina, cloranfenicol, dicloxacilina,
eritromicina, estreptomicina, oxacililna, penicilina, rifampicina, tetraciclina. Su mecanismo se
basa en la inhibicion de Bacillus stearothermophilus inoculado en agar, el resultado negativo se
manifiesta tras el cambio de color de purpura a amarillo debido al crecimiento de
microorganismos mientras que un resultado positivo se evidencia cuando no existe cambio de
color por la presencia de sustancias inhibitorias (Mattar et al., 2009, p.580).

Por su parte, el Test Kit MilkGuard se emplea especificamente para residuos de tetraciclinas y b-
lactamamicos, tras el uso de tiras reactivas se determina que es negativa cuando todas las lineas
(control, T y B) se pintan de color rojo, en el caso de positiva para tetraciclinas se pintan de rojo
en las lineas de control y B, por el contrario para positivo de b-lactamicos se tifie el control y la
linea T, finalmente en el caso que exista la presencia de ambos antibiéticos Unicamente se va a

colorear la linea de control (Carrasco y Oband, 2013, p.19-23).
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1.5.1. Estandarizacion

Para que los resultados tengan reproducibilidad y puedan ser comparables, se requiere de cepas

de control de calidad de los cuales se conozcan los resultados, solo asi se podra determinar si la

metodologia empleada fue la adecuada. Estos parametros incluyen:

e Conocer el tipo de bacteria a estudiar, ya que cada una de ellas presenta caracteristicas propias.

e EIl medio de cultivo mas empleado y utilizado por mostrar buena reproducibilidad y ser
accesible en cuanto a costos es el Agar Mieller Hinton (MH), sin embargo, se deben controlar
el pH (7.2-7.4), la humedad (35°C por 10-30 minutos previo a su uso), efecto de timidina o
timina (su exceso puede afectar en la inhibicion de triometoprim y sulfonamidas) y la cantidad
de cationes divalentes (principalmente Mg?* y Ca?* ya que afectan a los resultados de
aminoglucésidos y tetraciclinas)

e Temperatura de incubacion: ya que altera el crecimiento bacteriano.

e Tiempo de incubacion: la lectura en la mayoria debe realizarse de 18 a 20 horas, en el caso de
meticilinorresistencia de S. aureus se requerira una incubacion de 24 horas.

e Caracteristicas de los antibidticos: fecha de caducidad o potencia de los mismos (Taroco, Seijay
Vignoli, 2008, pp.664-665).

1.5.2. Método de Kirby-Bauer

Consiste en un método de difusion en agar, el cual se basa en colocar los discos de antibi6ticos
en la superficie del agar MH, previamente inoculada con el microorganismo a analizar. Al
momento que el disco absorbe agua del medio el antibidtico se difunde y empiezan a formarse
los halos de inhibicion posterior a las 18 horas de incubacién, en el caso de estafilococos o
enterococos es necesario dejar has 24 horas para asegurar la sensibilidad para vancomicina y
oxacilina (Picazo, 2000, pp.4-8).

La interfase entre los microorganismos inhibidos y los que se encuentran en crecimiento se le
denomina concentracion critica y esta préxima a la concentracion minima inhibitoria CMI, sin
embargo, no es posible establecer un valor directo del mismo, para cuantificarla se deben emplear
métodos de dilucion. Una vez realizado el antibiograma se requiere interpretar los resultados,
estableciendo si se trata de microorganismos sensibles, intermedios o resistentes, lo cual se indica

en la tabla 7-1 (Picazo, 2000, pp.4-8).
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Tabla 8-1: Categoria de interpretacion de resistencia bacteriana

Sensibilidad Descripcion Imagen

Se  evidencia  cuando un
microorganismo no se ve afectado
tras haber sido sometido a altas
Resistente concentraciones de antibioticos.
Esta resistencia la crean como
defensa siendo inmunes a los

efectos de los medicamentos

La respuesta a un antibidtico es

totalmente variable, sin embargo, si

] el medicamento es colocado a las
Intermedio )

dosis adecuadas y en el lugar de la

infeccion habra respuesta

terapéutica

Se refiere cuando las bacterias se

ven directamente afectadas después

) del uso de dosis habituales de
Sensible o )

antibidticos, a consecuencia de la

inactivacion de los mecanismos de

defensa

Fuente: (De la Fuente et al., 2015, p.10).
Realizado por: Santander, M. 2021.

En el caso de existir colonias dentro del halo de inhibicion se presume la presencia de
contaminacion, cultivos mixtos o colonias mutantes resistentes. Por lo general, una cepa sensible
debe tener un halo de inhibicion de 30-35 mm, en los casos en donde los halos sean inferiores a
15 mm son aquellos que empiezan a presentar cepas resistentes. Sin embargo, dependiendo el
tipo de bacteria y el antibi6tico de estudio, el National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS) establece estandares (Ver Tabla 11-1) en base a la medicion del halo de

inhibicién y la CIM como control de calidad de distintas muestras (Picazo, 2000, p.6).
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Tabla 9-1: Estandar de didmetro de halos de inhibicion y puntos de corte (CIM) para Pseudomona

aeruginosa, Staphylococcus aureus y Enterobacterias, segtn los datos de NCCLS

Diametro del halo de Punto de corte,
. . o . Carga del L
Microrganismo Antimicrobiano . inhibicion CIM (pg/mL)
disco (ug)
R | S R S
Ceftazidima 30 <14 15-17  >18 >32 <8
Cloranfenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Pseudomona . .
. Ciprofloxacino 5 <15 1620 >21 >4 <1
aeruginosa
Gentamicina 10 <12 13-14  >15 >8 <4
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 >16 <4
Cloranfenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <l
Eritromicina 15 <13 14-22 >23 >8 <0.5
Gentamicina 10 <12 13-14  >15 >8 <4
Staphylococcus _
Oxacilina 1 <10 11-12 >13 >4 <2
aureus
Rifampicina 5 <t6 1719 >20 >4 <1
Tetraciclina 30 <14 15-18  >19 >16 <4
<4
Vancomicina 30 - - >15 >32
Ampicilina 10 <13 14-16 >17 >32 <8
Ampicilina+Sulbactam 10/10 <11 12-14 =15 >32/16 <8/4
Ciprofloxacino 5 <15 16-20 >21 >4 <l
Enterobacterias _
Cloranfenicol 30 <12 13-17 >18 >32 <8
Gentamicina 10 <12 13-14 >15 >8 <4
Tetraciclina 30 <14 15-18 >19 >16 <4

Fuente: (Picazo 2000, p. 11-16).
Realizado por: Santander, M. 2021.

