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RESUMEN

La microbiota bacteriana de la leche cruda se compone de aquellas bacterias que
están presentes en la ubre y piel de la vaca, así como de aquellos que se van
agregando al producto durante los procesos de manipulación, tratamiento o
almacenamiento, debido a la contaminación de los utensilios y el medio ambiente
de trabajo, o por transmisión a partir de los trabajadores y ordeñadores de los
animales. La variación de la microbiota puede ser asociada a diferentes prácticas
de producción. El objetivo de la investigación fue conocer y comparar
cuantitativamente y cualitativamente la diversidad de la microbiota bacteriana
heterótrofa aeróbica mesófila presente en leche cruda bovina proveniente de
fincas de las zonas altas y fincas de las zonas bajas del Estado Mérida en dos
épocas diferentes del año, con el propósito de establecer atributos
diferenciadores; basándonos en la hipótesis que las particularidades y
características agroecológicas de las zonas altas y las zonas bajas productoras de
leche del Estado Mérida establecen diferencias en la composición cualitativa y
cuantitativa de la microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila y ello
cjetermina cambios en la diversidad bacteriana y calidad microbiológica de la leche
cruda y otros productos derivados de la leche que pueden ser utilizados como
atributos diferenciadores, obteniendo como resultado que se observó poca
variabilidad en los resultados obtenidos en las diferentes épocas del año. En
cuanto al aislamiento la presencia de cocos Gram positivo fue mayor, mientras
que los bacilos Gram negativo se presentaron en menos proporción, para la zona
alta los géneros presentes fueron: Staphylococcus, Enterococcus, Micrococcus,
Lactococcus Streptococcus, Leuconoctoc, mientras que los bacilos Gram positivo
fueron Lactobacillus, Bacil/us, Corynebacterium, para la zona baja
Staphylococcus, Enterococcu; entre los Gram negativo encontramos Enterobacter,
Escherichia Proteus, Citrobacter Serratias,Klebsiella, Aeromonas; predominando
estos bacilos fermentadores sobre los no fermentadores , Pseudomonas y
Acinetobacter.; la zona con mayor biodiversidad según el índice de Shannon es la
zona baja, representando un potencial en cuanto a la industria láctea se refiere, ya
que estos microorganismos podrían otorgar un valor agregado o diferenciador a
los productos lácteos elaborados a partir de la leche producida en la zona.

Palabras claves: Microbiota, leche cruda, biodiversidad, denominación de origen.
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SUMMARY

The bacteria microbiota of raw milk is composed of those bacteria that are present
in the cow's udder and skin as well as those that add to the product during the
handling, treatment or storage processes due to the contamination of the utensi/s
and the working environment, or by transmission from the workers and milkers of
the anima/s. The variation of the microbiota can bee associated to different
practices of production. The objective of the research was to quantitatively and
qualitative/y know and compare the diversity of the aerobic mesophilic
heterotrophic bacterial microbiota present in bovine raw milk coming from the
farms in the high regions and farms in the /ow regions of the State of Mérida at two
different times of the year, with the purpose of establishing differentiating attributes;
based on the hypothesis that the agroecological particu/arities and characteristics
of the high regions and )ow regions producers of milk in the State of Mérida
establish differences in the qualitative and quantitative composition of the aerobic
mesophilic heterotrophic bacteriaI microbiota and that determines changes in the
bacterial diversity and microbiologica/ quality of the raw milk and other products
derived from milk that can be used as differentiating attributes, obtaining the result
that IiUle variability was observed in the results obtained in the different times of the
year. Regarding the isolation of the presence of Gram positive coccus this was
greater, while the Gram negative bacillus showed up in a lower proportion for the
high area, the genus observed were: Staphylococcus, Enterococcus, Mícrococcus,
Lactococcus Streptococcus, Leuconoctoc, while the Gram positive bacillus were
Lactobacíllus, Bacíllus, Corynebacteríum meanwhile for the low region they were
Staphylococcus, Enterococcu; among the gram negative we find Enterobacter,
Escheríchia Proteus, Citrobacter Serratias,KJebsiella, Aeromonas; with these
fermenter bacillus predominating over the non fermenters, Pseudomonas and
Acinetobacter.; the area wíth the greatest biodiversity according to the Shannon
índex ís the low regíon which represents a big potential regarding the dairy
industry, as these microorganisms could give an added or differentiating value to
the dairy products elaborated from the milk produced in that region.

Keywords: Microbiota, raw milk, biodiversity, denomination of origino
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Introducción

INTRODUCCiÓN

Venezuela, por su particularidad de país petrolero, viene presentando durante

décadas problemas para la producción y el abastecimiento de rubros

fundamentales en la alimentación del venezolano. La brecha que se presenta

entre la producción nacional de alimentos y la demanda tradicionalmente se ha

cubierto con importaciones cuyo volumen depende, en gran medida, de la

disponibilidad de divisas provenientes de la renta petrolera y de la disponibilidad

de alimentos en el mercado internacional que en los últimos años muestra fuertes

fluctuaciones.

Por ello se hace cada vez más necesario revertir esta situación y que se logre

estimular al agro venezolano para que progresivamente se vayan sustituyendo las

importaciones de materia primas y alimentos procesados por alimentos producidos

en el país.

Impulsar la producción agrícola y pecuaria del país con el fin de asegurar a la

población alimentos suficientes en cantidad y calidad requiere de un gran esfuerzo

en el diseño de políticas asertivas en lo científico, tecnológico y productivo

dirigidas a aumentar la producción mediante la asistencia a los productores, su

acceso a la tierra y a financiamiento oportuno, el desarrollo de insumos,

maquinarias y equipos para la producción que se adapten a nuestros ecosistemas,

la capacitación de los actores que participan en cada uno de los componentes del

sistema de alimentos, y de investigación dirigida a resolver problemas específicos

de cada una de las cadenas de producción de alimentos, entre ellas la de los

lácteos, reconociendo la diversidad de estas cadenas según la región o zona

productiva donde se desarrolla.

Si bien es cierto que hay que realizar un gran esfuerzo en producir más alimentos,

esto no se puede hacer en detrimento del ambiente y de nuestros ecosistemas, y

1
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Introducción

de la calidad de los alimentos. De allí que la calidad cobra cada vez más

importancia al momento de garantizar la seguridad y soberna alimentaria del país.

La calidad de un producto es el resultado de su proceso de elaboración a lo largo

de toda la cadena productiva y comercial. En el caso de un producto alimenticio

esta cadena se resume comúnmente como desde la granja hasta la mesa (Ablan,

2000).

Un alimento para considerarse de calidad debería ser inocuo, nutritivo y poseer

ciertos atributos que los diferencian de acuerdo a sus características

organolépticas, de composición y a la satisfacción que se obtiene del acto de

alimentarse ligada a tradiciones socio-culturales, educación y necesidad de

convivencia (Oyarzún y Tartanac, 2002).

