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RESUMEN

Se realiz6 un estudio microbioldgico de 7 puestos de venta de leche cruda en los Mercados San
Alfonso, La Condamine y Mercado Mayorista de Riobamba, para evaluar la presencia de
bacterias patdgenas. Se sembrd las muestras recolectadas en agar Farrell, se cuantificd las
colonias obtenidas, y se las aislé en Agar Mueller Hinton obteniéndose 33 cepas bacterianas,
luego se las identific6 mediante prueba Gram, catalasa, oxidasa, hidrolisis de gelatina, hidrolisis
de almidén, pruebas bioquimicas: urea y citrato. Para la identificacion de género y especie se
utilizaron sistemas maltiples Analytical Profile Index (API). La cantidad de bacterias para todas
las muestras fueron menores a 1.5x10° UFC/mL. Las bacterias encontradas y sus porcentajes
con relacidn al total fueron: 27.27% de bacterias del género Bacillus, 17,39% de Brucella spp. y
Aeromonas hidrofila, 13,04% de Enterobacter sakazakii y 4.35% Serratia plymuthica,
Escherichia coli, Burkodelia cepacia, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus warneri. Se
realizé también una prueba de resistencia a meropenem e imipenem (antibi6ticos) de los cuales
solo se encontro resistencia en un 6.25% de los casos. Los resultados obtenidos no cumplen con
la Norma Técnica Ecuatoriana 9. Leche cruda. Requisitos, la cual establece que en la leche
cruda debe existir ausencia de microorganismos patdgenos, por lo que la venta de esta leche
cruda constituye un riesgo de salud publica. Se concluye que la contaminacion probablemente
se debe a que no se aplico buenas précticas de ordefio, de transporte o almacenamiento. Se
recomienda hacer un nuevo estudio de seguimiento en la cadena lactea de manera que se puedan

encontrar puntos criticos de control y puedan a su vez ser resueltos.

Palabras clave: <MICROBIOLOGIA>, <LECHE CRUDA> < MERCADOS DE
RIOBAMBA>, < BACTERIAS PATOGENAS [Aeromonas hidréfila] >, < BACTERIAS
PATOGENAS [Brucella spp.>, <PRUEBAS BIOQUIMICAS>, <SISTEMAS MULTIPLES>,
< ANALYTICAL PROFILE INDEX [API]>.
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SUMMARY

A study was conducted of seven sales stalls of raw milk in the Market of San Alfonso, La
Condamine and Mercado Mayorista de Riobamba, to assess the presence of pathogenic bacteria.
The collected samples were seeded in agar Farrell, it was quantified the colonies obtained, and it
was isolated in Mueller Hinton Agar being obtained 33 bacterial strains, after, they were
identified by Gram test, catalase, oxidase, gelatin hydrolysis, starch hydrolysis, biochemical
tests: urea and citrate. For the identification of gender and species were used multiplied systems
like: Analytical Profile Index (API). The amount of bacterias was lower for all samples to 1.5 x
10° UFC/mL. The bacteria were found and their percentages in relation to the total were:
27.27% of bacteria of genus Bacillus, 17.39% of Brucella spp. and Aeromonas hydrophila,
13.04% of Enterobacter sakazakii and 4.35% Serratia plymuthica, Escherichia coli, Burkodelia
cepacia, Pseudomona aeruginosa, Staphylococcus warneri. It was also performed a resistance
test to meropenem and imipenem (antibiotics) from which it was found a resistance in a 6.25%
of the cases. The results obtained not fulfilled with the Ecuadorian Technical Standard 9. Raw
Milk. Requirements, which it establish that in raw milk, there must be absence of pathogenic
microorganism, therefore, the sale of this raw milk constitutes in a risk to public health. It
concludes that the contamination probably is because it did not apply, good milking practices,
transport or storage. It is recommended to make a new follow-up study in the dairy chain so that
it can find Critical Control Points can in turn be solved.

KEYWORDS: <MICROBIOLOGY>, <RAW MILK>, <RIOBAMBA MARKETS>,
<PATHOGENIC BACTERIAS [Aeromonas hydrophyla]>, <PATHOGENIC BACTERIAS
[Brucella spp]> <BIOCHEMICAL TESTS>, <MULTIPLE SYSTEMS>, <ANALYTICAL
PROFILE INDEX [API]>.
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INTRODUCCION

Situacion Problematica

La leche cruda es un medio propicio para el crecimiento de diversos microorganismos, ya que es
uno de los alimentos con mayor complejidad por su riqueza en nutrientes y por esto un producto
perecedero, esta situacion la ubica entre los alimentos que se deben cuidar minuciosamente
durante toda la cadena agroalimentaria para evitar la contaminacion y proliferacion de
microorganismos oportunistas que pueden ser perjudiciales a la salud humana, este escenario
puede ser variado mediante el uso de las Buenas Practica de Manejo y Manufactura desde la

produccién hasta el consumo de la leche. (Euridice, 1995, p. 361)

En 2013 Chimborazo produjo el 10,69% de leche bovina vendida en liquido, ubicandolo en el
cuarto lugar en la Region Sierra, quien es el mayor productor con un 85.88% de la produccion
total de leche vendida en liquido en Ecuador. (INEC, 2013, http://www.ecuadorencifras.gob.ec) Esta
cifra nos hace estimar que es una de las provincias con un consumo considerable; se sabe
también que la leche se adquiere cruda para salvaguardar propiedades que se cree entre los
consumidores, podrian perderse durante el procesamiento ademas de sus bondades

organolépticas. (Claeys W. et. al., 2012, p. 254)

Por otra parte, la falta de conocimiento y facilidades de accesos a implementos e insumos para
el manejo adecuado, o el descuido del productor durante su produccién y almacenamiento, son
factores que pueden ser causa de una mala higiene de la leche cruda disponible para la venta,
dando como efecto adyacente la contaminacion en la produccién, transporte y almacenamiento,
asi como la baja en el precio para el productor por la necesidad de venderla antes del deterioro.
Lo sefialado anteriormente puede traer como consecuencia enfermedades zoonoticas de origen

bacteriano, las cuales pueden ser transmitidas por los alimentos. (Claeys W. et. al., 2012 p. 253)

En lo que corresponde a las Enfermedades Transmitidas por Alimentos en Chimborazo, 2010
fue el afio que mas casos reportd (21484 casos) desde 1994 de una tasa de 4.51 baja para el 2014
a 3018, con una taza de 29 en enfermedades diarreicas (MSP, 2014, http://www.salud.gob.ec), Sin
embargo esta ultima no es una cifra alentadora en relacion a el problema que presentan las

Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS) en la poblacion.

Chimborazo se sitia como la quinta provincia con mayor taza de morbilidad en enfermedades
diarreicas de origen infeccioso, las cuales en esta provincia son la cuarta causa de morbilidad,

los grupos mas afectados son los adultos de 20 a 49 afios con un 30.40%, seguido de los nifios



de 1 a 4 afios con un 16.40% y los de 5 a 9 afios con un 11.23%, (MSP, 2013,
http://www.salud.gob.ec), 0 que es de considerar, ya que la FDA (2014. http://www.fda.gov) menciona
que la enfermedades diarreicas son provocadas generalmente por enfermedades transmitidas por
alimentos sobre todo los perecederos dentro de los cuales se ubica la leche.

Formulacién del Problema

Problema General

¢La leche cruda expendida en mercados populares de la ciudad de Riobamba provincia de
Chimborazo, cumple con los parametros microbioldgicos establecidos en la normativa Nacional

e Internacional sobre la calidad sanitaria de las leches crudas de origen bovino?

Ya habiamos mencionado que Chimborazo es una provincia de produccién y gasto de leche
cruda considerable, y Riobamba es la ciudad principal para su expensa, trayendo consigo todos
los problemas relacionados con su consumo sobre todo los de la salud, si no es tratada
adecuadamente durante toda la cadena agroalimentaria de la leche.

Para ello, tanto el productor como el vendedor deben estar capacitados en el manejo de este
alimento tan perecedero, sin embargo, estimamos que existen una buen porcentaje de personas
campesinas que desconocen de politicas gubernamentales de capacitacion y financiamiento que
les ayudarian a ejecutar buenas practicas de manufactura, 0 que existen otros motivos por los
cuales expenden leche sin ningln cuidado, problema que resulta preocupante con respecto a la

inocuidad.

La Norma ecuatoriana e internacional establece que la leche cruda para expensa debe estar libre
de patogenos, los cuales podrian causar enfermedades graves como las ETA (Enfermedades
transmitidas por alimentos) y la EDA (Enfermedades diarreicas agudas), lo que seria un
problema serio con un alimento habitual y en una de las provincias con poblacién media de
Ecuador, por lo que se pretende realizar un estudio microbioldgico de manera que se evidencie

si la leche a la venta es 0 no apta para consumo humano.
Antecedentes de la Investigacion
Flores, et al. (2010, p. 81) en su tesis realizada en El Salvador, “Evaluacion de las caracteristicas

fisicoquimicas y microbioldgicas de leche entera y pasteurizada comercializada en diferentes

lugares de la ciudad de San Miguel”, en el que realizdo recuento de coliformes fecales,



Staphylococcus aureus; Escherichia coli, mediante el método del nimero mas probable por
mililitro de leche (NMP/ml). recuento de coliformes totales en el laboratorio se realizd la prueba
mediante el método de unidades formadoras de colonia por mililitro de leche (UFC/mL), en los
que obtuvieron como resultados que la leche cruda no era apta para consumo humano sin antes
someterla a procesos térmicos, y que ademas todos los corrales de ordefio asi como los puestos
de venta de leche cruda estudiados, no cumplen con las normas de calidad salvadorefia.

