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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue analizar la calidad bacteriolégica de la leche cruda
producida en ganaderias ubicadas en la provincia del Azuay. Para lo cual se muestred
45 ganaderias de acuerdo al tamafio del hato y se las dividié en tres grupos: grandes,
medianas y pequefias. Los indicadores microbiolégicos que se examinaron fueron
recuentos de Aerobios mesofilos, Coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus
aureus, esto se realizo en base a la guia de interpretacion para las placas 3M Petrifilm,
las cuales son avaladas por la AOAC, NMK y AFNOR con sus respectivos métodos
oficiales indicados para leche y productos lacteos. Se realizdé pruebas de sensibilidad
antibacteriana para todos los microorganismos estudiados. Las medias de los recuentos
bacterianos en la provincia del Azuay dieron los siguientes resultados: Aerobios Mesdfilos
3882599,97 UFC/mL, Staphylococcus aureus 4229,55 UFC/mL, Coliformes totales
5129,55 UFC/mL y Escherichia coli 24,48 UFC/mL. En las pruebas de sensibilidad
antibacteriana se observo que Coliformes totales, Escherichia coli y Aerobios Mesofilos
son resistentes a Ampicilina, Amoxicilina y Eritromicina, y presentan sensibilidad frente a
Ceftriaxona y Gentamicina. El Staphylococcus aureus es resistente a la Ampicilina, y

resulta sensible a Ceftriaxona, Gentamicina, Amoxicilina y Eritromicina.

Palabras claves: CALIDAD BACTERIOLOGICA, LECHE CRUDA, PETRIFILM,
PRUEBAS DE SENSIBILIDAD ANTIBACTERIANA, AZUAY.
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ABSTRACT

The objective of this research was to analyze the bacteriological quality of raw milk
produced in farms located in the province of Azuay. For which 45 farms were sampled
according to the size of the herd and were divided into three groups: large, medium and
small. The microbiological indicators that were examined were Mesophilic Aerobic counts,
Total Coliforms, Escherichia coli and Staphylococcus aureus, this was done based on the
interpretation guide for 3M Petrifilm plates, which are endorsed by the AOAC, NMK and
AFNOR with their respective official methods indicated for milk and dairy products.
Antibacterial sensitivity tests were performed for all the microorganisms studied. The
means of bacterial counts in the province of Azuay gave the following results: Mesophilic
Aerobios 3882599.97 CFU/mL, Staphylococcus aureus 4229.55 CFU/mL, Total Coliforms
5129.55 CFU/mL and Escherichia coli 24.48 CFU/mL. In the antibacterial sensitivity tests,
it was observed that Total Coliforms, Escherichia coli and Mesophilic Aerobios are
resistant to Ampicillin, Amoxicillin and Erythromycin, and have sensitivity to Ceftriaxone
and Gentamicin. Staphylococcus aureus is resistant to Ampicillin, and is sensitive to

Ceftriaxone, Gentamicin, Amoxicillin and Erythromycin.

Keywords: BACTERIOLOGICAL QUALITY, RAW MILK, PETRIFILM, ANTIBACTERIAL
SENSITIVITY TESTS, AZUAY.
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1. INTRODUCCION
La leche en un alimento completo y mas consumido debido a su rica composicion en
proteinas, acidos grasos, inmunoglobulinas y micronutrientes, por lo que también se
convierte en un producto susceptible para la transmision de enfermedades y un medio
ideal para la proliferacién de microorganismos. Es importante aplicar medidas higiénicas
y sanitarias en todas las fases de produccion, desde la obtencion a nivel de finca hasta

Su procesamiento, para ofrecer un producto inocuo y apto para el consumo.

La aplicacion de métodos higiénicos correctos debe ser tomada en cuenta por todos los
productores, con la finalidad de garantizar la salubridad de la leche, ya que la ausencia
de buenas préacticas de ordefio, manipulacion, almacenamiento, transporte, distribucién
y fabricacion de derivados, son las principales limitantes para obtener productos de

calidad.

El analisis microbiolégico de la leche cruda nos permite evidenciar cobmo estamos
produciendo la leche a nivel de finca, ya que las malas practicas se evidencian en altos
recuentos microbiolégicos. Los microorganismos contaminantes tales como los
Coliformes, Aerobios Mesdfilos, Staphylococcus Aureus y E. Coli, son los principales
indicadores de calidad en la leche, por lo que debemos intentar que su presencia sea
minima o nula en la misma. Al mejorar las actividades relacionadas con la rutina de
ordefio, control de enfermedades y un manejo adecuado de farmacos se garantiza una
calidad superior de la leche, para lo cual todos los productores deben ser conscientes de

lo que hacen y buscar alternativas para mejorar su producto.

Una gran problematica a la que nos enfrentamos en nuestro pais es el uso indiscriminado
de antibioticos en las ganaderias, o que genera grandes problemas de resistencia de los
microorganismos frente a los antimicrobianos, por lo tanto realizar pruebas de
sensibilidad a antibidticos es una excelente herramienta para orientar el tratamiento, a la
vez que se obtiene mayor éxito terapéutico y evitamos la generacion de resistencia a los

antibioticos por parte de los microorganismos patdégenos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Analizar la calidad bacteriologica de la leche cruda producida en ganaderias (grandes,

medianas y pequefas) ubicadas en la provincia del Azuay

2.2. Objetivos Especificos

v' Determinar los Coliformes totales, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, y
Aerobios, mediante placas Petrifilm, en muestras de leche procedentes de fincas

del Azuay.

v" Realizar pruebas de sensibilidad antibacteriana para estos agentes patégenos.

v" Analizar la relacion entre: tamafio del hato, rutina de ordefio, tipo y frecuencia de
ordefio frente a la presencia de Coliformes totales, Staphylococcus aureus,

Escherichia coli, y Aerobios.

3. HIPOTESIS

Las variables: tamafio del hato, rutina de ordefio, tipo y frecuencia de ordefio influyen en

la presencia de los microorganismos patdgenos.
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4. REVISION BIBLIOGRAFICA

4.1. Definicion de laleche

Leche: "Producto de la secrecion normal de la glandula mamaria de animales
bovinos lecheros sanos, obtenida mediante uno o0 mas ordefios diarios, higiénicos,
completos e ininterrumpidos, sin ningun tipo de adicion o extraccion” (7). La leche se
puede considerar como un alimento excelente ya que contiene varios componentes que
son muy buenos para nutrir a los lactantes, porque como ya se sabe ésta se consume en

una de las etapas mas importantes en el desarrollo (1).

La leche es definida como la secrecion lactea libre de calostro, obtenida por un ordefio
completo de una o mas vacas. Sin embargo se considera un medio de cultivo nutritivo
para microorganismos benéficos como también para numerosas bacterias destructoras
y patégenas, cuya multiplicacion depende principalmente de la temperatura y de la
presencia de otros microorganismos competitivos o de sus metabolitos. Evitar la
contaminacion y posterior proliferacién de los microorganismos es un constante problema

para quienes tienen a su cargo la produccién de leche (3).

"El Instituto Ecuatoriano de Normalizacion (INEN) define como leche cruda aquella que
no ha sido sometida a ningun tipo de calentamiento (es decir que la temperatura no haya
superado la de la leche inmediatamente después de ser extraida de la ubre es decir no
mas de 40°C) o no haya sufrido tratamiento térmico, salvo el de enfriamiento para su

conservacion, ni ha tenido modificacion alguna en su composicion” (7).

La leche cruda se considera no apta para consumo humano cuando: Contiene gérmenes
patdgenos 0 un contaje microbiano superior al maximo permitido por la presente norma
NTE INEN 9:2012 Quinta revisidén, toxinas microbianas o residuos de pesticidas, y

metales pesados en cantidades superiores al maximo permitido (42).
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4.2. Composicion de laleche cruda

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en suspension y
otras en forma de solucion verdadera, esta presenta sustancias definidas como: agua
grasa, proteina, lactosa, vitaminas, minerales; a los cuales se les denomina solidos
totales. Los sélidos totales varian por multiples factores como lo son: la raza, el tipo de

alimentacion, el medio ambiente y el estado sanitario de la vaca entre otros (2).

La composicion quimica de la leche cruda presenta variacion en dependencia de la
raza, edad, época del afio, alimentacion, sistema de ordefio, periodo de lactacion
y otros factores (27). La leche tiene un alto valor nutricional y también un alto grado de
digestibilidad por lo que se ha convertido en alimento muy importante en la
alimentacion humana, estd compuesta por Agua en un 87%, caseina 2,9 %, Albumina
4.9 %, Alfa lactoalbumina 0.5 %, Beta lactoalbumina 0.2 %, Fosfolipidos 0.1%, Grasa
neutra en un 3.7 %, Acido citrico 0.2 %. Los minerales presentes en la leche son:

Calcio, Magnesio, Potasio, Cloro, Fosforo, Azufre, Hierro Y Azufre (29).

4.3. Calidad delaleche cruda

La leche de buena calidad es aquella que cumple sin excepcién con todas las
caracteristicas higiénicas, microbiolégicas y composicionales (3). La calidad de la leche
comercial es uno de los pilares fundamentales en la industria lactea, que depende
directamente de las caracteristicas del producto original, por lo tanto, en un alto
porcentaje la calidad del producto que llega al consumidor, se debe al control sobre la

leche cruda en la finca (21).

Ademas, muchos de los productos lacteos, debido a su composicién, constituyen un
medio propicio para el desarrollo de microorganismos patdégenos. La leche también
puede estar contaminada por residuos de medicamentos veterinarios, de plaguicidas o

de otros contaminantes quimicos. Por consiguiente, la aplicacion de medidas adecuadas
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de control de la higiene de la leche y los productos lacteos a lo largo de toda la cadena
alimentaria es esencial para garantizar la inocuidad de estos alimentos y su idoneidad

para el uso al que se destinan (1).

Se entiende por leche de calidad a la proveniente del ordefio de vacas sanas, bien
alimentadas, libre de olores, sedimentos, substancias extrafias y con caracteristicas
adecuadas en cantidad y calidad de componentes solidos (grasa, proteina, lactosa y
minerales); con minima carga microbiana; libre de bacterias causantes de enfermedad
(brucelosis, tuberculosis, patdgenos de mastitis y toxinas); libre de residuos quimicos y

con un minimo de células somaticas (21).

El mercado lacteo mundial muestra una marcada tendencia a la obtencion de leche y
productos de alta calidad con el objetivo principal de resguardar la salud de la poblacion
minimizando el riesgo de transmisién de enfermedades provenientes de los alimentos y
a su vez, se obtienen productos finales diferenciados que pueden tener un alto valor
agregado capaces de generar importantes ingresos que hacen sustentable al sector
lacteo en su conjunto. En busca de alcanzar estandares de calidad, se hace
indispensable establecer estrategias en las zonas de produccion, el manejo sanitario de
los animales, las condiciones de transporte, la conservacion y la manipulacién en general

hasta la llegada a la planta (21).

Se puede lograr una buena calidad de la leche por medio de un analisis de dos factores:
la calidad composicional (materia grasa y sélidos no grasos) y la calidad higiénica
(microorganismos patégenos, toxinas, residuos quimicos, microorganismos saprofitos,
células somaticas, materias extrafias y condiciones organolépticas). Alcanzar estos
niveles optimos en el analisis de la calidad de la leche, depende directamente de las
zonas de produccion, del operador de la maquina de ordefio, de la rutina de ordefio, del

ordefiador, las condiciones de transporte y de la manipulacion en la finca (21).
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La determinacién del contenido de células somaticas de la leche, del tanque, de las vacas
o de los cuartos de la ubre es el medio auxiliar de diagndstico, para juzgar el estado de
salud de los animales de un hato. Con los resultados de las células somaticas se
corrobora la calidad de la leche; también, es necesario obtener los resultados del tanque

cuatro veces por mes (5).

Se sefiala que el conteo de células somaticas puede tener una doble funcién ya que
puede indicar la condicion sanitaria de la ganaderia y también como indicador de la
calidad tecnoldgica de la leche que va destinada a otros procesos (6). La normalizacion
nacional con la norma 1SO 13366-1 nos da un valor de <5 x 10° células somaticas/mL
como valor para que la leche sea aceptable para el consumo, pasado este valor la leche

deberia ser rechazada (7).

4.4. Calidad microbioldgica de laleche

La calidad microbiolégica de la leche cruda hace referencia a la concentracion de
diferentes microorganismos patdégenos, principalmente las bacterias (27). La leche tiene
varias fuentes de contaminacion, en donde la ubre en condiciones normales puede
aportar hasta 1000 microorganismos/mL; una ubre con mastitis y dependiendo del
microorganismo que la cause, un solo cuarto afectado mezclado con la leche de 99
cuartos sanos, puede incrementar el recuento hasta de 100000 UFC/mL en la leche del
hato. La contaminacion inicial de la leche también debe sumarse la multiplicacién que
sufren las bacterias, esto debido a que la leche es un excelente medio de cultivo para la
mayoria de los microorganismos. Por lo tanto el recuento de bacterias por mL de leche
debe estar por debajo de 100000 UFC/mL a nivel de tanque (21).

La importancia del estudio microbiolégico de la leche radica en estos dos aspectos:
primero tenemos que la leche y los productos lacteos pueden contaminarse con
microorganismos patégenos o sus toxinas y provocar enfermedad en el consumidor, y
segundo los microorganismos pueden causar alteraciones de la leche y sus derivados
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lacteos haciéndolos inadecuados para el consumo, entonces saber su calidad tiene gran

importancia con la finalidad de preservar y garantizar la salud publica (23).
4.5. Requisitos Microbiolégicos de la leche cruda segun el INEN

Segun la norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 Quinta revision, leche cruda
requisitos, los requisitos microbiolégicos de la leche cruda tomada en hato establece lo

siguiente (42).

Tabla 1. Requisitos microbiolégicos paralaleche cruda segun INEN quintarevision

Requisito Limite maximo

Recuento de microorganismos aerobios | 1,5 x 10°
mesoéfilos REP, UFC/cms3

Adaptado de: INEN 2012

Segun el proyecto de la norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2015 Sexta revision,
leche cruda requisitos, los requisitos microbiolégicos para la leche cruda establece lo

siguiente (7).

Tabla 2. Requisitos microbiolégicos para laleche cruda segun INEN sexta revision

Microorganismo Limite de aceptacion | Limite superado el cual
(UFC) serechaza (UFC)

Recuento de colonias 2x10* 5x10%

aerobias

Enterobacteriaceae 10 102

(UFCl/qg)

S. aureus 10 102

Recuento de  células | <5x10°

somaticas /mL

Adaptado de: INEN 2015
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4.6. Calidad higiénica de la leche

La calidad higiénica hace referencia a las practicas de manejo en finca que lleva consigo
el control de la mastitis y se relaciona con dos aspectos fundamentales: la presencia
minima de microorganismos y por la ausencia de sustancias extrafias. Los que pueden
dafiar sus componentes o poner en peligro el consumo, ya que la calidad de la materia
prima actia como un condicionante fundamental de la calidad del producto final. Es por
esto que resulta indispensable partir de una leche cruda de maxima calidad higiénico
sanitaria, como también el control de todas y cada una de las etapas desde su origen
hasta el momento en que se la utiliza como materia prima dentro de la planta de

procesamiento (21).

La calidad higiénica y sanitaria de la leche cruda define los pardmetros de inocuidad,
salubridad y durabilidad de la leche pasteurizada y los derivados lacteos. La calidad
higiénica se traduce en la calidad bacteriologica y se evalUa por el recuento de bacterias
aerobias mesdfilas (31). La presencia de mastitis puede afectar también la calidad
microbiolégica de la leche cruda, debido a los patégenos que la causan aumentan el
conteo total bacteriano en la leche. Esto es importante en establos lecheros que
presentan alta prevalencia de esta enfermedad causada principalmente por
Sthapylococcus aureus y Escherichia coli que pueden generar toxinas termo resistentes

que representan un riesgo considerable para la salud publica (22).