1.5.3. Control de calidad

Con el objetivo de que se lleve a cabo una correcta lectura del antibiograma es importante

mantener un control de calidad estricto, el mismo se lleva a cabo ya que existen varias variables

gue puedan afectar a los resultados obtenidos, entre las mas importantes se puede detallar:

e Cuidado de los discos de antibidticos: que los mismos no se encuentren vencidos o pierdan su
potencia por un inadecuado almacenamiento.

¢ Inadecuado espesor o composicion de medio

e Controlar la temperatura y el tiempo de incubacidn (Taroco, Seijay Vignoli, 2008, p.667).
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CAPITULO II

2. METODOLOGIA

2.1.  Tipo de investigacion

e Por el paradigma:

Cuantitativa

e Por el objetivo:
Aplicada

e Por el nivel de profundizacion en el objeto estudio:

Comparacion de grupos

e Por la distribucién del tiempo de estudio:

Transversal-Prospectivo

e Segln la manipulacion de variables:

Experimental

e Seguln el tipo de inferencia:

Hipotética-deductiva

2.2.  Disefio de la investigacién

Disefio experimental: se realizd la modificacién de las variables, posterior a los cultivos
microbioldgicos llevados a cabo, para finalmente comparar los resultados obtenidos tanto del
conteo manual como del software para su validacion.

Variable dependiente: nimero de colonias

Variable independiente: tipo de conteo

2.3. Localizacion del Estudio

El estudio se llevd a cabo en el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Ciencias en la

Escuela Superior Politécnica de Chimborazo. Chimborazo-Riobamba.
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2.4. Poblacion de estudio

La poblacion de estudio corresponde al software electrénico creado en la Escuela Superior

Politécnica de Chimborazo.

2.5. Tamafio de muestra

El tamafio de la muestra corresponde Unicamente al software electrénico, el cual a su vez cumple
dos funciones especificas: conteo de UFC y determinacién de la sensibilidad bacteriana. Cabe
recalcar, que la leche cruda fue la muestra empleada para la validacién del mismo, con un total
de 18 muestras analizadas.

2.6. Método de muestreo

No probabilistico o por conveniencia, debido a que se selecciond las muestras de cultivo

microbiolégico y antibiogramas para la validacion con el software.

2.7.  Seleccion de la muestra

Criterios de inclusion:

e Las fotografias de los Cultivos microbioldgicos ingresadas en el software fueron nitidas y en
base a las propiedades requeridas

e Se escogieron los cultivos microbiol6gicos en donde las colonias presentaban bordes
regulares para obtener mejores resultados.

Criterios de exclusion:

e Se excluyo a las fotografias que no se encontraban nitidas, puesto que el software presentaba

propiedades especificas para lograr su conteo.

e Se excluy6 aquellos cultivos microbiolégicos con colonias de bordes irregulares
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2.8.  Materiales, Equipos y Reactivos

Tabla 1-2: Equipos, materiales y reactivos

MATERIALES
Material para la Material de laboratorio Material de proteccién
recoleccion de datos
» Normas NTE-INEN leche Cajas Petri Guantes
cruda-analisis Papel aluminio Mascarilla
microbiolégico Algodon Cofia
» Libreta de apuntes Cinta indicadora Mandil

Matraz Erlenmeyer
Pipetas graduadas
Reverbero

Discos de antibiogramas

EQUIPOS REACTIVOS
Laboratorio Adicionales Agua peptonada al 0.1%
Incubadora Computador Agar Mueller Hinton
Cémara de flujo laminar Impresora Agar PCA
Autoclave Agar Baird Parker

Agua destilada

Realizado por: Santander, M. 2021.

2.9. Recoleccion de datos

La recoleccion de datos fue llevada a cabo en el afio 2021 durante los meses de marzo-junio. Se
inicié el estudio con la recoleccion de muestras de leche cruda de 3 plazas de mercado:
Condamine, Santa Rosa y San Alfonso. Durante este periodo de tiempo se realizaron los cultivos
microbiol6gicos en Agar PCA para el conteo de UFC, para determinar la sensibilidad bacteriana
se aislo S. aureus, se purificé el cultivo y a partir de una suspension bacteriana con turbidez
equivalente al estandar 0.5 Mac Farland, se inocularon por triplicado placas de Agar Mueller
Hinton para colocar los discos de sensibilidad y después de la incubacion de las placas a 35°C
durante 24 horas, realizar la medicion de los halos de inhibicion de los mismos. Obtenidos los

resultados se procedié a comparar con el software electrénico.
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2.10. Métodos

- Aislamiento de Staphylococcus aureus

El aislamiento se realizd por la técnica de dilucion en tubos, para lo cual a partir del
homogeneizado con 10 mL de leche cruda y 90 mL de agua de peptona estéril al 0.1 % se
prepararon diluciones seriadas hasta 10-5. Se inoculé 100 uL de cada dilucién en la superficie de
Agar Baird Parker, se incub6 a 35°C durante 48 horas, con una primera lectura a las 36 horas.

Se seleccionaron las colonias tipicas de color negro, brillantes, convexas, con margen blanco y
zona de aclaramiento, cada colonia se purificd por 3 transferencias sucesivas en Agar Muller

Hinton

- Caracterizacion de los aislados de S. aureus

Tincién de Gram

A partir de colonias tipicas y atipicas de S. aureus se preparé un frotis y se trat6 con cristal violeta
1 minuto, después se enjuagod con agua, se adiciono solucién de lodo-1K durante 1 minuto, se
enjuago, se tratd con solucion alcohol-acetona unos segundos hasta que no se aprecie color en el
solvente y finalmente se adiciono fucsina de Gram durante 30 segundos, se dejé secar la
preparacién. Las placas se observaron con lente de inmersion y un aumento total de 1000X. S.

aureus es un coco Gram-+, se agrupa a modo de racimos de uva.