La inocuidad está indisolublemente ligada a la salud de los consumidores. No

abordarla adecuadamente permitiría que al consumidor lleguen productos que

pudiesen afectar su salud al presentar contaminación física, química o biológica,

pudiendo llegar a convertirse en un problema de salud pública por ello la

necesidad de garantizarla a todo lo largo de la cadena productiva, desde la

producción primaria hasta la mesa del consumidor con un abordaje sistémico. Los

otros atributos de la calidad cómo son los aportes nutricionales, las características

de sabor, olor, apariencia, consistencia y lo que el consumidor está demandado

del sistema de alimentos, complementados con la inocuidad conforman la calidad

del alimento.

Garantizar el acceso de la población a alimentos sanos, inocuos y nutritivos es un

objetivo, contemplado por el Estado venezolano en su carta magna, la

Constitución de la República Bolivariana de Venezuela, que en su artículo 305

establece que el Estado garantizará la seguridad alimentaria de la población y

califica la producción de alimentos de interés nacional y fundamental para el

desarrollo socioeconómico.
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Para ello se ha desarrollado todo un cuerpo de leyes que abordan el tema, entre

ellas la Ley Orgánica de Seguridad y Soberanía Agroalimentaria promulgada en

julio de 2008 que en su exposición de motivos señala la necesidad de garantizar a

los venezolanos, en la construcción de un Estado social de justicia y bienestar, el

acceso oportuno a alimentos de calidad, con plena observancia de las

características propias de geografía y cultura.

Teniendo la calidad de los alimentos rango constitucional, y siendo elemento

fundamental de la seguridad y soberanía alimentaria (SSA), corresponde al

Estado, la acádemia y centros de investigación, así como a los actores que

participan directamente en el sistema de alimentos (producción primaria,

transformación, distribución, elaboración y consumo), garantizarla de manera

activa, solidaria y corresponsable.

La teoría económica indica que la producción se va adecuando o ajustando a lo

que los consumidores demandan. En el caso de los alimentos se observa que

desde hace algunas décadas los consumidores están cada vez más interesados

en conocer no sólo lo qué comen sino también el origen y cómo se ha producido

(tipo o modelo de agricultura), almacenado, procesado y comercializado el

alimento y el impacto que estas actividades tienen en la salud y en el ambiente.

Esto ha implicado, en muchos casos, el reconocimiento de aquellos alimentos que

se han producido y procesado con conocimientos y saberes tradicionales o

ancestrales. Oyarzún y Tartanac (2002) señalan que la agricultura y la

agroindustria latinoamericana produce y elabora una amplia variedad de productos

que aún mantienen autenticidad y originalidad ligadas a las circunstancias

sociales, culturales y de disponibilidad local de recursos naturales y que esos

productos tienen un rol importante como eslabón integrador entre el sector

agrícola y el mercado.
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Para garantizar al consumidor que un alimento presente efectivamente uno o más

atributos de valor diferenciadores, existen sistemas voluntarios de control que

normalmente consisten en que una entidad independiente de la empresa

(organismo certificador), verifica y controla que el producto responda a los

atributos de valor que ostenta. La forma visible como el producto muestra que ha

sido verificado, es mediante la presencia en la etiqueta de un sello, símbolo o

logotipo de calidad. Po ello todos los sellos de calidad tienen en común que los

productos que los ostentan, deben cumplir en forma comprobada con una serie de

condiciones (Oyarzún y Tartanac, 2002).

Los beneficios de un sello de calidad son, entre otros, mejorar la diferenciación del

producto en el punto de venta. Un atributo de calidad puede convertirse en una

importante herramienta de comercialización, en beneficio de las pequeñas

empresas agroindustriales, además de proporcionar confianza al consumidor y

otorgarle una garantía de conformidad con estándares locales o internacionales.

El desarrollo de los sistemas de sellos de calidad relacionados con la agricultura y

la agroindustria ha configurado tres tipos de atributos de calidad, generalmente

aceptados: la Denominación de Origen Protegida, la Especialidad Tradicional

Garantizada y la Producción Orgánica. Estos tres tipos de categorías de calidad

coinciden con la necesidad de resguardar las tradiciones productivas y culinarias,

de proteger la autenticidad de los productos y de privilegiar un tipo de agricultura

respetuosa del medio ambiente. (Oyarzún y Tartanac, 2002).

El establecimiento de los parámetros específicos de calidad requiere de

investigación y de conocimiento de las condiciones de producción del alimento y

del alimento en sí mismo. Un aspecto a ser tomando en cuenta para establecer los

parámetros de calidad al momento de trabajar en el diseño de sellos de calidad

territorial es el estudio de la biodiversidad microbiana que hoy en día se ha

convertido en una de las líneas de investigación más relevantes en el área de la

microbiología, no sólo por su papel en el conocimiento de la función, estructura y
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evolución de las poblaciones que componen una comunidad microbiana, sino

como una fuente importante de investigación en salud, biotecnología y ecología

microbiana, pero todavía queda multitud de incógnitas por resolver que hacen de

esta disciplina una de las más fascinantes y de mayor expectativa en la actualidad

(Acinas,2008).

Se entiende por biodiversidad, la variedad y variabilidad de todas las formas de

vida, el complejo ecológico en el cual están presentes y los procesos de los que

forman parte. Dentro de este concepto se incluye la diversidad correspondiente a

los microorganismos, la llamada biodiversidad microbiana, la cual se considera

como la mayor de todas; de hecho, sólo se ha estudiado una parte de ella (Atlas y

Bartha, 2005).

Los microorganismos incluyen un conjunto muy heterogéneo de seres vivos, virus,

arqueo bacterias, bacterias, cianobacterias, levaduras y mohos. Sin embargo, el

mayor esfuerzo en la investigación en el campo de la microbiología de los

alimentos se ha enfocado en el grupo de las bacterias, en principio por la

influencia que ha tenido este grupo en la salud de los seres humanos.

Las bacterias son difíciles de investigar en la naturaleza, debido a su pequeño

tamaño y su simplicidad morfológica. Esto ha llevado al uso del cultivo para

estudiarlas y analizarlas, resultando que algunas bacterias han sido muy bien

estudiadas, pero la gran mayoría no lo han sido aun. Los intentos actuales para

describir y entender la diversidad bacteriana tienen como objetivo superar este

sesgo para proveer una imagen más precisa de su función en los diferentes

ecosistemas donde participan (Rondón y col., 1999).

El estudio de la diversidad bacteriana ha estado limitado por muchos años debido

a las dificultades para caracterizar los microorganismos después de su aislamiento

en cultivos puros y a la inhabilidad de aislar aquellas bacterias no cultivables.

Estas limitaciones metodológicas han restringido el conocimiento sobre el
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verdadero papel de la estructura de la comunidad bacteriana en la mayoría de los

ecosistemas, entre ellos el de los alimentos, como es el caso de la leche de origen

bovino (Madigan, 2004).

La leche es un alimento complejo, las características nutricionales que hacen de la

leche un alimento idóneo para la dieta del ser humano, también lo hacen un medio

de cultivo ideal para el crecimiento de una gran variedad de bacterias.

Dependiendo de esta diversidad, podremos destinar la leche para su consumo o

destinarla a algún proceso tecnológico que resulte en la producción de algún

derivado lácteo (Miravet, 2003).