4.7. Laleche como sustrato bacteriano

La leche debido a su compleja composicidon bioquimica, alto contenido en agua y pH
cercano a la neutralidad es considerada un buen sustrato para la proliferacion de
microorganismos, principalmente de las bacterias que modifican sus propiedades y su
tiempo de duracion. El crecimiento bacteriano y su accion en la leche produce efectos
gue pueden ser positivos como es el caso de la elaboracién de productos fermentados
(queso, yogurt) o efectos negativos (alteracion, desarrollo de patdégenos, formacion de

Cesar Leonardo Céardenas Padréon

Marco Geovanny Murillo Morales



Universidad de Cuenca

toxinas). La interaccion entre las bacterias y el entorno determina su crecimiento, el medio
ambiente incluye las propiedades del sustrato y las condiciones externas, en la cual la

temperatura constituye la variable mas importante (27).

La microbiota normal de la ubre estd compuesta principalmente por bacterias como
Streptococcus, Staphylococcus y Micrococcus (alrededor del 50%) seguido por
Corynebacterium spp, Escherichia coli y otros. Las condiciones anormales debidas a
infecciones, enfermedades o practicas lecheras deficientes afectan la microflora de la
leche que procede de la glandula mamaria. Las vacas enfermas de mastitis trasmiten un
gran numero de microorganismos siendo los asociados con mayor frecuencia

Staphylococcus aureus, Estreptococos, y E. coli (36).

4.8. Riesgos de modificacion de las caracteristicas de la leche

Los anteriores al ordefio: son los que condicionan la calidad original o natural de la
leche y estan relacionados con las enfermedades de los animales que afectan el hato
lechero y que de una manera directa o indirecta alteran la calidad de la leche, el estado
fisiologico del animal y el uso de sustancias quimicas (medicamentos, hormonas, etc.)
gue se pueden transferir a la leche. Los posteriores al ordefio: que hacen referencia a
la manipulacion de la leche durante el ordefio, el ambiente, la conservacion de la leche
en el tanque y el transporte hacia la planta de procesamiento, lo que ocasiona alteracion

de la calidad original (21).

La contaminacidn interna: posee un origen intrinseco en el estado del animal y su ubre,
la cual puede adquirirse mediante dos tipos de vias: 1) La via ascendente: debido a la
anatomia de la ubre constituida por conductos gruesos Yy poco ramificados hace mas
facil el ingreso post-ordefio de microorganismos a través del esfinter como
Staphylococcus aureus, Streptococcus y Coliformes. 2) La via descendente: conocida
también como enddgena ya que los microorganismos que infectan la ubre provienen
de la sangre y poseen la capacidad de movilizarse a través de este fluido o por los
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capilares mamarios provocando una enfermedad sistémica como es el caso de la

Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus y Brucellis melitensis (29).

Las infecciones de la glandula mamaria aporta a la leche bacterias, células del tejido,
glébulos blancos y enzimas que modifican los indices higiénicos y sanitarios de la leche,
las cuales determinan la duracién de los productos elaborados a partir de esta. Segun la
FAO el principal problema de los pequefios productores, es la descomposicion de la leche
en el ordefio y su transporte por las deficientes condiciones higiénicas y sanitarias, que
genera problemas de zoonosis e incrementa el desafio logistico en el control de la calidad
de la leche dentro de los mercados (1).

49. Fuentes de contaminacion de la leche cruda

La ubre sana.- la glandula mamaria debido a su comunicacion con el exterior puede
aportar con cierto numero de bacterias, principalmente del genero Lactobacillus,
Streptococcus y Micrococcus, estas en general no representan mas de 1000 UFC/mL (8).
Normalmente se localizan en la cisterna del pezon y se eliminan en los primeros chorros
de leche, por lo que en una buena rutina de ordefio el descarte de los primeros chorros
debe ser una practica comin, ademas que ayuda a la estimulacion de la vaca y al

diagndstico de casos de mastitis clinica (31).

La ubre con mastitis.- esta debido al proceso infeccioso aumenta el nUmero de bacterias
en la leche, en un cuarto afectado por mastitis y que se mezcle con la de 99 cuartos
sanos, puede alcanzar un recuento hasta de 1000000 UFC/mL. Contaminacién
ambiental.- es la fuente de contaminacién mas importante de la leche debido al nimero
y la variedad de microorganismos que pueden ingresar durante el ordefio, provenientes
de la piel de la ubre, de las manos de quien realiza el ordefio, pezoneras, tubos del equipo
de ordefo o baldes en el caso de ordefio manual, agua usada y del suelo; estos factores

son considerados como unas de las fuentes mas importantes de contaminacion (8).
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Contaminacién por recipientes.- los baldes, cantarillas y los equipos de ordefio mal
lavados y desinfectados, aportan nimeros variables de bacterias (31). El agua.- debe
ser lo mas limpia posible debido a que puede ser una fuente importante de
microorganismos psicrofilos, que dan lugar a los coliformes (25). En lo posible debe ser
potable o potabilizada, por el contacto de la misma con los animales en preordefio, con
equipos y utensilios. Al no usar agua potable es un riesgo muy alto de contaminacién de
la leche (35).

Aire.- este representa un medio opuesto para la supervivencia de los microorganismos
debido a la constante exposicion al oxigeno, cambios de temperatura, humedad relativa,
radiacion solar, etc. Los microorganismos Gram positivos y los esporulados pueden
persistir por largo periodo tiempo en el medio. Suelo.- es la principal fuente de
contaminacion por microorganismos termoduricos y termdfilos. Estiércol.- es la principal
fuente de microorganismos coliformes los cuales pueden alcanzar la leche a través del

animal, del ordefiador o por medio de los utensilios mal higienizados (23).

Las fuentes de contaminacion de laleche se pueden resumir en la siguiente escala:

Bacterias provenientes del aire....................... 100 — 1.500 UFC/mL
Delaubre.......coooooiiii 300 — 4.000 UFC/mL

Piel de 10S pezones........cccccceiiiiiiiiiiiciiiiiiie 500 — 15.000 UFC/mL

Equipode ordefo..........ccoeiiiiiiiiiiiii, 1000-10000 UFC/mL

Tanque de Refrigeracion............................ 5000-20000 UFC/mL

Infecciones de laubre.................ooiiinn 300 — 25.000 UFC/mL
Equipamiento.............ccccceiiiiiiiiiiieeeen. desde miles hasta millones de UFC/mL (14,25).
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4.10. Contenido de bacterias de la leche antes de la secrecién

Infecciones de la ubre.- Cuando existen infecciones de tipo agudo en cada cuarto
mamario puede haber el contenido de mas de 1 millon de bacterias por mL de leche,
como en casos de infecciones agudas por Streptococcus agalactiae. En cambio en el
caso de infecciones subclinicas que pueden ser debidas a estreptococos 0 a
estafilococos tienen un conteo alrededor de 25000 bacterias por mL de leche, en el caso
de las infecciones latentes estas pueden contener un numero de 40000 bacterias por
mL(14).

Canal del pezén.- En este canal pueden estar presentes Staphylococcus aureus
cuagulasa positivos, micrococos, Corinebacterium bovis, y también pueden estar
presentes estreptococos no patégenos. Inclusive tomando precauciones para realizar
una toma correcta de la muestra y utilizando técnicas de desinfeccién del pezdn con
alcohol al 80% durante 20 segundos, no es posible eliminar completamente toda la flora

gue esta presente (14).

Los microorganismos que pueden alcanzar la ubre, igualmente pueden llegar a
contaminar la leche antes o después del ordefio. Estos microorganismos pueden alcanzar
la leche por via mamaria ascendente o0 mamaria descendente. Por via ascendente lo
hacen bacterias que se adhieren a la piel de la ubre y posterior al ordefio entran a través
del esfinter del pezén (Staphilococcus aureus, Streptococcus, Coliformes) (15).

4.11. Factores relacionados con la higiene de la ordefia

La obtenciéon de la leche constituye la etapa de mayor vulnerabilidad para que ocurra la
contaminacion por microorganismos, suciedad y substancias quimicas, que estan
presentes en el propio local de ordefia y pueden ser incorporados al producto. El conteo
total de bacterias determina directamente el nimero de microorganismos presentes en la

leche, expresados en unidades formadoras de colonias (UFC) x mL. En condiciones
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adecuadas de ordefia higiénica el conteo total de bacterias inicial de la leche cruda se
encuentra en torno de 1000 a 9000 UFC x mL. Después del ordefio los principales
factores responsables para el aumento de ese valor incluyen la temperatura de

almacenamiento y el tiempo transcurrido hasta su proceso industrial (22).

La carga microbiana inicial de la leche, esta directamente relacionada con la limpieza de
los utensilios utilizados, su almacenamiento y transporte. Por lo tanto la higiene y
sanitizacion deficiente de los ordefiadores, baldes y sistema de ordefio son mencionados
como los principales factores responsables por el aumento de este parametro. La calidad
del agua empleada para lavar los utensilios equipo de ordefia y pezones de los animales,
es fundamental para evitar la contaminacion de la leche. Se estima que mas del 95% de
las causas de elevados conteos bacterianos son por deficiencias en el lavado, higiene y
sanitizacion de equipos y utensilios de ordefio, o a la vez estan asociados a un deficiente

enfriamiento del producto posordefio (22).

4.12. Control de la contaminacion de la leche

Con sistemas de ordefilo mecénico se puede reducir la contaminacién a partir del
animal, ordefiadores, aire y suelo. Aplicando campafias de educacién y evitando que
personas enfermas intervengan en el proceso se puede reducir la contaminacion por
parte del personal. Mediante programas sanitarios sobre el rebafio se logra un producto
de buena calidad e incluso podemos incrementar la produccién. Se debe evitar el ordefio
de animales enfermos o bajo tratamiento médico. Entre las principales medidas de
manejo que debemos llevar a cabo estan: sellado de pezones posterior al ordefio, terapia
de secado, reducir la exposicion de los pezones a los microorganismos patégenos,
controlar casos de mastitis clinicas y subclinicas del establecimiento con tratamientos
antibidticos adecuados, suministrar materiales de trabajo adecuados para el personal,
revisar los utensilios antes del ordefio para verificar su adecuada condicion higiénica,

emplear soluciones desinfectantes de forma rutinaria (25).
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4.13. Peligros de laleche cruda

La leche cruda y sus derivados resultan ser huéspedes de microorganismos
peligrosos que se transmiten al hombre por su ingesta, representando un alto riesgo
para la salud. Pueden resultar inseguros para los consumidores debido a que suelen
contener uno o mas tipos de bacterias. Estas bacterias perjudiciales incluyen Brucella,
Campylobacter, E coli, Listeria, Mycobacterium bovis, Salmonella y Yersinia. Las
infecciones a causa de consumir estos productos lacteos presentan sintomas como:
vomito, diarrea, dolor abdominal, fiebre, calambres de estémago, dolor de cabeza y
corporal. Al infectarse con Listeria monocytogenes puede presentarse muerte fetal o
aborto involuntario en mujeres gestantes, en los nifios 0 ancianos causa insuficiencia
renal debido a E. coli O157: H7. El grupo poblacional que mas se podria encontrar
afectado esta integrado por nifios, mujeres embarazadas, adultos mayores, personas
que toman antibidticos, antiacidos, corticoides o posean enfermedades cronicas e

individuos con sistemas inmunitarios debilitados (27).

4.14. Impacto sobre la salud publica

La leche y sus derivados se considerada como el producto mas adecuado de los
alimentos esto debido su composicion rica en proteina, grasa, carbohidratos, sales
minerales y vitaminas; constituyéndose en alimento esencial para el hombre y para
especies de mamiferos. Por esta razon existe un riesgo permanente de que la leche sirva
como vehiculo de mdltiples microorganismos patégenos, ya sea en su produccion o
durante su procesamiento y pasa a ser un problema para el consumidor, y por ende un
gran problema de salud publica. La leche contaminada pone en peligro la salud del
hombre debido a la diseminacion de bacterias causantes de enfermedades tales como:

tuberculosis, brucelosis, faringitis estreptocdcica, entre otras (22).
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El control higiénico sanitario de las vacas de ordefia, es fundamental para garantizar la
composicién de la leche y reducir el riesgo de transmision de agentes patégenos que
causan enfermedades, por lo que se debe aplicar planes de control y/o erradicacién de
infecciones presentes en el hato. La refrigeracion después de la ordefia y el transporte
en frio permite aumentar la vida util del producto. La evaluacion de la calidad de la leche
cruda mediante pruebas fisico quimicas complementadas por andlisis microbiol6gicos

posibilita la identificacidn de productores que realizan buenas practicas de manejo (21).

4.15. Indicadores microbioldgicos

Existen grupos de microorganismos que son considerados como indicadores en la
industria lactea, debido a que su presencia permite comprobar el cumplimiento de
buenas practicas higiénicas que deben ser aplicadas a nivel de finca. Se relaciona con el
contenido de microorganismos presentes en la leche cruda el cual se transfiere en una
cantidad significativa a sus derivados. La carga microbiana incide representativamente

en la vida atil de la materia primay del producto terminado (27).

Actualmente en la industria alimentaria se determina a ciertos microorganismos como
marcadores, siendo los principales: Aerobios Mesdfilos, Coliformes Totales, Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Mohos y Levaduras. Su presencia en alimentos procesados

indica elaboracién poco higiénica y/o contaminacion posterior a su fabricacion (4).

4.16. Grupos de microorganismos indicadores:
Bacterias Aerobios Mesofilos

Microorganismos que se desarrollan en presencia de oxigeno a una temperatura
comprendida entre 20°C y 45°C, con una oOptima entre 30°C y 40°C. Por medio del

recuento de microorganismos aerobios mesdfilos indica el grado de contaminacion total
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de la leche cruda, sin capacidad para diferenciar su origen. Es un indicador universal de
la calidad bacteriolégica de la leche, se utilizan criterios de aceptacion, rechazo y

bonificacion, y lo que se debe buscar en general es que su recuento sea lo mas bajo (31).

Entre los microorganismos mesdfilos se encuentran las bacterias acidolacticas, la
microbiota natural de la leche cruda y bacterias patégenas. El recuento de bacterias
aerobias mesdfilos se determinan con la finalidad de conocer el grado de contaminacion
de la leche cruda y comprobar los resultados con las normas sanitarias de acuerdo a los

distintos paises (38).

Las unidades formadoras de colonias (UFC) son el principal pardmetro para clasificar
la leche de acuerdo a su calidad. Esta mide la calidad bacteriolégica de la leche, es
decir, el contenido de gérmenes responsables de su descomposicion (29). Cuando
tenemos altos recuentos de aerobios mesoéfilos significa que: la materia prima muy
contaminada, alteracion por malos procesos en la manipulacion y elaboracién, posibilidad

de existir patdgenos infecciosos y la inmediata degradacion del producto (27,29).

El recuento de estos microorganismos, en condiciones establecidas, estima la microflora
total sin especificar tipos de microorganismos (12). Estas bacterias sirven como indicador
de una poblacién general que puede estar presente en una muestra, esto nos puede dar
una idea del nivel de higiene que se estd manejando el producto. Al realizar el recuento
de Aerobios mesoéfilos podremos verificar la efectividad de los procedimientos de limpieza
y desinfeccion, determinar si las temperaturas empleadas fueron las adecuadas,
verificar condiciones Optimas de almacenamiento y transporte, estimar la vida util de los

alimentos y determinar la alteracion del alimento (13).
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Bacterias entéricas

Enterobacterias: estos habitan normalmente en el intestino de los mamiferos por ello al
estar presentes en la leche indican contaminacion fecal. Las mas comunes que se
encuentran en los productos lacteos son las del grupo Coliformes. Su importancia radica
desde el punto de vista higiénico puesto que algunas son dafiinas como la Salmonella,
Yersenia, E.coli, Shigella; son responsables de trastornos gastrointestinales y alteracion
de la leche (27).