Fermentacion de manitol

Los aislados purificados se caracterizaron mediante la fermentacion del manitol en placas de Agar
Manitol salado inoculadas mediante siembra en estria. S. aureus crece en el medio formando
colonias de color amarillo

Ensayo de la catalasa

En un portaobjetos, con un palillo de madera se colocé material biol6gico procedente de una
colonia

tipica de S. aureus, se adiciond una gota de peroxido de hidrégeno al 3 % y se observd la reaccion

positiva con desprendimiento de burbujas
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- Susceptibilidad antimicrobiana de Staphylococcus aureus

A partir de los aislamientos purificados de S. aureus se prepard una suspension 0.5 MacFarland
y se inocularon masivamente placas de Agar Miller-Hinton para ensayar la
sensibilidad/resistencia con discos de Oxacilina 1 ug, Ampicilina 10 ug, Ceftazidime 30 ug,
Eritromicina 15 ug, Tetraciclina 30 ug, Gentamicina 10 ug, Ciprofloxacina 5 ug, Cloranfenicol
30 ug, Rifampicina 5 ug, Vancomicina 30 ug. Las placas se incubaron a 35°C £2°C durante 18 a
24 horas. Se midieron los halos de inhibicion y el criterio de sensibilidad, intermedio o resistencia

se determind segun las especificaciones del CLSI 2021, observadas en la Tabla 2-3.

- Protocolo propuesto para la validacion del software

Se establecié ejecutar un protocolo que evalle la linealidad, rango, especificidad, precisién como
repetibilidad y reproducibilidad del software de lectura de las UFC/mL de muestra, siguiendo el
trabajo realizado por (Cadena-Herrera et al., 2015).

- Linealidad y rango

Para su evaluacion se procedera a tomar crecimiento microbiano, medir su densidad celular, diluir
en suero fisioldgico hasta la sexta dilucion del orden diez, ajustar concentraciones de 2 x 108, 4 x
10E, 6 x 108, 8 x 106 UFC/mL en agua de peptona e inocular 100 uL de cada concentracion en la
superficie de PCA, incubar a 35C £2°C. Elaborar una grafica con las lecturas del software versus
las lecturas manuales. Determinar la ecuacion de larectay R.

- Especificidad

Se determinara si el software es capaz de distinguir entre UFC y particulas extrafias o
agrupamiento de colonias que ocurre mayormente en las diluciones mas bajas o de alta
concentracion de analito (bacterias)

- Precision

Repetibilidad

Medira el grado de coincidencia entre los resultados de los conteos de muestras individuales,

realizados el mismo dia por el mismo analista, con el mismo software. Se medira el nimero de

UFC/mL, al menos 3 veces
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Se evaluaré la desviacion estandar relativa de los conteos manuales y con software, el valor debe

ser menor al 10% en cada caso

Reproducibilidad

Medira el grado de coincidencia entre los resultados de los conteos de muestras individuales
realizados otro dia por otro analista en otro laboratorio. Se medira el nimero de UFC/mL en los
cultivos, al menos 3 veces.

Se evaluara la desviacion estandar relativa de los conteos manuales y con software, el valor no
debe ser mayor al 30%.

Se realizara la prueba F como criterio de aceptacion, los resultados intralaboratorios no deben ser
diferentes.

Para validar las lecturas de los halos de inhibicion mediante el software se compararén estos

resultados con las lecturas manuales.
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2.11. Analisis de datos

VALIDACION DE SOFTWARE ELECTRONICO

Evaluacion |

1

1

1

CONTEO DE UFC SENSIBILIDAD BACTERIANA Instalacion de programa !
l T

., : ; ; ‘ 1

Preparacion de | Agua peptonada Aislamiento de S. aureus -- Agar Baird Parker Ingreso en la carpeta SCSB, for testing, |
+ 1

muestra 100% ML de | Confirmacion —Prueba de catalasa SCSB :

R —

Dilucion -1 a -8 . . & i 1

Purificacion de colonias CamaraV Continuar Imagen |

I Siembra masiva Por 1 l |

Preparacion Agar | 16 caias Siembra en Mueller Hinton  [-estria: vertical, . . I

PCA ) : horizontal y diagonal | D€scargar app IP |n|c||:; Eérét:lrfaz I

.. iz ; Webhcam 1

¢ Extensién en Colocacién de discos de OX, RD, 1 1 !

Siembra |- superficie con 100 sensibilidad Cﬁ'\élleVéA-IZ-EC Copiar direccion IP Elegir carpeta Petris00 | |

T uL de cada Medicién de halos il 1 transmision I :

Recuento Por v ‘ Elegir la imagen |

- Aceptar I

bacteriano duplicado r Comparacion :1e resultados = Variar slider de :

W Pulsar boton FOTO UMBRAL 1

l 1 !

1

NO CALCULAR I

VALIDACION

Grafico 1-2. Proceso de Validacion de Software Electronico
Realizado por: Santander M. 2021.
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PURIFICACION DE

COLONIAS
Tomar una colonia de S.
aureus del Agar Baird . Primera purificacién - , Incubacion 18 a20ha
Parker 3r°C
Siembra en estria en
Mueller Hinton
y
Tomar una colonia del Agar | ... Resiembra2 » Incubacion 18a20ha
Mueller Hinton 3r°C
v ,
Siembra en estria en
Mueller Hinton
A
Tomar una colonia del ~ «----- Resiembra3d - » Incubacion 18 a20 h a
Agar Mueller Hinton 3rC
v
Siembra en estria en PCA
v
Preparacion de Caldo
cerebro corazon
Suspensidon de 3 colonias en
tubos 5 mL
Incubacion 4 ha37°C  ------- »  Hasta observar turbidez
l v
Siembra en estria ) ) P
_ _ DA Siembra en Miieller Hinton Comparacion con la
vertical, horizontal escala de
McFarland

Gréfico 2-2: Proceso para la purificacion de colonias
Realizado por: Santander, M. 2021.
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2.12. Analisis Estadistico

La base de datos realizada se llevd a cabo en Microsoft Excel 2020. Tanto en el conteo de UFC y
el antibiograma posterior a la obtencion de los datos por duplicado y triplicado respectivamente,
se tomo la media de los conteos y de la medicion del halo de inhibiciéon en la prueba de

susceptibilidad antimicrobiana.
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CAPITULO Il

3. RESULTADOS Y DISCUSION

En base a los datos obtenidos se compara el conteo Manual con el realizado con el software, para su posterior validacion.