La microbiota bacteriana de la leche cruda se compone de aquellas bacterias que

están presentes en la ubre y piel de la vaca, así como de aquellos que se van

agregando al producto durante los procesos de manipulación, tratamiento o

almacenamiento, debido a la contaminación de los utensilios y el medio ambiente

de trabajo, o por transmisión a partir de los trabajadores y ordeñadores de los

animales. La variación de la microbiota puede ser asociada a diferentes prácticas

de producción (Verdier_Metz y coL, 2009).

Existen diversos factores que influyen sobre la diversidad bacteriana presente en

la leche, estos factores son de tipo ambiental, fisiológico y genético. Dentro de lo

ambiental se reconoce la época del año y las temperaturas ambientales así como

la alimentación del animal; en lo fisiológico encontramos, el ciclo de lactancia,

enfermedades, específicamente mastitis, y los hábitos de ordeño; en cuanto a los

factores genéticos se cita la raza y las características individuales del animal

(Rojas y col., 2007).

Estudios sobre la microbiota bacteriana en la leche se han realizado en diferentes

partes del mundo, en especial en los países desarrollados, siendo las bacterias

heterótrofas las más estudiadas por la gran importancia que tienen, debido entre

otras cosas, a que muchos de sus miembros forman parte de la llamada
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microbiota bacteriana patógena, así como de la microbiota no patógena, la cual

tiene gran importancia desde un punto de vista del beneficio para la salud de los

consumidores (probióticos), por su utilización a nivel de la industria láctea

(Iniciadores), por su capacidad descomponedora (alterantes) y por estar

involucrada en una amplia variedad de procesos fundamentales en la

transformación industrial de la leche (Miravet, 2003).

Las bacterias heterótrofas son el grupo de microorganismos más inestable ante

los cambios y fluctuaciones de los factores abióticos de un sistema. La diversidad

de las comunidades microbiológicas generalmente disminuye en respuesta a

perturbaciones o estrés ambiental (Atlas y Barthan, 2005).

La composición estructural y funcional de las comunidades bacterianas es el

principal índice del estado de los ecosistemas, y entendiendo la leche como un

ecosistema muy particular, nos indica además su grado de contaminación, la

alimentación de los rebaños, su estado fisiológico y de salud, así como su

procedencia geográfica.

En lo últimos años se han hecho esfuerzos para realizar investigaciones, que

determinen y caractericen la población bacteriana de la leche cruda de distintos

tipos de animales mamíferos, inclusive la de origen humana, que se produce en

diversas regiones del planeta. Todo ello con la idea, no solo de prevenir

enfermedades transmitidas por la leche, si no de tener una mejor comprensión de

los factores biológicos que influyen en las propiedades organolépticas de este

producto y de los derivados lácteos que se obtienen de la misma, y de manera de

obtener un beneficio económico al poder contar con una denominación de origen

que garantice su comercialización en el mundo, evitando falsificaciones (Jayarao y

col., 2006; Fricker y col., 2011; Urbina y Álvarez, 2012; Fredricks, 2013; Neviani y

col., 2013; Soggiu Ycol., 2013).

7

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Introducción

En Venezuela, los estudios sobre la microbiología de la leche cruda bovina, se han

enfocado principalmente a la evaluación de los indicadores de calidad sanitaria y a

la búsqueda de bacterias patógenas trasmitidas por la leche, siendo muy escasos

los orientados a conocer la composición y estructura de la microbiota existente

(Boscan y coL, 1992; Cammarata y Gutiérrez, 1994; Sánchez y coL, 1996a;

Sánchez y coL, 1996b; Cermeño y Peña, 1998; Andueza, 2000; Román y coL,

2003; Farias y coL, 2005; Palma y coL, 2007; Briñez y coL, 2008; Guillen y

Guerrero, 2009; Peña, 2009; Lugo y col, 2010; Luigi y col, 2013).

La importancia del estudio de la población bacteriana en la leche se puede

resumir en tres aspectos fundamentales:

a) La presencia de algunos tipos de bacterias en la leche pueden producir o

aportar cambios favorables en las propiedades físico-químicas y organolépticas de

la leche durante la elaboración de diversos productos lácteos, lo cual puede tener

beneficios, tanto para la salud del público consumidor, como para la economía del

productor.

b) La leche puede llegar hacer un vehículo para la transmisión de bacterias

patógenos causantes de enfermedades en el hombre y en los animales,

pudiéndose constituir en un serio problema para la salud pública de una región.

c) Existen bacterias que puede crear alteraciones en la leche y los subproductos

lácteos haciéndolos inadecuados para el consumo o causando pérdidas

económicas para los productores (Ogier, 2013).

Dada la importancia que presenta la determinación de la microbiota bacteriana

heterótrofa en leche cruda de origen bovino, vista desde la perspectiva de la salud

pública, lo tecnológico y económico, y siendo Mérida uno de los polos productores

de leche de origen bovino a nivel nacional, se planteó el presente trabajo de

investigación de manera de conocer y comparar la microbiota bacteriana

heterótrofa aerobia mesófila presente en leche cruda bovina en fincas de las

zonas altas y bajas del Estado Mérida.
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El estudio de la microbiota bacteriana heterótrofa mesófila presente en la leche

cruda bovina de las zonas altas y bajas del estado, permitiría establecer la calidad

sanitaria de la leche, la población bacteriana característica de cada zona y su

biodiversidad, lo cual es muy importante al momento de querer establecer sellos

de calidad territorial para los productos lácteos que se producen en la diversas

zonas del estado Mérida, además de permitir la detección de cepas bacterianas

con potencial biotecnológico para su utilización industrial no solo en la industria

láctea sino en la industria de los alimentos y en la industria farmacéutica,

ayudando al desarrollo tecnológico y económico de la zona.

Este aporte al conocimiento logrará abrir puertas que conlleven a evaluar

estrategias de producción que vayan más allá de la reducción del peligro para la

salud del consumidor, que representa el consumo de leche cruda y sus derivados.

Adicionalmente los patrones de diversidad bacteriana podrán ser utilizados como

indicadores en el monitoreo de las distintas fases de la producción y la predicción

de los cambios que se pueden presentar según las variables ambientales.

El estudio de la microbiota de la leche abre diversas posibilidades para la mejora

de la calidad de este producto en atributos como el valor nutricional, permitiendo,

además, ofrecer nuevos productos desarrollados a partir del aislamiento y la

identificación de bacterias con características favorables y que sean seguros y

saludables. Esto se logrará evaluando la biodiversidad existente en las leches

crudas, por lo que este trabajo ofrece la posibilidad de generar conocimiento útil a

la producción primaria de la industria de alimentos.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1. GENERALIDADES SOBRE LA LECHE

1.1.1. Definiciones

La leche es considerada como el producto más noble de los alimentos, dada su

composición peculiar rica en proteínas, grasas, carbohidratos, sales minerales y

vitaminas; constituye un alimento esencial para el hombre y para todas las

especies de mamíferos y las restricciones a su uso son limitadas a casos

excepcionales (Spreer, 1991).

Mangariño (2001), define la leche como la secreción láctea de las glándulas

mamarias de los mamíferos, la cual es un líquido de composición compleja, de

color blanquecino y opaco, con un pH cercano a la neutralidad y de sabor dulce,

su propósito natural es la alimentación de la cría en sus primeros meses de vida.