Una revisién realizada por Oliver (2005, pp. 115-129), en la que destaca que la leche puede ser
facilmente contaminada por estos microorganismos, las heces de los animales contaminados
puede a su vez contaminar alimentos de otros bovinos con posterior acrecentamiento y mayor
difusién fecal en todo el hato y otros animales cercanos, esto se reafirma con el hecho de que se
encontraron estos mismos patdégeno en granjas cercanas, esto es muy critico cuando la leche
cruda o productos lacteos contaminados pueden ser ingeridos por el ser humano y causarle

ETAS (Enfermedades transmitidas por alimentos).

Arrieta L. (2011, p. 50), en su tesis “Evaluacion microbioldgica de la leche y productos lacteos
producidos en 4 expendios de la zona metropolitana de Morelia” en México, analizd aerobios
mesofilos, coliformes totales y coliformes fecales, donde encontré contaminacion mayor en el
proceso de produccion que en la leche cruda, sobre todo en el queso, no encontré cumplimiento

en ninguno de los expendios estudiados con las normas mexicanas.

Mariscal et. al. (2013, p. 20), efectuaron un estudio en Trinidad, Bolivia para determinar las
caracteristicas microbiolégicas de leche cruda de vaca, mediante el método de recuento estandar
en placas en el medio de cultivo, Recuento en Placa Agar para bacterias mesoéfilas aerobias
(BMA) y Agar MacConkey para organismos coliformes, donde todas las muestras se
encontraron en tempeturas fuera de rango. El 14,3% presentaron impurezas; un 42,9% sabor
ligeramente &cido; y en el 42,9% olor fue agrio. Se concluye que la leche cruda de vaca,
expendida en mercados de abasto de la ciudad de Trinidad, estd fuera de los rangos
microbioldgicos recomendados y no cumple con la calidad e inocuidad establecida para

dispendio humano.

Otro estudio se realiz6 por Tassew y Seifu (2011, pp. 31-33), para evaluar la calidad
microbioldgica de la leche cruda de vaca de los agricultores y cooperativas lecheras de Bahir
Dar Zuria y distrito Mecha, tomando en varios muestreos. Concluyendo que la calidad higiénica
de la leche cruda de vaca de las cooperativas lecheras era deficiente y que esto se debia corregir

para su venta.



Swai y Schoonman (2011, pp. 217-222), valoraron la calidad microbioldgica de leche cruda asi
como sus riesgos en la salud humana por causa de su consumo, la leche era comercializados en
la Regidn de Tanga de Tanzania. Donde concluyen que el mercado de leche cruda en el &rea de
estudio es de mala calidad bacteriolégica y peligrosa para el consumo humano.

Justificacion tedrica

La leche es un producto quimicamente complejo, estd compuesto de agua, carbohidratos, lipidos
y proteinas en su mayoria, esto ademas de fosfolipidos, minerales, vitaminas, varios compuestos
organicos y enzimas, por lo que se la considera un alimento aportador principal de la dieta
diaria muy rico en nutrientes. Esta composicion la convierte en facilmente perecedera, que
puede ser contaminada durante la produccion, transporte, almacenamiento y expendio, siendo
necesaria la cadena fria en todo su transcurso. Por lo cual se hace necesario la recoleccion vy el
analisis de datos que sirvan para poner en evidencia las caracteristicas microbioldgicas y de
contaminacion de la leche cruda que se vende de forma intermediaria o directa al consumidor, y
sobre todo para quienes gustan de ella como producto crudo. En este sentido, la realizacion del
presente trabajo servird de base para la accion de las autoridades en la capacitacion y apoyo al
productor asi como al vendedor, ayudando de esta manera a la cultura preventiva y no curativa
en el sistema de Salud vigente, determinando las causas externas por las que se originan tales

condiciones.

La ley orgénica de la Salud en su articulo 146, numeral e, establece la prohibicion de la expensa
de leche en condiciones no aptas para consumo humano, asi como la norma NTE INEN 0009
(2012, p.1), en la cual se plantea que la leche cruda se considera no apta para consumo humano
cuando contiene bacterias patdgenas o un “contaje microbiano superior al maximo permitido
por la norma”. Ademas, en las politicas ecuatorianas del Buen Vivir se establece como una

tarea importante para el investigador, la de mejorar la calidad de vida en su objetivo tres
(SEMPLADES, 2013, http://www.buenvivir.gob.ec/objetivo-3.-mejorar-la-calidad-de-vida-de-la-poblacion)
normativa en la que nos apoyamos como base para la ejecucion de la presente investigacion

Atendiendo a los argumentos antes mencionados y para reunir evidencias que clarifiquen las
condiciones microbioldgicas de la leche cruda expendida en mercados de la ciudad de
Riobamba, se ha realizado el presente estudio con un total de siete muestreos distribuidos entre

los mercado San Alfonzo, La Condamine y el mercado Mayorista.



Justificacion préctica

Muchas investigaciones de microbiologia en leche cruda han comprobado que si no existe
Buenas Practicas de Manejo y Manufactura durante su cadena agroalimentaria los resultados
microbioldgicos son preocupantes como el de Jaramillo y Yépez (2013 pp. 44-51) en Pastaza o el
de Ayala y Tobar (2014, p. 50), en Carchi, Imbabura y Pichincha sobre brucelosis bovina, que se
describen en el marco teérico de este proyecto, donde se utilizan métodos sencillos y material
disponible, ademas estudios asi se han realizados muy numerosos en todo el mundo con
diferentes metodologias que fueron desarrolladas y siguen aun por parte de la comunidad
cientifica, confirmando la importancia de los anélisis microbiologicos y su factibilidad a la hora

de efectuarlos.

La disponibilidad no es un obstaculo para la presente investigacion ya que se utilizan métodos
gue pueden ser tan sencillos como eficientes; ademas existe disponibilidad de algunos equipos
sofisticados (como la camara de flujo laminar y un esterilizador automatico) del Laboratorio de
Investigacion dentro del Laboratorio Clinico de la Escuela Superior Politécnica de Chimborazo,
material necesario de bodega de esta misma institucion, personal tutor quien posee
conocimientos sélidos en la materia y acceso a bases de datos confiables. Algo a destacar es que
la ejecucion de la ultima parte de la identificacion fue realizada en sistemas de pruebas
maltiples en paises como Venezuela y México gracias a la gestion directa y total de nuestro
tutor quien se ha comprometido constantemente con el proyecto. Todos estos puntos aseguran la
suficiencia de recursos y confiabilidad de los resultados facilitando de manera muy positiva su

ejecucion.

Objetivos

Obijetivo General

Evaluar de la calidad microbioldgica de la leche cruda bovina que se comercializa en los

mercados populares de la ciudad de Riobamba provincia de Chimborazo.

Objetivos Especificos

- Recolectar las muestras de leche cruda bovina en los puntos de venta de los mercados San

Alfonso, Condamine y Mayorista de la ciudad de Riobamba, Provincia de Chimborazo.



Cuantificar la cantidad de bacterias aerobias heterétrofas presentes en las muestras de leche
cruda bovina de los mercados San Alfonso, Condamine y Mayorista de la ciudad de
Riobamba, Provincia de Chimborazo.

Determinar la presencia de cepas de bacterias del genero Brucella en las muestras de leche
cruda bovina de los mercados San Alfonso, Condamine y Mayorista de la ciudad de
Riobamba, Provincia de Chimborazo.

Aislar e identificar taxonomicamente las colonias bacterianas crecidas en los medios de
cultivos utilizados.

Determinar los perfiles de susceptibilidad a antibiéticos derivados de los carbapenems de las

cepas bacterianas aisladas e identificadas.



CAPITULO |

1. MARCO TEORICO

1.1 Marco filosofico o epistemoldgico de la investigacion

La investigacion se realizd por método transversal proveyendo a quien interesa evidencia
mediante la obtencion de datos cuantitativos y cualitativos a través de comparaciones de la
situacion del producto con lo que establece normativa vigente, analizando la microbiologia
patégena del mismo. (Mufioz, 2007, p. 8) Se aislan los especimenes en cuestién de las muestras y

se procede a analizarlas de acuerdo al método escogido.

Las técnicas para desarrollar el método cualitativo se realiza mediante observaciones
programadas en unos tiempos definidos (o parcialmente definidos de acuerdo a la naturaleza de
los especimenes estudiados) ademas de conjunto de pardmetros con los que se marcan
diversificaciones, después de la recoleccion y el cumplimiento del método, utilizando

numeraciones en los especimenes ya diferenciados y organizados. (Mufioz, 2007, p. 8)

Asi mismo se utilizan método cualitativos, se utiliza la observaciéon de distas en caracteres

organolépticos resultados de reacciones quimicas que son especificas de cada espécimen
(Mufioz, 2007, p. 9)

1.2 Situacion actual en la produccion de leche en el mundo

Segun la FAO (2013, http:/iwww.fao.org/) en leche bovina representa 85% de la produccién mundial
con relacion a otras especies, los paises con mayor produccion son India, USA, Brasil y China
con un 18, 12.5 y 5% respectivamente (otros paises de mayor produccién y sus porcentajes se
encuentran en el anexo C); solo en la Unién europea (28 paises) en 2013 fue de 153774.47
miles de toneladas (EUROSTAT, 2013, http://appsso.eurostat.ec.europa.eu/nui/submitViewTableAction.do).
Europa es una de las potencias en produccién lechera por la mejora genética sobre todo Holstein
y el desarrollo de tecnologias de manejo; ademas el precio medio de la leche en la Unién
Europea aumento del 17 % en enero del 2014 en relacion a enero de 2013 el més alto desde
1997 (Comisién Europea, 2014, http://appsso.eurostat.ec.europa.eu/nui/submitViewTableAction.do). En Asia

occidental y &frica existe menor produccién ya sea por motivos econémicos o culturales.