Coliformes totales: pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, son bacilos gram
negativos, aerobios o anaerobios facultativos, no esporulados. Estos incluyen a los
géneros: Escherichia, Enterobacter, Klebsiella y Citrobacter, entre otros (21). Su
importancia radica en que tienen la capacidad para fermentar la lactosa produciendo
acido y gas, en una temperatura entre 20 y 45 °C, pero la temperatura Optima de
crecimiento es de 37 °C (27). Estos causan cuadros de mastitis y la mayoria de ellos
estan presentes en la flora normal del tracto digestivo de los humanos y animales por
esta razén son expulsados mayoritariamente por las heces, también pueden encontrarse
en el suelo, agua, semillas y alimentos crudos. Estas bacterias son a menudo utilizadas

como un buen indicador de las practicas higiénicas (9,25).

Es aplicado ampliamente en microbiologia de alimentos como indicador de practicas
higiénicas inapropiadas durante el manejo y fabricacion de los productos. Estos
microorganismos tienen su origen en la contaminacion directa o indirecta con materias
fecales, en su conteo ideal debe ser menor a 100 UFC/mL; en los recuentos superiores
a 700 UFC/mL, son indicativos de malas practicas de higiene en la rutina de ordefio,
malos sistemas de alojamiento, mal lavado y desinfectado de equipos, mala calidad del
agua de lavado y la exposicion de la leche a material fecal (8 ,31).
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Una vaca con mastitis provocada por Coliformes, puede transmitir gran namero de
bacterias a la leche; aunque los Coliformes con frecuencia indican una contaminacion
fecal. Altos conteos pueden indicar una minima higiene en el ordefio, equipo sucio, y en
algunos casos leche de vacas con mastitis por Coliformes. Estos microorganismos viven
en el estiércol, en agua contaminada, en la tierra y en los materiales usados. El 80% de
las infecciones por Coliformes que se presentan durante la lactancia se convierten en

mastitis clinica (21).

Escherichia coli: Es un bacilo Gram negativo, puede estar aislado o en parejas y tener
flagelos, se desarrolla facilmente sobre medios con nutrientes simples. Casi todas las
cepas fermentan la lactosa y se puede multiplicar en una temperatura entre 6 y 50°C
siendo la oOptima de 37°C. E. Coli se utiliza como microorganismo indicador de la
contaminacion de origen fecal. Su habitat natural es el hombre y los animales de sangre
caliente, debido a esto se la utiliza como indicador dentro del grupo Coliformes, llegando

a ser el microorganismo de mayor significado sanitario (4).

Principalmente los bovinos y otros rumiantes son considerados los principales reservorios
de Escherichia coli, el serotipo 0157:H7 es muy comun que sea aislado a partir de materia
fecal de bovinos. Las infecciones gastrointestinales por E. coli pueden ser debido al
consumo de leche cruda que hatenido contacto con heces fecales o que ha sido obtenida
a través de ordefios poco higiénicos (11). Al encontrarse E. coli en los alimentos o en el
agua es indicativo de contaminacion directa o indirecta de origen fecal debido a un

incorrecto manejo y almacenamiento insalubre del producto (27).

Staphylococcus aureus: Coco gram positivo, se agrupa en racimos, son inméviles,
aerobios y anaerobios facultativos, coagulasa positiva, crece en una temperatura de 7 a
48°C siendo la 6ptima de 37°C (10). Son microorganismos productores de exotoxinas las
cuales pueden permanecer en el alimento aun cuando haya sido sometido a tratamiento
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térmico, pues son toxinas resistentes al calor. Las fuentes de contaminacion con
Staphylococcus aureus son multiples debido a que se encuentra en la piel, tracto
nasofaringeo, heridas, ojos, tracto intestinal del hombre, en el suelo, aire y productos
lacteos (27).

Staphylococcus aureus tiene gran importancia ya que son los causantes de
enfermedades como la mastitis 0 de intoxicaciones gastrointestinales en los humanos.
La determinacion de estos microorganismos indica una deficiente sanitizacion durante la
manipulacion del alimento o un inadecuado control de temperatura en el proceso de

tratamiento (29).

En cultivos bacteriolégicos de muestras de leche procedentes de cuartos mamarios
positivos al CMT, Staphylococcus aureus es el principal agente etiolégico encontrado en
los analisis. Este tiene como reservorio principal la glandula mamaria, aunque se puede
aislar en la piel de los trabajadores y de lesiones ocasionadas por virus, dafios
mecanicos de la piel, en la cavidad nasal de novillas, en pisos del establo, en el alimento,
en las manos de los trabajadores, en animales diferentes a los bovinos, en los equipos
de ordefio, en las camas de los establos, en los insectos y del agua; ademas, puede ser
diseminado por las manos de los ordefiadores, por toallas no desechables y por
las moscas. En general Staphylococcus aureus es el patégeno contagioso mas
aislado de casos de mastitis en vacas lecheras (32).

4.17. Tipo de Ordefio

Ordefio manual: Es la técnica realizada por el hombre en la cual se extrae la leche
almacenada en la glandula mamaria utilizando las manos, entre sus principales métodos
estan el ordefio a mano o pufio lleno, con dos dedos y a pulgar. En la rutina de ordefio
manual primero debemos realizarlo a las vacas sanas, seguido de las sospechosas de
patologias y por ultimo las enfermas; con los siguientes pasos: despunte, estimulo y
limpieza de la ubre, ordefio completo y desinfeccion de pezones. Se debe evitar que las
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vacas se pongan nerviosas durante el proceso de ordefio y no usar espuma de leche o

saliva para lubricar los pezones (37).

Las manos del ordefiador actian como vehiculos transmisores de patdgenos en el
ordefio manual, y que por lo general se realizan ciertas practicas defectuosas que
favorecen la contaminacion como: la lubricacion de los pezones con leche, lubricacion de
las manos con leche o saliva y la falta de limpieza de las manos después de ordefiar. En
el ordefio con ternero, este se encarga de estimular y hacer la limpieza de los pezones
con su saliva, ya que esta tiene poder desinfectante gracias a las enzimas que contiene.
Para finalizar el ordefio el ternero vuelve a ser amamantado haciendo un ordefio completo
y gracias a la accion enzimética de la saliva se puede reemplazar el sellador. Si el
ordefiador tiene las manos limpias y posteriormente a que el ternero se amamante, hace
la limpieza de los pezones con un papel seco, se obtiene leche de buena calidad
bacteriolégica (21).

Ordefio mecénico: Es un sistema que utiliza una combinacién de presion negativa y
masaje del pezén para extraer la leche de forma eficiente e higiénica, en este debemos
basarnos en el nivel de produccion de leche y la salud de la ubre, ordefiando primero las
vacas sanas Yy posterior las enfermas. Un correcto ordefio mecanico incluye: el despunte,
desinfeccién preordefio, estimulo y limpieza, ordefio completo y desinfeccién posordefio
(sellador). Con este tipo de ordefio existe mayor eficacia de mano de obra y se controla
la higiene de la leche evitando su contacto con el medio ambiente (37).

4.18. Rutina de Ordefio

La rutina de ordefio se define como el conjunto de procedimientos recomendados para la
obtencion eficiente e higiénica de la leche y mantenimiento de ubres sanas, con una
buena rutina de ordefio se busca explotar al maximo el efecto de la oxitocina para producir
la bajada de la leche. El ordefio debe practicarse siempre primero a las vacas sanas,
luego las vacas sospechosas y por ultimo las vacas con problemas de mastitis. El uso de
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presellado es muy positivo ya que es efectivo para la desinfeccién, utilizando yodo como
presellador se ha demostrado reducir los conteos bacterianos y de Coliformes en la leche
cruda. El secado de pezones es efectivo e importante en la preparacion para el ordefio
ya que reduce el conteo bacteriano en la punta de los pezones de 35000 a 40000 UFC/mL
para pezones que fueron limpios pero no secados, y de 11000 a 14000 UFC/mL para
pezones que fueron secados usando toallas de papel (21).

Se debe realizar las siguientes actividades rutinarias: el piso y las paredes del local de
ordefio deben limpiarse todos los dias con agua y detergente, retirando residuos de
estiércol, tierra, alimentos o basura; el arreado de la vaca realizarlo con tranquilidad,
seguridad y buen trato, cuando las vacas estén en el corral proporcionarles alimento y
agua. Mantener un horario fijo de ordefio pudiendo ser uno o dos ordefios al dia. El
amarrado de patas y cola de la vaca durante el ordefio permite sujetarla, dando seguridad
ala persona que va a ordefiar y previniendo algin accidente. El lavado de manos y brazos
del ordefiador utilizando agua y jabon posterior a que esta asegurada la vaca, de esta
manera se elimina la suciedad de manos, dedos y ufias. La preparacion y lavado de los
utensilios de ordefio deben ser hacerlo con agua y jabon antes del ordefio, aunque
sabemos que estos utensilios se lavan correctamente después del ordefio, lo mejor es
revisarlos antes de usarlos para eliminar la presencia de residuos, suciedad acumulada

o malos olores que puedan contaminar la leche (26).

Como practicas y recomendaciones durante el ordefio debemos tomar en cuenta lo

siguiente:

1) Ropa adecuada para ordefar que incluya gabacha y gorra, de preferencia, debe usar
prendas de color blanco para observar a simple vista su contaminacion y deben ser

utilizadas Unica y exclusivamente durante el ordefio.

2) Lavado de pezones siempre gque se va a ordefiar, ya sea con o sin ternero y el agua

gue se utiliza debe ser potable y tibia.
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3) Secado de pezones de la vaca con una toalla desechable, la toalla tiene que pasar por
cada pezon unas dos veces, asegurando que se sequen en su totalidad.

4) El ordefio debe realizarse en forma suave y segura. El tiempo recomendado para
ordefiar a la vaca es de 5 a 7 minutos, si se hace por mas tiempo, se produce una
retencion natural de la leche y se corre el riesgo de que aparezca una mastitis.

5) El sellado de pezones al terminar el ordefio, introduciendo cada uno de los pezones
en un pequefio recipiente con una solucion desinfectante a base de tintura de yodo
comercial. Cuando se ordefia con ternero no es necesario realizar el sellado de pezones,
ya que el ternero sella los pezones con su saliva en forma automatica al momento que

lacta.

6) Desatado de las patas y la cola de la vaca, si el ordefio fue con ternero se le permite

gue mame el resto de leche contenida en la ubre (26).

El manejo de las vacas posordefio tiene gran importancia debido a que es el momento
para la contaminacion de la glandula mamaria por parte de los microorganismos que
llegan alli por las manos del ordefiador, la maquina de ordefio, malas practicas de lavado
y secado o por el contacto con el suelo, para lo cual se hace indispensable sumergir los
pezones en una solucion desinfectante llamado sellador la cual forma una pelicula en el
esfinter del pezon evitando el contacto y entrada de microorganismos durante el cierre
del esfinter. En los ordefios con ternero, éste se encarga de limpiar los pezones y sellar
con su saliva por lo cual no es necesario aplicar el sellador, a menos que haya demasiado
riesgo de contaminacién tomando en cuenta que el canal del pezdén queda abierto durante

unos 30 minutos a 2 horas (21).
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4.19. Almacenamiento de la leche cruda

La leche es una materia prima facilmente perecedera, debido a las bacterias que la
contaminan pueden multiplicarse rapidamente vy alterarla completamente. La
refrigeracion puede evitar el desarrollo de las bacterias y reducir la velocidad del
deterioro. La ventaja de la refrigeracion es el aumento de la vida media de la leche ya
gue reduce la tasa de multiplicacién de microorganismos mesoéfilos tales como bacterias
acido lacticas y coliformes. La refrigeracion entre 4 y 6 °C es el método mas usado para
conservar la leche cruda y con ello se reduce los conteos de bacterias, logrando conteos
maximos de bacterias de 500000 UFC/mL e incluso menores de 100000 UFC/mL (21).

4.20. Placas Petrifilm

Las placas Petrifilm es un método para realizar pruebas microbiol6gicas rapidas en agua
y alimento, avalado por la Association of Official Agricultural Chemists (AOAC)
International para el recuento de bacterias, ademas por la Association Francaise de
Normalisation (AFNOR) y por el sistema nérdico para validacion de métodos
microbioldgicos alternativos (21). Las placas Petrifilm consisten en laminas delgadas con
un medio de cultivo y un agente solidificante soluble en agua. Estas llevan incorporada
una pelicula de polipropileno capaz de atrapar el gas producido por ciertas bacterias.
Ademas contienen indicadores de pH que se encargan de colorear a las colonias para
facilitar su identificacion y una cuadricula para poder realizar el contaje de las unidades
formadoras de colonias (UFC/mL) (28). Se aplica 1 ml de la muestra diluida 1:10 con
agua estéril en las placas Petrifilm y posterior se incuban de acuerdo a su método

recomendado (34).

Las ventajas y beneficios de usar este método es que no requiere la preparacion previa
de medios de cultivo, por lo tanto reduce los costos, tiempo y no requiere de un completo
laboratorio microbioldgico para sus respectivos analisis. También ocupan poco espacio,
se almacenan mas tiempo, faciles de manipular en el laboratorio y requieren menos
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tiempo para obtener los resultados frente a los métodos tradicionales. Estas placas tienen
alto grado de efectividad y confiabilidad, con resultados de las pruebas consistentes y
confiables, ademéas consta de tres sencillos pasos: Inoculacion, Incubacion e

Interpretacion de resultados cualitativos (21).

Los autores de varios estudios han demostrado que las placas Petrifilm son adecuadas
para identificar microrganismos patégenos entre los que se encuentran los causantes de
mastitis, clasificando los patégenos en Gram-positivas y Gram negativas, por lo tanto es
adecuado para la toma de decisiones terapéuticas a nivel de granja o en la practica
veterinaria (24).

4.21. Empleo de antibioticos en la ganaderia lechera

Entre los principales propdsitos para administrar antibiéticos en vacas productoras de
leche estan: para tratar y prevenir enfermedades infecciosas que afectan a las mamas,
infecciones podales, neumonia, entre otras. Para promover el crecimiento se emplea
concentraciones subterapeuticasde antibiotico por largos periodos con el fin de mejorar
la conversion del alimento. En las ganaderias lecheras los antibiéticos mas usados con
frecuencia pertenecen a los grupos: betalactamicos, tetraciclinas, sulfas,

aminoglucésidos y macrolidos (27).

4.22. Riesgos de las leches con residuos de antibiéticos

Al consumir leche con antibiéticos es un peligro para la salud humana ya que conlleva al
aparecimiento de efectos téxicos directos e indirectos resultado de la acumulacion
del medicamento en el organismo, ademas afecta los procesos de industrializacién del

alimento haciendo que disminuya el costo y su vida util (27).
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4.23. Sensibilidad bacteriana a los antibi6ticos

La sensibilidad de una bacteria se muestra frente a un antibiético cuando el medicamento
es eficaz frente a ella y la infeccion presentada desaparece por muerte o inactivacion del
microorganismo. La sensibilidad que tiene una bacteria a un cierto antibidtico esta dada
por la CIM que significa la determinacion de la Concentracién Inhibidora Minima.
Se define la CIM como la menor concentracion de una gama de diluciones de
antibiotico que provoca la inhibicién de cualquier tipo de crecimiento bacteriano visible.
Existen varios métodos manuales o automatizados que nos permiten medir o calcular
la sensibilidad de una sepa bacteriana frente a un antibi6tico, de esta forma podemos
categorizar de la siguiente manera: la cepa se denomina Sensible (S) que representa
una buena probabilidad de éxito terapéutico, Intermedia (I) el éxito terapéutico es
impredecible y la cepa Resistente (R) la cual representa un escaso o nulo éxito
terapéutico (29).