3.1. Resultados del Conteo Manual VS el conteo mediante Software

Tabla 1-3: Resultados del conteo de UFC en muestras de leche cruda

CONTEO DE UFC MANUAL VS SOFTWARE EN MUESTRA DE LECHE CRUDA

CONTEO MANUAL

<
w . . .
al UDJ é E DILUCION 107 DILUCION 10 DILUCION 10° CONTEO
x = o
<
5 S ] L:')J Serie  Serie Media UFC/mL Serie Serie Media UFC Serie  Serie Media UFC SOFTWARE
O D
S F S i 1 2 1 2 1 2
1 - - - - 4 4 4 - - - - Sin lectura
w 2 60 62 61 6.1*10° 6 5 6 - - - ) Sin lectura
zZ
S 3 58 57 58 5.8*10° 4 5 5 - - - - Sin lectura
é 4 - - - - - - - - - - ; Sin lectura
8 5 88 86 87 8.7*%10° 7 6 7 - - - ) Sin lectura
6 58 53 56 5.6*10° 4 4 4 - - - - Sin lectura
1 64 61 63 6.3*10° 2 2 2 - - - - Sin lectura
9) 2 - - - - 4 4 4 - - - - Sin lectura
5 3 66 65 66  6.6%10° 4 4 4 - - - - Sin lectura
LL
<—(l 4 78 79 79 7.9%10° - - - - - - - Sin lectura
<Z( 5 95 96 96 9.6%10° - - - - - - - Sin lectura
@ 6 68 64 66  66%10° 5 6 6 - - - - Sin lectura
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SANTA ROSA

1 93 95 94 9.4*10° - - - - Sin lectura
2 58 59 59 5.9*10° - - - - Sin lectura
3 - - - - 38 40 39 3.9%10° Sin lectura
4 - - - - 67 70 69  6.9*10° Sin lectura
5 75 79 77 7.7%10° 4 4 4 4*10° Sin lectura
6 - - - - 35 33 34 3.4*10° Sin lectura

Realizado por: Santander, M. 2021.
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La industria alimentaria en base a la necesidad de mantener la calidad de sus productos debe
cumplir los requisitos de la normativa nacional en cuanto a parametros tanto fisicoquimicos como
microbioldgicos, el tiempo en que se tarda la ejecucion de los ensayos microbiol6gicos
tradicionales comprende entre 24 a 48 horas, y la lectura de los cultivos, cuando el nimero es
elevado conlleva un gasto de tiempo extra que se podria reducir con el empleo de un software
informatico, por esta razon ha sido necesario la creacién de un software para el conteo de unidades
formadoras de colonias en placas de Agar, asi como para la medicién de los halos de inhibicién
en el ensayo de sensibilidad antimicrobiana.

Sin embargo, resulta importante validar el software en base a la linealidad, especificidad,
precision, mediante medidas de repetibilidad, y reproducibilidad siendo este el proposito del
presente trabajo de titulacion.

Dado que el presente trabajo, se encamind en primera instancia a comparar los resultados
obtenidos con el conteo manual de UFC/mL de la matriz examinada versus el conteo con el
software, y que la matriz corresponde a la leche cruda que se expende en plazas de mercado de la

ciudad de Riobamba, es necesario, paralelamente discutir los resultados microbioldgicos.

Calidad microbioldgica de la leche cruda

En la tabla 1-3 se aprecian los resultados del conteo de aerobios mesofilos realizados a muestras
de leche cruda comercializadas en las plazas de mercado la Condamine, San Alfonso y Santa
Rosa, todas las determinaciones se realizaron por duplicado. La norma NTE INEN 1529: 5 para
leche cruda establece que el limite maximo de aerobios meséfilos es de 1.5*108 UFC/mL (INEN
2012, p. 3. Tomando este criterio, el 72% (13/18) de las muestras obtenidas presentaron el nivel
de aerobios mesdfilos dentro del limite establecido para la leche cruda y el 28% (5/18) muestras
superan dicho limite, desafortunadamente en este primer estudio el software no dio lectura a

ninguna de las imagenes ingresadas, por lo tanto, no fue posible la comparacion de lecturas.

Conteo de aerobios mesofilos

El alto valor nutritivo de la leche de vaca determina que sea uno de los alimentos naturales méas
completos; sin embargo su composicion bioguimica compleja asociada a una alta actividad de
agua, superior a 0.990, un valor de pH cercano a la neutralidad, 6.5- 6.7 son factores que propician
las condiciones Gptimas para el metabolismo y el crecimiento microbiano (Quigley et al., 2013)g, €S
asi como la leche cruda contiene bacterias benéficas que contribuyen a la salud humana pero
también, puede transmitir microorganismos peligrosos responsables de la descomposicion y de

varias enfermedades, razon por la cual la leche debe producirse mediante practicas adecuadas de
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higiene en sus fases de pre ordefio, ordefio y post-ordefio, a fin de que cumpla su proposito en
lugar de constituir un riesgo para la salud publica.

Las practicas adecuadas de higiene deben dirigirse al personal, al manejo de animales, de equipos
e instalaciones (a nivel de industria), con el propoésito de reducir el riesgo de contaminacion con
potenciales patégenos, lo cual se relaciona también con la ausencia de mastitis y garantiza una
leche adecuada para consumo humano (Ishag, 2015).

Es importante mencionar que el no mantener buenas condiciones de higiene de las ubres de la
vaca previo a la obtencion de la leche o la presencia de mastitis conllevan a enfermedades
transmitidas por alimentos (ETA) dando lugar a un conteo de UFC superior a los limites
permitidos (Martinez-Vasallo et al., 2017).