Por su parte Botero y col., (2012), indican que la leche es el liquido segregado por

la glándula mamarias, pudiendo variar su composición entre diferentes especies

por efectos de factores relacionados con la raza, intervalo de ordeño, cuartos de la

ubre, estaciones climáticas, alimentación, enfermedades, temperatura ambiental,

edad entre otros.

De acuerdo a la Comisión Venezolana de Normas Industriales (CaVENIN) la

leche cruda bovina seria el producto integro, normal y fresco obtenido del ordeño

higiénico e interrumpido de vacas sanas (CaVENIN 903-93). La cual debe cumplir

con los siguientes requisitos:

1. Se denomina "leche fría" a la leche cruda que inmediatamente después de

su ordeño sea refrigerado a una temperatura inferior a soC y mantenida a una

temperatura no mayor a 10°C durante su almacenamiento y transporte, se
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considera leche caliente aquella que no ha sido refrigerada inmediatamente

después de su ordeño.

2. La leche cruda debe ser limpia, libre de calostro y de material o sustancias

ajenas a su naturaleza tales como: conservadores y colorantes.

3. La leche cruda debe presentar olor, calor, sabor y aspecto característica del

producto

4. Microbiológicamente de acuerdo al recuento total en placas determinado

según la norma, la leche cruda se clasifica en:

Categoría A Hasta 500.000 ufcIml

Categoría B Desde 500001 hasta 1500000ufc/mL

Categoría C Desde 1500001 hasta 5000000 ufc/mL

Sin clasificación más de 5000000 ufclmL

5. Para efectos de compra y venta de la leche cruda se podría utilizar el

tiempo de reducción del azul de metileno (TRAM) según Norma Venezolana

COVENIN 939 de acuerdo a lo siguiente :

Clase I Leche fría con más de 4 horas de TRAM

Clase 11 Leche fría con 2 a 4 horas de TRAM

Clase 111 Leche caliente con 30 min, a 2 horas de TRAM.

1.1.2. Proceso de producción de leche por los animales mamíferos

La ubre de la vaca está diseñada para producir y ofrecer al ternero recién nacido

un fácil acceso a la leche, se encuentra suspendida por fuera de la pared del

abdomen posterior del animal y no se encuentra soportada o protegida por

ninguna estructura ósea. La ubre de la vaca está constituida por cuatro glándulas

mamarias o "cuartos", cada cuarto es una unidad funcional en si misma que opera

independiente y drena la leche por medio de su propio canal. Generalmente los

cuartos posteriores más desarrollados producen más leche (60%), que los cuartos

anteriores (40%) (Wattiaux, 2005).
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La glándula mamaria de la vaca, está formada por alvéolos o acini reunidos en

lobulillos que forman la membrana envolvente y están constituidos por racimos

secretores, estos se encuentran en comunicación con los canales excretores que

constituyen el órgano transportador, los que a su vez desembocan en una cisterna

mamaria o seno galactóforo que puede contener hasta 400 ml de leche; ésta se

comunica a su vez con la cisterna del pezón, formado en su parte final por un

conducto papilar cerrado por un esfínter. Tras haber acumulado los materiales

precursores de los constituyentes de la leche, las células de los acíní hinchadas

sufren una degeneración, su parte apical se rompe y cae acompañada de agua,

en la cavidad de los acinis para formar la leche; este mecanismos de elaboración

sin duda original, ha hecho decir que la leche no es una verdadera secreción sino

más bien un producto patológico (alimentario para el ternero) procedente de la lisis

de un tejido epitelial abundante cuyas células grasas mueren y son eliminadas

(lópez, 2008).

El ternero al mamar utiliza vacío para extraer la leche desde la glándula mamaria y

el canal del pezón, la leche sale cuando la presión interna en la ubre es menor a la

presión externa de pezón. Existen dos mecanismos básicos para la obtención de

leche de la glándula mamaria de un animal bovino, estos son el ordeño manual y

mecánico.

Ordeñar manualmente (Figura 1) es extraer la leche contenida en la cisterna del

pezón con las manos; el ordeñador presiona el pezón sin lastimarlo para la

extracción de la leche (lópez y col., 2011).

El ordeño mecánico (Figura 2) se realiza con una máquina ordenadora que

funciona mediante energía eléctrica o con un motor, la cual simula el

amamantamiento del ternero, la máquina de ordeño también utiliza vacío para

extraer la leche de la ubre, un equipo de ordeño bien diseñado y bien manejado

debe lograr el ritmo de pulsaciones adecuadas para obtener el ordeño (López y

col., 2011).
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Fuente: l/NNI.es.dremstime.comlfotosderchivo/ordetlomanual

Figura No. 1. Tipo de ordeño manual

Fuente: WNW.freepik.esfoto-ordelio-mecánico_3444974.

Figura No. 2. Tipo de ordeno mecénico

1.1.3. Constituyentes químicos de la leche de vaca

La leche es el único material producido por la naturaleza para funcionar

exclusivamente como alimento, ya que, constituye una fuente nutritiva, no

superada por ninguna otra conocida por el ser humano. la confirmación de esta

imagen nutritiva está en el uso extensivo que tiene la leche y sus derivados, como

parte de la dieta diaria en los países desarrollados, a consecuencia de esto, estas

sociedades gozan casi de una completa carencia de enfermedades nutricionales
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en la población infantil y adultos jóvenes. En contraste, una elevada proporción de

los bebés y niños en los países en desarrollo, donde el suministro de leche es

mínimo o nulo, sufren deficiencias nutricionales (Jay, 1994).

La leche es una compleja mezcla de distintas sustancias, presentes en suspensión

o emulsión y otras en forma de solución verdadera e incluye sustancias definidas:

agua, grasas, proteínas, lactosa, vitaminas, minerales, a la cual se les denominan

extracto seco o sólidos totales (Tabla 1 y figura 3). Está compuesta principalmente

por agua, materia grasa, proteínas, carbohidratos (lactosa, calcio, minerales y sal),

contiene 87% de agua por lo que es una mezcla muy compleja y heterogénea en

la cual los minerales y los carbohidratos se encuentran disueltos, las proteínas

están en forma de suspensión y las grasas como pequeñas partículas insolubles

en agua (Agudelo y coL, 2005; Kirk y coL, 2005).

Los numerosos componentes de la leche le atribuyen el alto valor nutricional, las

proteínas son de alto valor biológico, su grasa muy digestible rica en calcio, y

fósforo, además aporta notables cantidades de vitaminas; la proteína láctea tiene

un gran interés para la industria procesadora de queso, además de contener un

gran número de aminoácidos esenciales para el hombre (Brinez y col., 2008).

La leche se considera un alimento completo ya que es una buena fuente de

proteínas, grasas y minerales principales, datos demuestran que el contenido de

los componentes varían considerablemente en su composición afectado por

factores genéticos, físicos y ambientales; en términos de composición la leche es

el producto alimenticio mas variante contiene más de veinte elementos diferentes,

entre estos trazas de minerales como cobre, zinc, manganeso y hierro (Enb y col.,

2009).
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Tabla 1. Composición química general de la leche bovina

Agua

Materia Grasa

Proteínas y sustancias nitrogenada no

proteicas

Capitulo I

Minoritarios

Fuente: Amiot, 1991

Carbohidratos

Sales

Enzimas

Vitaminas

Pigmentos (carotenos, xantofilas,

riboflavina)

Células diversas (Células epiteliales,

leucocitos, bacterias, levaduras, mohos.

