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Palabras claves: Resumen

Leche; analisis Introduccion. La leche cruda es una fuente de alimento y existe
microbioldgico: la posibilidad de contaminaciéon por microorganismos al ser
Normas de Calidad ordefiada de manera manual. Sin embargo, puede contener
de los Alimentos; bacterias como Staphylococcus aureus, coliformes totales y
inocuidad de los Escherichia coli que son responsables de causar numerosas
Alimentos; enfermedades transmitidas por los alimentos. Objetivo.
indicadores de Identificar Staphylococcus aureus, Escherichia coli y
contaminacion. Coliformes totales mediante el empleo de placas de Compact

Dry X-SA 'y EC a partir de muestras de leche cruda expedida en
Tarqui-Ecuador. Metodologia. Estudio de corte transversal y
observacional descriptivo. EI universo de estudio lo conformara
la leche cruda expedida en Tarqui- Ecuador. Se realizara un
muestreo de tipo no probabilistico por conveniencia, para la
obtencion de 20 muestras de leche cruda. Resultados. En las
muestras de leche cruda se presenta un 50% de coliformes en
dilucion 1:100 y 1:1000. Por otro lado, E. coli representa un 15%
de las 20 muestras analizadas. Asi mismo, S. aureus supera los
limites establecidos registrando un 70% en 1:100 y el 25% para
1:100. Estos limites de rechazo van a depender a las normas
establecidas de cada pais ya que no existe una norma estandar.
Conclusidon. En este estudio, el recuento de S, aureus se reportd
valores altos, superando los limites de rechazo. Por otro lado, E.
coli registré un 15 % de contaminacion, asi como los coliformes
presentaron entre 35% al 50% de contaminacion en la leche
cruda. Por lo tanto, los valores de los indicadores de
contaminacion van a depender de cada pais. Area de estudio:
Biogquimica y farmacia

Keywords: Abstract

Milk, Introduction. Raw milk, being a food source, is susceptible to
microbiological microbial contamination during manual milking. However, it can
analysis, Food contain bacteria such as Staphylococcus aureus, Total coliforms,
Quality Standards, and Escherichia coli, leading to various foodborne illnesses. To
food safety, identify Staphylococcus aureus, Escherichia coli, and Total
contamination coliforms in raw milk samples sold in Tarqui, Ecuador, using
indicators. Compact Drt X-SA and EC plates. Methodology. A cross-

sectional and observational descriptive study was conducted.
The study universe comprised the raw milk samples sold in
Tarqui, Ecuador. A non-probabilistic convenience sampling
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method was employed, obtaining twenty raw milk samples.
Results. Among the raw milk samples, 50% exhibited coliforms
in dilutions of 1:100 and 1:1000. Additionally, 15% of the
analyzed samples evaluated positive for E. coli. S. aureus
exceeded the established limits, with a presence of 70% in the
1:100 dilution and 25% in the 1:1000 dilution. It is important to
note that rejection limits may vary depending on the standards
set by each country, as there is no standardized norm.
Conclusion. In this study, the counts of S. aureus revealed high
values, surpassing the rejection limits. On the other hand, E. coli
registered 15% contamination, while coliform contamination
ranged from 35% to 50% in raw milk. The interpretation of
contamination indicators should be based on the specific
standards established by each country.

Introduccion

Las Enfermedades Transmitidas por los Alimentos (ETA) es una de la causa mas comun
a nivel mundial provocando una variedad de infecciones bacterianas. La deteccion y la
investigacion de ETA es uno de los principales retos para el Sistema de Salud Publica por
lo que se requiere realizar estudios. Es decir, se necesita implementar vigilancia y el
control de microorganismos para prevenir enfermedades.