Las condiciones higiénicas en las que se produce la leche se miden generalmente a través de un
recuento de microorganismos aerobios mesofilos y células somaticas (INEN 1529:5) En este caso,
con base en el objetivo del presente estudio se realiz6 solo el primer ensayo, encontrdndose
valores que oscilan entre 4x10° a 6.9 x 10° asi como niveles superiores a 3 x 10°® de UFC/mL en
las muestras examinadas.

Los conteos de aerobios meséfilos que superen al valor limite indican contaminacion microbiana
y pueden afectar a las caracteristicas sensoriales llevando al rechazo por parte del consumidor.
Esto ocurre cuando no se cumplen los requisitos de higiene surgiendo un peligro grave para la
salud de los consumidores, porque la leche cruda contaminada puede ser fuente de patégenos y
de algunas enfermedades (Pyz-Lukasik et al., 2015).

La contaminacion microbiolégica de la leche cruda ocurre principalmente a nivel de la
explotacion lechera y las bacterias pueden provenir de diversas fuentes, tales como el interior de
la ubre, el equipo de ordefio y en el almacenamiento. Actualmente, se sabe que la leche no es
estéril dentro de la ubre de vacas saludables a diferencia de lo que se creia anteriormente, alli se
han detectado un amplio rango de microorganismos que incluyen Ruminococcus, Bifidobacterium
y Peptostreptococcaceae, que deben entrar por la ruta entero-mamaria (Young et al., 2015). Otras
fuentes adicionales de contaminacién son la superficie de la ubre, el equipo de ordefio, el ordefio
manual (Elmoslemany et al., 2010). Cuando las ubres estan afectadas de mastitis, en la leche pueden
encontrarse Streptococcus, Staphylococcus y Escherichia. Como se aprecia, en la leche existe un
microbiota diverso, el estudio realizado por EImoslemany et al., demostré que la microbiota de la
leche cruda puede variar dentro de una misma granja y entre otras granjas debido a que en este
Gltimo caso  se trata de ambientes diferentes (Elmoslemany, A.M. et.al., 2010).

Considerando que el indicador mas comun de la calidad microbioldgica de un producto es el
recuento de microorganismos aerobios mesofilos, se eligio a este pardmetro para evaluar la
calidad de la leche cruda encontrandose algunas muestras con una calidad microbiol6gica mala,

al superar el limite permitido de unidades formadoras de colonias/mL, lo que implica la no
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aceptabilidad de dicho producto para el consumo humano, pues dichos conteos revelan un nivel
de aerobios mesdfilos superior 3 x 108 UFC/mL.

Esta condicion puede explicarse facilmente por falta de refrigeracion de la leche, de acuerdo a
(Muehlhoff E., et.al. 2013) cualquier método que no implique el enfriamiento rapido de la leche
en las dos primeras horas después del ordefio ocasiona, en mayor o0 menor medida, algin grado
de deterioro de su calidad (Muehlhoff, E. et. al., 2013).

Los conteos de aerobios meséfilos en las muestras examinadas presentaron niveles mucho mas
altos a lo reportado por (Peralta-Torres et al., 2021) para un analisis similar realizado en México,
resaltando que los criterios normativos de este pais fijan como limite permitido valores < a 100.
000 UFC/mL (Peralta-Torres et al., 2021).

Para un conteo elevado que sobrepase los limites establecidos, pueden contribuir: la falta de
practicas higiénicas durante el ordefio, dados por insuficiente higiene y desinfeccion de la
ordefiadora mecénica o su mal funcionamiento, inadecuado manejo de desinfectantes y selladores
para los pezones, medidas de control inefectivas o ausentes, al igual que los tratamientos (Bonifaz,
Garcia y Requelme, 2011). Adicionalmente influiran la infraestructura del sitio del ordefio, el
recipiente recolector de leche, la higiene de las manos y la indumentaria del ordefador, las
condiciones de transporte hasta el mercado de expendio en relacion a temperatura, la higiene de
los recipientes, higiene del local y del expendedor. Es decir, para el nivel final de aerobios
mesofilos en la leche cruda intervienen multiples factores pero posibles de controlar cuando se
dispone de procedimientos claros, el personal esta capacitado y se ha elaborado un plan de
mejoras que permita un seguimiento estricto del proceso (Bonifaz, Garcia y Requelme, 2011).

Por otra parte, el 72% de las muestras examinadas (13/18), mostraron conteos entre 4 x 10°y 6.9
x 10% UFC/ mL, por lo tanto, cumplen el requisito microbioldgico para la leche cruda establecido
en la Normativa Ecuatoriana INEN 9: 2012. Y aparentemente resultan aceptables para el
consumo, sin embargo, este nivel puede deberse a la adicion de inhibitorios bacterianos, derivados
de cloro, formaldehidos, oxidantes, antibidticos cuyo analisis no se realiz6.

¢Pero, en nuestro pais, cual es la disposicion sobre la venta de leche cruda? En el Acuerdo
Ministerial 2013-001, articulo 38 se prohibe la comercializacion directa de leche cruda o leche
cruda enfriada y otros lacteos elaborados para consumo humano, sin embargo, se exceptdan los
productos que requieren leche cruda para su elaboracidn, pero en este caso se deberan tomar
medidas para garantizar la inocuidad del producto final. Por consiguiente, la venta de leche cruda
en los mercados publicos de la ciudad de Riobamba y del pais, es una actividad que no esta
autorizada por representar un riesgo para la salud publica, los resultados de este sondeo asi lo
evidencian.

Al respecto cabe sefialar que la regulacion y control de la cadena de produccion de lacteos esta
normada en el pais por el mencionado acuerdo Ministerial que busca “asegurar la calidad e

inocuidad en los procesos de produccién, manipulacion, elaboracién y comercializacion de la
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leche y sus derivados a fin de garantizar la salud de los consumidores y el acceso al mercado”.
Esta normativa la ejecuta la Agencia Ecuatoriana de Aseguramiento de la Calidad del Agro
(Agrocalidad), (ARCSA, 2021).

Justamente el riesgo para la salud publica se atribuye a la potencial presencia de patdgenos como
Campylobacter spp., Escherichia coli enterohemorragica, Escherichia coli enteroagregativa,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus y Salmonella spp. La leche también puede ser
contaminada por Mycobacterium bovis que ha surgido como microorganismo reemergente en
varios paises, Bacillus cereus, Yersinia enterocolitica y Cronobacter spp (BrooKs J, Koousta M,
2012), se conoce que estas poblaciones dependen del tamafio de la granja, nGmero de animales,

higiene, manejo, localizacion geogréfica y piso climéatico (Ministerio de Salud y Proteccion social, 2011).