Otros elementos (Dióxido de carbono,

oxígeno, nitrógeno y otros gases.

Sustancias extrañas

5,1

0,9

Proteínas. 3,50%__-~

Grasas. 3.50%

Sales Minerales. 1%I Vitaminas A.B,O.E,
o 1%

,1

Fuente: Kairuz, 2002

Figura 3. Composición quimica de la leche bovina.
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1.1.4 Propiedades fisicoqufmicas de la leche de vaca

Son numerosos los estudios sobre las propiedades físico-químicas de la leche, y

los mismos determinan que existe una variación cuantitativa en ellas y en la

composición química debido a diferentes factores como los genéticos (razas,

especies, individuos), fisiológicos (etapa de lactancia, número de partos,

gestación), ambientales (alimentación, clima), entre otros (Páez y col., 2002).

En la tabla 2 se presentan las principales propiedades físico-químicas de la leche

bovina cruda y sus características.

1. MICROBIOLOGIA DE LA LECHE

1.2.1. Origen de los microorganismos en la leche

Como es bien sabido, los microorganismos son los seres más abundantes que

existen en la tierra; son organismos ancestrales que han colonizado exitosamente

cada nicho ecológico posible. Los microorganismos se encuentran prácticamente

en todas las regiones del planeta, desde los polos, en ambientes bajo el punto de

congelación y muy secos, hasta los trópicos con temperatura alta y elevadas

precipitaciones. Su presencia y actividad es esencial para la salud y

funcionamiento adecuado de todos los ecosistemas (Olembo, 1991).

La microbiología está estrechamente relacionada con todos los sectores de la

industria lechera. Los principios microbiológicos son la base de las técnicas de

producción higiénica de la leche, dirigen muchos de los tratamientos para su

transformación industrial y son el fundamento de los métodos de conservación de

los productos lácteos. La calidad de la leche y sus productos lácteos dependen en

gran parte de su microbiología y en su valoración oficial se incluyen siempre

normas microbiológicas (Amiot, 1991).
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Tabla 2. Propiedades físico-químicas de la leche bovina

Capitulo I

PROPIEDAD FlsICO-QUIMICA CARACTERISTICA

Sabor Normalmente un sabor suave, agradable y ligeramente dulce.

Color Se considera indicativo de su riqueza en grasa, la reflexión de la luz sobre

las partlculas opacas en suspensión (micelas de caserna, glóbulos grasos,

fosfatos y citratos de calcio) da a la leche su color blanco.

Acidez La valoración de la acidez es un determinante analltico frecuente en

tecnologla lechera, el pH de la leche normalmente varia entre 6,2 y 6,8, la

acidez de valoración global de la leche se expresa en % de ácido láctico,

puede variar entre 0,10 a 0,30 %.

Punto de congelación Es una de las constantes flsicas más estables de la leche, ya que la

presión osmótica de la leche se mantiene en equilibrio, el punto de

congelación puede oscilar entre -0,52 y -0,56 ·C.

Punto de ebullición A la presión atmosférica normal, el punto de ebullición del agua es de

100·C y el de la leche a 100,5·C.

Densidad de la leche La densidad media de la leche a 15·C/15·C es de 1,032 (1,028-1,035) es el

resultado de la densidad intrrnseca de cada uno de sus componentes.

Calor especifico. La leche tiene un valor de calor especrfico variable según sú contenido de

grasa, como término medio es de 0,93.

Tensión superficial La tensión superficial de la leche desnatada a o·e 55-60 dinas/cm; la de la

leche entera es de 53 dinas/cm, esta diferencia se debe a que la grasa

ejerce un efecto depresivo sobre la tensión superfcial.

Viscosidad Considerando que el agua a 20·C tiene una viscosidad de 1 centipoise, la

viscosidad de la leche entera a la misma temperatura es de 2,1, parece que

el grado de hidratación de las proternas juega un importante papel en la

viscosidad.

Cond~uctlvidad eléctrica En la leche normal, la conductividad eléctrica es del orden de 0,005 ohm ·1

a 25·C.

Indice de refracción El Indice de refracción de la leche a 20·C es por término medio de 1,34209.

Presión osmótica Es una constante de la 'leche que es función del número de partrculas en

solución o en suspensión.

Potencial oxido-reductor El potencial medio de la leche es de ± 0,25 vol!.

Fuente: Amlot, 1991
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Se ha señalado que la leche presente en las células de la ubre de animales sanos

es estéril (Toalle, 1980), pero que posteriormente al salir de este órgano,

comienza a ser colonizada por diversos tipos de microorganismos provenientes de

una gran variedad de fuentes, que incluyen la parte externa de la ubre, superficie

de los pezones, manos de los ordeñadores, equipos de ordeño mecánico,

utensilios empleados, agua utilizada, alimentos y tipo de alimentación

suministrada, equipos de almacenamiento, así como del medio ambiente donde se

encuentra (Coorevits y coL, 2008; Lejeune y Rajala-Schultz, 2009; Vacheyrou y

co!.,2011).

Con respecto a los factores medioambientales se ha observado que los

microorganismos presentes en la leche cruda bovina, dependen y difieren, de

acuerdo al medio ambiente donde se ha realizado la alimentación del animal, es

decir si la alimentación ha ocurrido a campo abierto o en sitios cerrados (CaUan y

co!., 2007.).

En la tabla 3 se presenta un resumen de fas principales fuentes y Jos tipos de

microorganismos asociados a la misma, presentes en la leche cruda bovina.

1.2.2. Tipos de microorganismos presentes en la leche

La leche cruda de origen bovino posee el potencial para soportar y contener una

diversa población de microorganismos, la cual en base a diversos estudios

realizados, se ha observado está dominada por la presencia de una microbiota

bacteriana abundante y biodiversa (Raats y co!., 2011; Quigley y coL, 2011;

Vacheyrou y co!., 2011).
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Tabla 3. Procedencia de las bacterias asociadas a leche cruda bovina.

PROCEDENCIA MICROORGANISMOS ASOCIADOS

Procedente del animal:

Vaca sana Micrococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,

Bifidobacterium, Staphy/ococcus y Corynebacterium

termolábiles.

Vaca enferma Staphy/ococcus aureus, Streptococcus aga/actiae,

Streptococcus dysga/actiae y Streptococcus uberis,

Pseudomonas aeruginosa, Escherichia co/i, Brucella abortus,

Mycobacterium bovis, Levaduras, Mohos y Virus.

Procedencia del medio Bacillus, Pseudomonas, Staphy/ococcus, Levaduras, Mohos y

Virus.

Estiércol Escherichia, Klebsiella, Citrobacter, Enterobacter, Sa/monella,

Shigella, Streptococcus, Enterococcus, Levaduras, Mohos.

Paja y ensilado Bacillus, Pseudomonas, Achomobacter, F/avobacterium,

Streptococcus, Lactobacillus, Leuconostoc. C/ostridium.

Levaduras y Mohos.

El ordeñador Corynebacterium dipteriae, Mycobacterium tuercu/osis,

Streptococcus pyogenes, Staphy/ococcus aureus, Sa/monella

enterica.