La leche cruda es uno de los alimentos que proporcionan una gran cantidad de beneficios
nutricionales. Sin embargo, puede albergar microorganismos peligrosos como S. aureus,
Coliformes, E. coli, entre otros, que son indicadores de contaminacion y han ocasionado
brotesde ETA. A nivel mundial ha ocasionado 1,5 billones de diarreas en nifios, ancianos
y mas de 3 millones de muertes anuales por ETA. 3

Segun el grupo de Referencia sobre Epidemiologia de la Carga de Morbilidad de
Transmision Alimentaria (FERG) publicada en el 2015 registré en Colombia 31 agentes
identificados en los alimentos causaron 600 millones de casos de ETA donde 420 000
perdieron la vida. En total el 40% de nifios menores a los cinco afos sufrieron ETA y la
carga mas incrementada se registré en Africa, mediterraneo Oriental y Asia. *

Segln la OMS, ha registrado 600 millones de personas, una de cada 10 personas en el
mundo sufre de intoxicacion alimentaria. Es mas, se ha descrito un aumento del 70% de
casos de diarrea en menores de 5 afios causadas por Staphylococcus aureus. Esto se debe
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a la aparicion de toxinas en alimentos contaminados como es la leche cruda. Sin embargo,
las bacterias también se encuentran presentes en nuestra piel, Por lo que al manipular el
vendedor el alimento, el riesgo es alto, provocando un crecimiento de bacterias y a su vez
la produccion de toxinas en alimentos poco cocidos o atemperados como es el caso de la
leche cruda. ®

En el afio 2011 Alemania, Espafia y Egipto se aislo Escherichia coli O104: H4 en
muestras de leche cruda, donde se caracterizan por evidenciar resistencia a la mayoria de
los antibidticos, sin embargo, en Polonia se reportd tres casos de este patdgeno. Por lo
tanto, sigue siendo un problema a nivel mundial la presencia de estos microorganismos
en los alimentos debido a su alta toxicidad para los seres humanos. Por otro lado, segun
la FAO, menciona que la inocuidad de los alimentos recae en las personas que procesa,
producen y comercializan, por el cual es su obligacidn garantizar la inocuidad aplicada y
cumplida por las leyes alimentarias establecidas. ¢’

En Ecuador el método de ordefio tradicional se emplea en el 92% en un tiempo de 5a 10
minutos por vaca, por el cual es destinado un 39% al consumo fresco. Sin embargo, el
problema de la deficiente calidad sanitaria de leche es evidente, esto se debe a la falta de
existencia de estudios de leche cruda en Ecuador. En dicho estudio, la leche a temperatura
ambiente se asocia a mastitis o la flora normal de la piel, donde se registrd recuentos de
mesofilos aerobios, S. aureus, E. coli y Coliformes por encima de la norma INEN. Las
causas se pueden asociar a las malas practicas de ordefio por parte del productor, no
higienizar las ubres, tanques sucios y utensilios con impurezas. Por otra parte, la calidad
de sus caracteristicas organolépticas cumple con la norma de calidad. 8

En Brasil, region de Parana se realizaron estudios sobre la relacion al comportamiento
frente a los antimicrobianos de las cepas en leche cruda, como resultado fue que las
muestras son 100% susceptibles a cefalotina, gentamicina, eritromicina y oxacilina. Sin
embargo, estudios realizados en Venezuela, se registré el 27 % de resistencia a ampicilina
y el 30% a penicilina con respecto a Staphylococcus aureus. °

Ademas, existen otras publicaciones donde mencionan una presencia de multirresistencia
bacteriana, es decir, la resistencia se adquiere de antimicrobianos de la misma u otras
familias, mediante diferentes mecanismos. En esta linea, resulta preocupante ya que se
genera mayor resistencia provocando un riesgo emergente en la salud publica. Sim
embargo, la presencia SARM a nivel de Latinoamérica existe debido a la mala
manipulacion de la materia prima. °

La mastitis es una enfermedad infectocontagiosa de la glandula mamaria, causada por
microorganismos que invaden la ubre del animal y pueden presentar cambios en la calidad
de la leche. Si bien se usa como medida el control los antibioticos como B- lactamicos,
aminoglucosidos, macrolidos y tetraciclinas. EI manejo inadecuado puede favorecer la

Ciencia
L Digital

Edtial Salud & Vida Pagina 119131




l D Anatomla
|g| al ISSN': 2697-3391

Vol. 6 No. 3, pp. 116 — 131 julio - septiembre 2023

www.anatomiadigital.org

resistencia de Staphylococcus aureus lo que a su vez causa una baja tasa de curacion. Por
lo tanto, es necesario prestar atencion sobre el uso de antibi6ticos en la terapia de diversas
enfermedades en animales de granja y se debe complementar medidas de buenas practicas
de higiene.