Ensayo de susceptibilidad antimicrobiana

Los centros destinados al control y prevencion de enfermedades, junto a la FDA definen que la
leche junto a sus derivados engloba al sector de mayor riesgo biol6gico para la salud publica;
debido a la susceptibilidad de transmision de enfermedades ocasionadas por presencia de
microorganismos y otros contaminantes tales como plaguicidas, hormonas y medicamentos de
uso veterinario como los antibi6ticos, cuyo empleo se deriva del régimen terapéutico de
enfermedades infeccionas. Es importante destacar que, las cepas resistentes se explicarian por el
uso desmedido de antimicrobianos debido a profilaxis (vacas no lactantes), tratamiento (mastitis,
neumonia, podofilitis) o promocion del crecimiento, lamentablemente pese a sus beneficios a
nivel veterinario, la presencia de antibidticos o antimicrobianos en la leche puede generar efectos
adversos en el consumidor tales como disbacteriosis, alergias, dafio en la microbiota
gastrointestinal, efectos toxicos y sobre todo resistencia a los antibidticos a los que se ve
expuesto.(Mattar et al., 2009).

Se seleccion6 a S. aureus para el ensayo de sensibilidad antimicrobiana, debido a que esta bacteria
es un comensal habitual de la piel y membranas mucosas de humanos y animales, cuyas cepas
patogénicas han resultado implicadas en infecciones de sus hospederos, incluyendo la
toxiinfeccion alimentaria muy frecuente a nivel global (Haag, Ross, Fitzgerald y Penadés, 2019). La leche
cruda contaminada con estafilococos puede vehiculizar enterotoxinas y cepas resistentes a los
antibidticos (Argudin, Mendoza y Rodicio, 2010), a través de elementos genéticos moviles tales como
pldsmidos y profagos, las islas de patogenicidad pueden transferir horizontalmente estos
determinantes entre cepas, propiciando la evolucién del patégeno (Mashouf et al., 2015) y cambios
continuos en su perfil de resistencia.

Otro criterio de seleccidn fue la ubicuidad y presencia de estafilococos en la leche cruda a partir

de varias fuentes de contaminacion, personal de la granja, ambiente: aire, utensilios
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contaminados, suelo, agua, pero sobre todo la piel humana o de los animales (Ho, Boost y Donoghue,
2020).
En la Tabla 2-3, se identifican los resultados obtenidos del antibiograma, mediante el analisis

manual de los halos de inhibicion se obtuvo para S. aureus resistencias intermedias a Ceftazidima
(Cefalosporina de tercera generacion) y Vancomicina (Glucopéptido); con 100% y 17%
respectivamente. En contraste, se detectaron aislados sensibles a Oxacilina, Ampicilina
(Penicilina), Rifampicina  (Rifampicina), Tetraciclina (Tetraciclinas), Gentamicina
(Aminoglucoésido),  Ciprofloxacino  (Fluoroquinolonas),  Cloranfenicol ~ (Anfenicoles),

Eritromicina (Macrdélidos).

Tabla 2-3: Resultados del antibiograma manual y software en muestra de leche cruda para

S. aureus

RESULTADOS ANTIBIOGRAMA — SENSIBILIDAD BACTERIANA

3 Valor de referencia Manual Software
8 s 1 2 3 Media
3 g S | R S I R
é (mm)  (mm) (mm) (mm)
OoX >13  11- <10 19 17 18 18 X sin
12 lectura
RD >20 17- <16 31 24 32 28,8 X sin
19 lectura
AMP 37 36 38 37 X sin
lectura
VA >15 16 15 14 15 X sin
lectura
TE >19 15- <14 27 27 26 26,7 X sin
- 18 lectura
g CN  >I15 13- <I2 235 24 225 233 X sin
© 14 lectura
CIP >21 16- <15 32 31 32 31,7 X sin
20 lectura
CAZ 20 20 21 20,3 X sin
lectura
C >18 13- <12 32 28 20 26,2 X sin
17 lectura
E >23  14- <13 30 27 28 28,3 X sin
22 lectura
OoX >13  11- <10 21 16 21 19,2 X sin
~ 12 lectura
C:-;- RD >20 17- <16 31 32 32 31,7 X sin
19 lectura
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AMP 37 33 35 35 sin
lectura

VA =I5 16 16 16 16 sin
lectura

TE >19 15- <14 29 28 28 283 sin
18 lectura

CN >15 13- <12 235 235 22 22,7 sin
14 lectura

CIP  >21 16- <I5 295 30 28 292 sin
20 lectura

CAZ 21 195 16 18,7 sin
lectura

C >18 13- <12 25 22 25 24 sin
17 lectura

E >23  14- <13 255 255 24 25 sin
22 lectura

OoX =13 11- <10 24 22 22 22,6 sin
12 lectura

RD >20 17- <16 32 31 31 313 sin
19 lectura

AMP 34 34 31 33 sin
lectura

VA >15 16 15 15 15,3 sin
lectura

TE >19 15- <14 28 27 27 27,3 sin
o™ 18 lectura

g’;‘ CN >15 13- <12 22 22 22 22 sin
14 lectura

CIP >21 16- <15 31 30 30 30,3 sin
20 lectura

CAZ 20 19 19,5 19,5 sin
lectura

C >18 13- <12 28 29 28 283 sin
17 lectura

E >23  14- <13 26 235 22 238 sin
22 lectura

OoX >13  11- <10 20 20 22 20,6 sin
12 lectura

RD >20 17- <16 33 31 33 323 sin
3 19 lectura

§ AMP 21 31 36 311 sin
lectura

VA =I5 17 16 16 16,3 sin
lectura
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TE >19 15- <14 28 27 27 27,3 sin
18 lectura