El equipo lechero Pseudomonas, Achoromobacter, A/caligenes, F/avobacterium,

Enterobacteriaceae, Usteria, Streptococcus, Lactobacillus,

Leuconostoc, Enterococcus, Levaduras, Mohos.

Fuente: Amlot, 1991

Dentro de la microbiota bacteriana observada en la leche cruda de origen bovino

destacan los géneros bacterianos Acinetobacter, Actinomyces, Aerococcus,

Aeromonas, Arthrobacter, Bacillus, Bifidobacterium, Brevibacterium, Brucella,

Comamonas, Corynebacterium, Coxiella, Chryseobacterium, Enterobacter,

Enterococcus. Escherichia, KJebsie/Ja. Kocuria. Lactobacillus. Lactococcus,

Leuconostoc, Listeria, Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pediococcus,

Pseudomonas, RahnelJa, Ralstonia, Rhodococcus, Rothia, Salmonella, Serratia,

Sphingomonas, staphylococcus, Stenotrophomonas, Streptococcus, Weisseffa,

entre otros (Verdier Metz y coL, 2009; Raats y coL, 2011; Quigley y coL, 2011;
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Vacheyrou y coL, 2011; Mallet y col., 2012; Masoud y col., 2012; Quigley y coL,

2013).

Las levaduras y los mohos son también una parte importante de la población

microbiana presente en la leche cruda bovina. La composición de la microbiota

fúngica de la leche cruda puede ser influenciada principalmente por el estado

fisiológico de la vaca y por el tipo de alimentación que se le suministre al animal

(Vacheyrou y coL, 2011)

Mientras que un relativo bajo número de especies de levaduras están presentes

en la leche cruda, ellas son persistentes y pueden alcanzar valores altos en el

rango de 1()2 a 104 unidades formadoras de colonias por mililitro de leche

(UFC/mL), lo cual generalmente afecta la calidad organoléptica del producto

(Lagneau y co!., 1996).

Entre las principales especies de levaduras que se han encontrado en la leche

cruda de origen bovino tenemos: Gandida inconspicua, Gandida parapsiJosis,

Candida sake, Cryptococcus carnescens, Cryptococcus curvatus, Gryptococcus

victoriae, Debaryomyces hansenii, Geotrichum candidum, Geotrichum catenulate ,

Kluyveromyces lactis, Kluyveromyces marxianus, Pichia fermentans, Rhodotorula

mucilaginosa, Trichosporon cutaneum, Trichosporon lactis y Yarrowia Jipolytical

(Delavenne y coL, 2011).

Los mohos están también presentes en la leche cruda bovina pero en menor

cantidad y diversidad que las levaduras (Arora y co!., 1991).

Los mohos tienen la habilidad de añadir sabores y aromas, así como modificar la

estructura de la leche y de sus derivados, ello como consecuencia de su

reconocida actividad proteolitica y lipolytical (Arora y col., 1991; Delavenne y col.,

2011).
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Se han observado en muestras de leche cruda diversas especies de mohos, entre

los géneros más resaltantes se encuentran: Aspergillus, Cladosporium,

Engyodontium. Fusarium, Geotriehum, Mueor, Penieillium y Torrubiella

(Delavenne y col., 2011; Lavoie y col., 2012).

Los virus también se encuentran representados dentro del grupo de

microorganismos presentes en la leche cruda de origen bovino. Dentro de este

gran grupo de microorganismos resaltan los virus que atacan o conviven con las

bacterias, los bacteriófagos o fagos (Marco y col., 2012).

Los bacteriófagos pueden llegar a la leche procedentes del ambiente, del

personal, equipos y superficies de trabajo (Verreault y col., 2011). Estos

microorganismos que atacan a las bacterias, entre ellas a las de mayor utilización

en la industria láctea como lo son los Lactobacillus, Lactococcus y Streptrococcus,

pueden sobrevivir a baja temperaturas o resistir diferentes tratamientos

fisicoquímicos, entre ellos la pasteurización, pudiendo afectar negativamente la

calidad, inocuidad y valor de la leche y de sus productos derivados (Madera y co!.,

2004; Verreault y col., 2011; Marco y col., 2012).

1.2.3. Microbiota bacteriana heterótrofa aerobia de la leche de origen bovino

La historia evolutiva y la fisiología de los microorganismos permiten comprender

las condiciones que han dirigido el desarrollo de la amplia diversidad microbiana

que existe en nuestros días. Para las formas heterotróficas, que fueron capaces

de adaptarse a las condiciones de oxidación de la atmósfera, se abrieron nuevos y

mucho más eficientes modos de utilización de sustratos, lo que dio lugar a una

amplia diversidad fisiológica y metabólica (Madigan y col., 2004).

Dentro de esta diversidad fisiológica y metabólica, las bacterias heterótrofas son

las más estudiadas por la gran importancia que tienen debido a su actividad

descomponedora y también porque están involucradas en una amplía variedad de
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procesos fundamentales en la estabilidad de los diferentes tipos de ecosistema,

entre ellos el de los alimentos (Madigan y coL, 2004).

Siendo las bacterias heterótrofas u organótrofas aquellas que requieren de

compuestos orgánicos como fuentes de carbono para su crecimiento, esto

significa que el equipo metabólico es diferente a las bacterias autótrofas que

requieren de agua, sales inorgánicas y C02 para su metabolismo; generalmente

las bacterias heterótrofas se encuentran conviviendo con organismos superiores

de donde obtienen los compuestos orgánicos, o bien, se encuentran en lugares o

sustratos donde existen materiales orgánicos (Romero, 2007).

la microbiota bacteriana heterótrofa aerobia incluye una gran gama de bacterias

que además de utilizar para su crecimiento sustancias orgánicas, lo hacen a

través de un metabolismo aerobio o anaeróbico facultativo, pudiéndose

diferenciarse en base a la temperatura optima de crecimiento de las bacterias, en

microbiota bacteriana heterótrofa aerobia psicrofila (12-15 OC), mesófila (30-40 OC)

Ytermófila (55-75 OC) (Robinson, 1997).

Dentro de la industria de la leche y de los productos lácteos, tanto la microbiota

bacteriana heterótrofa aerobia psicrofila, como la mesófila y la termófila, tienen

una gran importancia, puesto que todas ellas ocupan un nicho fisiológico,

bioquímico y biológico, en los distintos procesos que tienen lugar en la leche y sus

derivados, de manera de garantizar el desarrollo de las cualidades y propiedades

organolépticas que define el producto en particular (Ercolini y coL, 2009; De

Jonghe y col., 2011; Quigley y col., 2011; Vacheyrou y col., 2011).

La leche cruda generalmente se almacena bajo refrigeración, lo cual reduce el

crecimiento de la mayoría de bacterias, excepto de las psicrofilas y psicotrofas,

siendo estas últimas bacterias mesófilas que pueden resistir bajas temperaturas y

proliferar bajo estas condiciones (De Jonghe y col., 2011).
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las bacterias heterótrofas aerobias psicrofilas y psicotrofas presentes en la leche

cruda, por lo general causan una alteración negativa de las propiedades

organolépticas de la leche y de los derivados lácteos, como consecuencia de la

producción de enzimas extracelulares como proteasas y lípasas (Morchand y col.,

2008; De Jonghe y coL, 2011).