Respecto al mercado lechero se produce mayormente de manera informal, las personas prefieren
hervirla en casa debido a que el procesamiento y el envasado incrementan el costo. Por otro lado
en paises en desarrollo el procesamiento de leche genera empleo y mejora la economia, e
implementan politicas para reducir las importaciones de leche, y aumentar la produccién y
exportacion, sin embargo se enfrentan a problemas como que estos productos son altamente

perecibles lo disminuye la comercializacion internacional en un 13%. (FAO, 2015,

http://www.fao.org/agriculture/)

En América del norte la produccién per cépita es de 250 kg anual, mientras que en América
central de 100 kg anual, en Caribe de 50 kg anual y en Sur América sube a180 kg anual donde
el dato andmalo positivo seria Brasil. (FAO, 2013, http://www.fao.org/agriculture/dairy-gateway/the-dairy-
chain/markets-and-trade/es/#.VhrS1vl_Oko) En América existen paises en vias de desarrollo y
subdesarrollo lo que nos hace considerar que la tecnologia y genética no estd muy avanzada,
hace falta politicas accesibles para la produccién, ademas de capacitacion y emprendimiento, ya

gue la leche en un negocio rentable mientras existan buenas practicas en lo social y financiero.

1.3 Situacion actual en la produccion de leche en Ecuador

En Ecuador se utilizan tres tipos de produccion: Extensivos Semi-intensivos e Intensivos. El
primero se caracteriza por la falta de tecnologia en aspectos, tales como, manejo, pastos y
sanidad animal. Ademas, con bajas cargas de animales por hectareas, 0.7 Unidades Bovinas
Adultas (UBA) y producciones lacteas de 900 litros por campafia. Mientras que el segundo se
utiliza baja carga animal y poca tecnificacion, en el tercero que es muy recomendable, es un
sistema que se utiliza en bajo porcentaje, pero mayor tecnificacién. Asimismo, los principales

problemas de la produccidn bovina de leche son: Nutricionales, Sanitarios y de Manejo. (Davis et.
al., 2003, p. 48).

En los dltimos afios el desarrollo ganadero ha tenido un gran avance, ya que en Ecuador existe
politicas Agropecuarias mediante Ministerio de Agricultura, Ganaderia, Acuacultura y Pesca,
dirigidas a asociaciones de ganaderos con el fin de mejorar la calidad e inocuidad de la leche, lo
que permite el alza de precios y la desaparicion de intermediarios, con asistencia técnica
frecuente y financiamiento parcial destinados a pequefios y medianos ganaderos. (MAGAP, 2015,

http://www.agricultura.gob.ec/programas-y-servicios).

Muchos ganaderos se han beneficiado de esta politica que ha estado contribuyendo el desarrollo
de la produccion en una buena proporcidon (MAGAP, 2013, http://www.agricultura.gob.ec/programas-y-

servicios/), Sin embargo estimamos que existen distintas causas por las que los campesinos no las



gestionan, una de ellas es por desconocimiento, sobre todo en lugares en zonas rurales de poco
alcance, otro inconveniente es que les es dificil la transicion a nuevas estrategias politicas, y a

llevar asociaciones por desacuerdos frecuentes y la disponibilidad disimil entre ellos.

1.4 Situacion actual en la produccion de leche en Riobamba

Riobamba es la principal ciudad de concentracién en comercio, el producto es transportado
desde comunidades cercanas, los controles por parte de organismo regulador son pocos, y la
expensa se torna bastante desordenada y sin ningin cuidado. Consideramos que el problema

viene desde la raiz, ya que el productor puede o no estar capacitado para el manejo adecuado.

Otro problema que se puede observar es que el transporte hacia las plantas de procesamiento o
para la venta directa, no cuenta con un sistema apropiado, lo realizan en tanques de plastico,
recipientes mal higienizados. Algunas personas utilizan sustancias no permitidas para la
conservacion afectando de esta manera a los procesadores y compradores, ademas no cuentan

con un sistema de frio durante el almacenamiento, ni el transporte.

1.5 Definiciones y tipos de leche

1.5.1 Definicién bromatoldgica

La FDA (2015, http:/ivww.fda.gov) define a la leche cruda como “la secrecion limpia y fresca
obtenida por el ordefio de vacas sanas, adecuadamente criadas y alimentadas, excluyéndose
aquella secrecién obtenida 5 dias antes y 5 dias después del parto, o durante el periodo necesario

para que la leche esté libre de calostro”.

“La leche es la secrecion mamaria normal de animales lecheros obtenida mediante uno o mas
ordefios, sin ninguna ubicacién de adicion o extraccion, destinados al consumo como leche

liquida o elaboracién ulterior.” (CODEX STAN 206-19991, 2006, http://www.codexalimentarius.org/codex-

home/es/)

“Se entiende por leche cruda o “leche” sin otro calificativo al producto integro normal y fresco

obtenido del orderio ininterrumpido e higiénico de vacas sanas” (COVENIN, 903-93, p. 1)

Segun el Codigo alimentario Esparfiol (2012, http:/iwww.boe.es/diario_boe/txt.php?id=BOE-A-1967-16485),

“Se entiende por leche natural el producto integro, no alterado ni adulterado y sin calostros,



del ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de las hembras mamiferas domésticas

sanas y bien alimentadas”.

1.5.2. Definicién de la Normativa ecuatoriana

“Leche. Producto de la secrecion mamaria normal de animales bovinos lecheros sanos,
obtenida mediante uno o méas ordefios diarios, higiénicos, completos e ininterrumpidos, sin
ningln tipo de adicién o extraccion, destinada a un tratamiento posterior previo a su

consumo.” (NTE INEN 9, 2012, p. 1).

“Leche cruda. Leche que no ha sido sometida a ningln tipo de calentamiento, es decir su
temperatura no ha superado la de la leche inmediatamente después de ser extraida de la ubre

(no més de 40°C).” (NTE INEN 9:2012, p. 1).

“La calidad de la leche, como de cualquier otro producto o insumo se refiere al ajuste del
mismo a las especificaciones establecidas. Conforma tres aspecto bien definidos: composicion
fisico quimica cualidades organolépticas y cualidades microbiol6gicas todas etas establecidas
por las normativas legales vigentes.” (Vargas, 2000, Conf. 297-302)

En nuestro caso la normativa vigente a seguir es la NTE INEN 9:2012. Leche cruda requisitos,
donde detalla la calidad microbioldgica para las leche de expendio puablico.

1.5.3 Tipos de leche

La Norma Mexicana F-026 (1997, http://www.colpos.mx/bancodenormas/nmexicanas/NMX-F-
026-1997.PDF) la clasifica:

- “Leche cruda

- Leche para consumo humano
- Leche pasteurizada

- Leche ultra pasteurizada

- Leche evaporada

- Leche condensada azucarada

- Leche en polvo o deshidratada“

La Norma Técnica Ecuatoriana 12 (1973, p. 1) da los siguientes tipos de leche:
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- “Leche fresca.
- Leche homogeneizada (pasteurizada o esterilizada).
- Leche descremada o semidescremada.”

1.6 Como se produce la leche en la vaca

Las glandulas mamarias en bovinos se desarrollan durante la pubertad, durante el cual existen
cambios en la secrecion de estrogenos que son los responsables del desarrollo del sistema ductil
de las glandulas mamarias en el estro, mientras que la progesterona mas los estrogenos causan el
desarrollo alveolar. Durante la gestacion la progesterona inhibe el desarrollo funcional secretor
de las células epiteliales de los alveolos y ademas la produccién intracelular de enzimas
necesarias para la secrecion de la leche. Justo antes del parto, la produccién de prolactina
potenciada por glucocorticoides y hormona de crecimiento por parte de la hip6fisis, aumenta,
estimulando la funcién anatémica y funcional secretora. La placenta de los rumiantes produce la
somatotropina coriénica un lactégeno que incrementa la produccion en la gestacion tardia en
rumiantes que se cree que tiene mayor potencia que la prolactina. Sin embargo en vacas la
prolactina no parece ser la principal hormona de secrecion de leche més bien la hormona de

crecimiento parece estimular en mayor proporcion. (Frandson et. al., 2009, p. 450)