4.24. Resistencia bacteriana

Es considerado un agente resistente cuando su crecimiento Unicamente se inhibe
al existir concentraciones mayores a las que el farmaco puede alcanzar en el sitio

infeccioso (27).

La resistencia bacteriana surge como una consecuencia del mal uso de los
antimicrobianos, este es un fendmeno creciente debido a que cada vez es mas
complicado el control por parte de los antibiéticos existentes frente al aparecimiento de
nuevos mecanismos desarrollados por las bacterias. También se considera un
problema ecologico ya que las cepas resistentes a los antimicrobianos pueden ser
transferidas no solamente entre bacterias que habitan un determinado animal que se
encontré en tratamiento antibiético, sino que ademas afecta a poblaciones ubicadas
en geografias diferentes, entre poblaciones de animales y el hombre y viceversa, lo que
hace mas complicado el tratamiento de las infecciones, teniendo repercusiones
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sociales y econémicas debido al aumento de los niveles de morbilidad y mortalidad,
edemas que eleva los costos en el tratamiento (27).

4.25. Tipos de resistencia

Resistencia natural: los animales poseen en su flora intestinal y microflora numerosos
tipos de bacterias, entre las cuales suele haber especies con resistencia natural para
ciertos antibidticos. E. coli es intrinsecamente resistente a la vancomicina porque la
vancomicina es demasiado grande para pasar a través de los canales de porinas en su
membrana externa. Las bacterias gram-positivas, en cambio, no poseen una membrana

externa y por lo tanto no son intrinsecamente resistentes a la vancomicina.

Resistencia adquirida: una bacteria sensible a un antibiético después de un contacto
prologado con él puede convertirse en resistente. Las bacterias también pueden adquirir
resistencia a los agentes antimicrobianos por eventos genéticos como mutacion,

conjugacion, transformacion, transduccion y transposicion (33).

4.26. Factores que han originado resistencia bacteriana

La resistencia es adquirida realmente por dos procesos: 1) Por defecto: cuando se
encuentra un medio en el que un microorganismo se ve rodeado de pocas cantidades
de antibiético o0 las insuficientes para matarlo, es entonces en donde se crea la
resistencia por la adaptacion por la cual ha pasado este. 2) Por exceso: cuando es todo
lo contrario, pero el microorganismo también adquiere resistencia por el estrés del medio
(30).

Entre los mas comunes tenemos: la venta libre de medicamentos para uso terapéutico
en animales, no consultar a un veterinario con licencia, empleo general de
antimicrobianos en todo tipo de vacas lecheras, uso de dosis incorrectas o el tiempo de
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duracion inadecuado en la terapia antimicrobiana y falta de conocimiento de perfiles de
sensibilidad de los diversos gérmenes (27). También se menciona por prescripcion
indebida o innecesaria de antibibticos para infecciones virales, contralas cuales no
tienen ningun efecto sobre la infeccion, por prescribir demasiado recurrente de
“antibidticos de amplio espectro” en lugar de antibidticos especificos para la
terapéutica seleccionados mediante un diagnéstico mas preciso como antibiogramas
(30).

4.27. Antibiograma

Es considerado un método fenotipico que permite conocer la sensibilidad in vitro de las
bacterias frente a los antimicrobianos. Se fundamenta en el enfrentamiento de un
in6culo bacteriano estandarizado a una concentracién o rango de concentraciones de
un antibidtico determinado. Para ello se requiere de la preparacion del medio de
cultivo Mueller Hinton y de condiciones apropiadas de incubacién. Los resultados
obtenidos clasifican a las bacterias en sensibles (S), intermedio (I) y resistentes (R)
a los antimicrobianos empleados. En general el antibiograma sirve como una

herramienta para orientar a las decisiones terapéuticas correctas (27).

4.28. Agar Mueller Hinton

Se emplea en procedimientos de difusién en disco estandarizado para la determinacién
de la sensibilidad de cepas aisladas a partir de muestras clinicas, de organismos aerobios
de rapido crecimiento ante agentes antimicrobianos, conforme a las normas del Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI). La composicién del medio Mueller Hinton
permite el crecimiento de las bacterias no exigentes (enterobacterias, bacilos Gram-

negativos no fermentadores, estafilococos y enterococos) (29).
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4.29. Los discos de antibioticos

Los discos empleados son de papel estéril absorbente y contienen concentraciones
precisas de los agentes antimicrobianos. Presentan un tamafio de 6.5 mm y se
encuentran identificados por medio de un codigo que comprende de 1 a 3 letras a ambas
caras del disco (27).

Eritromicina

Antibiotico representante de los macrolidos usado en situaciones en las que existe
alergia a penicilina (27). Es bacteriostatico y en altas concentraciones puede ser
bactericida. Posee actividad contra Gram positivos, estafilococos, estreptococos, y
bacilos como Corynebacterium, Clostridium, Listeria y bacilos antracis. Ademas actla

frente a Bacilos Gram negativos susceptibles que incluyen Pasteurella y Brucella (29).
Gentamicina

Es un aminoglicosido muy empleado por su precio y eficacia, recomendado en caso de
infecciones bacterianas de la glandula mamaria, Utero, septicemias, afecciones
articulares. Posee un amplio espectro de actividad frente a bacterias sensibles gram
positivas, gram negativas, micoplasmas y espiroquetas (27).

Utl ademas en casos de mastitis septicémicas, metritis bacteriana, infecciones
cutaneas, heridas infectadas y posoperatorias, septicemias, entre otras. Medicamento
eficaz frente a Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp.,
Klebsiella spp., Shigella spp., Salmonella spp., Serratia marcense., Proteus mirabilis
(29).

Ampicilina

Es un derivado semisintético del nacleo de la penicilina con amplio espectro, gran
capacidad antibacteriana y mayor actividad sobre las bacterias resistentes a los
betalactamicos. Su espectro de accién comprende Gram positivos y Gram negativos
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aerobios incluyendo cepas de E coli, Klebsiella y Haemophilus. También son
susceptibles algunos anaerobios incluyendo algunas especies de Clostridium (29).

Amoxicilina

La amoxicilina es una aminopenicilina. Tienen gran espectro contra gérmenes
grampositivos y gramnegativos, poseen baja toxicidad, eficaz para enterobacterias: E.coli
y Salmonella sp, estafilococos, bacilos y clostridios. Las aplicaciones clinicas incluyen
infecciones urinarias, gastrointestinales, para tratamientos de mastitis, neumonias,

infecciones por E. coli y Salmonella (40).

Ceftriaxona

Pertenece a las cefalosporinas de tercera generacion, siendo efectivas contra bacterias
gramnegativas resistentes a otros antibioticos. Esta indicada para el tratamiento de
infecciones realmente muy graves, en particular en casos de infecciones por
enterobacterias que no son susceptibles a otros agentes. Posee baja toxicidad en todas
las especies; la dosis se puede elevar al doble sin que se observe ningun efecto
indeseable (39).
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Materiales

5.1.1. Fisicos de campo

Botas

Overol

Mandil

Cémara fotografica

Guantes

50 Frascos plasticos para tomas de muestras

Coolers

Frio gel

Jeringuillas de 10ml
Jeringuillas de 20ml
Cofias

Mascarillas

Cinta masking
Marcador permanente

Regla

5.1.2. Fisicos de laboratorio

Cesar Leonardo Céardenas Padréon

Marco Geovanny Murillo Morales

Refrigerador

Balanza

Autoclave

Pipetas automaticas

Mechero

Incubadora

Gradilla plastica

Tubos de ensayo estériles
Dispersor para placas Petrifilm
Algodon

Cajas Petri
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. Hisopos estériles
. Asa y aguja de inoculacion
. Pinza para discos

5.1.3. Materiales Biol6gicos
. Muestras de leche

5.1.4. Materiales Quimicos

. Placas 3M Petrifilm para recuento de Aerobios

. Placas 3M Petrifilm para recuento de Coliformes

. Placas 3M Petrifilm para recuento de E. coli/Coliformes

. Placas 3M Petrifilm Staph Express para recuento de Staphylococcus
aureus

. Agar Mueller Hinton

. Estandar McFarland

. Discos de antibioticos

. Alcohol

. Agua destilada

5.1.5. Materiales de Oficina
e Cuaderno de campo
e Esferos
e Medios Extraibles (Memory USB)
e Computadora
e Programas informaticos (Word, Excel, power point, SPSS)

e Impresora
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5.2. Métodos
5.2.1. Area de estudio

Esta investigacion se realizé en las ganaderias de la Provincia del Azuay, que tiene una
extension aproximada de 8.639 kmz?, en la provincia existen dos zonas diferenciadas: el
este comprendido por los Andes orientales; y el oeste que pertenece a la regién Costa.
Los cursos fluviales mas importantes son el rio Jubones y el rio Paute. Su punto mas alto
es el Nudo del Cajas a 4500 metros de altura. El clima es variable debido a la altura,
desde el tropical hasta el glacial, debido a la presencia de la cordillera de los Andes y la
vegetacion subtropical al occidente, la provincia se encuentra climatolégicamente
fragmentada en diversos sectores. Ademas, a causa de su ubicacion tropical, cada zona
climatica presenta sélo dos estaciones definidas: humeda y seca. En el Occidente la
temperatura oscila entre los 20 °C y 33 °C, mientras que en la zona andina, ésta suele
estar entre los 10 °C y 28 °C. Actualmente ha variado el clima llegando a 29 °C.

e Graficol. Mapa del Azuay
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Fuente: https://es.wikipedia.org/wiki/Provincia de Azuay
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5.2.2. Unidades de andlisis

Esta investigacion incluyé un total de 45 ganaderias las cuales fueron divididas en tres

grupos:

e Primer grupo: Pequeia: <5ha, correspondiendo a 15 ganaderias distribuidas en
los diferentes cantones del Azuay

e Segundo grupo: Mediana: 5-50ha, correspondiendo a 15 ganaderias distribuidas
en los diferentes cantones del Azuay

e Tercer grupo: Grande: >50ha, correspondiendo a 15 ganaderias distribuidas en
los diferentes cantones del Azuay. Esta clasificacion de las ganaderias es de
acuerdo a lo establecido por el Instituto Ecuatoriano de Estadisticas y Censos
(INEC) en el 2013.

5.2.3. Procedimiento en la recopilacion de informacién en campo

La recopilacion de informacion para obtener tamafio de la UPA, tipo de ordefio, frecuencia
de ordefio, rutina de ordefio, higiene general, se realiz6 mediante una encuesta antes de
tomar la muestra de leche (Anexo 1) y posterior se constatdé en el momento del ordefio lo

encuestado.

5.2.4. Toma de muestras

Para la investigacion se aplicé la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN-ISO 707, Leche
y productos lacteos, directrices para la toma de muestras del afio 2008, para el muestreo
y transporte de las muestras hacia el laboratorio. Cada muestra comprendié un minimo
de 100 mL de leche cruda que fueron tomadas directamente del tanque de
almacenamiento o de las cantarillas post ordefio, luego se colocé en frascos estériles,
identificados con nombre de la finca. Las muestras fueron conservadas en refrigeracion
(cooler) para su transportacion al laboratorio de microbiologia de la Escuela de Medicina
Veterinaria de la Universidad de Cuenca, en donde se procedido con el analisis

bacteriologico.
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5.2.5. Procedimiento de cultivo bacteriolégico

Para el método de andlisis bacteriolégico se realiz6 en las placas Petrifim 3M,
basandonos en sus respectivas guias de interpretacion segun los siguientes métodos:
para el recuento de Aerobios fue en base de la guia de interpretacion para las placas
3M Petrifilm, la cual es avalada por la AOAC método oficial 986.33 y 989.10, indicado

para leche y productos lacteos (19).

Para el recuento de coliformes se recurrio a la guia de interpretacion para las placas 3M
Petrifilm, que son garantizadas por la AOAC método oficial 986.33 y 989.10, y que sirven
para leche y productos lacteos, también por AOAC método oficial 991.14, asimismo por
la NMK método 147.1993 y por AFNOR métodos validados 3M 01/2-09 89AyB (17).

Para el recuento de Escherichia coli se aplico la guia de interpretacion para las placas
3M Petrifilm que gozan del respaldo de AOAC método oficial 991.14 (18).

Para Staphylococcus aureus se empled la guia de interpretacion para las placas 3M
Petrifilm Staph Express y tiene el respaldo de AOAC Método Oficial 2003.08 y de Nordval
(Ref. No.: 2003-20-5408-00019), las cuales se utlizan para el recuento de

Staphylococcus aureus en Productos Lacteos (20).

Para la preparacion de las muestras se midié y se coloc6 10mL de muestra sobre el
frasco estéril con 90mL de diluyente (agua destilada). Se agitaron los frascos mediante
movimientos circulares para obtener una muestra homogénea. En el presente caso se
empleod diluciones de 10 para Staphylococcus aureus, Escherichia coli y coliformes. Para
el recuento de Aerobios Mesoéfilos empleamos diluciones de 10° hasta 10°

respectivamente.

Posteriormente colocamos la placa Petrifilm en una superficie plana y limpia, ésta
previamente rotulada y levantamos el film superior. Luego pipetear 1 mL de la solucion
preparada en el centro del film inferior manteniendo la pipeta en posicion vertical, no

se debe tocar el film inferior mientras se pipetea, soltar el film superior y dejarlo caer
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evitando formacion de burbujas, colocar el aplicador en el film superior bien centrado

sobre el in6culo.

Usar el aplicador con la cara rebajada hacia abajo (cara lisa hacia arriba), luego aplicar
presion de manera suave sobre el aplicador para distribuir el in6culo por toda la zona
circular. No mover ni girar el aplicador. Levantar el aplicador y esperar 1 minuto para que

se solidifique el gel (17).

Para incubar las placas Petrifilm se realiza con la cara hacia arriba en la estufa, la cual
debe estar previamente calibrada y limpia, dicha incubacién se la realiza con las
siguientes caracteristicas en dependencia del microorganismo que se esta analizando y
en base a las especificaciones para productos lacteos de las placas Petrifilm: Aerobios:
Incubar 48h + 3h a 32°C + 1°C segun AOAC método oficial 986.33 & 989.10 AOAC 990.12
(19). Coliformes totales: incubar 24h + 2h a 32°C + 1°C segun AOAC método oficial
986.33 y 989.10 (17). Escherichia coli: incubar 48h + 2h a 35°C + 1°C segun AOAC
meétodo oficial 991.14 (18). Staphylococcus aureus: incubar 24h + 2h a 35°C + 1°C
segun AOAC Método Oficial 2003.08 (20).

Transcurrido el tiempo de incubacion de las placas fueron extraidas y llevadas a un area
estéril para el recuento de las unidades formadoras colonias (UFC) por mL de las
muestras mediante el contador de colonias tipo Quebec, las placas que resultaron
menores a 50 UFC contamos de forma individual las colonias en toda la Placa Petrifilm;
y si el numero de colonias sobrepasa el valor de las 50 UFC se cont6 3 cuadriculas de
un cmz2, obtener la media de la suma de los 3 y multiplicar por 20 siendo esté el area total
de la placa, asi se obtendra el recuento total de las UFC/mL (17).