Entre las bacterias psicrófilas encontradas en la leche cruda de origen bovino

destacan especies de los géneros Acinetobacter, Aeromonas, Bacillus,

Corynebacterium,Chryseobacterium, Enterobacter, Enterococcus, Flavobacterium,

Klebsie/la, Kocuria, Leuconostoc, Listeria, Pseudomonas, Serratia, Staphylococcus

y Streptococcus (lafarge y col., 2004; Hantsis-Zacharov y Halpern, 2007; Hantsis­

Zacharov y Halpem, 2008; Ercolini y col., 2009; Raas y 001., 2011; Mallet y 001.,

2012).

Por otra parte, la microbiota heterótrofa termófila está constituida por aquellas

especies bacterianas que son capaces de crecer a altas temperaturas o resisten

las mismas, como es el caso de las termotrofas, que aunque presentan una

temperatura optima de crecimiento de mesófila, pueden soportar altas

temperaturas (Caballero, 2008).

la mayoría de las especies bacterianas termófila o termotrofas se han asociado

con el deterioro de la leche luego de su procesamiento térmico, así como con el

desarrollo de aromas y sabores en los derivados lácteos (Smit y coL, 2005;

Fernández y coL, 2013)

Entre el grupo de las bacterias termófila y termotrofas presentes en leche cruda

encontramos especies de los géneros Bacillus, Lactobacillus, Lactococcus,

Leuconostoc, Mícrococcus, Streptococcus y Weissella (Fernández y col., 2013;

Neviani y coL, 2013).
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La microbiota bacteriana heterótrofa aerobia mesófila, considerado el grupo

bacteriano más numeroso y predominante en la leche cruda, está conformada por

una amplia variedad de géneros y especies de bacterias que incluyen tanto

especies que causan alteraciones en la leche y los productos lácteos, la mayoría

de bacterias que causan enfermedad en los humanos y su trasmisión es a través

del consumo de leche o productos lácteos contaminados, así como grupos

bacterianos que tienen un usos industrial o medicinal (Ercolini y col., 2009)

1.2.3.1 Microbiota bacteriana heterótrofa mesófila patógena y enfermedades

infecciosas transmitidas por la leche

Muchas enfermedades transmitidas por los alimentos (ETA) están relacionadas a

la ¡ngesta de leches crudas contaminadas con bacterias heterótrofas mesófilas o

sus productos metabólicos tóxicos. Las infecciones alimentarias conllevan la

ingestión del patógeno, seguido del crecimiento del mismo por invasión de los

tejidos, liberación de toxinas o ambos. De igual forma, la intoxicación alimentaria

implica el consumo de toxinas previamente excretadas por la bacteria, en el

producto alimenticio (Prescott y col., 1999).

Las enfermedades transmitidas por la leche cruda contaminada, la mayoría de las

cuales son de origen bacteriano, constituyen un problema de salud pública a nivel

mundial. Los microorganismos indicadores que generalmente se cuantifican para

determinar la calidad sanitaria de la leche son bacterias heterótrofas mesófilas e

incluyen los grupos de bacterias aerobias mesófilas, coliformes totales, coliformes

fecales y enterococos, así como especies bacterianas tales como Aeromonas

hydrophilas, Bacillus cereus, Brucella abortus, Escheríchía colí, Salmonel/a

enteríca y Staphylococcus aureus (Fuentes y col., 2005).

La Organización Mundial de la Salud (OMS), ha desarrollado una lista de

patógenos que transmitidos por la leche pueden originar enfermedades en el

hombre, entre estos se destacan: Mycobacterium bovís, Brucel/a abortus, Coxiel/a
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burnetti, Pseudomona aeruginosa, Staphy/ococcus aureus, Sa/monella enterica,

Kllebsiella aerogenes, Escherichia co/i, entre otras (Mangariños, 2000).

En la tabla 4 y 5 se presentan algunos microorganismos asociados a

enfermedades transmitidas por la ¡ngesta de leche cruda:

Tabla 4. Principales bacterias asociadas a enfermedades transmitidas por la ingesta

de leche cruda.

MICROORGANISMO TRASTORNO QUE POSIBLE PRODUCTO
OCASIONA PORTADOR

Bacillus cereus Diarrea y vomito Productos lácteos y carne

Campylobacterjejuni Diarrea Leche cruda, carne de aves,
cerdo y res.

Escherichia coli Diarrea, colitis, hemorragias, Leche cruda, carnes y
síndrome hemolítico-urémico. derivados.

Listeria monocytogenes Listeriosis Leche, queso, carnes,
mariscos, ensaladas.

Salmonella enterica Gastroenteritis Leche cruda, came de res,
huevos.

Shigella f1exneri Disenteria bacilar, fiebre, Leche cruda, aves, vegetales
calambres. crudos.

Staphvlococcus aureus Intoxicaciones Leche y derivados
Yersinia enterocolftica Yersiniosis Leche yagua.
Fuente: ROjaS '1 col, 2006

La lucha contra los microorganismos patógenos, causantes de enfermedades

transmitidas por la leche cruda, requiere de procedimientos adecuados de

inspección sanitaria, lo que lleva al desarrollo de métodos cada vez mas rápidos y

efectivos para la detección e identificación de bacterias nocivas para el ser

humano; siendo estas una amenaza a la salud pública y son una causa importante

de morbilidad en los países en desarrollo, aunque la mayoría son leves y se

asocian a síntomas gastrointestinales agudos tales como diarreas y vómitos, en

algunas ocasiones es mucho más severa y peligrosa para la vida, especialmente

en niños y ancianos (Roja y coL, 2006).
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Tabla 5. Caracteñsticas más resaltantes y principales afecciones producidas por

bacterias patógenas transmitidas por consumo de leche cruda.

Bac18ria patógena Carao.ñstlca

Shfgella f1exneri La Shigelosis (DisenterIa bacilar) es una infección alimentaria que puede ser

transmitida por la leche, los brotes por lo general aparecen en instituciones y

colectividades pequelías, estas bacterias proceden de las manos de os

operarios, agua o moscas presentes.

Corynebaeterium dfphtheriae Los brotes de difteria se presentaron comúnmente en colectividades que

consumen leche sin pasteurizar, este microorganismo suele encontrarse en la

nasofaringe de los enfermos o portadores sanos y en heridas en los pezones

de animal.

Salmonella enteriea Provoca la salmonelosis, la leche puede desempelíar un papel importante en

la trasmisión de esta enfermedad, ya que representa un buen medio de

cultivo constituyendo un excelente vehfculo en presencia de la combinación

tiempo y temperatura, alcanzan con rapidez el número indicado para

provocar una infección.

Streptococeus agalaetlae El Streptococcus del grupo A puede provocar en el hombre diversas

enfermedades agudas: anginas, otitis, escar1atina, erisipela, entre otras, la

leche cruda puede llegar hacer un vehlculo ideal de estos microorganismos

para afectar al hombre; Str. agalactiae son causa corriente de mastitis pero

su acción patógena en el hombre es poco causada, algunos Streptococcus

no patógenos se utilizan en la elaboración de derivados lácteos

Clostridlum botullnum Causa el botulismo, raro que en la leche cruda y productos lácteos

intervengan en la transmisión del botulismo; sin embargo este

microorganismo tiene esporas resistentes que se encuentra en suelos y

frecuentemente contamina la leche.