1.6.1 Secrecion

La células epiteliales que rodean al alveolo son responsables de la produccion de leche a partir
del torrente sanguineo, en este son transportados los &cidos grasos C16 y C18 y otros, minerales
vitaminas y agua proveniente de la alimentacion, las proteinas, acidos acético y PB-
hidroxibutirico del rumen y la lactosa del higado, ademas &cidos grasos C18 provienen también
de la grasa corporal, que serviran para la sintesis de componentes de la leche (Callejo, 2010,
http://ocw.upm.es/produccion-animal/ordeno-mecanico/Tema_1. Anatomia_y Fisiologia). Los
lipidos son sintetizados, empacados en gotitas y expulsados hacia el lumen del alveolo mientras
son cubiertos con una membrana proveniente de la membrana celular. Las células también
producen vesiculas que contienen las caseinas, se denominas micelas, donde la k-caseina
mantiene la solubilidad incluso después de ser liberada de la célula. Lactosa también es liberada
en vesiculas, creando una fuerza osmética que introduce agua desde citosol celular; todos esta
mezcla de componentes son expulsados por exocitosis. Los mecanismos pueden ser de

excrecion son merdcrinas y apdcrinos. (Frandson et. al., 2009, p. 451)
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1.6.2. Eyeccion

El amamantamiento o el ordefio son estimulos para la secrecién cisternal de leche mientras que
la oxitocina producida por el 16bulo posterior de la hipéfisis es la hormona responsable de la
contraccion de las células mioepiteliales ubicadas por encima de la red de vasos sanguineos y la
capa epitelial secretora de los alveolos para la expulsion de leche alveolar; asi mismo estimulos

externos inhibirla como el estrés pueden y como el Ilamado de la cria aumentarla. (Frandson et. al.,
2009, p. 451)

1.7 Caracteristicas fisico-quimicas de la leche cruda

La leche cruda debe tener caracteristicas especificadas por la NTE INEN 9:2012. Leche cruda.
Requisitos: “blanca opalescente o levemente amarillento, Olor suave, caracteristico, libre de
olores terceros, homogéneo, libre de cuerpos extrafios”. Otros requisitos fisicos y quimicos de

la legislacion ecuatoriana, se encuentran en el Anexo 4.

1.8 Valor nutricional de la leche cruda

Aproximadamente 80% de las proteinas de la leche consisten en caseina (asl, as2, B- y k-
caseina). (Claeys et. al., 2012, p. 254). Las moléculas de caseina son precursores de varios péptidos
bioactivos, con actividad y como vector de propiedades antimicrobianas para el calcio, zinc,
iones de cobre, hierro y fosfato en el cuerpo (Ebringer et. al., 2008, pp. 378-394). Los péptidos
bioactivos son cadenas cortas de aminoacidos que son inactivos en la proteina nativa, pero
tienen un efecto fisioldgico en el cuerpo después de la liberacion por ejemplo, enzimas de

procesamiento digestivos (Haug et. al., 2007, pp. 69-65)

Las otras proteinas de leche, suero de leche, incluyendo a-lacto albimina, B-lacto globulina,
albimina sérica, inmunoglobulinas, enzimas e inhibidores de enzimas, metal (lactoferrina) y
vitaminas, proteinas de unién, varios factores de crecimiento, péptidos de bajo peso molecular
(proteasa-peptona) y péptidos bioactivos que también tienen importantes propiedades

fisiologicas. (Claeys et. al., 2012, p. 254)

El calentamiento principalmente modifica las propiedades funcionales de proteinas de la leche
(por ejemplo emulsionante y agua, propiedades de solubilidad) pero tiene poco efecto en su
digestibilidad y propiedades nutricionales (Douglas et. al., 1981, p. 14). El amino&cido esencial méas
relevante en la leche es la lisina. S6lo se observaron pequefias pérdidas (1-4%) de la cantidad

disponible después calentar la leche (Andersson & Oste, 1995, pp .279-307). El efecto del
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calentamiento en los aminoécidos parece ser insignificante, cuando sus niveles en la leche cruda

son comparados con los tratados con leche UHT (Andersson & Oste, 1995, pp. 279-307).

En cuanto a la grasa de la leche y de los animales (la genética, la etapa de la lactancia, ruminal
fermentaciones, infecciones de la ubre) y alimentos (cereales, energia y dietética la ingesta de
proteinas, los efectos estacionales y regionales) relacionados con factores explican las

variaciones en la composicién y cantidad de acidos grasos. (Jensen, 2002, pp.295-350)

Debido al alto nivel de acidos grasos saturados, la grasa de leche a veces se asocia con obesidad
y las enfermedades cardiovasculares (ECV). Sin embargo, con base en una revision reciente de
estudios epidemioldgicos no parece haber ninguna relacién consistente entre una alta la ingesta

de productos lacteos y ECV (Astrup et. al., 2011, pp.684-685)

El &cido laurico, puede tener propiedades antivirales y antibacterianas funciones, y pueden
actuar como un anti-caries y agente anti placa. El acido estedrico no parece aumentar el
colesterol sérico concentracion, y no es aterogénico (Ebringer et. al., 2008, pp. 378-394; Haug et. al.,
2007, pp. 69-65). Ademas, la leche contiene un rico espectro de insaturado acidos grasos (por
ejemplo, omega-6 y omega-3 los acidos grasos, conjugados acido linoleico) y los componentes
funcionales importantes (por ejemplo, esfingolipidos), y es un importante medio de ciertos

nutrientes, como las vitaminas liposolubles (Ebringer et. al., 2008, pp. 378-394; Haug et. al., 2007, pp. 69-
65).

1.9 Leche cruday preferencia por el consumidor

Una revision realizada por Claeys W. et. al. (2012, p.251) es una buena base de justificacion para
el presente estudio y nos dice lo siguiente: En el contexto de la tendencia predominante hacia
productos mas naturales, parece que hay una creciente preferencia por el consumo de leche
cruda como leche cruda se asocia con varios beneficios para la salud percibidas que se cree que
ser destruidos tras el calentamiento. Sin embargo, muchos agentes patdgenos humanos pueden
aislarse a partir la leche cruda de vaca. La prevalencia de patégenos en la leche cruda de vaca
varia, pero su presencia ha demostrado en muchos estudios y las infecciones transmitidas por
los alimentos se han reportado en varias ocasiones por Campylobacter, Salmonella spp. y

patégeno humano Escherichia coli verocitotoxina productora.

En Riobamba las algunas personas prefieren el consumo de leche cruda que se la consigue
localmente en los mercados, justamente por lo que menciona este estudio acerca de sus

propiedades benéficas. Sin embargo, continla esta revision, debido a su alto valor nutricional
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junto con el pH neutro y alta actividad de agua, la leche cruda sirve como un medio de
crecimiento excelente para diferentes microorganismos, cuya multiplicacion depende
principalmente de la temperatura y sobre los microorganismos y sus productos metabdlicos de

la competencia. (Claeys W. et. al., 2012, p. 252)

1.10 Contaminacién de la leche cruda

De la misma forma como la leche es un alimento bastante completo puede ser fuentes otros
microorganismos que pueden ser perjudiciales para la salud, la FDA (2014) informa que de
acuerdo con el Centros para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC), entre 1993 y
2006 se enfermaron mas de 1500 personas en los Estados Unidos por beber leche cruda o comer
gueso elaborado con esta y que ademas que puede contener bacterias peligrosas como

Salmonella, E. coli y Listeria.

En Argentina méas del 50% de los casos de tuberculosis se debe a contagio por ganado; esta
aseveracion nos da la tentativa de que la exposicion podria enfermar de manera alarmante a la
poblacion, cuyos factores de riesgo son: la ingestion de leche o derivados crudos, la inhalacion

por via aerdgena, por contacto con animales enfermos o aerosoles producidos en la faena.
(Torres, 2008, pp.15)

Ademas Jaramillo y Yépez (2013, pp. 44-51), realizaron una determinacién de seroprevalencia y
factores de riesgo en Pastaza encontrando una prevalencia de 34% por finca y 1.0 % por animal;
el estudio de Agurto y Fernandez (2013, pp. 48-117) en un estudio de prevalencia de Brucelosis
bovina en Ingapica provincia de Cafar encontraron 0.021%. Una tesis realizada por Ayala y
Tobar (2014, p. 50), con una incidencia 1.5%, o en Carchi, Imbabura y Pichincha en 2009, se
presenté diferentes porcentajes de infeccion por Brucella abortus, la incidencia fue de 8.52 %,
0.75 % y 0.36 % respectivamente; revelan el riesgo de zoonosis preocupante en a nivel

nacional.

Los utensilios son de especial cuidado ya que estos son reservorios de bacterias que se
multiplicaran al contacto con la leche, peor aun si los utensilios envejecen ya que formaran

pequefias grietas, sitio ideal que encuentran los microorganismos para refugiarse del lavado.
(Magarifios, 2000, p. 22)
El ambiente tiene una carga microbiana muy variada que depende de las condiciones de higiene

y limpieza, por lo que puede haber contaminacion inofensiva pero que puede causar
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acidificacion. De la misma forma en el transporte y almacenamiento y expendio, los medios a la

que es sometida la leche pueden ser puntos clave en la contaminacion. (Magarifios, 2000, pp. 17-20)

Es probable su contaminacion en cualquier momento de la manipulacion, aun cuando la leche se
encuentra estéril en la ubre de la vaca, puede ocurrir incidentes sobre todo en ganado no
estabulado, como golpes, o contaminacion por contacto directo en pezones muy abiertos lo cual
le producird la inflamacion con la consiguiente infeccion, con una curva de crecimiento

relativamente lenta lo que hard invisible la contaminacion a menos que exista control rutinario.
(Magarifios, 2000, p. 21)

La contaminacién por manipulacién constituye un problema, ya que el ordefiador debe estar lo
suficientemente capacitado en higiene de produccion, y para ello debe plantearse una rutina de
ordefio e higiene personal que cada manipulador debe conocer, ademas debe usar vestimenta
adecuada y limpia, ademas el manejo del alimento animal también debe ser de manera que no
exista contacto con la leche; todo esto sumado a las condiciones de ambiente y el montaje de

equipos de manera que sean muy bien y facilmente lavados. (Magarifios, 2000, p. 22)

También debemos tomar en cuenta que manipulador no debe padecer de enfermedades
contagiosas que pueden contaminar la leche, estas pueden ser por causas ambientales o por
contagio de otros animales o personas, constituyendo un riesgo durante el periodo de incubacion
y crecimiento en enfermedades transmisibles en portadores. Si es necesario trabajar cuando se

esta enfermo se debe tomar las debidas precauciones para no contaminar el producto.

