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Resumen

La calidad bacteriologica de la leche cruda bovina tiene implicaciones
econdmicas y sanitarias muy importantes para el desarrollo agrope-
cuario de los paises. En este sentido, se realizo el presente trabajo para
conocer la calidad bacteriologica de la leche cruda bovina almacena-
da en un centro de acopio de la provincia de Tungurahua, Ecuador.
Se analizaron un total de 20 muestras de leche obtenidas durante las
épocas de invierno y verano de los tanques de almacenamiento de
los transportes de las rutas, asi como del tanque del centro de acopio.
Se cuantificaron los siguientes indicadores de calidad bacteriologica:
bacterias aerobias mesoéfilas, Enterobacteriaceae, Staphylococcus y
Salmonella. Estos indicadores se ajustan a las normas ecuatorianas
INEN para leche cruda bovina, utilizando los medios de cultivos y las
condiciones de incubacion indicados en las normas para cada uno de
los grupos bacterianos evaluados. En la época de invierno se obtuvie-
ron valores promedios para las bacterias aerobias mesofilas de 1,22
x 108 UFC/mL, Enterobacteriaceae 7,90 x 10° UFC/mL y Staphylo-
coccus 6,12 x 10* UFC/mL. En la época de verano los valores prome-
dios obtenidos fueron bacterias aerobias mesodfilas 8,07 x 10° UFC/
mL, Enterobacteriaceae 4,76 x 10* UFC/mL y Staphylococcus 1,42
x 10* UFC/mL. Se pudo detectar en dos de las muestras la presencia
de Salmonella. Los resultados obtenidos en este estudio indican que
se esta en presencia de leche cruda con valores muy altos de los in-
dicadores bacteriologicos, lo cual implica deficiencias en su calidad
sanitaria, sobre todo en la época de invierno.

Palabras clave: leche cruda bovina, calidad bacteriologica, centro
de acopio
Abstract
Bacteriological quality of bovine raw milk has very important econo-

mic and health implications for the agricultural development world-
wide. In this context, the present study was carried out to document
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the bacteriological quality of bovine raw milk stored in a collection center in the province of Tungurahua, Ecuador.
A total of 20 milk samples obtained during the rainy and the dry season from the storage tanks of the transport routes
together with samples from the collection center were analyzed. The following indicator of bacteriological quality
were quantified: mesophilic aerobic bacteria, Enterobacteriaceae, Staphylococcus and Salmonella. These indicators
adjust to the Ecuadorian INEN standards for bovine raw milk, which were quantified using the culture media and
the incubation conditions indicated in the standards for each of the bacterial groups evaluated. In the rainy season
average values for mesophilic aerobic bacteria were 1.22 x 108 CFU/mL, Enterobacteriaceae 7.90 x 10° CFU/mL
and Staphylococcus 6.12 x 10* CFU/mL. In the dry season average values of mesophilic acrobic bacteria were 8.07
x 10° CFU/mL, Enterobacteriaceae 4.76 x 10* CFU/mL and Staphylococcus 1.42 x 10* CFU/mL. Salmonella was
detected in 2 samples. Results of this study show that the bacteriological indicators of raw milk are high, implying
deficiencies in the raw milk sanitary quality, especially during the rainy season.

Keywords: raw bovine milk, bacteriological quality, collection center.

1. Introduccion

La microbiota que se encuentra en la leche cruda bovina incluye microorganismos que estdn presentes en la
ubre y piel de la vaca, asi como de aquellos provenientes del medio ambiente que se van agregando al producto
durante los procesos de ordefio, manipulacion, tratamiento y almacenamiento. La variacion en la composicion
taxonomica de esta comunidad microbiana se ha visto que se asocia a diferencias en las practicas de manipu-
lacion y produccion lechera implementadas en cada factoria (Fischer ef al., 2011; Lan et al., 2017).

Se han realizado numerosos estudios sobre la microbiota bacteriana presente en la leche, los cuales han
permitido conocer que la porcién mas abundante de esta compleja comunidad la constituyen las bacterias
heterotrofas, que incluyen la mayoria de las bacterias patdgenas causantes de diversos tipos de infecciones en
el rebafio vacuno. De igual forma, dentro de la microbiota de la leche existe una porcion de microorganismos
que han demostrado tener beneficios para la salud de los consumidores (probidticos) que, ademas, se han uti-
lizado a nivel de la industria lactea por su capacidad de descomponer diversos tipos de sustancias organicas,
y también porque estan involucradas en una amplia variedad de procesos fundamentales en la transformacion
industrial de la leche (Guarin Patarroyo y Restrepo Ochoa, 2020; Pal et al., 2016; Reuben et al., 2020).

La composicion estructural y funcional de las comunidades bacterianas es el principal indice del estado
de los ecosistemas y, entendiendo la leche bovina como un ecosistema muy particular, se debe estudiar la di-
versidad de su microbiota para poder conocer el grado de contaminacion, las fuentes y calidad de alimentacion
de los rebanos, el estado fisiologico y de salud de los animales productores, asi como su procedencia geogra-
fica. Dependiendo de estos conocimientos podremos destinar la leche para su consumo o utilizarla en algin
proceso tecnologico que resulte en la produccion de derivados lacteos (Doyle et al., 2017; Lan et al., 2017).

Existen diversos factores que influyen sobre la calidad bacteriologica de la leche, estos factores pueden
ser de tipo ambiental, fisiologico o genético. Dentro de lo ambiental se reconoce la alimentacion del animal, la
época del afio y las temperaturas; en lo fisiologico se consideran el ciclo de lactancia, enfermedades, entre ellas
la mastitis, y los habitos de ordefio; en cuanto a los factores genéticos se destacan la raza y las caracteristicas
individuales del animal (Derakhshani ef a/., 2018).

En Ecuador, los estudios sobre la microbiologia de la leche cruda bovina se han enfocado principalmente
en la evaluacion de los indicadores de calidad sanitaria, la busqueda de ciertas bacterias patdgenas, asi como la
evaluacion de los aspectos relacionados con las regulaciones sanitarias y economicas (Arguelles ef al., 2015;
Chuquin Yépez et al., 2016; Chimborazo Ashqui, 2020; Contero et al., 2021; Guevara-Freire et al., 2019;
Ramirez Robles y Lluman Marcatoma, 2020; Requelme y Bonifaz, 2012).

Conocer la calidad bacteriologica de la leche es muy importante desde el punto de vista de la salud publica;
en la leche podemos conseguir una gran diversidad de bacterias que pueden causar diferentes tipos de infecciones
e intoxicaciones en los humanos y que se pueden transmitir a través del consumo de leche cruda no pasteurizada o
de sus productos derivados, tales como las cremas de leche, helados y quesos (Andueza-Leal, 2005; Lucey, 2015;
Albuja Landi ef al., 2018; Artursson et al., 2018; Guarin Patarroyo y Restrepo Ochoa, 2020).

Por otra parte, la calidad sanitaria de la leche tiene una importancia econdémica ya que es uno de los factores a
considerar en el establecimiento del precio de la leche en el ambito de los productores, asi como en los precios
de los derivados lacteos obtenidos (Contero ef al., 2021; Acuerdo N°394; Requelme y Bonifaz, 2012).
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No existen estudios publicados sobre la calidad bacteriologica de la leche cruda bovina de fincas ubicadas
en la provincia de Tungurahua que sean almacenadas en el centro de acopio del canton Mocha. En este
sentido, el presente trabajo pretende establecer la calidad bacteriologica de la leche en esta zona del pais, lo
cual es muy importante desde un punto de vista sanitario y de salud ptblica, asi como al momento de querer
establecer denominaciones de origen en los productos lacteos que se producen en las diversas zonas de la
provincia de Tungurahua.

2. Materiales y métodos
2.1. Seleccion de la muestra

Las muestras de leche se recolectaron tanto del tanque del centro de acopio, ubicado en el canton Mocha, per-
teneciente a la provincia de Tungurahua, Ecuador (Figura 1), con una latitud de 1°25°10.3”S y una longitud
de 78°39°12.5”W, donde se almacenan aproximadamente 2.000 litros de leche diariamente, asi como de los
tanques de los transportes que recolectan la leche en las cuatro rutas de abastecimiento (91 proveedores entre
fincas del sector, pequefios, medianos y grandes ganaderos). La composicion en el nimero de productores y
volumen promedio de leche recolectada en cada una de las rutas fue:

*  Ruta I: 31 productores (843 litros por dia)
*  Ruta 2: 18 productores (325 litros por dia)
*  Ruta 3: 23 productores (430 litros por dia)
*  Ruta4: 19 productores (396 litros por dia)

Los muestreos se realizaron en dos épocas diferentes del afio, fundamentandose en el hecho de que existen trabajos
previos que indican que las condiciones climaticas y ambientales influyen en el crecimiento microbiano. Las mues-
tras se tomaron en los meses de la época de seca o verano y en los meses de la época Iluviosa o invierno, de acuerdo
con los datos de pluviosidad de la zona (verano: septiembre 2019 y agosto 2020; invierno: diciembre 2019 y enero
2021), siguiendo para ello los criterios indicados por la norma ecuatoriana para la recoleccion de muestras de leche
cruda y manteniendo durante todo el proceso las medidas de higiene y asepsia adecuadas (NTE INEN 1529-2:2013).

Las muestras de un volumen de 250 mL de leche se recolectaron por duplicado, asépticamente, a tra-
vés de la llave, previamente desinfectada con alcohol, de cada uno de los tanques de almacenamiento de
los camiones de transporte de cada ruta de distribucion. De igual manera, se tomaron muestras del tanque
central de almacenamiento del centro de acopio, recabando un total de 10 muestras por cada muestreo, para
un total de 20 muestras.

>

Figura 1. Mapa de ubicacion del canton Mocha (https://www.google.com/maps/place/Cantéon Mocha).
Figure 1. Location map of Mocha Minicipality (https://www.google.com/maps/place/Canton Mocha).
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2.2. Manejo de las muestras

Se considero lo determinado en la Norma Ecuatoriana NTE INEN 1529-2:2013, que establece las directrices
para el muestreo destinado a los andlisis microbioldgicos, seleccion de los envases para la recoleccion de las
muestras, esterilizacion del material de vidrio y utensilios empleados, tratamiento, conservacion y transporte
refrigerado de las muestras hasta el laboratorio.

2.3. Identificacion y preparacion de las muestras para el andlisis microbiologico

Se siguid el procedimiento indicado en la Norma Ecuatoriana NTE INEN 1529-2:2013, que contempla el ma-
nejo aséptico y seguro de las muestras. De igual forma, a cada una de las muestras de leche se les realizaron
diluciones decimales seriadas en agua peptonada al 0,1 %. Para la preparacion de las diluciones se siguio6 lo
especificado en la Norma NTE INEN 1529-2:2013.

2.4. Cuantificacion de la microbiota bacteriana
2.4.1. Cuantificacion de la cantidad de bacterias aerobias mesofilas

Para determinar el nimero de bacterias aerobias mesoéfilas presente en las muestras de leche, se utilizo el mé-
todo de siembra por profundidad utilizando agar plate count. Se inocularon placas por duplicado con 1 mL de
cada una de las muestras y de sus diluciones 10+, 10-° y 10, Las placas se incubaron a una temperatura de 30
°C £ 2°, por un periodo de 2 a 5 dias. Finalizado el tiempo de incubacion se realizaron los calculos correspon-
dientes para expresar los resultados de los contajes en placas de Petri, como unidades formadoras de colonia
por mililitro de leche (UFC/mL). Todo se realiz6 segun lo estipulado en la Norma Ecuatoriana NTE INEN
1529-5:2006.

2.4.2. Enumeracion de la cantidad de bacterias del grupo de las Enterobacteriaceae

En la valoracion de la cantidad de bacterias del grupo de las Enterobacteriaceae presente en las muestras de
leche estudiadas, se utilizo el método de siembra por profundidad utilizando agar MacConkey. Se inocularon
placas por duplicado con 1 mL de cada una de las muestras y de sus diluciones 10, 10° y 10, Las placas se
incubaron a una temperatura de 37 °C + 2°, por un periodo de 2 dias. Finalizado el tiempo de incubacion se
realizaron los calculos correspondientes para expresar los resultados de los contajes en placas de Petri como
UFC/mL. Todo se realiz6 de acuerdo con la Norma Ecuatoriana NTE INEN 1529-13:98.

2.4.3. Recuento de bacterias del género Staphylococcus spp.

Para determinar el nimero de bacterias del género Staphylococcus presente en las muestras de leche recolectadas,
tanto de los tanques de almacenamiento de los camiones de transporte, como del tanque de almacenamiento cen-
tral del centro de acopio, se utiliz6 el método de siembra por extension utilizando agar Baird Parker. Se inocula-
ron placas por duplicado con 0,1 mL de cada una de las muestras y de sus diluciones 10, 10-° y 10, Las placas
se incubaron a una temperatura de 37 °C + 2°, por un periodo de 2 dias. Finalizado el tiempo de incubacion se
realizaron los célculos correspondientes para expresar los resultados de los contajes en placas como UFC/mL.
Los analisis se realizaron de acuerdo con lo sefialado en la Norma Ecuatoriana NTE INEN 1529-14.

2.4.4. Deteccion de la presencia de células de Salmonella spp.

Para determinar la presencia de bacterias del género Sa/monella en las muestras de leche investigadas, se utili-
z6 el método de enriquecimiento selectivo, colocando 90 mL de cada una de las muestras sin diluir en 900 mL
de caldo selenito y 900 mL de caldo tetrationato, los cuales se incubaron simultaneamente a una temperatura
de 37 °C + 2°, durante un tiempo de 12 horas. Finalizado el tiempo de incubacion se sembraron por la técnica
de extension, 0,1 mL de cada uno de los caldos de enriquecimiento, en cajas de Petri contentivas de los medios
de cultivos Salmonella-Shigella y Bismuto sulfito, incubandose posteriormente a una temperatura de 37 °C £
2°, durante 48 horas. Finalizado el tiempo de incubacion se expresaron los resultados como ausente o presentes
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Los analisis y su interpretacion se realizaron segun lo indicado en la Norma Ecuatoriana NTE INEN 1529-15.
2.5. Analisis estadistico de los resultados

Para cada grupo de datos obtenidos en la valoracion de los parametros estudiados se determino la media y des-
viacidn estandar, utilizando el programa estadistico SPSS (IBM SPSS Statistics 27.0.1). Se utilizé el analisis
estadistico descriptivo para estudiar las diferencias en los pardmetros evaluados en las dos épocas del afio. Se
empled la prueba t para medias de dos muestras emparejadas y el valor de significancia p, mediante el progra-
ma SPSS (IBM SPSS Statistics 27.0.1).

3. Resultados y Discusion
3.1. Recuento de bacterias aerobias mesdfilas

Los microrganismos indicadores de calidad higiénica de la leche se definen como grupos microbianos que
cuando estan presentes en altas concentraciones sefialan una deficiente aplicacion de las practicas de higiene
y limpieza, sobre todo durante los procesos de obtencion (ordefio), almacenamiento (centro de acopio) o pro-
cesamiento (industria) de la leche, siendo los mas utilizados el de las bacterias aerobias mesofilas, coliformes
totales y el de las enterobacterias (Quigley, 2013).

Los microorganismos mesofilos poseen una temperatura ptima de crecimiento que oscila entre 25 °C'y
40 °C, la cual es también propicia para el desarrollo de las principales bacterias patogenas (Mallet et al., 2012).

En la Tabla 1 se muestran los resultados en los recuentos de aerobios mesofilos en muestras de leche
proveniente de los tanques en los transportes de cada una de las rutas estudiadas, asi como del tanque de al-
macenamiento del centro de acopio de Mocha. Al analizar los datos de dicha tabla, se observa que se obtuvo
un valor promedio de bacterias acrobios mesofilos de 1,22 x 10® UFC/mL en la época de invierno y 8,07 x 10°
UFC/mL en la época de verano, siendo estadisticamente diferentes los recuentos en las dos épocas evaluadas
ya que se obtuvo un valor de p de 0,0047 (p < 0,05).

En un estudio similar realizado en Colombia, los autores exponen que existen diferencias en los recuentos
de bacterias aerobias obtenidos en diferentes estaciones climaticas. En época de lluvia, de acuerdo con los au-
tores, hay mayor exposicion del ganado al estiércol y la tierra, por lo que los recuentos de aerobios mesodfilos
aumentan (Moreno Vasquez et al., 2007).

Por otra parte, de acuerdo con la investigacion realizada por Godic-Torkar y Golc-Tejer (2008), durante
la época de lluvia las condiciones de temperatura y concentracion de oxigeno disuelto cambian en la leche,
favoreciendo el crecimiento de la microbiota psicotrofa y psicrofila aerobia, que en algunos casos llega a repre-
sentar entre el 10 al 50 % de la microbiota total de los recuentos de aerobios mesofilos (Bramley, 1990; Villar
et al., 1996), lo que se traduce en una aumento de los valores de estos recuentos en esta estacion climatica.

Las bacterias mesofilas son consideradas como indicadores de higiene, sin embargo, su presencia en la
leche es inevitable ya que la mayoria de estos géneros estan presentes en la ubre del animal, las manos de los
ordenadores, las superficies del equipo, en el agua y en el aire. Por lo tanto, los altos recuentos de mesoéfilos
estan directamente influenciados por las condiciones en las que la leche se somete después del ordeno, sobre
todo la temperatura de almacenamiento (Giacometti et al., 2012; Kim et al., 2017).

Segtin la normativa ecuatoriana NTE INEN 9:2012, el limite permisible para el recuento de bacterias
acrobias mesofilas es de 1,51 x 10° UFC/mL, comparando este valor con los datos obtenidos en el estudio, se
encuentra que en ninguna de las muestras, tanto las obtenidas en la época de verano como la obtenida en la
época de invierno, cumplen con los valores limites permitidos en la normativa ecuatoriana, sefialando de esta
manera que la leche procedente del centro de acopio de Mocha no tendria una buena calidad bacteriana.

De igual forma, si se compara los valores obtenidos en los recuentos de bacterias aerobias mesofilas en
los diferentes muestreos con los valores de referencia establecidos en el Acuerdo N°394 para el pago de incen-
tivos por la calidad sanitaria de la leche, se encuentra que los valores observados en la investigacion son mucho
mayores, indicando una leche de una deficiente calidad sanitaria.

Nero y De Carvalho (2018) sefialan que la leche con recuentos de bacterias mesofilas superiores a 1,00 x
10° UFC/mL, indica una mala calidad higiénica durante el ordefo y la produccion, mientras que los recuentos
inferiores a 1,00 x 10* UFC/mL reflejan unas buenas practicas de produccién y manipulacion del producto.
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Los altos recuentos de aerobios mesoéfilos observados en este estudio son similares a los encontrados por Gue-
vara-Freire et al. (2019) en pequefias ganaderias de la provincia de Cotopaxi en Ecuador, con rango en los va-
lores del recuento entre 7,76 x 107 a 7,90 x 107 UFC/mL. Los autores del trabajo asocian los valores observados
a las inadecuadas practicas de ordefio utilizadas por los productores de la zona, el uso compartido de toallas
no desechables, la utilizacion del ternero en la estimulacion de la glandula mamaria, la no higienizacion de las
ubres, utensilios con impurezas y tanques sucios, situaciones que podrian estar también presentes en las zonas
de donde provienen las leches evaluadas en la presente investigacion.

En un estudio de la leche cruda bovina realizado en Noruega por Skeie et al. (2019) se indican recuentos
de mesofilos entre 3,98 x 10° y 1,91 x 10° UFC/ mL, encontrando diferencias significativas entre dos areas
geogréaficas, datos muy por debajo de los recuentos obtenidos en la presente investigacion, aunque presentan
coincidencias en las diferencias observadas de los contajes entre las épocas de verano e invierno.+
Li et al. (2018) analizan la variacion en la microbiota de la leche cruda bovina en algunas regiones de China a
lo largo de 12 meses y el impacto de las condiciones climaticas sobre ellas, concluyendo que la temperatura y
la humedad son los factores determinantes en la variacion en el nimero y composicion de la poblacion bacte-
riana. Los autores sefialan que la riqueza bacteriana es generalmente baja en invierno y alta en verano, lo cual
se contrapone a las variaciones encontradas en el presente trabajo, ello debido muy probablemente a las con-
diciones climaticas y geografica de Ecuador (zona andina), donde se tiene una temperatura media entre 12-16
°C a lo largo de todo afo, con una fluctuacion de + 2,2 °C y lo que marca la diferencia entre invierno y verano
es la presencia de lluvia (Portilla Farfan, 2018), misma que es considerablemente abundante en invierno lo
que favoreceria, en el pais, a una mayor contaminacion del ganado con estiércol y tierra incrementando de esta
manera los niveles de aerobios mesofilos en la leche.

Por otra parte, se debe considerar la variacion en factores como el manejo de la finca, las condiciones climaticas
y las practicas de saneamiento, similar a lo indicado por Porcellato et al. (2018) en un estudio realizado en Noruega.

Tabla 1. Resultados del recuento promedio de microorganismos aerobios mesofilos. Muestreos en época de invierno y de verano.
Centro de acopio Mocha, Tungurahua. Ecuador.
Table 1. Results of the average count of mesophilic aerobic microorganisms. Samplings in rainy and dry seasons. Mocha collection

center. Tungurahua. Ecuador.

Invierno (lluvioso) Verano (seco)
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 1 Muestreo 2
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Ruta 1 2,8x10"+5,8 145x107+5,8 4,1 x10°+£ 0,6 2,82 x 10°+0,6
Ruta 2 19,1 x 10"+ 8,9 1,4x 10"+ 8,9 11,2x 106+ 4,6 2,0x 106+ 4,6
Ruta 3 25,7x 107+10,5 4,79 x 107 + 10,5 2,3x10°+£49 12,0 x 10°+ 4.9
Ruta 4 3,0x107+9,7 22,4x107+£9,7 21,4 x 10°+£9,8 1,8x10°+9,8
Tanque 26,9 x 107+ 12,6 1,7x 10"+ 12,6 3,0x 106+ 8,5 20,0 x 10°+ 8,5
Media 1,22 x 108 8,07 x 10°
Estadistico ¢ 3,283
p 0,0095

Nota: UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro; 7: t de Student; p: nivel de significancia estadistica.

3.2. Recuento de Enterobacteriaceae

Las Enterobacteriaceae son un grupo de bacterias Gram negativas que incluyen a los coliformes, tienen
la capacidad de fermentar o no la lactosa y producir gas. Cuando estos microorganismos estan presentes
en recuentos superiores a 100 UFC/mL (Nero y De Carvalho, 2018) evidencian practicas de higiene de-
ficientes en el procesamiento de la leche, principalmente durante el ordefio (métodos de limpieza de los
pezones). Ademas de sefalar la posible presencia de enteropatdogenos los recuentos de las Enterobacte-
riaceae se pueden utilizar como un indicador de la contaminacion bacteriana que ha ocurrido durante los
distintos pasos de la cadena de obtencion de la leche cruda (Ntuli et al., 2016; Pyz-Lukasik et al., 2015).
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Dada la utilidad de las Enterobacteriaceae para evidenciar las buenas practicas de higiene en la obtencion de
la leche, se incluy6 su determinacion en el presente estudio, aunque en las normas ecuatorianas sobre la leche
cruda no se considera su evaluacion.

Los datos obtenidos en los recuentos de Enterobacteriaceae se presentan en la Tabla 2. Al analizar los va-
lores obtenidos se puede indicar un valor promedio de 7,90 x 10° UFC/mL en época de invierno, diferenciandose
significativamente con un valor de p de 0,037 (p < 0.05) respecto a los recuentos obtenidos durante el verano,
en donde se obtienen valores de 4,76 x 10* UFC/mL, coincidiendo en este aspecto con lo sefialado en el estudio
de Mallet et al. (2012), donde se correlacionaron los recuentos de bacterias Gram negativas con la temporada de
ordefio, siendo la época de lluvia la de mayor influencia en la carga microbiana, principalmente de la bacteria
Escherichia coli cuyo habitat son las heces fecales de humanos y animales (Lan ef al., 2017; Skeie et al., 2019).

Por otro lado, de acuerdo con los resultados obtenidos por Kim et al. (2017) en un estudio realizado en
Corea del Sur, las diferencias en los contajes serian causadas por entornos regionales agricolas diferentes, tales
como el suelo, el forraje y el equipo de produccion lechera.

Los resultados observados para las Enterobacteriaceae en invierno son similares en magnitud a los ob-
tenidos por Millan et al. (2018) en un estudio realizado en Mérida Venezuela, donde se obtienen valores pro-
medios de 1,4 x 10° UFC/mL de Enterobacteriaceae en muestras de leches de esa zona. Los autores sefialan
que los resultados observados indicarian una leche de mala calidad sanitaria y que no podria ser consumida sin
tener previamente un procesamiento térmico adecuado.

Tabla 2. Recuento promedio de Enterobacteriaceae. Muestreo en época de invierno y verano. Centro de acopio Mocha,
Tungurahua, Ecuador

Table 2. Average count of Enterobacteriaceae. Sampling in rainy and dry seasons. Mocha collection center. Tungurahua. Ecuador.

Invierno (lluvioso) Verano (seco)
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 1 Muestreo 2
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Ruta 1 2,69x 105+ 10,4 23,40 x 105+ 10,4 2,04x10*£53 12,6 x 10+ 53
Ruta 2 2,82x 10°+£0,2 2,40 x 10°+£0,2 8,71 x10*+2,5 3,63x 10*+2,5
Ruta 3 3,02x 10°+£0,6 1,74 x 10°+ 0,6 2,57 x 10*+£0,5 3,55x 10*+£0,5
Ruta 4 1,62x 10°+ 5,3 12,30 x 10°+ 5,3 9,12x 10*+3,9 1,23 x 10*+3,9
Tanque 26,9 x 10°+12,4 2,09 x 105+ 12,4 2,88 x 10*+0,8 1,23 x 10*+ 0,8
Media 7,90 x 10° 4,76 x 10*
Estadistico ¢ 2,452
p 0,037

Nota: UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro; #: t de Student; p: nivel de significancia estadistica.

3.3. Recuento de Staphylococcus aureus

Se ha observado en el presente estudio una alta prevalencia de bacterias del género, Staphylococcus con re-
cuentos elevados en el 100% de las muestras analizadas (Tabla 3), con valores que van desde 6,12 x 10* UFC/
mL en invierno a 1,42 x 10* UFC/mL en verano, obteniéndose una p de 0,043, lo cual indica una diferencia
estadisticamente significativa (p < 0.05) entre los recuentos de las dos épocas climaticas evaluadas.

Los resultados observados en cuanto a la prevalencia del género Staphylococcus en las muestras de leches
crudas son similares a los indicados por autores de diversas partes del mundo que han podido aislar cepas del
género Staphylococcus a partir de muestras de leches obtenidas de tanques de almacenamiento (Haran ef al.,
2012; Jayaro y Henning, 2001; Neder et al., 2011).

Investigadores como Pacha et al. (2021) han indicado que la presencia de cepas de Staphylococcus en la
leche cruda de los tanques de almacenamiento pueden provenir de los recipientes utilizados en las fincas, en
donde, si no se realiza una buena desinfeccion de éstos, esta bacteria puede formar biofilm y serviria como un
reservorio de células que, al pasar la leche recién ordefiada, podria arrastrar parte de la comunidad bacteriana
del biofilm, incluido los Staphylococcus.
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Especies del género Staphylococcus se les ha asociado con las infecciones de mastitis bovina encontrandose en
algunos estudios inclusive en la piel de pezon y en los equipos empleados para el ordefio (Neviani et al., 2013;
Oikonomou et al., 2020; Skeie et al., 2019).

El modo de transmision de la mastitis se ha indicado puede ser contagioso o ambiental. Existen numero-
sos agentes etiologicos que son responsables de esta enfermedad, sin embargo, la mayoria de las mastitis son
causadas por bacterias de los géneros Staphylococcus, Streptococcus 'y del grupo Enterobacteriaceae, grupos
bacterianos encontrados en el presente estudio, coincidiendo en este aspecto con el trabajo realizado por Por-
cellato et al. (2018).

Por otro lado, una fuente importante de patdgenos que causan mastitis se encuentra también en el ambien-
te que rodea al animal, como es el caso de las bacterias del grupo de las Enterobacteriaceae (Bonizzi et al.,
2009; Nero y De Carvalho, 2018; Jiménez Velasquez ef al., 2020), encontradas de igual forma en la presente
investigacion.

Hoque ef al. (2019), sefialan que la infeccion en los animales generalmente ocurre cuando las bacterias
ingresan a la glandula mamaria, principalmente por la ruptura de las barreras fisicas de los cuartos mamarios,
lo que requiere defensas oportunas y adecuadas del huésped para prevenir la colonizacion y la patologia de la
enfermedad y de alli pasaria a la leche.

Los resultados obtenidos son diferentes a los observados en un estudio realizado en China donde solo
se pudo detectar la presencia de Staphylococcus en el 52,50% de las muestras evaluadas, ademas de que los
recuentos en invierno fueron significativamente menores a los de verano (Lan et al., 2017).

En otro estudio sobre la microbiologia de la leche cruda realizado en Suecia los resultados revelan una
alta prevalencia de Staphylococcus aureus, similar al obtenido en la presente investigacion (Artursson, 2018).

Los recuentos de Staphylococcus aureus en las dos épocas del afio evidencian variaciones que podrian
ser el resultado de factores tales como cambios en la calidad del alimento, el entorno de la granja, el clima,
practicas de ordefo y condiciones sanitarias y de la salud de los animales (Oikonomou et al., 2020; Quigley
etal., 2013).

Diversos investigadores han sefialado que Staphylococcus aureus puede contaminar la leche cruda duran-
te el contacto con los recipientes y utensilios empleados en el ordefio y manipulacion de la leche, asi como por
su transmision a partir de la nariz, ojos, cabello, garganta y manos de ordefiadores portadores de esta bacteria
(Fischer et al., 2011; Fusco et al., 2020; Quigley et al., 2013; Skeie et al., 2019).

Tabla 3. Recuento promedio de Staphylococcus aureus en época de invierno y verano. Centro de acopio Mocha, Tungurahua, Ecuador.

Table 3. Average count of Staphylococcus aureus in rainy and dry seasons. Mocha collection center. Tungurahua. Ecuador.

Invierno (lluvioso) Verano (seco)

Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 1 Muestreo 2
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
Ruta 1 17,0x 10*+7,4 2,29x 10*+£74 0,94 x 10*£0,6 2,07 x 10*£0,6
Ruta 2 1,93x 10*+7,5 17,0x 10+ 7,5 1,26 x 10*£0,2 1,68 x 10*+0,2
Ruta 3 3,05x 10*+£3,5 10,0 x 10+ 3,5 1,29 x 10+ 0,1 1,07 x 10*£0,1
Ruta 4 3,24x 10+ 0,2 2,88 x 10*£0,2 1,40 x 10* £ 0,1 1,17 x 10* £ 0,1
Tanque 2,07 x 10*£0,1 1,80 x 10*+ 0,1 L15x 10*+£0,5 2,14 x 10*+0,5
Media 6,12 x 10* 1,42 x 10*
Estadistico ¢ 2,351
14 0,043

Nota: UFC/mL: Unidades formadoras de colonias por mililitro; #: t de Student; p: nivel de significancia estadistica.

3.4. Determinacion de la presencia de Salmonella spp.

Salmonella es una bacteria enteropatdogena que puede ser transmitida a la leche cruda desde diversas fuentes,
si bien la bibliografia la ubica como uno de los principales agentes de enfermedades transmitidas por los ali-
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mentos (ETAS), la pasteurizacion adecuada las inactiva. Brotes de salmonelosis relacionados con productos
lacteos han involucrado principalmente la leche cruda y los quesos frescos obtenidos de leche cruda (Fusco
et al., 2020; Nero y De Carvalho, 2018). En el presente estudio se determino la presencia de Salmonella en el
10% de las muestras estudiadas (Tabla 4).

La prevalencia de Salmonella observada en la leche almacenada en el centro de acopio de Mocha es
mayor a la encontrada en estudios realizados en China (2,9%), Malasia (1,4%), Estados Unidos (2,6%), Nue-
va Zelanda (0%) e Italia (0,3%) (Lan et al., 2017; Li et al., 2018), paises que se caracterizan por contar con
estrictos controles de calidad de la leche cruda, minimizando la presencia de patdogenos oportunistas mediante
el control de la salud animal, condiciones de ordefio y el almacenamiento, garantizando de esta manera la ino-
cuidad de la materia prima a la industria lechera.

Ecuador ha venido trabajando, a través de sus entidades estatales de control fitosanitario en la imple-
mentacion de acciones para mejorar la calidad de la leche cruda, mediante la certificacion de buenas practicas
pecuarias en produccion de leche, sin embargo, atin prevalecen las condiciones que hacen propicio el creci-
miento de bacterias, entre ellas las patogenas, en la leche producida en las diferentes regiones del pais (Nogales
y Granada, 2012).

Tabla 4. Determinacion cualitativa de Salmonella en época de invierno y verano. Cen-
tro de acopio Mocha, Tungurahua, Ecuador.
Table 4. Qualitative determination of Salmonella in rainy and dry seasons. Mocha

collection center. Tungurahua. Ecuador.

Invierno (lluvioso) Verano (seco)
Muestreo 1 Muestreo 2 Muestreo 1 Muestreo 2
Ruta 1 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Ruta 2 Presencia Ausencia Ausencia Ausencia
Ruta 3 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Ruta 4 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia
Tanque Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Dentro de los factores relevantes que afectan también la composicion de la microbiota de la leche cruda se
encuentran el tipo de forraje (pasto, ensilado y heno) con el cual se alimenta a los animales, las condiciones hi-
giénicas de los animales y las condiciones de almacenamiento de la leche (Kuhn et al., 2018; Lan et al., 2017).

Existen estudios previos que concluyen que las comunidades microbianas de leche cruda pueden clasifi-
carse segun la altitud, observando una gran cantidad de Enterobacteriaceae, Corynebacterium, Staphylococcus
y diversas especies de levaduras en las zonas altas (Bonizzi et al., 2009), situacion que se estaria comprobando
en la presente investigacion donde la leche procede de sitio con alturas mayores a 2.000 m s. n. m.

4. Conclusiones

Se han cuantificado los microorganismos indicadores de calidad sanitaria (aerobios mesofilos, enterobacterias,
Staphylococcus aureus y Salmonella) en la leche cruda del centro de acopio; evidenciando altos recuentos
en todos los muestreos, lo que indica una deficiente calidad sanitaria de este producto, existiendo diferencias
significativas entre los meses de la época de invierno en comparacion con los meses de la época de verano.
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