CN >15 13- <12 24 22 22,5 22,8 sin
14 lectura

CIPp =21 16- <15 31 31 32 313 sin
20 lectura

CAZ 21 19 20,5 20,1 sin
lectura

C >18 13- <12 28 19 28 246 sin
17 lectura

E >23  14- <13 26 25 26 25,7 sin
22 lectura

OoX >13  11- <10 20 16 22 19,2 sin
12 lectura

RD >20 17- <16 30 30 31 30,3 sin
19 lectura

AMP 34 33 34 337 sin
lectura

VA =I5 17 16 17 16,7 sin
lectura

TE >19 15- <14 27 27 27 27 sin
0 18 lectura

;‘;— CN >15 13- <12 215 20 20,5 21 sin
14 lectura

CIP >21 16- <15 27 26 27 26,7 sin
20 lectura

CAZ 185 185 17,5 18,2 sin
lectura

C >18 13- <12 24 20 25 22,9 sin
17 lectura

E >23  14- <13 25 24 26 25 sin
22 lectura

OX >13  11- <10 21 19 20 20 sin
12 lectura

RD >20 17- <16 29 29 30 29,3 sin
19 lectura

AMP 34 34 34 34 sin
© lectura

C:-;- VA =I5 15 12 16 14,2 sin
lectura

TE >19 15- <14 25 24 24 24,3 sin
18 lectura

CN =15 13- <I2 21 185 20,5 20 sin
14 lectura
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ClIp 221 16- <15 24 28 26,5 26,1 X sin

20 lectura

CAzZ 16 18 16 16,6 X sin
lectura

c >18 13- <12 24 25 25 247 X sin
17 lectura

E >23  14- <13 19 28 25 23,7 X sin
22 lectura

Realizado por: Santander, M. 2021.

El método de Kirby-Bauer o difusion en disco, fue empleado para el ensayo de susceptibilidad
antimicrobiana, siendo indispensable la caracterizacion y purificacion de colonias de S. aureus,
previo al desarrollo del procedimiento que sigui6 las directrices de la Clinical and Laboratory
Standart Instituye (Clsi, 2013, p.42).

Este ensayo implica el cumplimiento de condiciones estandar como el uso de medio de cultivo:
agar Miiller Hinton, in6culo: una suspension equivalente al estdndar 0.5 MacFarland, incubacién
a 35°C, en aerobiosis, lecturas del ensayo a las 18-241 horas, uso de 6 discos por placa de 100
mm, cepa control, S. aureus ATCC 25923.

ElI CLSI 2021 establece valores de referencia especificos de los halos de inhibicion de ciertos
antibidticos para determinadas cepas, sin embargo, Ampicilina y Ceftazidima que estan marcadas
de color celeste en Tabla 2-3 no presentaban valores estandar de la zona de inhibicién para el
microorganismo en estudio, por lo cual, se sigui6 el criterio de la NCCLS que indica que un
estandar general para cepas resistentes presentan un halo menor a 15, por el contrario si resulta
ser mayor a 30 son cepas sensibles. Similar a la Tabla 1-3 las mediciones en el software no
arrojaron ningun resultado por ende la comparacion manual con el software en este primer estudio
no pudo llevarse a cabo.

En la Tabla 3-3 se aprecia el perfil de sensibilidad antimicrobiana de S. aureus, de acuerdo con el

ensayo actual
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Tabla 3-3: Porcentaje de sensibilidad y resistencia bacteriana de S. aureus

DISCOS (ANTIBIOTICOS)

o = S S © S © 2 IS <
N°Cepa 5 & S E£28 Ez £ g8 8. £ _
s & £ ~ s & 23S ¢ . 8§ g5 538 L S
£ X SO £s < £EW ETS 3L 2L &3 E B
= O a2 x T < g 2@ S £ S8 9 = 5 8 o S S o 3
g~ e T 2= £ 38 79 £ 2 © % £ 8 &€& 5 9
X £ g S 3 = 2% 88 §° &
© o < & ©
Cepal S S S S S S S I S S
Cepa 2 S S S S S S S I S S
Cepa 3 S S S S S S S I S S
Cepa 4 S S S S S S S I S S
Cepab S S S S S S S I S S
Cepa 6 S S S I S S S I S S
g
S 8
T 5 100%  100%  100%  83%  100%  100%  100% 0% 100%  100%
2 =
3
X
S
g 3
= 9 0% 0% 0% 17% 0% 0% 0% 100% 0% 0%
+< QO
= E
¥ <
X
0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

% Resistencia/
Antibidtico

Realizado por: Santander, M. 2021.
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Porcentaje de sensibilidad y resistencia

m % Sensibilidad/  Antibidtico m% R.Intermedio/  Antibiético m% Resistencia/  Antibidtico

120%

100%

80%

60%
0 Q) 0 Q 0 Q ) 0 Q

40%

20%

0%

—~

Oxacilina 1ug (OX)
Rifampicina 5ug (RD)
Ampicilina 10ug (AMP)
Vancomicina 30ug (VA
Tetraciclina 30ug (TE)
Gentamicina 10ug (CN)
Ciprofloxacino 5ug (CIP)
Ceftazidima 30ug (CAZ)
Cloranfenicol 30ug (C)
Eritromicina 15ug(E)

DISCOS (ANTIBIOTICOS)

Gréfico 1-3: Porcentajes de sensibilidad y resistencia bacteriana
Realizado por: Santander, M. 2021.

El perfil de susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus, refleja la sensibilidad a la Oxacilina
indicando que no existen aislados meticilino resistentes, en las leches examinadas, donde es muy
probable que los aislados resistentes hayan llegado durante el ordefio (Agbortabot Bissong et al., 2020).
Mientras tanto, en el caso de la resistencia a la Vancomicina, el problema adjunto es la posible

diseminacidn a bacterias patogénicas o comensales de la microbiota intestinal (Muhairi et al., 2019).
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CONCLUSIONES

En el presente trabajo de investigacion, se determinaron microorganismos aerobios meséfilos y
la sensibilidad antimicrobiana de S. aureus aislado de leche cruda comercializadas en mercados
publicos de la ciudad de Riobamba, con el fin de disponer de cultivos para la aplicacion de un
software electrénico que reduzca el tiempo empleado en la lectura manual de los resultados.