Considerando los antecedentes planteados, el objetivo de este estudio fue Identificar
Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Coliformes totales mediante el empleo de
placas de Compact Dry X-SA y EC a partir de muestras de leche cruda expedida en
Tarqui-Ecuador. Los resultados obtenidos aportaran informacion actualizada,
apoyandose a la norma INEN 9:2015 en proyecto y el Reglamento Técnico RTCR: 401-
2006. Sin embargo, la presencia de microorganismos en la leche cruda orienta las malas
practicas higiénicas por parte del manipulador y a su vez puede afectar al consumidor.

Metodologia

Se realiz6 un estudio de corte transversal y observacional descriptivo, la toma de muestra
fue de leche cruda a través del ordefio manual. EI muestreo fue de tipo aleatorio simple.
La localidad de Tarqui representa una zona con mayor produccion lechera, el cual se
seleccion6 20 muestras para el estudio.

- Toma de muestras

Se utiliz6 envases de acuerdo con la NTE INEN-ISO 707, luego se realizé un muestreo a
partir de varios baldes de la leche cruda. Se mezclo o se agité con un émbolo hasta
conseguir una homogeneidad suficiente, evitando la aparicion de espuma. Ademas, la
muestra se recolectd de manera rapida y utilizando técnicas asépticas. Por lo tanto, se
tom¢ alicuotas de diferentes sitios del recipiente hasta completar los 100 mL de muestra.
Por ultimo, las muestras fueron rotuladas con: lugar, fecha, nimero de muestra y se
transportaron inmediatamente hacia el laboratorio de microbiologia de la Universidad
Catolica de Cuenca, considerando la temperatura adecuada y evitando la luz solar
designada por la normativa NTE-INEN 9. 1213

- Preparacién de la muestra

Primero se agitd la muestra con un homogeneizador estandarizado para distribuir de
manera uniforme los microorganismos. Posteriormente, se prepar6 90 mL de agua
peptona (A.P) al 0,1% en 20 frascos Boeco y se colocd 9 mL de A.P en 3 tubos de ensayos
para la dilucién de cada muestra. Este procedimiento fue acorde a la normativa INEN
1529-1 14

Cabe recalcar que para este procedimiento se realiz6 en una camara de flujo laminar, para
asegurar las condiciones de asepsia.
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Para realizar las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 se realiz6 segun la normativa NTE-INEN
1529-2 (15).

e Para la dilucién madre (1:10), se colocé como diluyente 10 mL de leche cruda en
90 mL de agua peptona al 0,1% estéril y se homogeneizd varias veces.

e De ladilucion (1:10) se transfiere con una pipeta estéril 1 mL al tubo de 9 mL con
agua peptona, se homogeneiza varias veces y esta forma la dilucién 1:100.

e De la dilucién (1:100) se toma 1 mL de la dilucion y se transfiere al tubo con 9
mL de agua peptona, homogeneizar y se forma la dilucion 1:1000.

Por altimo, se coloca 1 mL de la dilucion 1:100 y 1:1000 en el medio Compact dry X-SA
y EC, con el fin de identificar S. aureus, E. coli y Coliformes. Por ultimo, se invirtieron
las placas y se incubd en la estufa a 35 °C+ 2 °C por 24 horas para X-SA. Al pasar dicho
tiempo, las colonias se tornan de color azul, lo que indica positivo para Staphylococcus
aureus. Por otro lado, en Coliformes se incubo a 35 + 2 °C por 24 horas, donde las
colonias se tornan de color rosa. Luego se incubd a 35 + 2 °C por 48 horas para la
identificar E. coli. Dicho tiempo pasado, las colonias son azules indicando la presencia
del microorganismo. 167

Resultados

Segun la norma NTE INEN 009: 2015 Se recolectaron un total de 20 muestras de leche
cruda de vaca a nivel de la zona de Tarqui- Ecuador. Sin embargo, se realizd dos
diluciones, 1:100 y 1:1000 para S. aureus, E. coli y Coliformes totales, como se muestra
en la tabla 1y 2 respectivamente. 12

Tabla 1. Recuento bacteriano de Coliformes Totales, E. coli y Staphylococcus aureus
en muestras de leche cruda en Tarqui-Ecuador en dilucion 1:100.