Hay que recalcar que los medios de cultivo de las placas Petrifilm son muy especificos,
razén por la cual creceran solamente los microorganismos que se desean cultivar, los
cuales tendran caracteristicas bien definidas, que se describen a continuaciéon para
facilitar su conteo: Staphylococcus aureus: microorganismo cultivado en la placa

Petrifilm 3M Staph Express, cuyas colonias se presentan entre el color rojo — Violeta (17).
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Para los Coliformes totales: familia de microorganismos cultivados en la placa Petrifilm
3M Coliformes, siendo todas las colonias rojas y azules con presencia de gas.
Escherichia coli: bacteria cultivada en la placa Petrifilm 3M E. coli/Coliformes, que
presentan un color azul y presencia de gas, siendo esta ultima su principal caracteristica
para identificacion. Aerobios mesofilos: familia de microorganismos cultivados en la

placa Petrifilm 3M para recuento de Aerobios, que presentan color rojo (17).

Es importante anotar que el proyecto de la Norma NTE INEN 9:2015, Sexta revision,
Leche cruda Requisitos, establece que la leche cruda debe cumplir con un recuento de
colonias aerobias de 2x104 como limite de aceptacion y de 5x10* el limite superado en el
cual se rechaza, para S. aureus de 10 UFC como limite de aceptaciéon y de 10?2 UFC el
limite superado en el cual se rechaza, y Enterobacteriaceae (UFC/g) de 10 como limite

de aceptacion y de 102 el limite superado en el cual se rechaza (7).

En cambio la norma técnica ecuatoriana NTE INEN 9:2012 Quinta revision, leche cruda
requisitos, los requisitos microbioldgicos de la leche cruda tomada en hato establece solo
para el recuento de microorganismos aerobios mesofilos con un limite maximo de 1,5 x
108 UFC/mL (42).

5.2.6. Procedimiento para las pruebas de sensibilidad bacteriana

Luego del analisis microbioldgico de las placas que resultaron con colonias de bacterias
analizadas, se efectuaran las pruebas de sensibilidad bacteriana, mediante el método de

agar por difusion en disco, para el efecto se procedio de la siguiente manera:

Se utilizé el agar Mueller Hinton, porque contiene bajos inhibidores de sulfonamida,
trimetoprim y tetraciclina. La preparacién del agar Mueller Hinton, es de acuerdo a las
instrucciones de Difco TM (casa comercial), e inmediatamente se llevd a autoclave el

agar Mueller Hinton, se enfrié en bafio maria con temperaturas entre 45y 50°C.

Después, se coloco el medio Mueller Hinton en placas Petri de plastico, cuidando que la
profundidad sea de aproximadamente 4 mm, lo cual corresponde 25 a 30 mL de medio

para placas de Petri con 90 mm de diametro. Luego el agar se enfria a temperatura
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ambiente para conservarlo en refrigeracion a temperaturas de 2 a 8 °C, excepto cuando
las placas de Petri se las utiliza en el mismo dia.

El inéculo bacteriano tiene factores criticos como: el método de preparacion (a partir de
colonias o de registro de las fases de crecimiento en un caldo), y la turbidez. El inéculo
se prepara usando una colonia de la fase logaritmica de crecimiento (18 a 24 horas de
crecimiento en la placa de cultivo original), luego se suspende en solucién salina
fisiologica estéril, como también puede ser en caldo Mueller-Hinton, caldo de soya triptico

o caldo lablemco.

El in6culo bacteriano se lo prepara a una densidad visualmente equivalente a la solucion
estdndar McFarland 0.5, y ésta solucion sirvi6 como control de turbidez para la
preparacion del inéculo bacteriano. La solucion estandar McFarland 0.5 fue preparada

afiadiendo 0.5 mL de cloruro de bario al 1.175 % a 99.5 mL de acido sulfurico al 1 %.

Mediante un espectrofotometro se verifico la densidad correcta de la solucién estandar
de turbidez de sulfato de Bario McFarland 0.5, para el efecto con un haz luminoso de 1
centimetro y su cubeta correspondiente, se determiné la absorbencia con una longitud

de onda de 625 nm que equivale a 0.10 para la solucién estandar McFarland 0.5.

Se coloca 4 mL de solucién estandar McFarland en tubos con tapon de rosca, del mismo
tamafo de los utilizados para cultivar o diluir el inéculo en caldo de cultivo. Luego se
tapan bien los tubos con la cinta parafilm para prevenir la evaporacién y se almacenan

en camara oscura a temperatura ambiente.

Inmediatamente antes de utilizar la solucion estdndar de turbidez McFarland 0.5, ésta se
agité vigorosamente en un voértex; cada semana se reemplazé la solucion McFarland con
una preparacion fresca. El indculo bacteriano debe ser utilizado dentro de los 15 minutos

de preparacion y correspondera a 1,5x108 UFC/mL.

También se puede preparar un indculo bacteriano, a partir de un caldo de cultivo que
haya permanecido por el espacio de 2 a 8 horas de crecimiento en los tubos de cultivo
original y éste método se utiliza para las bacterias de rapido crecimiento; luego la
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suspension bacteriana se ajustara a la turbidez correcta frente a la solucion estandar
McFarland 0.5 (16).

Se procede a sembrar el indculo bacteriano en las placas de Petri correspondiente, luego
se cuidara que la inoculacion permanezca durante cinco a treinta minutos sobre la placa
de Petri.

Los discos antimicrobianos se almacenaron en la refrigeradora y al momento de ser
utilizados permanecieron al ambiente minimo 15 minutos y maximo dos horas, para
minimizar la condensacion y reducir la posibilidad de dilucién de la concentracién del
agente antimicrobiano en el disco. Los discos fueron utilizados a la concentracion

indicada por Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

A continuacion, se colocaron los discos antimicrobianos con pinzas, a una distancia de
10 o 15 mm del borde de la placa y cada disco fue presionado con una pinza estéril. Se
ubicaron cinco discos en una placa de 90 mm de didmetro, de acuerdo a las
recomendaciones de CLSI. Después de quince minutos de la aplicacién de los discos se
procedid a voltear cada placa y se las colocé en una incubadora bacteriolégica a 37 °C
(16).

Después de 16 a 18 horas de incubacion, se procedi6 a realizar la lectura de las placas
de Petri e interpretacion de los resultados. Si la placa fue satisfactoriamente sembrada y
el indculo correcto, los halos de inhibicion seran circulares. Los halos fueron medidos en
milimetros, para el efecto se utilizé un calibrador o una regla (Anexo 6), cualquier de los
dos sera apoyada en la base de la placa invertida y observada con luz reflejada. La
interpretacion de los resultados se realizd en base de los diametros de las zonas de
inhibicién y de conformidad a las tablas de lecturas, como sensible (S), intermedio (I) o
resistente (R) (15).
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5.2.7. ANALISIS ESTADISTICO

Los datos fueron recopilados en Excel y para el disefio experimental fue completamente
al azar, se empleo el programa estadistico SPSS para el analisis estadistico y se realizd
las pruebas de frecuencias para determinar las muestras con presencia y ausencia de
microrganismos, Tablas cruzadas con la finalidad de analizar la influencia de los factores:
tamafo de la UPA, tipo de ordefio, frecuencia de ordefio, rutina de ordefio, estos sobre
la calidad de leche, pruebas de U de Mann-Whitney para analizar las muestras
independientes, prueba de Kruskal-Wallis para tres 0 mas grupos, ademas se realizaron
intervalos de confianza para recuento de Aerobios, Coliformes totales, Staphylococcus
aureus Yy Escherichia coli.
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6. RESULTADOS

Tabla 3. Tamafo del hato con sus medias de recuentos bacterianos

Tamafio del | E. coli (X) Aerobios mesdfilos (X) Coliformes totales (X) | S. aureus (X)
hato UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Pequefia 38,0+ 22,22 | 5437346,7 + 1237001,38 | 7926,0 £ 1577,97 6966,67 £ 2274,74
Mediana 247 £ 12,26 | 4722306,7 £1279591,47 | 4450,7 + 1103,44 3356,00 £ 1471,54
Grande 10,8 + 4,81 1488146,7 £ 636570,26 3012,0 £ 1169,45 2166,00+ 753,27
Significancia ,669 ,018 ,025 ,305

Fuente: autores

En la tabla 3, al comparar las medias de los resultados del recuento bacteriano UFC/mL
con la prueba de Kruskal-Wallis se evidencio que el tamafo del hato no influyo sobre la
cantidad de Escherichia coli aunque es posible observar que hay diferencias numéricas
entre las categorias; en el recuento de Aerobios mesofilos si hay diferencias
estadisticamente significativas en cuanto a la influencia del tamafio del hato sobre la
cantidad de bacterias, siendo las ganaderias pequefas las que muestran recuentos mas
altos y las ganaderias grandes con recuentos mas bajos, esto se explica posiblemente
debido a que las fincas grandes poseen tanque de refrigeracion por lo que las
temperaturas bajas son una limitante para el desarrollo de Aerobios mesdfilos; en el
recuento de Coliformes totales también se puede observar que existe diferencias
estadisticamente significativas entre los valores, siendo las ganaderias pequefias las que
presentan recuentos mas altos de Coliformes totales y las ganaderias grandes recuentos
mas bajos; en lo que se refiere a Staphylococcus aureus no muestra diferencias

estadisticamente significativas en el recuento por la influencia del tamafio del hato.

Cesar Leonardo Céardenas Padréon

Marco Geovanny Murillo Morales




Universidad de Cuenca

Tabla 4. Frecuencia de ordefio relacionado a las medias del recuento bacteriano

Frecuencia de | E. coli (X) Aerobios mesoéfilos (x) | Coliformes totales | S. aureus (X)
ordefio UFC/mL UFC/mL (X) UFC/mL UFC/mL

1 Vez al dia 34,3 +16,93 | 5212580,9 + 1020296,86 | 7170,5 + 1253,42 6657,6 + 1872,38
2 Veces al dia 159+6,24 2718866,7 + 825590,05 3343,8 + 886,09 1980,0 + 486,27
Significancia ,625 ,014 ,021 127

Fuente: autores

En la tabla 4, al comparar las medias de los resultados de la frecuencia de ordefio con la
prueba de Mann-Whitney de los distintos tipos de bacterias UFC/mL se observé que la
frecuencia de ordefio por dia tiene influencia en el recuento de Aerobios mesdfilos y
Coliformes totales ya que hay diferencia estadisticamente significativa, siendo en ambos
casos los recuentos mas altos en las ganaderias que ordefian una vez al dia; en lo que

respecta a Escherichia coli y Staphylococcus aureus no hay diferencias significativas.

Tabla 5. Rutina de ordefio relacionado a las medias del recuento bacteriano

Rutina de | E. coli (X) Aerobios mesoéfilos (X) Coliformes totales (X) | S. aureus (X)
ordefio UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL

Si cumple 16,8 £ 6,52 2713983,3 £1010707,44 | 2903,3 + 1386,91 1653,3 £ 843,70
No cumple 27,3+11,48 4307551,5 + 829112,97 5939,1 + 934,53 5075,5 + 1250,38
Significancia ,552 ,259 ,017 ,032

Fuente: autores

En la tabla 5, al comparar las medias de los resultados del recuento bacteriano UFC/mL
con la prueba de Mann-Whitney se observé que en la rutina de ordefio existe diferencias
estadisticamente significativas en el recuento de Coliformes totales y Staphylococcus
aureus con recuentos mas altos en las que no cumplen con la rutina de ordefio; en el
caso de Aerobios mesoéfilos y Escherichia coli se observan recuentos elevados en las
ganaderias que no cumplen la rutina de ordefio pero estos valores no son significativos

en comparacion de las que si cumplen con la rutina de ordefio.
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Tabla 6. Tipo de ordefio relacionado a las medias del recuento bacteriano

Tipo de | E. coli (X) Aerobios mesofilos (X) | Coliformes totales (X) | S. aureus (X)
ordefio UFC/mL UFC/mL UFC/mL UFC/mL
Mecanico 13,4 £ 4,90 1882933,3 £ 724006,28 | 3582,2 £ 1146,74 1981,7 £ 633,75
Manual 31,9+13,85 | 5215711,1 + 926618,71 | 6161,1 + 1056,15 5617,0 £ 1501,37
Significancia 773 ,006 ,061 ,084

Fuente: autores

En la tabla 6, al comparar las medias de los resultados del recuento de UFC/mL con la
prueba de Mann-Whithney se observd que el tipo de ordefio tiene diferencia
estadisticamente significante sobre el nimero de Aerobios mesdfilos, siendo en el ordefio
manual los recuento mas altos de este; en el recuento de Escherichia coli, Coliformes
totales y Staphylococcus aureus muestra recuentos numeéricos mucho mas altos en todos

los casos de ordefio manual con relacion al ordefio mecanico, pero no son significativos.

Tabla 7. Tamafo del hato frente al tipo de ordefio tabulacion cruzada

Tipo de ordefio
Manual Mecanico Total
Tamano del hato Grande 0 15 15
Mediana 12 3 15
Pequeia 15 0 15
Total 27 18 45

Fuente: autores

En la tabla 7, podemos observar que en las ganaderias grandes todas tienen sistemas
de ordefio mecanico, en las ganaderias medianas 12 ordefian manualmente, mientras

gue todas las ganaderias pequefias realizan manualmente el ordefio.
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Tabla 8. Tamafo del hato frente a la rutina de ordefio tabulacién cruzada

Rutina de ordefio

No aplica | Si aplica| Total
Tamafio del hato Grande 6 9 15
Mediana 12 3 15
Pequeia 15 0 15
Total 33 12 45

Fuente: autores

En la tabla 8, podemos observar que 9 ganaderias grandes si cumplen con la rutina de
ordefio; en las ganaderias medianas 12 de ellas no cumplen con la rutina de ordefio; en

las ganaderias pequefas ninguna cumple con la rutina de ordefio.

Tabla 9. Tamafo del hato frente a la frecuencia de ordefio/por dia tabulacién

cruzada
frecuencia de ordefio/por
dia
1 2 Total
tamafio de laupa Grande 0 15 15
Mediana 7 8 15
Pequeia 14 1 15
Total 21 24 45

Fuente: autores

En la tabla 9, observamos que en las ganaderias grandes todas ordefian 2 veces por dia;
en las ganaderias medianas 8 de ellas ordefian 2 veces por dia; y en las ganaderias
pequefias 14 ordefian una sola vez por dia.
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Tabla 10. Tipo de ordeno frente a la rutina de ordefio tabulacidén cruzada

rutina de ordefo
No aplica | Siaplica Total
tipo de ordeno  Manual 27 0 27
Mecanico 6 12 18
Total 33 12 45

Fuente: autores

En la tabla 10, podemos observar que en ordefios manuales ninguno cumple con la rutina

de ordefio y en el ordefio mecanico 12 si cumplen rutinas de ordefio.

Tabla 11. Resultados del antibiograma para Coliformes (%)

Coliformes | Eritromicina | Gentamicina | Ceftriaxona | Ampicilina | Amoxicilina
I 22,22 0,00 0,00 11,11 24,44
R 57,78 2,22 0,00 73,33 60,00
S 20,00 97,78 100,00 15,56 15,56
TOTAL 100,00 100,00 100,00 100,00 100,00

Fuente: autores (I: intermedio, R: resistente, S: sensible)

En la tabla 11, de las pruebas de sensibilidad antibacteriana se obtuvo para Coliformes

totales resistencias de Ampicilina, Amoxicilina y Eritromicina, resultaron ser sensibles a

Ceftriaxona y Gentamicina.
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Tabla 12. Resultados del antibiograma para S. aureus (%)

S. aureus | Eritromicina | Gentamicina | Ceftriaxona | Ampicilina | Amoxicilina
I 2,22 6,66 15,55 24,45 28,88
R 22,50 2,22 2,22 33,33 8,89
S 75,28 91,11 82,23 42,22 62,23
TOTAL 100 100 100 100 100

Fuente: autores

En la tabla 12, de las pruebas de sensibilidad antibacteriana se obtuvo para S. aureus
resistencia frente a Ampicilina y resultaron ser sensibles a Ceftriaxona, Gentamicina,

Amoxicilina y Eritromicina.