Staphyloeoceus aureus El peligro mayor que tiene la contaminación de la leche con Staphylococcus

reside en que algunas cepas de estos microorganismos pueden producir una

enterotoxina capaz de causar en el hombre enfermedades.

Escheriehla colf La Escherichía co/i de los grupos O, son causantes de la aparición de

gastroenteritis agudas en nilíos, diarreas con sangrado y dolor abdominal,

genera una potente toxina que puede causar slndrome urémico hemolltico.

Yersinla enterocolitiea Bacteria altamente patógena en leche cruda, causa en el hombre diarreas

crónicas y septicemia.

L/steria monocytogenes Provocando la Listeriosis con slntomas leves intestinales similares a

influenza, hasta el aborto en mujeres embarazadas y muerte en recién

nacidos.

Fuen•. Manganlío, 2000.
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la leche cruda y los productos lácteos contaminados representan un importante

vehículo de ETA en el mundo, de hecho la contaminación post-pasteurizada, la

manipulación durante el proceso de fabricación, el equipamiento y el abuso de las

condiciones de temperatura durante el transporte y almacenamiento puede

resultar en altos niveles de microorganismos patógenos (Luigi y coL, 2013).

La temperatura a la cual se encuentre la leche después del ordeño favorece la

rápida multiplicación bacteriana, la mayor proporción de esta microbiota bacteriana

son microorganismos mesófilos, es por ello fundamental la refrigeración inmediata

de la leche después del ordeño para asegurar la calidad sanitaria (pinzón, 2006).

1.2.3.2. Microbiota bacteriana heterótrofa mesófila alterante de la leche

Se considera un alimento deteriorado microbiologicamente a aquel que sufre

daños químicos o físicos por causa del crecimiento de agentes microbianos, de

forma que es inaceptable para el consumo humano. Este tipo de actividad

microbiana causa pérdidas importantes para el sector de la industria de los

alimentos (Jay, 1994).

Normalmente Jos alimentos crudos contienen una gran variedad de bacterias,

destacando entre ellas las bacterias heterótrofas mesófilas, que por su capacidad

reproductiva pueden desarrollarse y crecer de forma excesiva, causando un

biodeterioro del producto, a través de cambios en la composición química, color,

olor y textura del mismo (Ray y Bhunia, 2010).

La descomposición microbiana de la leche cruda de origen bovino, potencialmente

puede ser el resultado de la transformación por parte de los las bacterias

heterótTofas, de sustancias como la lactosa, proteínas y grasas presentes en la

leche (Jay, 1994).
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A temperatura entre 10 Y 36°C en condiciones normales, la fermentación ácida es

la que tiene más posibilidades de producirse, la molécula de lactosa se convierte

casi exclusivamente en ácido láctico, por la vía horno fermentativa, la refrigeración

a 4°C impide esta fermentación, en este tipo de alteración pueden intervenir

especies de bacterias heterótrofas de los géneros Lactobacillus, Lactococcus,

Enterobacterias, Bacillus y Pseudomonas (Amiot, 1991).

Otra de las alteraciones posibles en la leche cruda por acción microbiana es la

proteó/isis, la cual puede tener dos orígenes: el primero mediante los

microorganismos que pueden secretar proteasas exógenas resistentes al calor y

muchas de ellas se desarrollan durante el almacenamiento en frío, el segundo

está relacionado con el deterioro de la ubre enferma (le Roux, 1995).

La prote6lisis de la leche cruda son producidas por bacterias psic6trofas, en

especial de género Pseudomonas, la prote6Jisis puede causar en la leche dos

problemas: un decrecimiento en el rendimiento del queso y deterioro en la

composición y calidad del mismo, sabor amargo en los productos lácteos

(Guerrero y col, 2003).

La leche también puede producir una proteóJisis neutra o alcalina, generalmente

los microorganismos que la producen no fermentan la lactosa, las bacterias

proteolíticas pertenecen a las especies Alcaligenes, Pseudomonas; Proteus y

Bacillus. Algunos microorganismos termorresistente de los géneros Bacillus o

Clostridium pueden producir proteólisis de los productos pasteurizados e incluso el

Bacillus cereus sintetiza enzimas que tienen la acción similar a la del cuajo y

puede coagular la leche sin producir acidificación, fenómeno conocido como

coagulación dulce (Amiot, 1991).

Otra consideración a tomar en cuenta en el deterioro microbiano de la leche, es la

Iipólisis, definida como la ruptura de los triglicéridos de las grasas lácteas de los

glóbulos grasos, por acción de la lipasa, responsable de esta degradación a
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ácidos grasos libres, la cantidad de ácidos grasos libres totales es indicador de

Iipólisis y define sabores en la leche que pueden ser aceptables, desagradables o

rechazados por el consumidor. Este tipo de alteraciones puede ser causada por

especies de bacterias heterótrofas como Alcalígenes, Bacíllus y Pseudomonas

(Chávez y col, 2007).

También algunos tipos de bacterias heterótrofas pueden causar deterioro de la

leche cruda, sobre todo cuando esta se encuentra almacenada bajo refrigeración,

produciendo compuestos polisacáridos espesantes que cambian la viscosidad. Tal

es el caso de las especies bacterianas de Xantomonas, Bacíl/us y Pseudomonas

(Alais, 2003).

1.2.3.3.Microbiota bacteriana heterótrofa mesófila beneficiosa para la salud

Los alimentos funcionales producen efectos beneficiosos a la salud superiores a

los alimentos tradicionales, dentro de la gama de alimentos funcionales se

encuentran los probióticos, los cuales son microorganismos vivos que al ser

agregados como suplemento en la dieta, favorece el desarrollo de la microbiota

bacteriana en el intestino, estimulando las funciones protectoras del sistema

digestivo, también son conocidos como bioterapéuticos, bioprotectores o

bioprofilácticos (De las cagigas y col., 2002).

Los probiótlcos se definen como microorganismos vivos, que administrados en

cantidades suficientes provocan efectos fisiológicos beneficiosos sobre el

huésped, se le atribuye ayuda en la digestión de la lactosa, prevención de

enfermedades intestinales, acción inmunomoduladora y prevención del cáncer y

enfermedades cardiovasculares (Alvarado y col., 2009).

Para seleccionar las diferentes cepas de bacterias susceptibles de ser

caracterizadas como probióticos se deben evaluar ciertos criterios que permitan

asegurar las características funcionales una vez en el interior del organismo.
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Estos criterios deben basarse, como es lógico, en su capacidad de llegar vivas al

intestino por ello el primer criterio a evaluar es la resistencia a los ácidos

estomacales y las sales biliares, además de la capacidad de adhesión al intestino,

viabilidad durante el proceso y el almacenamiento en refrigeración, estos criterios

garantizan la funcionabilidad del microorganismo con características probióticas

(González y coL, 2006).

En pocos años los probi6ticos han evolucionado desde especies pioneras como

Lactobacíllus acídophílus, hasta fa gran variedad que existe actualmente con

varios tipos de Lactobacillus, