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RESUMEN

Introduccion: las enfermedades transmitidas por alimentos constituyen una de las mayores problematicas publicas a nivel
mundial. Actualmente hay nulo conocimiento sobre la calidad microbioldgica de la leche cruda de bovinos en Paipa y
sectores aledafios. Objetivo: determinar la calidad microbiolégica de la leche cruda de ganado bovino de una finca del
municipio de Paipa, Boyaca. Método: se disefid un estudio descriptivo en el que se recolectaron muestras de leche cruda
de ganado bovino para ser analizadas microbiolégicamente y realizar el recuento de aerobios meséfilos, Staphylococcus
aureus coagulasa positivos, Coliformes totales y fecales, mohos y levaduras, asi como la presencia/ausencia de bacterias
patégenas como Listeria sp. y Salmonella sp. Resultados: se analizaron 25 muestras de leche cruda y se evidencié que la
mayoria de las muestras incumplen con el limite permisible que dicta la norma. La prevalencia de Salmonella sp. del 24% y
de Listeria sp. fue del 0%. Conclusiones: las muestras de leche cruda analizadas incumplen con los limites permisibles en las
normas que rigen para Colombia. Se recomienda realizar mas estudios para conocer la realidad microbioldgica de la leche
en el sector.

Palabras clave: leche; Listeria; normas de calidad de los alimentos; Salmonella; Staphylococcus aureus; estudios
descriptivos.

ABSTRACT

Introduction: Foodborne diseases constitute one of the significant public health problems worldwide. There needs to be
knowledge about the microbiological quality of raw bovine milk in Paipa and surrounding areas in Colombia. Objective: To
determine the microbiological quality of raw bovine milk from a farm in Paipa, Boyaca. Method: A descriptive cross-sectional
study was conducted, collecting raw bovine milk samples to be microbiologically analyzed. This analysis included counting
mesophilic aerobes, coagulase-positive Staphylococcus aureus, total and fecal coliforms, molds, and yeasts, as well as
detecting the presence/absence of pathogenic bacteria such as Listeria sp. and Salmonella sp. Results: Twenty-five raw milk
samples were analyzed, revealing that most of the samples did not meet the permissible limits set by the standard. The
prevalence of Salmonella sp. was 24%, contrary to Listeria sp., which was 0%. Conclusions: The raw milk samples did not
comply with the permissible limits of the regulations governing Colombia. More studies are recommended to understand
the microbiological reality of milk in the region.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por alimentos se consideran un problema de salud publica debido a que
ocasionan altas tasas de mortalidad y morbilidad.! Estas enfermedades pueden originarse debido a la
ingestion de agua o alimentos contaminados con algun tipo de bacteria, virus, hongo o parasito,
principalmente en nifios, poblacidn con escasos recursos, adultos mayores y mujeres embarazadas.?
Las Buenas Practicas de Manufactura y las Buenas Prdacticas Agricolas son medidas altamente
recomendables para prevenir este tipo de enfermedades.?

El almacenamiento, la preparacion inadecuada de alimentos, la manipulaciéon y la refrigeraciéon
favorecen la presencia de las enfermedades transmitidas por alimentos en la sociedad.* Las bacterias
mas relacionadas frecuentemente son los géneros Salmonella sp., Bacillus cereus, Escherichia coli (E.
coli), Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus (S. aureus), Shigella spp., Campylobacter spp.,
entre otras. El agua, los productos cérnicos y los derivados lacteos suelen ser los mas contaminados.”

La leche y derivados juegan un papel esencial en la alimentacion de las personas a nivel mundial,® y el
control microbioldgico de estos productos debe riguroso, ya que los microorganismos que los
contaminan pueden llegar a esa materia prima por varias vias, tales como el propio animal, la técnica
de ordefio, los utensilios o el personal manipulador.’

La calidad microbiolégica de la leche y derivados es un campo que ha sido estudiado a través de los
anos y alrededor del mundo, hay diversidad de estudios enfocados en aspectos distintos concernientes
a la calidad microbioldgica y a la carga microbioldgica de la leche de vaca ya sea o no cruda.? La calidad
higiénica de la leche cruda estd relacionada con el contenido microbiano que presenta, el cual se puede
transferir en gran medida a los productos que son elaborados con la leche e influir directamente en la
vida util del producto terminado.’

En Tunja, Colombia, un estudio analizé 293 tanques de almacenamiento de leche cruda y reveld que el
32,8% de las muestras presentaban microorganismos como L. monocytogenes. Igualmente, esa
investigacion identifico la importancia de las condiciones higiénicas en las que era almacenada la leche
y enfatizd la importancia para la salud publica de los ambientes poco higiénicos para la manipulacion
de alimentos.1°

El objetivo del estudio fue determinar la calidad microbioldgica de la leche cruda de bovinos de una
finca del municipio de Paipa, Boyaca.

METODO

Tipo de estudio, poblacion y muestra

Se llevé a cabo un estudio descriptivo con muestras de leche cruda de una finca. Para calcular el tamano
de la muestra se empled la aplicacion Open Epi, con una frecuencia hipotética esperada de 2,7% de
muestras contaminadas en un estudio previo en esta region colombiana.'® Se tomaron 25 muestras
recolectadas en recipientes estériles de 25 mililitros. Se recogieron cuatro recipientes (un recipiente
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por cada pezdn de la vaca) para un total de 100 ml cada muestra (posteriormente se mezclaron para
realizar las pruebas).

Técnicas de analisis

La Norma Técnica Colombiana 399, NTC 399, establece los pardmetros microbioldgicos y quimicos que
debe cumplir la leche cruda de bovinos en Colombia. Esta norma establece que la leche debe tener un
maximo microorganismos aerobios mesoéfilos de 700.000 UFC/ml para considerarse apta para la
industrializacién.!

Procedimiento

Las muestras se recolectaron durante un ordefio manual de rutina en la finca en julio de 2023. Se
realizaron las diluciones necesarias para disminuir la gran carga microbioldgica.'? Para las diluciones se
empled solucion salina estéril al 0,85%, para realizar la dilucion de 10! se diluyeron 10 ml de la muestra
de leche en 90 ml de solucién salina. Posteriormente, se tomdé 1 ml de esta dilucién y se pasé a un tubo
con 9 ml de solucién salina para realizar la dilucién 1072, se siguié este paso sucesivamente hasta
obtener diluciones 103, 10 y 10, las cuales se emplearon para el recuento de microorganismos
aerobios mesdfilos y microorganismos indicadores de calidad e higiene.*?

El cdlculo de microorganismos aerobios meséfilos en la leche, se realizd la siembra por duplicado en
cada dilucién de 1 ml por profundidad en agar nutritivo y se llevaron a incubar a 37°C. Tras 48 horas de
incubacidn, se procedid a realizar el recuento de colonias. Para este recuento hay que tomar en cuenta
gue la norma ICONTEC establece que en las placas debe haber un nimero de colonias entre 10 y 300
UFC/ml.

El analisis de S. aureus coagulasa positivos, se sembraron 1 ml las diluciones por duplicado en agar
salado manitol. Tras 48 horas de incubacién a 37°C, se realizd la identificacidon de colonias presuntivas
y se realiz6é prueba de coagulasa para identificar presencia de S. aureus coagulasa positivos.

Los coliformes totales se sembraron por triplicado 1 ml de cada dilucidon en tubos de caldo LMX
fluorocult, para un total de nueve tubos por muestra. Después de 48 horas de incubacién a 37°C, se
realizo la lectura de coliformes totales mediante la técnica de nimero mas probable (NMP/ml). Una
vez realizada la lectura, se usd una lampara de luz UV a 360 nm para evidenciar la presencia de
coliformes fecales en la muestra debido a la fluorescencia, el recuento se realizé mediante la técnica
de NMP/ml.13

Para la identificacion de mohos y levaduras en la muestra se sembraron 1 ml por duplicado las
diluciones en Agar Papa Dextrosa (PDA), estas se cultivaron durante 8 dias a temperatura ambiente??.
El recuento se realizé segun las normas ICONTEC, una vez realizado el recuento de levaduras, se llevda
a cabo la caracterizacién macroscopica y microscopica de los hongos miceliales presentes en las
muestras con el uso de azul de lactofenol para determinar por claves taxondmicas las especies aisladas.

En el proceso de identificacién de Salmonella sp. se agregaron 25 ml de la muestra de leche en 225 ml
de agua peptonada para realizar un enriquecimiento no selectivo de la muestra, tras 24 horas en
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incubacién a 37°C, se pasé 1 ml del agua a un tubo con caldo Rappaport para realizar un
enriguecimiento selectivo para Salmonella sp. Seguidamente, tras 24 horas de incubacion, se inoculé 1
ml del caldo Rappaport en agar S/S (Salmonella/Shigella) para identificar colonias presuntivas de
Salmonella sp. Finalmente, se realizd prueba rapida de cromatografia Singlepath® Salmonella a las
muestras que presentaran colonias presuntivas para identificar presencia o ausencia de Salmonella
sp.14

Para la identificacidén de Listeria sp. se agregaron 25 ml de la muestra de leche en 225 ml de caldo
Fraser, se dejo a temperatura ambiente por 8 dias, una vez se cumplié el periodo, se realizo la siembra
por estria en del caldo Fraser en agar Palcam® para identificar colonias presuntivas y realizar prueba
rapida de cromatografia en caso de ser necesario.!°

Analisis estadistico

Se realizé un andlisis descriptivo mediante técnicas univariadas. Los recuentos de las unidades
formadoras de colonias se recalcularon como Logaritmo en base 10, luego de ello se realizd la
comparacion con el limite permisible de la Norma Técnica Colombiana 399.

Declaracion sobre aspectos éticos

La presente investigacién se encuentra avalada por el comité de Etica y Bioética de la Universidad de
Boyac3, con la RECT 166 del dia 15 de mayo de 2023 considerando la pertinencia de la investigacion,
los aspectos metodoldgicos, técnicos y cientificos, asi como, el cumplimiento de las normas éticas y
bioéticas del orden nacional e internacional que propenden por la proteccién de los animales y del
medio ambiente. Este estudio garantizd el cumplimiento de los principios y normas éticas de la
Declaracion de Helsinki de 1975 y de la Resolucién 8430 de 1993 del Ministerio de Salud de Colombia.

RESULTADOS

Se evidencio que solo el 16% (n=4) de las muestras se encontraron por debajo del limite permisible de
700 000 UFC/ml establecido en la NTC 399, con valores que van desde 1,1x10°> UFC/ml hasta mas de
2,95x107 UFC/ml. En este aspecto, se concluye que el 84% (n=21) de las muestras de leche cruda
analizada no son aptas para consumo ni industrializacién segun lo indicado en la NTC 399 (Figura 1).
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Figura 1. Recuento de aerobios mesdfilos, que evidencia valores superiores al limite permisible segin

la NTC 399 en 21 de las 25 muestras analizadas, aquellas que se presentan por encima de la linea
horizontal.

Se observd ausencia total de S. aureus coagulasa positivo. Por otra parte, la identificacion y cuenta de
coliformes totales y fecales fueron variados, el 40% (n=10) de las muestras presentaron numeros
elevados de coliformes totales y fecales (11 000 NMP/ml). Sin embargo, el 52% de las muestras (n=13)
presentaron un recuento bajo de estos microorganismos (30 NMP/ml), mientras que el 8% (n=2) de las
muestras mostraron recuentos entre 36 y 4600 NMP/ml. Esto indica que, aunque en el 60% (n=15) de
las muestras haya poca presencia de estos microorganismos, hay contaminacién por coliformes tanto
totales como fecales en las muestras de leche (Figura 2).
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Figura 2. Recuento de coliformes totales y fecales, que evidencia valores superiores al limite permisible

segun la NTC 399 en 11 de las 25 muestras analizadas, aquellas que se presentan por encima de la linea
horizontal.
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En cuanto al recuento de levaduras, se presentd gran variabilidad en las muestras de leche (Figura 3).
Se encontraron levaduras en un 80% de las muestras analizadas, entre las que se evidencié presencia
de Rhodotorula sp. en 40% (n=10). Aunque, las levaduras no son microorganismos que se caractericen
por ser causantes de enfermedades transmitidas por alimentos, contribuyen al deterioro de los
alimentos.

12
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()]
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Mohos y levaduras (Log UFC/ml)

Figura 3. Recuento de levaduras, que evidencia presencia de levaduras en 20 de las 25 muestras
analizadas.

En cuanto a la presencia de hongos miceliales en las muestras de leche, se evidencié la presencia de
Fusarium sp. en el 100% de las muestras analizadas. Adicionalmente, otras especies se encontraron en
la leche como Penicillium sp., Trichoderma sp. y Botritis sp. con una prevalencia del 20%, 8% y 4%
respectivamente en las muestras analizadas (Figura 4).
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Figura 4. Presencia de hongos miceliales en las muestras, con predominio de presencia de Fusarium sp,
seguido de Penicillium sp.

En cuanto a Salmonella sp., el estudio reveld una prevalencia del 24% (n=6). Finalmente, los resultados
obtenidos en el laboratorio evidenciaron una ausencia del 100% de Listeria sp. en las muestras de leche
analizadas.
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DISCUSION

En el presente estudio se observa que la mayoria de las muestras de leche cruda incumplen con el limite
permisible que dicta la norma. La prevalencia de Salmonella sp. fue del 24% y de Listeria sp. del 0% de
las muestras en una finca de Paipa, Colombia.

Una revision de la calidad microbioldgica de leche cruda de estudios publicados entre el 2003 y el 2013
mostré que el 73% de las muestras de leche incumplian el limite permisible para las normas que rigen
en cada pais.’* Asimismo, en Ecuador, en pequefias ganaderias de Cotopaxi se evidenciaron que el
recuento de aerobios mesdfilos llegd a ser 50 veces mayor al permitido en la norma del pais (1,5x10°
UFC/ml). Se contaminacion se atribuyo a las malas practicas de ordefio que se emplearon al momento
de extraer la leche.'® Esos hallazgos son similares a los del presente estudio lo que evidencia que la
cantidad de microorganismos aerobios mesdfilos pueden estar por encima de los limites permisibles
reglamentados en cada pais.*®

En México, en leche cruda de bovinos de una finca familiar se hallaron coliformes totales en la muestra
de leche a una concentracion de 150 000 NMP/ml, lo cual supera el limite establecido por la normativa
de México NOM-243-SSA1-2010.'7 De la misma manera, en Venezuela, la calidad bacterioldgica de
leche cruda de bovinos de dos sistemas de ordefio mostré coliformes totales de 6,2 Logio NMP/ml,
posiblemente debido a la mala higiene de los sistemas automatizados de ordefio.'® En una revisién
realizada entre los afios 2000 y 2014 se puso en manifiesto que la contaminacién por coliformes puede
verse aumentada, debido a la higiene de los utensilios empleados para el proceso de extraccién, la
calidad del proceso por parte de los manipuladores, la ubre de las vacas, etcétera.'?

Otra investigacion en México de la calidad microbiolégica de la leche destinada a productos artesanales
mostro que el deterioro por hongos es uno de los principales problemas que enfrenta la industria lactea
y que, en especifico el deterioro por mohos es mas prominente que el deterioro causado por levaduras.
Esto concuerda con lo observado el presente estudio en el que se encontrd Fusarium sp. en todas las
muestras.?®

Salmonella sp. representa un riesgo a la salud del consumidor dado puede causar enfermedades
transmitidas por alimentos en humanos.?*? La contaminacion por Salmonella sp. es indicativo de
deficiencia en las practicas de ordefio manejadas por los productores.? En Baja California, México, la
leche y el queso artesanal de la regidon mostré que se encontraban libres de Listeria sp., similar a los
hallazgos que se presentan en esta investigacion.?*

Es crucial que en las fincas que las que se recolecta leche se deben seguir las buenas practicas de
ordefio. Este cumplimiento reduce significativamente la calidad de los productos lacteos y reduce en
forma significativa las posibilidades de enfermedades transmitidas por alimentos. Las autoridades
sanitarias deben monitorizar la calidad de la leche cruda y hacer cumplir rigurosamente la norma
técnica del pais.
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CONCLUSIONES

Las muestras de leche cruda analizadas incumplen con los limites permisibles en las normas que rigen
para Colombia. Se recomienda continuar con investigaciones que permitan ampliar el conocimiento
sobre la calidad microbiolégica de la leche cruda de bovinos en Paipa, Boyaca, Colombia.
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