Tabla 13. Resultados del antibiograma para Aerobios Meso6filos (%)

Aerobios | Eritromicina | Gentamicina | Ceftriaxona | Ampicilina | Amoxicilina
I 24,44 0,00 13,33 11,13 22,22

R 39,99 2,22 0,00 59,99 53,33

S 35,57 97,78 86,67 28,88 24,45
TOTAL 100 100 100 100 100

Fuente: autores

En la tabla 13, de las pruebas de sensibilidad antibacteriana se obtuvo para Aerobios
mesofilos resistencias de Ampicilina, Amoxicilina y Eritromicina, resultaron ser sensibles

a Ceftriaxona y Gentamicina.
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Tabla 14. Resultados del antibiograma para E. coli (%)

E. coli Eritromicina | Gentamicina | Ceftriaxona | Ampicilina | Amoxicilina
I 38,89 0 0 16,68 22,22
R 55,55 16,66 0 77,77 66,67
S 5,56 83,34 100 5,55 11,11
TOTAL 100 100 100 100 100

Fuente: autores

En tabla 14, de las pruebas de sensibilidad antibacteriana se obtuvo para E. coli
resistencias de Ampicilina, Amoxicilina y Eritromicina, resultaron ser sensibles a

Ceftriaxona y Gentamicina.

Tabla 15. Comparacion del efecto de la temperatura en tanque de frio y otros

recipientes frente al crecimiento bacteriana

Recipiente E. coli X Aerobios X Coliformes X S. aureus X
Tanque frio 17,1+ 6,41 1627523,1+ 728987,66 | 1871,5+ 884,97 | 17454 + 775,21
Cantarilla/balde | 27,5+ 11,80 4798725,0+844362,53 6453,1 £973,97 | 5145,0+1288,68
/ otros

Significancia ,588 ,030 ,008 112

Fuente: autores

En la tabla 15 al aplicar el estadistico de Mann-Whitney se puede observar que en el caso
de Escherichia coli y los Staphylococcus aureus no tiene influencia el tanque de frio en la
cantidad de microorganismos, pero si existe diferencias numeéricas en ambos casos; en
lo que respecta a los Aerobios mesofilos y Coliformes totales si existe diferencia
estadisticamente significativa del tanque frio sobre el nimero de bacterias, pudiendo
evidenciar un recuento mucho menor de Aerobios mesdfilos y Coliformes totales en

ganaderias que tienen el tanque de enfriamiento.
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7. DISCUSION

En el presente estudio se registraron los siguientes resultados: para los recuentos de
Aerobios mesodfilos se obtuvo medias en las fincas pequefias de 5437346,67 UFC/mL,
en fincas medianas recuentos de 4722306,67 UFC/mL y en las fincas grandes recuentos
de 1488146,6 UFC/mL. Para el recuento de E. coli se encontré valores de medias de 38
UFC/mL en las fincas pequefias, 24,66 UFC/mL en las fincas medianas y 10,80 UFC/mL
en las fincas grandes. En el recuento de Coliformes totales se determind valores de
medias de 7926 UFC/mL en las fincas pequefias, 4450,66 UFC/mL en las fincas
medianas y 3012 UFC/mL en las fincas grandes. En el recuento de Staphylococcus
aureus se obtuvo valores de medias de 6966,67 UFC/mL en las fincas pequefias, 3356

UFC/mL en las fincas medianas y 2166 UFC/mL en las fincas grandes.

Las medias de los recuentos bacterianos en la provincia del Azuay fue para Aerobios
mesofilos 3882599,97 UFC/mL, Staphylococcus aureus 4229,55 UFC/mL, Coliformes
totales 5129,55 UFC/mL y de Escherichia coli 24,48 UFC/mL.

La Norma INEN 9:2012 Quinta revision especifica valores solo para Aerobios Mesobfilos
y es en la cual se basa ésta investigacion, pero no especifica valores para Coliformes
totales, S. aureus, ni para E. coli, pero en el proyecto de la norma técnica Ecuatoriana
NTE INEN 9:2015 Sexta revision, leche cruda requisitos, si los especifican con valores y

es en ésta, en la cual nos fundamentaremos para su interpretacion.

Segun la norma técnica Ecuatoriana NTE INEN 9:2012 Quinta revision, leche cruda
requisitos, los requisitos microbioldgicos de la leche cruda tomada en hato establece para
Aerobios mesofilos de 1,5 x 106 UFC/ml, este valor en el presente estudio es superado
por las fincas pequefas (5437346,66 UFC/mL) y fincas medianas (4722306,66 UFC/mL).
En las fincas grandes el recuento es de 1488146,6 UFC/mL por lo que se encuentra por
debajo de los 1500000 UFC/mL gue establece dicha norma.

Para el recuento de S. aureus el limite de aceptacion es 10 UFC/mL y 100 UFC/mL el

limite superado el cual se rechaza la leche, esto segun el NTE INEN 9:2015 Sexta
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revision; en nuestro estudio en las fincas grandes, medianas y pequefias se encuentran
superando los valores mencionados en esta norma, teniendo como media en la provincia

del Azuay de Staphylococcus aureus 4229,55 UFC/mL.

Para el recuento de E. coli el limite de aceptacion es 10 UFC/mL y 100 UFC/mL el limite
superado el cual se rechaza la leche segin el NTE INEN 9:2015 Sexta revision; en
nuestra investigacion obtuvimos valores que no superan el limite de rechazo en la

Provincia del Azuay para Escherichia coli, siendo el mismo de 24,48 UFC/mL.

Molineri et al. (2009) en su investigacion realizada en Argentina sobre la calidad
bacteriologica y relacion entre grupos bacterianos en leche de tanque de frio con laminas
Petrifilm, menciona que la media del recuento de Aerobios mesofilos Totales fue de
102.059 UFC/mL, de la cual el 35,6% de las muestras mostro valores inferiores a las
10.000 UFC/mL. La media del recuento de Coliformes totales fue de 424 UFC/mL y un
70,5% de las muestras estuvieron por debajo de 100 UFC/mL. En el recuento de E. coli
la media fue de 44 UFC/mL. Este estudio con relacién a nuestra investigacion son valores
completamente inferiores para Aerobios mesofilos y Coliformes totales, en el caso del
recuento de Escherichia coli tenemos una media en la provincia del Azuay de 24,48

UFC/mL lo que demuestra que son valores inferiores al estudio de Molineri.

Calderon et al. (2012) en su trabajo calidad fisicoquimica y microbiologica de leches
crudas en empresas ganaderas del sistema doble propésito en Monteria (Cérdoba-
Colombia), menciona que el recuento en leche de tanque para Aerobios mesofilos con
promedio de 160.346 UFC/mL; cuando la leche fue conservada en tanque de
refrigeracion el promedio fue de 74.514 + 125.222 UFC/mL, y el promedio de leches de
cantarilla de 235.450 + 252.559 UFC/mL. El valor promedio es menor de los Aerobios
mesofilos en la leche de tanque respecto al de cantarilla, se puede deber a que el
enfriamiento de la leche a 4 °C tiene por objetivos inhibir el crecimiento bacteriano y
ampliar el tiempo de almacenado en la finca. Estos recuentos son inferiores al de nuestro
estudio pero en lo que respecta a los Aerobios meséfilos concordamos que en las fincas

gue poseen tanque de refrigeracion sus recuentos son menores a los que usan cantarilla
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para almacenar la leche cruda, en nuestro caso existi6 diferencia estadisticamente

significativa del tanque frio sobre el nimero de bacterias.

Revelli et al. (2004) analiza muestras recolectadas entre los afios 1993 y 2002 en
Argentina, en el cual el Recuento de Microorganismos Aerobios mesofilos totales resulta
en un valor medio de 1,2x10° + 2,4x10° UFC/mL. Y concluye que el parametro
microbioldgico estudiado durante los 10 afios de experiencia, manifiesta un significativo
mejoramiento, es decir el recuento de bacterias totales observé cambios de 3,2x10°
UFC/mL en 1993 a 3,2 x 10*UFC/mL en 2002. En este estudio de Revelli Incluso muchos

afos atrds, manejan valores menores al de nuestra investigacion.

Segun Calderdn et al. (2006) en leches de la sabana de Bogota segun la cadena de frio,
el promedio de Aerobios mesofilos para leches en tanque de frio obtiene valores de
1083511 UFC/mL, mientras que para leches de cantarilla obtuvo valores de 2938991
UFC/mL. En su recuento de Coliformes totales en las leches de tanque de frio su recuento
es de 4361 UFC/mL, mientras que de las cantarillas obtiene valores de 8725 UFC/mL.
Este estudio de Calderdn se asemeja al nuestro debido a que el recuento de Aerobios
mesofilos en tanque de frio es de 1488146,67 UFC/mL y en leche de cantarilla, nuestros
valores son mas elevados 5437346,67 UFC/mL; mientras que en el recuento de
Coliformes totales 3012 UFC/mL en tanque de frio y en leche de cantarilla 7926 UFC/mL.

Moreno et al.(2007), sefiala que en cuanto se refiere al recuento de Aerobios mesdfilos
existe una relacion significativa entre la desinfeccion, el lavado y secado de los pezones;
ademas menciona que la leche recogida en cantarillas a temperatura ambiente favorece
la rapida multiplicacibn microbiana principalmente de microorganismos mesofilos,
mientras que en hatos en que se utiliza tanque de refrigeracién a una temperatura entre
4 a 6 °C conserva la leche fresca y reduce el desarrollo de bacterias. En la desinfeccion
antes del ordefio obtiene recuentos de Aerobios mesdfilos de 1010000 UFC/mL, mientras
los que no desinfectan con valores mas elevados de 1880000 UFC/mL. El secado de
pezones y el recuento de Coliformes presentan una relacion significativa por lo que en

hatos que no secan obtiene recuentos de 134600 UFC/mL de Coliformes, mientras que

Cesar Leonardo Céardenas Padréon

Marco Geovanny Murillo Morales



Universidad de Cuenca

el secado de los pezones beneficia en el recuento de Coliformes obteniendo valores de
78026 UFC/mL. El recuento de Coliformes en sistemas productivos que utilizan
cantarillas es superior con 93095 UFC/mL, mientras que los que utilizan tanque de
refrigeracion es 28100 UFC/mL, lo que concuerda con nuestra investigacion ya que en

fincas que poseen tanque de refrigeracion sus recuentos son menores.

Lluguin (2016) en su trabajo analisis microbiol6gico la leche cruda con laminas Petrifilm
en Riobamba, para el recuento de Coliformes totales se basa en el Reglamento Técnico
RTCR: 401-2006 que estable como limite maximo permitido de bacterias Coliformes
totales 2000 UFC/mL, en su caso obtuvo valores entre 4667 UFC/mL y 233667 UFC/mL,
en el cual todas sus muestras de leche cruda analizadas sobrepasan dicho limite, al igual
que nuestro estudio también todas las fincas sobrepasan los recuentos de Coliformes ya
que son mayores a 2000 UFC/mL. Escherichia coli también basandose en el mismo
reglamento la cantidad estdndar maxima permisible para esta bacteria es de 100
UFC/mL, lo cual en su estudio el 42.9% de las muestras cumplen con el parametro
microbioldgico, en nuestro caso tuvimos una media de 24,48 UFC/mL de Escherichia coli
por lo que se encuentran dentro del limite de aceptacion. El 14,28% excedi6 el valor
estandar establecido por la norma NTE INEN 0009 (1.5x10% UFC/mL) para Aerobios
mesofilos en su caso, en nuestro estudio solo las fincas grandes no superan dicha norma,

mientras que las fincas pequefas y medianas también superan la norma INEN 0009.

Granizo (2016) en su trabajo en la ciudad de Riobamba obtiene en el recuento de
Escherichia coli valores que van de 3000 UFC/mL a 102333,3 UFC/m, en comparacion
con nuestro estudio tenemos valores completamente bajos 24,48 UFC/mL. En el conteo
de Staphylococcus aureus resulté estar entre 23333 UFC/mL y 58666 UFC/mL,
mientras que en la presente investigacion obtuvimos valores mucho méas bajos de
Staphylococcus aureus 4229,55 UFC/mL.

Trujillo (2016) menciona en su trabajo realizado en el mercado de Santa Rosa de
Riobamba que el promedio encontrado para Staphylococcus aureus fue de 5,1x10%
UFC/mL, en el recuento de Coliformes totales de 26,6x10%* UFC/mL, para Escherichia coli
menciona valores de 21,5x10* UFC/mL, vy para Aerobios mesoéfilos de 100,9x104
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UFC/mL. Todos estos valores presentados por Trujillo son datos mas elevados a los
presentados en nuestro estudio esto se explica porque nuestros datos son a nivel de finca
mientras que Truijillo lo hace en el punto de distribucion en el mercado, por lo que la leche

sufre mas contaminacion.

Buiiay y Peralta (2015) en su estudio en la Provincia de Cafar, encontraron que el
recuento de Aerobios mesofilos tiene un promedio de 6800000 UFC/mL, lo que
demuestra que el 51,2 % de las muestras que se analizaron tienen un valor superior
al dictaminado por la Norma INEN 0009. En cambio en nuestro estudio encontramos

valores mas bajos de Aerobios mesofilos de 3882599,97 UFC/mL.

Rojas J (2013) en su estudio de Aerobios Mesofilos en la leche cruda en carros
expendedores en la ciudad de Cuenca, determind que de los 82 carros muestreados 46
presentan valores inferiores a 1.5x10% UFC/mL de Aerobios mesofilos, es decir el 43.90%
y que supera el limite de la norma INEN: 2012 leche cruda requisitos. Sus recuentos de

Aerobios mesdfilos se encuentran en rangos de 7x10* UFC/mL y 2,96x10%8 UFC/mL.

En las pruebas de sensibilidad antibacteriana efectuadas en esta investigacion
obtuvimos para Coliformes totales resistencias de Ampicilina (73,33%), Amoxicilina
(60,00%) y Eritromicina (57,78%), y resultaron ser sensibles a Ceftriaxona 100,00% y
Gentamicina (97,78%). Se evidenci6 para S. aureus resistencias de Ampicilina
(33,33%) y resultaron ser sensibles a Ceftriaxona (82,23%), Gentamicina (91,11%),
Amoxicilina (62,23%) y Eritromicina (75,28%). Se determind en Aerobios Mesofilos
resistencias de Ampicilina (59,99%), Amoxicilina (53,33%) y Eritromicina (39,99%), y
resultaron ser sensibles a Ceftriaxona (86,67%) y Gentamicina (97,78%). Para E. coli
se encontro resistencias de Ampicilina (77,77%), Amoxicilina (66,67%) y Eritromicina

(55,55%), resultaron ser sensibles a Ceftriaxona (100%) y Gentamicina (83,34%).

Trujillo (2016) en Riobamba realizo pruebas de sensibilidad a antimicrobianos, en donde
las cepas de Escherichia coli presentaron resistencia frente a Ampicilina en un 57%,
mientras que un 100% fue sensible para Gentamicina y Amoxicilina, lo que coincide con
nuestro estudio ya que se encontro resistencias de Ampicilina (77,77%) y sensibilidad a
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Gentamicina en un 100% y a Amoxicilina en un 94%. Las cepas aisladas de
Staphylococcus aureus presentaron resistencia a Ampicilina en un 47%, lo que se
asemeja a nuestro estudio ya que se encontro resistencias de Ampicilina en 33,33%,
Trujillo también menciona sobre la sensibilidad a Gentamicina en un 100% y a Amoxicilina
en un 94%, lo que también concuerda con los resultados de este estudio al ser sensibles
a Gentamicina 91,11% y Amoxicilina 62,23%.

Argudo (2017) en un estudio en la ciudad de Cuenca determino en las cepas de
Staphylococcus aureus aisladas en casos de mastitis, la resistencia a Eritromicina fue

de 36,07%, mientras que en nuestro estudio existe sensibilidad a Eritromicina 75,28%.

Lluguin (2016) en Riobamba menciona que en sus pruebas de sensibilidad antibacteriana
el 40% de las muestras enlas que detectod Escherichia coli demostro resistencia frente
a Ampicilina y en nuestro estudio para E. coli se encontré resistencias de Ampicilina en
77,77%. En las que se detectd Staphylococcus aureus el 100% de ellas mostraron
sensibilidad ante Eritromicina, y en el estudio se encontro sensibilidad para Eritromicina

en 75,28% para Staphylococcus aureus.

Faria et al. (2005) en su trabajo sensibilidad a los agentes antimicrobianos de algunos
patégenos aislados de leche de cuartos de bovinos mestizos doble propdsito, menciona
gue la sensibilidad in vitro de cepas de Staphylococcus aureus para Gentamicina la
susceptibilidad es del 100% y en nuestro caso para Gentamicina la sensibilidad es de
91,11%, para Ampicilina la resistencia de 13,63% y en nuestro caso resistencia a
Ampicilina 33,33%, para Eritromicina la sensibilidad es del 90,90% y en el presente
estudio sensibilidad a Eritromicina es de 75,28%.

Aponte, F. (2007) en su investigacion sobre el perfil de resistencia in vitro a
antimicrobianos de cepas aisladas de leche cruda bovina en establecimientos de
pequefia y mediana produccioén, obtuvo para Staphylococcus un 64% de resistencia a
Ampicilina y en este estudio hay resistencia a Ampicilina de 33,33%, para Gentamicina
19% de resistencia, en nuestro estudio resulta sensible a la Gentamicina 91,11%. En el

caso de E. Coli determiné porcentajes de resistencia para Ampicilina en un 86% y en este
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estudio hay resistencia de Ampicilina en 77,77%, para Gentamicina sensibilidad de 93%

y en nuestro caso sensibilidad de Gentamicina 83,34%.

Barrionuevo (2016) determiné el perfil de resistencia/susceptibilidad antimicrobiana en
cepas de bacterias del grupo de Enterobacterias en zonas rurales del cantdon Riobamba,
encontrando que cepas de E. Coli resultan sensibles a Ampicilina en un 45.5%,
Amoxicilina en un 45.5% y Ceftriaxona un 100%. En nuestro caso hay resistencia a
ampicilina en 77,77% y Amoxicilina 66,67%, para Ceftriaxona coincidimos en que existe
una sensibilidad de100%.

Aguirre (2007) en su trabajo de aislamiento e identificacion de Staphylococcus Aureus a
partir de leche bovina Nicaragua, determino que para Eritromicina el 95,15% fue sensible
y en el presente estudio presento sensibilidad a Eritromicina en 75,28%, para
Gentamicina el 95,28% fue sensible y en el presente caso fue sensible a Gentamicina en
91,11%, para Ampicilina el 16,67% resistente y en el presente caso resistencias de
Ampicilina en 33,33%, para Ceftriaxone el 94,12% fue sensible y en el presente estudio

presento sensibilidad a Ceftriaxona en 82,23%.

Segun Lluguin (2016) en sus pruebas de sensibilidad antibacteriana menciona que
Staphylococcus aureus presentan sensibilidad a la Eritromicina en un 100% de las

muestras y en el presente estudio resulta ser sensible a Eritromicina el 75,28%. .

Granizo (2016) menciona en su estudio que Escherichia coli demostré resistencia frente
a Ampicilina en un 33,3% y en el presente caso hay resistencia en 77,77% para
Ampicilina. ElI 100% de Escherichia coli fueron sensibles frente a Gentamicina y en el
presente estudio existe sensibilidad de Gentamicina en 83,34%. Para Staphylococcus
aureus el 100% de ellas mostraron sensibilidad ante la Eritromicina y para la presente

investigacion la sensibilidad de Eritromicina fue de 75,28%.
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8. CONCLUSIONES

En la calidad bacterioldgica de la leche cruda producida a nivel de finca en la Provincia
del Azuay, se determind mediante el estudio de sus indicadores de calidad que los
recuentos bacterianos de Coliformes totales, Aerobios mesofilos y Staphylococcus
aureus se encuentran excediendo los valores establecidos por la norma técnica
Ecuatoriana INEN, en el caso de Escherichia coli se encuentra dentro del limite de

aceptacion establecida por dichas normas.

En las pruebas de sensibilidad antibacteriana se concluy6 que para el caso de Aerobios
mesodfilos, Coliformes totales y Escherichia coli presentaron resistencia a Ampicilina,
Amoxicilina y Eritromicina, y resultaron ser sensibles a Ceftriaxona y Gentamicina. Para
Staphylococcus aureus presento resistencia a Ampicilina y resultaron ser sensibles a

Ceftriaxona, Gentamicina, Amoxicilina y Eritromicina.

Se puede mencionar que la calidad higiénica de la leche cruda a nivel de finca es el
efecto de varios factores y condiciones que rodean a la vaca, en general las malas
practicas higiénicas en la rutina de ordefio, malas condiciones higiénicas de los establos
o sitios de ordefio, falta de higiene en las manos de los operarios, mala calidad del agua,
falta tanques de refrigeracion, y muchos factores mas favorecen al aumento de los
recuentos de microorganismos, lo que nos sugiere que la calidad sanitaria de la leche a

nivel de finca es deficiente lo que constituye un riesgo para la salud publica.
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9. RECOMENDACIONES

Ejecutar investigaciones en cuanto al andlisis microbiolégico de la leche cruda en
todas sus etapas de su produccion, es decir desde la finca hasta su comercializacion
con la finalidad de encontrar y corregir los mayores indices de contaminacion; aplicando
las normas INEN con la finalidad de producir leche de calidad.

Capacitar a los encargados en ejecutar los procesos de ordefio sobre préacticas correctas
de higiene y manejo sanitario de la leche cruda, con la finalidad de disminuir las cargas

bacterianas y por ende preservar la salud del consumidor.

Ensefar el uso correcto de antibioticos en las ganaderias lecheras con el propésito de

evitar las resistencias que cada dia son mas comunes y peligrosas.
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11. ANEXOS

Anexo 1. Encuesta aplicada

rous A JACRRTE pessoo

‘

UNIVERSIDAD DE CUENCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGROPECUARIAS
ESCUELA DE MEDICINA VETERINARIA'Y ZOOTECNIA

CALIDAD BACTERIOLOGICA DE LA LECHE CRUDA EN GANADERIAS DE LA PROVINCIA DEL AZUAY
Nombre de 13 aNAderia ...t s esess e st e sessnessas sessnssansseessasssnesessassanenesaasann
ProPietario... ... ccecceeraeeceecer s ssecsnes e sessaesaesseessas e seesansseesnessananes telf.. e,
Ubicacion........cccccenuieeinennsenscsnnanee

DATOS GENERALES

Usted realiza cultivos de la leche en su ganaderia? (en el caso de respuesta negativa pasar directo a
tamafio de la upa)....ccceeeececcirrireeeennncecenenneenes

Cada que tiempo?.......ccoiiiiieeeeecceceirernnnereeee s e e reeennnnssseenens
Que bacterias e iIdeNtifiCArON? ... iivccircrcr ettt rerr s sares e ssassssesnssessnsasssasasesnsasanns

Usted realizo pruebas de sensibilidad antibacteriana a partir de esos cultivos?(en el caso de respuesta
negativa pasar directo a tamafio de la upa).....ccccceecrrerceeeeennannee.

Encontro bacterias resistentes en esas pruebas? ?(en el caso de respuesta negativa pasar directo a
tamano de la Upa)....ccceeeeeiieiiiiiininiiencnencerneeereeereee e

A que antibidticos salieron resistentes?..........ccccevieeeeeeueecicennereennenseseeeeneansseeeeeeeeen
1) Tamafio del hato
Numero de hectdreas totales de la ganaderia.

Numero de animales totales de la ganaderia.

Vacas en produccion

Vacas secas

Vaconas

Toros
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Toretes

Becerro/as

-Otro (especifique)....ccccuvevereceireciere e

2) prueba de sensibilidad antibacteriana

Persona encargada del tratami@nto?.......cccoeeeeeeieieriniie et ettt st s

Usted separa la leche de vacas con tratamiento para poner en el tanque?........ccccceeeeccveeeeecnnnnen..

Qué tipo de sistema de enfriamiento para la leche utiliza usted?.........ccceeeeieecieiiiccciee e,

3) Tipo de ordefio

-Mecanico

-Manual

-Otro (especifique)......cccecueeeieireecece et

frecuencia del [avado?...........oevvvvvvverenecinnnn.

Que utiliza para lavar? .......ceveeeveie e,

5) Rutina de ordeiio (para cumplir tiene que tener todos las pasos).

PASOS

Si

NO

OBSERVACIONES

-Lavado y secado de las ubres

Origen del agua:

-Despunte

-Presellado
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-Sellado final

-Cumple
-No cumple
5) Frecuencia de ordeiio
-Una vez al dia
-Dos veces al dia

-Tres veces al dia

-Otro (especifique)....ccccuvevereceinecieneeirece e
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Anexo 2. Laminas Petrifilm con colonias de Staphylococcus Aureus
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Anexo 4. Laminas Petrifilm con colonias de Coliformes Totales
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Anexo 5. Laminas Petrifilm con colonias de Aerobios Meséfilos
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Anexo 7. Pruebas de normalidad (para usar pruebas no
parameétricas)
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
ecoli 335 45 ,000 ,485 45 ,000
aerobios ,228 45 ,000 ,813 45 ,000
coliformes ,210 45 ,000 ,831 45 ,000
aureus ,308 45 ,000 ,611 45 ,000
a. Correccién de significacion de Lilliefors
Anexo 8. Estadistica descriptiva
Descriptivos para tamafo de la upa = grande
Descriptivos?
Estadistico Error estandar
ecoli Media 10,8000 4,80793
95% de intervalo de confianza Limite inferior ,4880
para la media Limite superior 21,1120
Media recortada al 5% 9,2222
Mediana ,0000
Varianza 346,743
Desviacién estandar 18,62103
Minimo ,00
Maximo 50,00
Rango 50,00
Rango intercuartil 30,00
Asimetria 1,325 ,580
Curtosis -,028 1,121
aerobios Media 1488146,6667 636570,26469
95% de intervalo de confianza Limite inferior 122839,2370
para la media Limite superior 2853454,0963
Media recortada al 5% 1185718,5185
Mediana 100000,0000
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Varianza 6078325528380,9
52
Desviacion estandar 2465426,03385
Minimo 20000,00
Maximo 8,40E+6
Rango 8380000,00
Rango intercuartil 2153400,00
Asimetria 1,975 ,580
Curtosis 3,624 1,121
coliformes Media 3012,0000 1169,45335
95% de intervalo de confianza Limite inferior 503,7720
para la media Limite superior 5520,2280
Media recortada al 5% 2566,1111
Mediana 1200,0000
Varianza 20514317,143
Desviacion estandar 4529,27336
Minimo 50,00
Maximo 14000,00
Rango 13950,00
Rango intercuartil 3300,00
Asimetria 1,735 ,580
Curtosis 1,883 1,121
aureus Media 2166,0000 753,27400
95% de intervalo de confianza  Limite inferior 550,3880
para la media Limite superior 3781,6120
Media recortada al 5% 1791,1111
Mediana 760,0000
Varianza 8511325,714
Desviacién estandar 2917,41764
Minimo 280,00
Maximo 10800,00
Rango 10520,00
Rango intercuartil 1720,00
Asimetria 2,245 ,580
Curtosis 5,118 1,121

a. tamafio de la upa = grande
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Descriptivos para tamafio de la upa = mediana

Descriptivos?

Estadistico Error estandar
ecoli Media 24,6667 12,26170
95% de intervalo de confianza Limite inferior -1,6321
para la media Limite superior 50,9654
Media recortada al 5% 19,6296
Mediana ,0000
Varianza 2255,238
Desviacion estandar 47,48935
Minimo ,00
Maximo 140,00
Rango 140,00
Rango intercuartil 20,00
Asimetria 2,005 ,580
Curtosis 2,821 1,121
aerobios Media 4722306,6667 1279591,46857
95% de intervalo de confianza _Limite inferior 1977855,9189
para la media Limite superior 7466757,4144
Media recortada al 5% 4535585,1852
Mediana 2640000,0000
Varianza 24560314896380,
950
Desviacién estandar 4955836,44770
Minimo 5600,00
Maximo 1,28E+7
Rango 12794400,00
Rango intercuartil 9510000,00
Asimetria ,525 ,580
Curtosis -1,500 1,121
coliformes Media 4450,6667 1103,44114
95% de intervalo de confianza Limite inferior 2084,0208
para la media Limite superior 6817,3125
Media recortada al 5% 4159,6296
Mediana 2800,0000
Varianza 18263735,238
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Desviacion estandar 4273,60916

Minimo 140,00

Méximo 14000,00

Rango 13860,00

Rango intercuartil 5450,00

Asimetria 1,053 ,580

Curtosis ,229 1,121
aureus Media 3356,0000 1471,53719

95% de intervalo de confianza  Limite inferior 199,8666

para la media Limite superior 6512,1334

Media recortada al 5% 2440,0000

Mediana 1730,0000

Varianza 32481325,714

Desviacién estandar 5699,23905

Minimo 200,00

Méaximo 23000,00

Rango 22800,00

Rango intercuartil 2870,00

Asimetria 3,328 ,580

Curtosis 11,796 1,121

a. tamafio de la upa = mediana
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Descriptivos para tamafo de la upa = pequeiia

Descriptivos?

Estadistico Error estandar
ecoli Media 38,0000 22,21540
95% de intervalo de confianza Limite inferior -9,6473
para la media Limite superior 85,6473
Media recortada al 5% 23,8889
Mediana ,0000
Varianza 7402,857
Desviacion estandar 86,03986
Minimo ,00
Maximo 330,00
Rango 330,00
Rango intercuartil 50,00
Asimetria 3,189 ,580
Curtosis 10,876 1,121
aerobios Media 5437346,6667 1237001,38372
95% de intervalo de confianza Limite inferior 2784242 5659
para la media Limite superior 8090450,7674
Media recortada al 5% 5249829,6296
Mediana 5200000,0000
Varianza 22952586349809,
527
Desviacién estandar 4790885,75838
Minimo 50000,00
Maximo 1,42E+7
Rango 14150000,00
Rango intercuartil 9402300,00
Asimetria ,269 ,580
Curtosis -1,287 1,121
coliformes Media 7926,0000 1577,97000
95% de intervalo de confianza Limite inferior 4541,5909
para la media Limite superior 11310,4091
Media recortada al 5% 7912,2222
Mediana 10500,0000
Varianza 37349840,000
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Desviacion estandar 6111,45155

Minimo 300,00

Méximo 15800,00

Rango 15500,00

Rango intercuartil 11840,00

Asimetria -,072 ,580

Curtosis -1,809 1,121
aureus Media 6966,6667 2274,73780

95% de intervalo de confianza  Limite inferior 2087,8393

para la media Limite superior 11845,4940

Media recortada al 5% 6426,8519

Mediana 1910,0000

Varianza 77616480,952

Desviacién estandar 8810,02162

Minimo 150,00

Maximo 23500,00

Rango 23350,00

Rango intercuartil 15070,00

Asimetria 1,150 ,580

Curtosis -,456 1,121

a. tamafio de la upa = pequefia
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Anexo del tanque frio y cantarilla

Estadisticos de prueba

E. coli lAerobios |Coliformes |S. aureus
|U de Mann-Whitney }194,000 [97,000 (86,000 134,000
\W de Wilcoxon 722,000 (188,000 [177,000 225,000
z -,396 -2,780 -3,056 -1,853
Sig. asintotical
. ,692 ,005 ,002 ,064
|(bilateral)

a. Variable de agrupacion: tanque
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Variables Tipo de Escalade Definicion operacional Dimensiones Indicadores Valor final Técnicas e Fuente
variables medicién de de las variables Instrumento
las variables S
Y1 | Coliformes Cuantitativa | Razoén Son Gram negativos y esta | Andlisis de | Ndumero de | Crecimiento Experimento | Cultivos
totales conformado por: E coli. K | laboratorio UFC/mL de colonias y hoja de | deleche
pneumoniae. E aerogenes laboratorio
y Citrobacter freundii
Y2 | Staphylococcus | Cuantitativa | Razdn Gram positivo y en forma | Analisis de | Numero de | Crecimiento Experimento | Cultivos
aureus de racimo de uvas laboratorio UFC/mL de colonias y hoja de | deleche
laboratorio
Y3 | Escherichia coli | Cuantitativa | Razon Gram negativo y en forma | Analisis de | Numero de | Crecimiento Experimento | Cultivos
de bacilo laboratorio UFC/mL de colonias y hoja de | deleche
laboratorio
Y4 | Aerobios Cuantitativa | Razon Gram negativos y en forma | Andlisis de | Ndumero de | Crecimiento Experimento | Cultivos
de bacilos y cocos laboratorio UFC/mL de colonias y hoja de | deleche
laboratorio
X1 | Tamafio de la | Cualitativa Ordinal Numero de hectareas que | Fincas del | Pequefia: <5ha Dimensién de | Observacién | Propieta-
UPA componen la finca Azuay Mediana: 5-50ha | lafinca y hoja de | rio
encuestadas Grande: >50ha campo
Xz | Tipo de ordefio Cualitativa Ordinal Sistema mediante el cual | Manual (Ordefio manual | Caracteristica | Observacion | Propieta-
se extrae la leche OOrdefio y hoja de | rio
Mecanico mecanico campo
Xs | Frecuencia de | Cualitativa Ordinal Numero de ordefios que | Uno o mas 0Un ordefio/dia. Caracteristica | Observacion | Propieta-
ordefio se realizan por dia ODos ordefios/dia y hoja de | rio
campo
X4 | Rutina de | Cualitativa Nominal Actividades realizadas al | Completa +Si aplica (Lavado | Caracteristica | Observacion | Propieta-
ordefio momento del proceso de de ubre, Secado, y hoja de | rio
ordefio Despunte, Pre- campo
sellado, Sellado)
Incompleta *No aplica
Xs | Antibiéticos Cualitativa Nominal Genérico Coliformes Sensible, Halo mm Observacion | Cultivos
totales, intermedio y y hoja de
Staphylococcus | resistente laboratorio.
aureus,
Escherichia coli,
y Aerobios
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Anexo 10. Base de datos

abdon ma ’
. 2790 . pequ . no sequi
SIN ichlllogall 75 cachi no efia 2 9 3 3 2 1 0 0|no Inua si tiene a X 1
giN |adrian ) 2279 | quimap no |Medi 1 gl 19| 10 20 o 1 2 alno |mual|s |™ sequi X 1
criollo 112 | uto ana | tiene a
alfonso 2279 pequ ma no vertie
SIN cardenas 247 iflerto no efia 1 4 2 0 1 0 0 1|no Inua si tiene nte X 1
carlos la pequ ma no quebr
SN pasato merced no efia 1 7 4 1 B B B 2|no Inua st tiene ada X 1
carlos . ma .
SIN  |siguenci | 2279 |pocaco no |Medi | o5l 40| 16 8| 6 1 5 4lno  |nualsi | vertie X 1
a 871 | cha ana | tiene nte
carlos equ ma no vertie
SIN -arl zhuno no | P& 3| 10| s ol o 0 1 4|no  |nua|si . X 1
tintin ena | tiene nte
carmela pequ ma no quebr
SIN panza rosas no efa 2 6 4 0 0 0 0 2 {no Inua Si tiene ada X 1
carmita 3013 medi ma no sequi
SIN chumi 565 cachi no ana 8 9 5 2 1 0 0 1|no Inua Si tiene a X 2
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SIN fernando iggi ayca no pequ 2 8 3 no nmuz Si no vertie X
guanga 7 pay! efla | tiene nte
flavio quimap pequ ma no vertie
SN monje uto no efla 1 3 1 no Inua st tiene nte X
hernan medi ma no vertie
zhuno | gavilane zhuno no 12| 20| 15 no nua | si ) X
S ana | tiene nte
. ma sequi
isabel 2851 L pequ - no
SIN morales 220 | Auinjeo no efia 2 4 2 no nua | si tiene a de X
| riego
el
derrum medi ma no sequi
SIN jose inga bo(fon no ana 6| 16 5 no nua | si tiene a q X
dopam |
ba)
. . 9861 . ma
SIN jose luis 2028 ayalom no med 18| 16 4 no nua | si no reser X
panza K ana | tiene vorio
jose 9591 ) ma
SIN quituisac | 7433 manay no medi 10| 15 6 no nua | si no rio X
a 7 |aco ana | tiene
luis 2979 | hierba medi ma no vertie
SN criollo 185 | buena no ana 12] 30 14 no Inua st tiene nte X
luis ma .
SIN vicente 2279 busa no pequ 41 11 5 no nua | si no sequi X
. 148 efia tiene a
jeton |
maria equ ma no sequi
SIN . cachi no peq 4 6 5 no nua | si . q X
maxi efia | tiene a
. . . ma sequi
SIN maria 2829 | quinge no medi 7| 10 4 no nua | si no ade X
morales 408 | o ana tiene -
| riego
mariana 2279 medi ma no sequi
SIN monje 016 celeste no ana 12| 25| 10 no Inua Si tiene a X
marlene hierba pequ ma no vertie
SN duran buena no efia 3| 14 6 no Inua sl tiene nte X
mesias fondop medi ma no sequi
SIN pefia amba no ana 11| 40| 28 no Inua Si tiene a X
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miguel maria eau ma o sequi
S/N guamba auxilia no peq 3 8 4 2 0 1 0 1|no nua | si ; q X
2 efia tiene a
fia dora I
olmedo 2279 medi ma no vertie
SIN guerrero 910 pilshin no ana 12| 12 6 0 2 1 0 3| no Inua Si tiene nte X
rafael fondop pequ ma no vertie
SN cardenas amba no efla 5| 10 4 2 1 0 2 2|no Inua st tiene nte X
rosario quimap pequ ma no vertie
SIN aucay uto no efia 2 6 5 1 0 0 0 0|no Inua Si tiene nte X
- san ma
SIN william 2219 fernan no pequ 2 5 3 2 0 0 0 0|no nua | si ho rio X
perez 670 do efia | tiene
) . me ’
flnca_ parlos 2279 cachi no medi 12| 37| 18 10 0 1 1 7 no can | si no cad_a sequi | deter X
cachi inga 409 ana ico tiene 8 dias | a gente
mia 9399 rand me no cada |sequi |deter
cayetan | luis farez | 1797 | Nero no 9 60| 106 | 45 9| 27 1 1 20 | no can |si h . q X
a 9 e ico tiene 8 dias | a gente
9997 | sharap . me
rolando medi . no cada |reser |deter
SIN alvarez 7674 an(_tutu no ana 18| 27| 15 2 6 0 0 0| no can | si tiene 2 dias | vorio | gente X
2 | pali) ico
los sergioy 9953 me
ciprese | alicia 7061 | Nero no grand 200| 81| 32 7| 40 2 0 2| no can | si Hgne gaéjigs Ipeotab dgtrﬁ; X
S carpio 8 ico 9
estanci william grand me no cada potab | deter
ade . granda tarqui no e 94| 95| 37 10| 28 5 2 10 | no can | si tiene 15 le gente X
tarqui ico dias
deter
gente
tanque :';\cido
ana 9940 | guandu me pozo -
Guand maria 6552 | (tutupal no grand 70| 56| 20 14| 17 1 1 3| no can | si de . cad_a clora alcali X
u ) e . enfriam | 8 dias no,
serrano 6 | i alto) ico - do
iento deter
gente
alcali
no
me tanque cada
lactovel esteban irquis no grand 65 5 no can | si de . 15 potab | deter X
velez e . enfriam | 3 le gente
ico iento dias
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9791 me tanque deter
. fernando . grand . de cada | vertie | gente
padilla ) 4029 | tarqui no 95| 79| 29 8| 22 1 2 17 | no can |si ) ; - X
padilla 0 e ico enfriam | 8 dias | nte alcali
iento no
me tanque
santa guido Y de no grand 60! 80l 30 10! 30 1 0 20 | no can | si de _ cad_a potab | deter X
ana serrano cumbe e ico enfriam | 8 dias | le gente
iento
ol me tanque
recuerd guillerm nero no medi 25| 46| 30 6 8 1 1 0({no can | si de . cad_a sequi | deter X
o 0 serpa ana ico enfriam | 2 dias | a gente
iento
2 deter
me Ejanque veces gente
el hembach tutupali grand | 500 . e reser
establo | lewitte chico no e 0 180 80 20| 40 0 ! L|no ﬁ;n st enfriam gg;na vorio ’;g;" X
iento
na na
me tanque gonte
las hembach tutupali grand | 500 - de reser |9
A A no 30| 30 0 0 0 0 0|no can |si ) - , sal X
rosas lewitte chico e 0 ico enfriam vorio | 2 aii
iento ha
rodeo(t me tanque
SN |Mmanuel | 4112 Lo no |99} 500 30| 12 6| 6 3 2 1{no |can|si |d&  |cada |potab | deter X
loja 711 e . enfriam | 8 dias | le gente
alto) ico )
iento
tanque
9841 me
pecalpa | pecalpa 6997 | cumbe no grand 160 | 160 | 76 30| 30 0 4 26 | no can |si de ! cad_a potab | deter X
3 e ico enfriam | 7 dias | le gente
iento
deter
gente
9994 me tanque poz0 acido
ruth pedro . grand . de cada alcali
maria vintimilla 2132 | tarqui no e 50| 46| 16 9 8 0 0 2| no can | si enfriam | 8 dias clora no, X
8 ico ) do
iento deter
gente
alcali
no
. . tanque
Universi me
irquis dad de irquis no grand 507 39 no can |si de . cad_a potab | deter X
e . enfriam | 8 dias | le gente
cuenca ico iento
. . tanque
Universi me
nero dad de nero no grand 297 42 no can |si de . cad_a reser deter X
e . enfriam | 8 dias | vorio | gente
cuenca ico iento

Cesar Leonardo Céardenas Padréon

Marco Geovanny Murillo Morales




Universidad de Cuenca

tanque
b | N I R R SO PN T b b o
iento

CONTEO DE UFC/ML

GANADERIA E.COLI AEROBIOS

abdon chillogallo 100| 11000000

adrian criollo negativo 12800000

alfonso cardenas negativo 480000

ana maria serrano 2 4400000

carlos inga negativo 1365000

carlos pasato 50 8200000

carlos siguencia 140 7500000

carlos tintin negativo 148000

carmela panza 10 1600000

carmita chumi negativo 34000

cayetana negativo 980000

Cipreses negativo 90000

establo(heimbach) 50 4600000

fernando guanga negativo 10540000

fernando padilla 30 8400000

flavio monje negativo 14200000

Granda negativo 100000

hernan gavilanes negativo 12500000

Irquis negativo 46600

isabel morales negativo 470000

jose inga 10 130000
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jose luis panza 10 3860000
jose quituisaca negativo 2640000
luis criollo negativo 9600000
luis jeton 10 136000
manuel loja negativo 2200000
maria maxi negativo 8400000
maria morales negativo 90000
mariana monje 130 9000000
marlene duran negativo 9872300
mesias pefia negativo 90000
miguel guambafia 330 6700000
Nero negativo 30600
olmedo guerrero negativo 1020000
Pecalpa negativo 59000
Quinde 40 100000
rafael cardenas 10 50000
rolando alvarez 20| 10200000
rosario aucay negativo 4563900
rosas(heimbach) negativo 1180000
Serpa 60 5600
Serrano 40 76000
Velez negativo 40000
vintimilla negativo 20000
william perez 60 5200000
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Marco Geovanny Murillo Morales

ganaderia bacteria eritromicina ‘ ceftriaxona amoxicilina
marlene duran aerobios 25 24 20 27 33
jose quituisaca aerobios 15 26 26 20 20
mariana monje aerobios resistente 20 17 | resistente | resistente
carlos siguencia aerobios resistente 15 24 | resistente 15
adrian criollo aerobios resistente 24 20 15 15
mesias pefia aerobios resistente 24 26 | resistente | resistente
hernan gavilanes aerobios resistente 22 30 | resistente 12
miguel guambafia aerobios 15 25 30 20 14
luis criollo aerobios 15 20 35 | resistente | resistente
maria maxi aerobios resistente 22 33 | resistente |resistente
rosario aucay aerobios resistente 22 25 | resistente | resistente
carlos inga aerobios 15 25 30 | resistente | resistente
joseinga aerobios resistente 25 26 | resistente 12
carmita chumi aerobios resistente 25 30 | resistente | resistente
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luis jeton aerobios resistente 25 32 | resistente | resistente
rafael cardenas aerobios resistente 25 39 | resistente | resistente
fernanda guanga aerobios 26 25 25 35 26
abdon chillogallo aerobios 20 20 24 15 15
carlos tintin aerobios 15 27 30 22 20
flavio monje aerobios resistente 25 33 | resistente | resistente
jose luis panza aerobios 20 32 |resistente | resistente
carlos pasato aerobios 30 26 20 25 32
olmedo guerrero aerobios 20 25 37 | resistente | resistente
alfonso cardenas aerobios 25 30 28 22 26
carmela panza aerobios resistente 20 30 | resistente | resistente
william perez aerobios resistente 25 30 | resistente | resistente
fernando padilla aerobios resistente 25 40 | resistente | resistente
serrano aerobios 16 22 40 | resistente 15
cipreses aerobios 30 24 17 22 27
pecalpa aerobios resistente 25 30 | resistente | resistente
vintimilla aerobios 15 22 33 20 25
serpa aerobios 17 27 25 22 26
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granda aerobios 14 22 23 | resistente 12
irquis aerobios 19 24 25 15 14
cayetana aerobios resistente 22 20 15 15
nero aerobios 15 | resistente 24 14 21
rolando alvarez aerobios 24 25 37 | resistente | resistente
ana maria serrano aerobios 25 20 30 | resistente | resistente
maria morales aerobios resistente 20 27 25 23
isabel morales aerobios 20 20 27 30 | resistente
establo heibach aerobios 30 25 30 | resistente | resistente
rosas heimbach aerobios 20 24 33 | resistente | resistente
quinde aerobios 20 25 33 | resistente | resistente
manuel loja aerobios 22 24 36 | resistente | resistente
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