Aln con la refrigeracion existen bacterias psicréfilas que pueden acidificar la leche por lo que
perece en poco tiempo Roman et. al., (2003, p. 146-147). Este estudid lo realizo para evaluar la
calidad fisicoquimica, higiénica y sanitaria de la leche cruda almacenada en los silos
refrigerados de cuatro industrias localizadas en los estados Zulia, Trujillo y Mérida en
Venezuela encontraron que la calidad higiénica fue deficiente y se caracteriz6 por elevados

recuentos de mesofilos y psicrétrofos totales.

Los microorganismos son de una variedad espectacular, ademas los patégenos que segun la
normativa ecuatoriana y mundial no deben existir en leche cruda de consumo (ni en ninguna

otra leche de consumo), algunos son:

- Bacterias termdfilas (Staphylococcus toxigenos)
- Bacterias acidificantes (fermentos lacteos)

- Bacterias Coliformes (productoras de mal gusto y olor) (Flores et. al., 2010, p. 81)
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- Bacterias patdgenas para humanos que pueden estar presentes en la leche cruda de vaca

Existe diversidad de patogenos en leche cruda de vaca, alguno los presentamos en el Anexo A.

Infecciones por Salmonella spp., Campylobacter spp, Escherichia. coli O157: H7, y Listeria
monocytogenes, asi como las intoxicaciones por Staphylococcus aureus se identifican con
mayor frecuencia como la causa de los brotes humanos debido al consumo de leche cruda o

productos hechos de los mismos (Barrett, 1986, pp. 266-269; Oliver, et. al., 2009, pp. 793-806).

Considerando solo la leche cruda en el consumo como la fuente de un brote humano,
basicamente tres microorganismos son frecuentes: Campylobacter spp., Salmonella spp. y
Escherichia coli (Griffiths, 2010, pp. 36-39; Oliver et. al., 2005, pp. 115-129; Vogt et. al., 1990, p. 229). Para
Listeria monocytogenes se han reportados, en relacion con el consumo de leche cruda de vaca,

diversos casos en diferentes partes del mundo (Claeys W. et. al., 2012, p. 252).

En cuanto al impacto en la salud publica, el desarrollo de una enfermedad después de consumir
leche cruda contaminada depende una serie de factores, tales como la patogenicidad y nimero
del microorganismo ingerido, la dosis a la que un ser humano se infecta, y la inmunidad del
consumidor (D'Aoust, 1989 et. al. 2011, pp. 903-905). La presencia de patdégenos transmitidos por los
alimentos en la leche segun una revision de Oliver S. et. al. (2005, pp. 115-129), y ya que los

brotes han sido relacionados con el consumo de leche no pasteurizada, se debe a varias razones:

- Defensores del consumo de leche cruda

- Consumo cruda por una fraccion significativa de la poblacion a través de sus derivados

- Microorganismos patégenos mediante leche cruda contaminada en plantas de procesamiento
de alimentos lacteos, creando resistencia de estos microorganismos.

- La pasteurizacion o pasteurizacion ineficiente no es suficientemente eficaz para eliminar

todos los patdgenos transmitidos por la leche.

Es asi que, los agentes patdgenos como Listeria monocytogenes puede sobrevivir y prosperar en
la post-pasteurizacion el procesamiento de los entornos, lo que conduce a una nueva
contaminacion de los productos lacteos. Estas vias suponen un riesgo para los consumidores de
la exposicion directa a los patdgenos transmitidos por los alimentos presentes en los productos
lacteos sin pasteurizar, asi como los productos lacteos productos que vuelvan a contaminarse

después de la pasteurizacion.
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1.11 Efecto del calentamiento de la leche en los patégenos que pueden encontrarse en la

leche cruda de vaca

El riesgo que representa el consumo de leche cruda se reduce considerablemente incluso hasta
se elimina mediante un tratamiento térmico. Sobre la base de la condiciones de temperatura y
tiempo aplicados, diferentes tratamientos de calor puede distinguirse, como termizacion,
pasteurizacion vy esterilizacién, incluyendo UHT (ultra alta temperatura) y el ISI (innovador
inyeccion de vapor) de tratamiento, destinado a diferentes dianas microbianas y resultando en

una vida Util diferente de la leche. (Claeys et. al., 2012, pp. 253-254)

Un pre-tratamiento s6lo para extender la vida (til de la leche enfriada es la termizacién (57-68
°C/15-20 segundos), sin embargo reduce de la microbiota vegetativa (por ejemplo, Micrococcus,
Coliformes, Pseudomonas, Flavobacterium, Enterobacter, Aeromonas, Alcaligenes, etc.) (Claeys
et. al., 2012, p. 254), pero no garantiza la inactivacion de todos los patégenos. Ahora bien, una
pasteurizacion correcta (por ejemplo 71-74 °C / 15-40 segundos para HTST) elimina todos
microorganismos vegetativos presentes en la leche, incluyendo patégenos como Escherichia
coli, Salmonella spp., L. monocytogenes, Y. enterocolitica, C. jejuni/coli, la produccion de
enterotoxina S. aureus y Clostridium botulinum vegetativo. (Claeys et. al., 2012, p. 254), pero no las
enterotoxinas resistentes al calor de Staphylococcus aureus, la toxina botulinica, y las toxinas
emético de Bacillus cereus, lo mas aceptable seria manejar calidad en la produccién, de manera

que se evite la contaminacion de este tipo.
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CAPITULO 11

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 Muestreo

Las muestras fueron tomadas de la poblacidn total de mercados populares en Riobamba donde
existen puestos de venta de leche cruda. En un termo con hielo se transportaron en recipientes
estériles y cerrados lo mas herméticamente posible una pequefia cantidad de leche de cada uno
de los puntos de venta de dichos mercados, y de acuerdo a la variacion de la expensa en un
intervalo de tiempo de 9:00 hasta las 11:00 horas, tiempo estimado para encontrar el total o
mayor namero de vendedores de leche cruda y hasta las 12:00 para trasladar las muestras al

laboratorio.

2.2 Cultivo y cuantificacion

Se utiliz6 el método de agotamiento en medio selectivo Farrell, dejando temperar las muestras a
luego se sembré leche directamente con un asa calibrada a 0.5ul y se dej6é 24 horas a 35°C,
(Farrell y Robinson, 1972, pp. 11-15), se dejo madurar las colonias por 48 horas mas a esta misma
temperatura. Se cuantifico la cantidad bacterias aerobias heterotrofas presentes en cada muestra

cultivada

2.3 Aislamiento y purificacion

Se utiliz6 el método de siembra por estria en placa en agar Mueller Hinton, aislamiento
propiamente dicho y observacién segin Tortora (2007, pp. 69-70) con un asa calibrada de 0.5,
separando las colonias fisicamente distintas (tamafio, forma, color, entre otros), se corrobord

con la prueba Gram,

2.4. ldentificacion.

2.4.1 Observacién de la morfologia de las bacterias encontradas

En un portaobjeto se emulsiond una pequefia cantidad de colonias con solucién salina 85% y se

observo al microscopio 6éptico a lente 10X. La coloracion rosada se tomé como Gran negativos

y la coloracidn violeta como Gram positivos. (Tortora, 2007, pp. 69-70)
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2.4.2 Produccién de catalasa

En un portaobjeto con 1 gota de peroxido de hidrdgeno se emulsioné una colonia, el burbujeo se

tomé como positivo. (MacFaddin, 2003, p. 73)

2.4.3 Produccién de oxidasa

Se tomd una tira reactiva marca Merck y se colocé una colonia, la coloracién violeta intenso se

tomé como positivo. (MacFaddin, 2003, p. 344)

2.4.4 Oxidacién/ Fermentacion (O/F) por cultivo Hugh-Leifson

Se prepard el medio de Hugh-Leifson y se inoculd una colonia en el medio bajo condiciones
aerobias y anaerobias para ello se inoculdé dos tubos; las condiciones anaerobias se dieron
cubriendo uno de los tubos con parafina esterilizada y luego tapado,se incubo por 24 horas a

35°C, (MacFaddin, 2003, p. 354)

Si la coloracién fue amarilla en el tubo abierto (sin parafina), se tom6 como Oxidacién. Se
Report6 como O. Si la coloracion fue amarilla o amarilla con presencia en ambos tubos, se tomo
como Fermentacion. Se Reporté como F. Si no hubo cambio en el color se tom6é como “Ni
oxidacion ni fermentacion” Se reporté NR. Si la coloracién fue amarilla con presencia de gas en

el tubo abierto y en el tubo sellado, se tomé como Oxidacién y Fermentacion. Se Reportd O/F.
(MacFaddin, 2003, p. 359)

La presencia de gas se reportd como una prueba mas en la Tabla 8-3. Para movilidad el
crecimiento en forma de turbidez fuera de la zona de siembra se tom6 como positivo. (MacFaddin,
2003, p. 306)

2.4.5 Pruebas bioquimicas preliminares

Se prepararon pruebas bioquimicas como son glucosa, citrato, urea y movilidad, se inocularon
colonias y se incubaron por 48 horas a 35°C. Se consideré como positivo el cambio de

coloracién a saber: citrato a azul, urea a amarillo. (MacFaddin, 2003, pp. 92-397)
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2.4.6 Hidrolisis de gelatina

Se prepar6 agar gelatina, se inoculd colonias y se incubd por 6 dias a 35 °C a estas condiciones
la colonia crecio lo suficiente, luego se cubriéd esta colonia con una solucion de cloruro

mercUrico (MacFaddin, 2003, p.160) cuya preparacion se indica a continuacion;

Mezclar 12g de cloruro mercuarico en 80 mL de agua destilada y afiadir lentamente 16 mL de

acido clorhidrico concentrado. (MacFaddin, 2003, p. 160)

2.4.7 Hidrolisis de almidén

Se prepar6 agar almidon, se inocul6 colonias y se incubé por 6 dias a 35 °C a estas condiciones
la colonia crecié lo suficiente, luego se cubri6 esta colonia con una yodo, la formacion de un

halo transparente (sin formacion del complejo azul) se tomd como positivo. (MacFaddin, 2003,
p.358)

2.4.8 Sistemas de pruebas multiples API

Para la determinacion de género y especie segun la metodologia de MacFaddin (2003, p.433), para
esta prueba los microorganismos fueron inoculados en agares de transporte para ser analizadas
en Venezuela y México por el PhD Félix Andueza. Para el género Brucela se utilizd sistema
API20E-V4.0=021100411 con identidad de 92%.

2.4.9 Resistencia a derivados de los carbpenems

Se inocul6 las bacterias en agar Mueller Hinton mediante isopado completo y se colocé discos
de antibiéticos de meropenem e imipenem (antibiéticos), Se incubd a 35°C por 24 horas. (Cona,
2002, pp. S77-S79). Todas las pruebas se realizaron con bacterias de 24 horas de crecimiento.

2.5 Otros datos

Se utilizé para el efecto una camara de flujo laminar marca NUAIRE Class Il type B3, estufa
MEMMERT vy un esterilizador automatico TUTTNAUER 2340MK, microscopio OLIMPUS

C3C31 del Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciencias, Escuela Superior Politécnica de

Chimborazo.
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Se usara la normativa ecuatoriana que se detalla en la justificacion para leche cruda en la que

declara la ausencia de microorganismos patdgenos. (NTE INEN 9, 2012, p. 1)
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CAPITULO Il

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISIS DE RESULTADOS

3.1 Analisis, interpretacion y discusion de resultados

Si observamos con atencion la Tabla 1-3 podemos observar que el crecimiento bacteriano
obtenido en el muestreo 1 (Grafico 1-3) fue en la totalidad de las muestras, mientras que el en el
muestreo 2 (Grafico 2-3) la cantidad de colonias para 3 muestras fue de cero, se estimama que
estos cambios bruscos se deben a que hubo contaminacién que pudo provenir de sustancias
afladidas como agua (Sinton,2010, pp. 346), 0 de cantaras 0 manos que no se lavaron
adecuadamente, asi como cualquier tipo de mala practica durante la cadena de poduccion, asi
como también bacterias causantes de la mastitis y de la piel provenientes de los animales.
(Magarifios, 2000, p. 17) se puede resaltar también que la cantidad de bacterias de San Alfonso
(Tabla 1-3) se mantiene relativamente invariable a excepcion de Puesto 2, lo que podria

descartar la contaminacion durante el transporte, la siembra y la incubacion.

La Norma NTE INEN 9. Leche cruda. Requisitos establece que la leche cruda debe cumplir con
un recuento de microorganismos aerdbios mesofilos no mayor a 1,5 x 10° UFC/mL, y el
recuento obtenido en el presente trabajo llega a un valor de méaximo 3,60x10°> UFC/mL; sin
embargo, esta misma norma declara que la leche cruda para consumo debe tener ausencia de
bacterias patogenas, es asi que en las muestras analizadas se encontraron también bacterias
patdgenas, por lo que en primera instancia se tendria que afirmar que la leche cruda de los

mercados populares no cumple con este requisito.

Tabla 1-3: Cuantificacion de bacterias aerobias heterétrofas y su porcentaje por muestreo y

total
MUESTREO 1
PORCENTAJE | PORCENTAIJE
PUESTO DE Cant RELACION RELACION AL
VENTA CODIGO | UFC/0.5uL | bacterias/mL | MUESTREO 1 TOTAL

San Alfonso1 |[SAl 180 3,60E+05 20,95 15,96
Mayorista M 170 3,40E+05 19,79 15,07
San Alfonso 3 | SA3 153 3,06E+05 17,81 13,56
San Alfonso 2 | SA2 143 2,86E+05 16,65 12,68
Condamine 1 C1 80 1,60E+05 9,31 7,09
Condamine 2 C2 75 1,50E+05 8,73 6,65
San Alfonso 4 |SA4 58 1,16E+05 6,75 5,14
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MUESTREO 2
PORCENTAJE PORCEI\!TAJE
PUESTO DE ) Cant RELACION RELACION AL
VENTA CODIGO | UFC/0.5pL | bacterias/mL | MUESTREO 2 TOTAL
San Alfonso 4 |SA4 130 2,60E+05 48,33 11,52
San Alfonso 3 | SA3 98 1,96E+05 36,43 8,69
Condamine 1 C1 40 8,00E+04 14,87 3,55
San Alfonso 5 | SA5 1 2,00E+03 0,37 0,09
Condamine 2 Cc2 0 0 0,00 0,00
San Alfonso 2 | SA2 0 0 0,00 0,00
Mayorista M 0 0 0,00 0,00
TOTAL
BACTERIAS 1128
Realizado por: Lourdes Abad, 2015
CUANTIFICACION DE BACTERIAS AEROBIAS
HETEROTROFAS Y SU PORCENTAJE POR
MUESTREO Y TOTAL- MUESTREO 1
200,00
PORCENTAIE
/0 RELACION
143 MUESTREO 1
100,00 M PORCENTAJE
\% RELACION AL
cg TOTAL
20,9519,797,8196 65 —o— UFC/0.5uL
15,0645,0%42 5612 68708 6687514
0,00
SA1 M SA3 SA2 C1 C2 SA4

Graéfico 1-3: Cuantificacion de bacterias aerobias heterétrofas y su

porcentaje por muestreo y total-Muetreo 1
Realizado por: Lourdes Abad, 2015

CUANTIFICACION DE BACTERIAS AEROBIAS HETEROTROFAS
Y SU PORCENTAJE POR MUESTREO Y TOTAL- MUESTREO 2

150,00 130 PORCENTAJE
RELACION MUESTREO
100,00 98 2
48,33% 43 mm CODIGO
50,00 10
11,52 8,69143% 0705
0,00 -

SA4 SA3 C1 SA5 (2 SA2 M =4=UFC/0.5pL

Gréfico 2-3: Cuantificacion de bacterias aerobias heterdtrofas y su porcentaje

por muestreo y total-Muetreo 2
Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Robinson (2002, pp. 110-112), explica que la leche puede ser facilmente contaminada con bacterias

Gram negativas sobre todo de la familia Enterobacteriaceae, 0 Pseudomonadaceae, asi como
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otras bacteria como las del género Bacillus ssp., Aeromonas spp., por esto es importante
exponer la cantidad de bacterias Gram negativas con relacion a las Gram positivas, que es un
indicativo preliminar de que se tiene bacterias patogenas, lo que es bastante significativo en el
presente trabajo ya que 84,38% de las bacterias es Gram Negativa (Tabla 2-3) con relacion al
total de muestreos.

Tabla 2-3: Cantidad de bacterias Gram positivas y Gram negativas,
porcentaje por muestreo y total

PORCENTAJE
GRAM GRAM TOTAL | GRAN NEGATIVOS
MUESTREO |POSITIVOS | NEGATIVOS | MUESTRAS| POR MUESTREO

MUESTREO 1 2 16 18 88,89
MUESTREO 2 3 11 14 73,33
TOTAL 5 27 32
PORCENTAJE
MUESTREO 9,38 34,38
PORCENTAIJE
TOTAL 15,63 84,38

Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Por otro lado, las bacterias Gram negativas frecuentemente producen efectos fisiopatol6gicos,
debido a que en la membrana externa de su pared celular tienen en su composicion
lipopolisacéridos (LPS) también denominados endotoxina bacteriana que desencadenan
respuesta inmune dandoles la capacidad patogénica (Mollinedo y Gonzalez, 2014, pp. 2609-2613;
Hernandez, 2002, et. al., 2014, p. 63), por esto es que Gram es una prueba preliminar muy util en el

aislamiento e identificacion final de microorganismos (Hernandez, 2002, et. al., 2014, p. 63).

La prueba Gram también nos sirve como base para la aplicacion de pruebas bioquimicas de
sistemas multiples APl (MacFaddin, 2003, p. 92, 397) que es lo que se utilizd en este trabajo como
una de las pruebas de identificacién preliminar y que ademas no ha podido ser sustituida por
ninguna otra; varios estudios se han hecho como el de Gregersen (1978, pp. 123-127), mediante
KOH 3% que provoca lisis en las gran negativas haciendo gue su suspension se vuelva viscosa.
Por esto podemos decir que la prueba Gram es de gran importancia para un estudio
microbioldgico.
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Grafico 3-3: Porcentaje de bacterias Gram negativas

aisladas con relacion a las Gram positivas.
Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Analizados los resultados que se reportan en la Tabla 3-3 se concluye de manera inmediata que
todas las leches recolectadas fueron consideradas de mala calidad microbiolégica, aislandose en
un 21.74% de bacterias patdgenas como fue el caso de Brucella spp con relacién a las muestras
en total (Tabla 4-3), cuyas pruebas bioquimicas fueron confirmadas segin James et. al. (1994, p.
96). Este género bacteriano se encontr6 en mayor porcentaje en el segundo muestreo (27.27%),
de las cuales un 17.75% fueron del mercado san Alfonzo, y 15.38% de Condamine (Tabla 6-3)
esto con relacion al resto de bacterias, sin embargo debemos tomar en cuenta que el nimero de
muestras en San Alfonzo es 4, en la Condamine 2 y en el Mayorista 1 (Tabla 5-3) para los dos
muestreos; entonces se estima que la cantidad de cepas de Brucella spp. esta homogéneamente
distribuida en todos los mercados, y que probablemente provienen del ganado de la provincia de
Chimborazo infectado con Brucelosis (Euridice, 1995, p. 359), con porcentajes de por muestreo
16.67% y 27.27% de para el Muestreo 1y 2 (Tabla 3-3) respectivamente un porcentaje muy alto

con relacidn al estudio hecho en ganado vacunado, por Euridice (1995, p. 361)

De la misma manera, si observamos la Tabla 3-3, se presenta en mayor porcentaje Aeromonas
hidréfila otra bacteria patégena causante de gastroenteritis (17.39%), por el lavado de
cantaras con agua contaminada y que ademas no fueron bien higienizadas o bien hubo
contaminacién con personas infectadas (Li et. al., 2011, p. 160; Ghazi, 2011, p. 72), asi mismo se
hallaron algunas Enterobacterias como Serratia plymuthica (4.35%), Enterobacter sakazakii
cuya identificacion fue confirmada por su tipico pigmento amarillo (Holt et. al., 1994, p. 601),
Escherichia coli (4.35%), y bacterias del género Bacillus (27.27%), todas ellas bacterias
patdégenas oportunistas, posiblemente provenientes de adulterado con agua no tratada (Del Pilar et.

al., 2005, p. 70) 0 las manos del ordefiador(Euridice, 1995, p. 361),

Otras bacterias encontradas fueron Burkodelia cepacia (4.35%)bacteria que ha sido sefialada

como agente de mastitis por traumatismos o infecciones por falta de sanitizacion de las vacas
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(Govan y Deretic, 1996, pp. 569-563), Pseudomona aeruginosa de tierra o hierbas contaminadas en
contacto con la leche por ordefio manual y en potreros (Ute et. al., 1997, pp. 386-404) Y
Staphylococcus warneri (4.35%) por posible contaminacion de origen humano (Kamath et. al.,
1992, p. 261); esto se explica debido a que en la region la produccion puede no realizarse buenas
practicas de ordefio, mal manejo de la cria, y falta de implementacion cadena de frio durante la
cadena lactea. (Euridice, 1995, p. 361)

Tabla 3-3: Cantidad de bacterias por género-especie y su porcentaje por muestreo y total

Realizado por: Lourdes Abad, 2015

En el Gréafico 4-3, se puede notar el aumento marcado durante de muestreo 1 a 2 en los
porcentajes de Brucella spp., Aeromonas hidréfila y Bacillus spp. es decir la situacion del
consumo de la leche analizada es grave, ya que las 2 primeras bacterias justamente son las mas
patdgenas encontradas, sobre todo Brucella spp., cuya especie Brucella abortus causa una de las
zoonosis mas importantes a nivel mundial (Corbel, 1997, p. 213) este resultado es superior al del
estudio realizado por Ayala y Tobar (2011, p. 50) en Tulcan provincia del Carchi. La otra bacteria,
Aeromonas que es de origen humano, si personas que gustan de leche cruda o no hervida lo

suficiente la toman, podrian contagiarse con enfermedades causadas por esta. (Li et. al., 2011, p.
160)
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Nro DE BACTERIAS POR PORCENTAJE POR
MUESTREO MUESTREO
MUESTREO | MUESTREO| Nro | MUESTREO | MUESTREO | PORCENTAJE
BACTERIA 1 2 TOTAL 1 2 TOTAL

Aeromonas
hidrophila
Grupo 1 3 1 4 25,00 9,09 17,39
Brucella spp. 2 3 5 16,67 27,27 21,74
Bacillus spp. 2 3 5 16,67 27,27 21,74
Enterobacter
sakazakii 1 2 3 8,33 18,18 13,04
Pseudomonas
aeruginosa 1 0 1 8,33 0,00 4,35
Escherichia
coli 1 0 1 8,33 0,00 4,35
Stapyilococcus
warneri 1 0 1 8,33 0,00 4,35
Cryseomonas
luteola 1 0 1 8,33 0,00 4,35
Burkholderia
cepacia 0 1 1 0,00 9,09 4,35
Serratia
plymuthica 0 1 1 0,00 9,09 4,35
NPI 6 3 9 50,00 27,27 39,13
TOTAL




Todo esto podria hacer que varien de manera negativa las incidencias y prevalencias de estas
ETAs en la region. Por lo que se puede afirmar que la leche no es apta para consumo humano.

CANTIDAD DE BACTERIAS POR GENERO-ESPECIE Y SU
3PO
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Gréfico 4-3: Cantidad de bacterias por género-especie y su porcentaje por muestreo y Total
Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Tabla 4-3: Cantidad de bacterias género Brucella y su porcentaje por muestreo y total
con relacion al resto de bacterias.

MUESTREO Brucella spp. "OTRAS"
Nro POR
MUESTREO MUESTREO 1 2 10
MUESTREO 2 3 8
16,67
27,27
21,74
No TOTAL 5

Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Tabla 5-3: Cantidad de cepas de Brucella spp. con relacion al nimero de cepas aisladas
por muestreo en cada mercado y su porcentaje .

CANTIDAD
CEPAS Nro Nro PORCENTAJE
BRUCELLA | MUESTRAS | PUESTOS POR
LUGAR SPP. AISLADAS | DE VENTA MERCADO
SAN
ALFONZO S 17 4 17,65
CONDAMINE 2 13 2 15,38
MAYORISTA 0 2 1 0,00
TOTAL 5 32 7
Realizado por: Lourdes Abad, 2015
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Tabla 6-3: Genero-especies identificados en cada muestra aislada.

MUESTREO 1
Nro | CODIGO GENERO-ESPECIE
1 MA NPI
2 MB Enterobacter sakazakii
3 ClA NPI
4 C1B NPI
5 C2A Pseudomonas aeruginosa
6 SALA Brucella spp.
7 C2B Aeromona hidrophila Grupo 1
8 SA1C NPI
9 SA2A Brucella spp.
10 |SA2B Aeromonas hidrophila/caviae
11 |SA4A NPI
12 |SA4B Escherichia coli
13 |SA1B NPI
14 |SA3B Staphilococcus warneri
15 |ClCg Aeromonas hidrophila/caviae
16 |ClCp Cryseomonas luteola
17 |SA3C Bacillus spp.
18 |SA3A Bacillus spp.

MUESTREO 2

Nro | CODIGO GENERO-ESPECIE
1 |[C1A Enterobacter sakazakii
2 |C1B Bacillus spp.
3 [SA3A Enterobacter sakazakii
4 |SA3B Burkholderia cepacia
5 |[SA3C NPI
6 |SAbg Serratia plymuthica
8 |SA4A1A |Brucella spp.
9 [SA4A1Bg|Aeromona hidrophila Grupo 1
10 | SA4A1Bp | Bacillus spp.
11 [C2B1A [Bacillus spp.
12 |C2B1B |NPI
13 |C2CAl1 |Brucellaspp.
14 |C2CA2 |NPI
15 |C2CB Brucella spp.

Realizado por: Lourdes Abad, 2015
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Gréfico 5-3: Porcentaje de Brucella spp. por muestra aislada
Realizado por: Lourdes Abad, 2015

Otros de los andlisis realizados fue determinar algunos perfiles de susceptibilidad antimicrobiana.
La prueba de resistencia a meropenem e imipenem di6 resultados satisfactorios ya que las
bacterias encontradas en su mayoria fueron sensibles en un 100% a meropenem, y en 93,75 a
imipenem (Gréafico 7-3, Tabla 8-3), las bacterias resistentes a imipenem (tabla nro. 8) no se
pudieron identificar sin embargo son bacilos Gram negativos provenientes del Puesto 1 de la
Condamine, por lo que podemos decir que podrian tratarse de Pseudomona spp. (Patel et. al., 2015,
pp.18-32; Hernéndez et. al., 2014, p.63), Familia Enterobacteriaceae y género Acitenobacter.(Patel et. al.,
2015, pp.18-32), sin embargo Pseudomona aeruginosa fue encontrada sensible a imipenem ya que

no produce mecanismos de resistencia con halos de inhibicion de 28 a 32 mm. (Cejas et. al., 2008,

p.242)
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PORCENTAJE DE SENSIBILIDAD A MEROPENEM E IMIPENEM
CON RESPECTO AL TOTAL DE MUESTRAS AISLADAS
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Grafico 7-3: Porcentajes de sensibilidad a meropenem e imipenem

con respecto al total de muestras aisladas

Realizado por: Lourdes Abad, 2015
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Tabla Nro 8-3: Caracteristicas culturales, fisiolégicas y bioquimicas de las cepas aisladas
MUESTREO 1 PRUEBAS PRELIMINARES PRUEBAS BIOQUIMICAS RESISTENCIA
Nro | CODIGO | GRAM | CATALASA | OXIDASA | OfF CITRATO | UREA | MOVILIDAD | INDOL | GAS | GELTINA | ALMIDON | IMIPENEM | MEROPENEM

1 MA B(-) + - O/F - + + + + + - S S

2 MB B(-) + - O/F + - + - + - + S S

3 C1A B(-) + - O/F - + + - + - + R S

4 C1B B() + - O/F + + + - + - + R S

5 C2A B(-) + + O/F - + + - - - + S S

6 SALA B(-) + + (¢} - + - - - - - S S

7 C2B B(-) + + O/F = + - = = = - S S

8 SAILC B(-) + + F = + + - - + - S S

9 SA2A B(-) + + (0] - + - - - - S S

10 SA2B B(-) + + O/F + + + - + - + S S

11 SA4A B(-) + + F - - + - - - - S S

12 |SA4B B(-) + - O/F - = + + * - S S

13 |SAIB B() + + F - + + - + + - S S

14 SA3B C(+) - - N/A N/A N/A N/A N/A = = = S S

15 ClCg B(-) + + O/F + + + - + - + S S

16 ClCp B(-) + - O/F + + + - - + - S S

17 SA3C B(-) + - NR - + + = = + - S S

18 | SA3A B(+) + = N/A N/A N/A N/A N/A + = - S S
MUESTREO 2 PRUEBAS PRELIMINARE PRUEBAS BIOQUIMICAS RESISTENCIA

1 [c1A B() + = O/F + = + - + = = S S

2 |CiB B(+) + + N/A N/A N/A N/A N/A - + - S S

3 |SA3A B(-) i i O/F - - - - - - - 8 8

4 |SA3B B(-) + + 0 + + + - = + 2 S S

5 | SA3C B(-) + + (¢} + + + - - + - S S

6 |SA5 B() + = O/F - = + = = = = S S

8 |SA4AIA B(-) + + 0 - + = = = = - S S

9 |SA4A1Bg B(-) + + O/F = + = = = = S S

10 | SA4A1Bp B(+) + + N/A N/A N/A N/A N/A = = = S S

11 | C2B1A B(+) - + N/A N/A N/A N/A N/A - - = S S

12 | C2B1B B(-) - + 0 + + - - - + + S S

13 | C2CA1 B(-) + + 0 - + = = = - S S

14 | C2CA2 B(-) - + 0 - - + - - + + S S

15 | C2CB B(-) + + 0 - + - - - - - S S

Realizado por: Lourdes Abad, 2015
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CONCLUSIONES

La leche cruda analizada no cumple con la Norma Técnica Ecuatoriana 9. Leche cruda
.Requisitos. ya que la presencia de bacterias patdgenas nos sugiere calidad sanitaria deficiente,
constituyendo un riesgo para la salud del consumidor.

En la leche cruda de los mercados populares de Riobamba existe una cantidad muy alta de
cepas del género Brucella por lo que se podria afirmar que la incidencia y prevalencia en
ganado bovino en la provincia de Chimborazo es también alta, y que estan en peligro de
contagio no solo el consumidor de la leche cruda vendida sino también el manipulador de este

ganado.

La cantidad de bacterias patogenas encontradas en el presente trabajo, es alta por lo que se
concluye que la leche cruda de los mercados populares de Riobamba tiene una calidad sanitaria
deficiente, ademas existe poco o nulo uso de Buenas précticas a lo largo de la cadena

agroalimentaria de la leche expendida, constituyendo un grave problema de salud publica.

Es necesario el control y mejoramiento de sistemas de produccién, transporte y almacenamiento
de leche cruda a la venta, mediante capacitaciones y seguimiento durante toda la cadena lactea,

implementados tanto las autoridades como el organismo regulador competente.

La mayoria de cepas aisladas fueron susceptibles a antibi6ticos derivados de lo carbapenemes,
meropenem e imipenem, los casos resistentes encontrados fueron cepas aisladas del mercado La
Condamine; se estima que se trata de algunas bacterias del género Pseudomona, Familia

Enterobacteriaceae o género Acitenobacter.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar muestreo durante toda cadena l&ctea, de manera que se encuentre los
lugares de mayor contaminacion por Brucella spp., 0 abarcando la mayor poblacion posible, en
el que se dé una vision clara de la calidad microbioldgica de la leche en la provincia, tomando
este estudio como base; ademéas se podria realizar un estudio incidencia y prevalencia de
brucelosis en la region, de manera que se relacione con la cantidad de patdgenos encontrados y
la enfermedades transmitidas por alimentos para encontrar si las personas desarrollaron

inmunidad a tales bacterias patdgenas..

Es necesario que se socialice de este proyecto, para que mediante los resultados que se
obtuvieron en el presente trabajo, y buscando apoyo y financiacion de autoridades sanitarias
locales, desplegar posibles soluciones. Una solucion al problema es asociar a los productores,
capacitarlos y vincularlos con la empresa lactea, de manera se produzca leche de calidad para

luego ser pasteurizada, y vendida de manera inocua.

Se deben realizar capacitaciones generalizadas en buenas practicas de manejo manipulacion
produccion venta y almacenamiento a productores vendedores y consumidores de manera que se
asegure el tratamiento adecuado de la leche desde la produccién hasta el consumo, asi como el
acondicionamiento inmediato de las instalaciones de manera técnica para el almacenamiento y
venta de productos alimenticios en los mercados populares de Riobamba, todo esto por parte de

un profesional en el &rea.
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ANEXOS

Anexo A. Lista de los microorganismos patdgenos humanos potencialmente presentes en la

leche cruda de vaca y de las fuentes de contaminacion.
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Fuente: Claeys W. et. al., 2012, p.253, Disponible en:

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671351200535X



Anexo B. Evaluacion del riesgo microbiano relativo asociado con el consumo de leche cruda.
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Fuente: Claeys W. et. al., 2012, p.253.

http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S095671351200535X



Anexo C. 10 paises con mayor produccion en el mundo. Tomado de FAO (2013)

TOP 10 MILKR PRODUCERS (2013)

|

These countries produce almost 60% of the world production
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Anexo D. Requisitos fisicoquimicos de la leche cruda. Tomado de Norma técnica ecuatoriana
9. Leche cruda. Requisitos

REQUISITOS UNIDAD MIN. MAX. METODO DE ENSAYO
Densidad relativa: NTE INEM 11
a15°C - 1,029 1,033
A 20 °C 1.028 1.032
PMateria grasa %% (fraccion 3.0 - NTE INEM 12
de masa)
cidez titulable como acido lactico % (fraccion 0,13 017 NTE INEN 13
de masa)
[Solidos totales %o (fraccion 11,2 - NTE INEN 14
de masa)
[Sdlidos no grasos % (fraccion 82 - =
de masa)
Cenizas % (fraccion 0.65 - NTE INEN 14
de masa)
Punto de congelacion °C -0,536 -0,512 NTE INEM 15
punto crioscopico) ¥ °H -0.555 -0.530
Proteinas %% (fraccion 29 - NTE INEM 16
de masa)
Ensayo de reductasa (azul de metileno)*** h 3 - NTE INEN 018
[Reaccion de estabilidad proteica (prueba Para leche destinada a pateurizacion: No se coagulara NTE INEN 1500
de alcohol)

jpor la adicion de un volumen igual de alcohol neutro de
58 2. en peso o 75 2 en volumen: y para la leche
destinada a ultrapasteurizacion: No se coagulara por la
ladicion de un volumen igual de alcohol neutro de 71 %%
len peso o 78 2% en velumen

Presencia de conservantes’’ - MNegativo MNTE INEN 1500
Presencia de neutralizantes” - Negativo NTE INEN_ 1500
Presencia de adulterantes” - MNegativo MNTE INEMN 1500
Grasas vegetales - MNegativo NTE INEN 1500
Suero de Leche - Negativo NTE INEN 2401
Prueba de Brucelosis - MNegativo Prueba de anillc PAL (Ring
[Test)
RESIDUOS DE MEDICAMENTOS ug/ - MAL, establecidos |Los establecidos en el
VETERINARIOS len el CODEX lcompendio de métodos de
Ilimentarius analisis identificados como
ICAC/MRAL 2 idonecs para  respaldar  los
LMR del codex®




Anexo E. Fotografias de la prueba Gram en las muestras aisladas

Muestreo 1

SA2B

SA4A C1Cg

SA4B
SA1B



Muestreo 2

Cl1A CliB SA3A SA3B

SA4A1A SA4A1Bg SA4A1Bp

SA5g



Anexo F. Fotografias de las dos cepas resistentes a imipenem

La Condamine Puesto 1

La Condamine Puesto 2

Anexo G. Fotografias de pruebas O/F, medio Hugh y Leifson




Anexo H. Fotografias de la prueba hidrolisis de gelatina




Anexo . Fotografias de la prueba hidrolisis de almidon