Los resultados del recuento de aerobios mesofilos en 18 muestras de leche de tres mercados La
Condamine, San Alfonso y Santa Rosa corresponden en un 28% (5/18 muestras) a mala calidad
microbioldgica al sobrepasar el limite establecido en el pais 1.5 x 10°, en una magnitud estimada
en més del doble de UFC/mL; sugiriendo contaminacion ocurrida antes, durante y despueés del
ordefio por causas multifactoriales. Estas muestras son inaceptables para el consumo y revelan la
necesidad de capacitacién en buenas practicas de produccién e higiene en las explotaciones
lecheras y vigilancia sanitaria para el expendio del producto.

En el caso de muestras con niveles entre 4 x 10° y 6.9 x 106 UFC/mL, estas cumplen el limite
microbioldgico, pero no se tiene seguridad sobre la ausencia de inhibidores microbianos, por otra
parte, los resultados obtenidos corresponden a muestras puntuales adquiridas en tiempos y
espacios definidos siendo los resultados sensibles a variacion.

Respecto a la susceptibilidad antimicrobiana de S. aureus el ensayo revel6 sensibilidad, a los
antibidticos con actividad frente a S. aureus, sin constituir un problema para la salud publica con
relacion a la transferencia horizontal de genes de resistencia, lo que si se atribuye a los
estafilococos con criterio intermedio frente a la vancomicina y resistentes a la ceftazidima.

El software demostrd incapacidad para arrojar lecturas de los cultivos in vitro (reales) que
permitan una comparacion con las lecturas manuales, asi como el desarrollo de ensayos
microbiologicos especificos con fines de validacion, a través de criterios de linealidad,
especificidad, repetibilidad y reproducibilidad, aunque se incursiond en el presente estudio
teniendo como base ensayos preliminares promisorios del funcionamiento del software para el

uso previsto.
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RECOMENDACIONES

Utilizar todas las medidas d bioseguridad dentro del laboratorio para evitar algun tipo de

accidente.

Elegir las placas con una cantidad adecuada de UFC para poder realizar en conteo manual.

Al momento de realizar los antibiogramas, no utilizar muchos discos de sensibilidad en una misma

placa ya que puede existir confusiones en el momento de realizar la medicion del halo sensibilidad

Verificar con anterioridad exhaustivamente la funcionalidad del software, para evitar

inconvenientes de Gltimo momento.
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GLOSARIO

Exactitud: La exactitud es el indicativo de la proximidad o concordancia existente ente el valor
verdadero y los datos obtenidos; en microbiologia la exactitud es expresada como el porcentaje
obtenido de la recuperacion los microorganismos a través del método de valoracion (Rodriguez,
2019, p.8).

Precisidn: La precision es un indicativo de la reproducibilidad o concordancia de los resultados
obtenidos a partir del mismo proceso y muestra; la precisién es expresada como la desviacion
estandar (s) de un proceso; en los analisis microbiol6gicos es definida como la desviacion estandar
relativa (RSD) o coeficiente de variacion aplicado para medir el nivel de coincidencia entre los
datos obtenidos de pruebas individuales después de aplicar muestreos maltiples (Rodriguez, 2019,
p.34-35).

Especificidad: La especificidad es definida como el grado en el que se puede encontrar afectado
un método analitico, por los otros componentes presentes en la matriz de la muestra; es decir se
encarga de la medicion exacta y especifica de la concentracion de analito con y sin las
interferencias producidas por las impurezas, excipientes o productos de degradacion presentes en
la muestra, y es expresada como el nivel de inexactitud del método empleado (MINSA, 2005, p.12-
13).

Limite de deteccion: El limite de deteccién es definido como la deteccion minima de un analito
que puede ser detectada en una Unica medicién muestral, con un grado de confianza definido,
pero no con una cuantificacion exacta (Rodriguez, 2019, p.23). El limite de cuantificacion corresponde
al nimero méas pequefio de microorganismos presentes en una muestra que pueden ser
identificados al ejecutar las condiciones experimentales previamente establecidas y puede ser
expresado como la concentracion presente del analito (MINSA, 2005, p.8).

Limite de cuantificacion: El limite de cuantificacion es definido como la concentracion minima
del analito de una muestra que puede ser cuantificada con un grado aceptable de exactitud y
precision, posterior al empleo de un método analitico especifico. Este parametro es empleado para
la para la cuantificacion de productos de desecho e impurezas (MINSA, 2005, p.1). En microbiologia
el limite de cuantificacion es igual a la concentracién méas baja de microorganismos que pueden
ser contabilizados con exactitud

Linealidad: La linealidad es la habilidad del método analitico para conseguir datos directa o
indirectamente proporcionales a la concentracion o cantidad del analito en una categoria definida.
Su determinacidn se obtiene a partir del tratamiento matematico de los datos obtenidos durante el
analisis del analito a diferentes concentraciones (MINSA, 2005, p.1).

Repetibilidad: La repetibilidad es equivalente a la presion en los resultados obtenidos de ensayos

independientes ejecutados a través de las mismas condiciones de aplicacion (MINSA, 2005, p.2).
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ANEXOS

ANEXO A: PREPARACION DE AGARES

Pesado de reactivos

Preparacion de agar Baird Parker




ANEXO B: CARACTERIZACION DE S. aureus

Identificacion de colonias negras tipicas y atipicas

Prueba de catalasa positiva




ANEXO C: RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS DE COLONIAS

Dilucion 10-3: Muestra 2 Condamine

Dilucion 10*: Muestra 3 Santa Rosa

Serie 1: 60 UFC Serie 2: 62 UFC

Serie 1;: 38 UFC

Serie 2: 40 UFC

Dilucién 103: Muestra 5 San Alfonso

Dilucion 10*; Muestra 6 Santa Rosa

Serie 1: 95 UFC Serie 2: 96 UFC

Serie 1: 35 UFC

Serie 2: 33 UFC




ANEXO D: SENSIBILIDAD BACTERIANA

Colocacion de discos de sensibilidad en agar Mueller Hinton

Medicion de halos de sensibilidad




Cepa 2: discos de OX, RD, AMP, VA, TE

Serie 1 Serie 2 Serie 3

Cepa 2: dicos de CN, CID, CAZ,C, E

Serie 1 Serie 2 Serie 3
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