UFC/mL *
# muestra 24 horas 48 horas 24 horas
Coliformes Totales E. coli Staphylococcus aureus
1 7400 0 400
2 1300 0 0
3 0 0 100
4 MNP ** 100 0
5 5900 100 500
6 0 0 200
7 0 0 5000
8 200 0 200
9 0 0 0
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Tabla 1. Recuento bacteriano de Coliformes Totales, E. coli y Staphylococcus aureus
en muestras de leche cruda en Tarqui-Ecuador en dilucion 1:100. (continuacion)

UFC/mL *
# muestra 24 horas 48 horas 24 horas
Coliformes Totales E. coli Staphylococcus aureus

10 0 0 700
11 400 0 100
12 0 0 400
13 8000 200 0

14 0 0 1900
15 500 0 1600
16 0 0 400
17 0 0 0

18 100 0 0

19 0 0 9000
20 NMP** 0 1600

*UFC/mL= Unidades Formadoras de Colonias sobre mililitros.
**MNP= Muy numerosa para contar.

Tabla 2. Recuento bacteriano de Coliformes Totales, E. coli y Staphylococcus aureus
en muestras de leche cruda en Tarqui-Ecuador en dilucién 1:1000.

UFC/mL*
# muestra 24 horas 48 horas 24 horas
Coliformes Totales E. coli Staphylococcus aureus
1 2700 0 0
2 700 0 0
3 0 0 0
4 MNP ** 4000 0
5 5000 100 100
6 0 0 0
7 0 0 3000
8 0 0 0
9 0 0 0
10 0 0 0
11 0 0 0
12 0 0 0
13 900 100 0
14 0 0 200
15 0 0 0
16 0 0 0
17 0 0 0
18 1000 0 0
19 0 0 1000
20 103000 0 1000

*UFC/mL= Unidades Formadoras de Colonias sobre mililitros.
**MNP= Muy numerosa para contar.
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De acuerdo con el analisis bacterioldgico de la leche cruda expendida en Tarqui-Ecuador,
la mayoria de las muestras de leche se encuentran dentro del rango segun la normativa
NTE INEN 9:2015 en proyecto y el Reglamento Técnico RTCR: 401-2006. 1218

Para el recuento bacteriano en la dilucion 1:100 representa el 50% de coliformes, ver
figura 1, mientras que para la dilucion 1:1000 un 35% en las 20 muestras de leche cruda,
ver figura 2. Sin embargo, en las muestras 4 y 20 tanto en la dilucién 1:100 como 1:1000
superan los limites de rechazo.

Figura 1. Porcentaje de muestras positivas para coliformes totales en dilucién 1:100.

u Coliformes Totales/ 1:100
= Muestras sin recuento bacteriano

Figura 2. Porcentaje de muestras positivas para coliformes totales en dilucion 1:1000.

u Coliformes Totales 1:100
= Muestras sin recuento bacteriano

Por otro lado, en la dilucién 1:100 y 1:1000 representa el 15 % de contaminacién por E.
coli, por el cual supera los limites maximos en la leche cruda, ver figura 3.

Figura3. Porcentaje de muestras positivas para E. coli en dilucion 1:100 y 1:1000.

BE.coli W Muestras sin recuento bacteriano
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En el caso de Staphylococcus aureus, el 70% supera los valores de la norma, ver figura
4, mientras que en la dilucion 1:1000 se registra el 25% de las muestras contaminadas,
ver figura 5. Pero cabe mencionar que esta bacteria se encuentra formando parte del
microbiota de la piel, pliegues inguinales, axilas y la nasofaringea. Es decir, no se puede
analizar con exactitud dichos valores. Sin embargo, se considera como un
microorganismo nosocomial a nivel de Latinoamérica (19).

Figura 4. Porcentaje de muestras positivas para S. aureus en dilucion 1:100

m Staphylococcus aureus = Muestras sin recuento bacteriano

Figura 5. Porcentaje de muestras positivas para S. aureus en dilucién 1:1000

B Staphylococcus aureus B Muestras sin recuento bacteriano
Discusion

En un estudio transversal llevada a cabo en la ciudad de Gondar, Etiopia en el afio 2011,
se recolectd muestras de leche de pequefios productores y evaluaron la calidad de higiene
aplicada en el ordefio manual. En general, identificaron 54 especies bacterianas una de
ellas representa el 29,6% para Escherichia coli, demostrando lo necesario de mantener
las condiciones sanitarias higiénicas para ordefiar. Esto se debe a la mala sanidad en el
pais, ya que no cuentan con normas y Buenas Practicas de Higiene (BPH). Por lo tanto,
Etiopia es un pais con falta de informacion sobre la contaminacion de la leche cruda.
Mientras que, en nuestro estudio, solo se obtuvo un 15% de E. coli en 20 muestras de
leche que supera los limites establecidos en la norma. Sin embargo, se demuestra que para
que exista la presencia de especies bacterianas, estas son de acuerdo con las medidas
sanitarias e higiénicas tomadas en el ordefio. Ademas, en el presente estudio, se
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recomienda antes del ordefio realizar la limpieza, desinfeccion y secado de los pezones y
las ubres del animal para evitar la infeccion por parte del microorganismo. %

Un estudio realizado en Venezuela en el afio 2018 analizé la calidad de la leche cruda
criadas en una hacienda denominada “El Renacer”. El proceso de ordefio se realizd de
modo manual, la siembra fue en agar EMB y se realizd diluciones hasta 108 en agua
peptona. En suma, demostré que E. coli se presenta un 42% en la leche cruda, siendo asi
valores superiores a lo establecido en la norma. Por lo tanto, se estima que el aumento de
la carga microbiana se debe a malas préacticas de higiene ya sea en el lavado de los equipos
y utensilio de ordefio. Ademas, este estudio compard resultados reportados con
investigaciones en Marruecos donde se obtuvo 4,1x 10° UFC/mL y en India 1,0 x 10°
UFC/mL. Sin embargo, a comparacion con nuestro estudio, la calidad de la leche cruda
es buena ya que solo el 15% de 20 muestras esta contaminada por E. coli. Por lo tanto, es
importante el analisis microbioldgico del alimento para ofrecer inocuidad y calidad de la
leche ya que E. coli es una bacteria que se localiza en el tracto digestivo de los animales
(22).

En una investigacion realizada por VVasquez y colaboradores, registraron entre un 57,58%
(segundo muestreo) al 64% (primer muestreo) de muestras de leche cruda contaminadas
por S. aureus, es decir, sus valores son superiores a 1000 UFC/mL. A comparacion de
nuestra investigacion se registro un 70% de muestras con S. aureus, superando los limites
de rechazo de 100 UFC/mL que se estable mediante la norma NTE INEN 9:2015 en
proyecto. Esto se debe a que el animal puede estar presentando lesiones o heridas en los
pezones por lo que a su vez pueden infectar las glandulas mamarias, también puede ser
transmitido por las manos del ordefiador, por los materiales para el ordefio o porque esta
bacteria estd normalmente habitando en nuestra piel (22).

Segln Brousset y colaboradores realizaron un estudio en Perud, donde recolectaron
muestras de leche cruda de siete zonas productoras. En sus resultados registraron dos
zonas con 43000 UFC/mL y 149660 UFC/mL, para E. coli, por el cual son valores
superiores a la normativa. Asi como en nuestro estudio, E. coli se present6 en un 15% de
las 20 muestras analizadas. Sin embargo, podriamos decir que este analisis
microbioldgico sirve como indicador de calidad higiénica, siendo asi estos valores altos
se deben a dos vias principales: la via mamaria y el medio externo, es decir, la via
mamaria es donde los microorganismos se adhieren a la piel de la ubre y posteriormente
entran al esfinter del pezdn, provocando la proliferacion del patdgeno. Asi mismo por la
otra via, se debe a las malas practicas de ordenamiento, ausencia de desinfeccion,
exposicion prolongada de la leche cruda durante el tiempo del ordenamiento (23).

Segun IfAiguez y colaboradores, realizaron un estudio de muestro no probabilistico
aleatorio con 100 muestras de leche cruda en Jalisco. El 31% de la leche cruda no
cumplian con la normativa mexicana establecida por la NOM-243-SSA1-210. Ademas,
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se evidencid que el 46% es E. coli, concluyendo que es esencial la frecuencia de la
desinfeccion del ordefiador y del animal, ya que esto esta representando como fuentes de
contaminacion. Por otro lado, un estudio realizado en China concluye que de 160
muestras de leche cruda 52,50% se identifico S. aureus y el 45% E. coli. En cambio, en
nuestra investigacion los valores de contaminacion son completamente inferiores. Sin
embargo, la mayoria de los resultados de los otros estudios demuestran un mayor
porcentaje de incumplimiento en la leche, por el cual si no se establece rangos repercuta
en la vida util del alimento (24,25).

Lluguin (2006) en su trabajo de analisis microbiologico y resistencia a antibidticos de la
leche cruda de bovino comercializada en el mercado San Alfonso de la ciudad de
Riobamba, registrd entre 4667 UFC/mL a 233667UFC/mL para coliformes, es decir,
sobrepasa el limite. Al igual que en nuestro estudio también sobrepasa los niveles de
aceptacion. Ademas, es posible indicador de contaminaciéon fecal, por el cual es
importante evaluar la presencia de Escherichia coli en las muestras de leche cruda. Por
otro lado, el presente estudio registré un 42.9% de muestras de leche cumplen con los
parametros microbioldgicos, considerandose aptas para el consumo. Otro indicador de
contaminacion es S. aureus, agente etiol6gico que causa mastitis cronicas o recurrentes
que infecta tanto animales como humanos a través de diversos alimentos como son los
lacteos. Esto se debe a la falta de aplicacion de las Buenas Practicas de Manufactura por
parte del manipulador (26, 27).

Conclusiones

e La leche es un vehiculo de contaminacién eficaz para la transmision de agentes
causantes de varias enfermedades. Por lo tanto, conocer la calidad bacterioldgica
de la leche cruda es esencial desde el punto de vista de la salud publica, ya que
existe una gran diversidad de bacterias que pueden causar diferentes infecciones
e intoxicaciones en el ser humano.

e Comoesel caso de E. coli que puede generar toxinas termo resistentes, coliformes
que nos indica una contaminacion bacteriana debido a la falta de sanidad durante
el ordenamiento y la presencia de S. aureus debido a una mala higiene por parte
del manipulador. Por lo tanto, es necesario una evaluacion de la calidad de leche
cruda mediante andlisis microbiolégicos para facilitar su identificacion. Sin
embargo, en la norma NTE INEN 9: 2012 no especifica los valores de S. aureus,
coliformes y E. coli, pero en la normativa NTE INEN 9;2015 en proyecto si
especifica, por el cual nos fundamentamos para su interpretacion.

e En el recuento de S. aureus se considera de 10 UFC/mL como limite aceptable;
en nuestro estudio se registré valores superiores. Sin embargo, no se puede
analizar con certeza ya que esta bacteria se encuentra formando parte de la piel,
pliegues inguinales, axilas y la nasofaringea.
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e En el recuento de E. coli el limite de aceptacion es de 10 UFC/mL; en nuestro
analisis se registrd un 15% de muestras contaminadas, por el cual es un valor no
preocupante, pero si se debe seguir aplicando las buenas practicas de higiene en
el ordenamiento.

e Enel recuento de coliformes, considerando los valores basados en el Reglamento
Técnico RTCR: 401-2006, establece un limite maximo de 2000 UFC/mL; en esta
investigacion se obtuvo entre un 35% a 50% de contaminacion en las 20 muestras
de leche cruda.

e Por ultimo, el andlisis microbioldgico va a depender de cada pais, debido a que
no existe una norma internacional que establezca para basarse en el nimero de
microorganismos que son permisibles para la leche cruda.
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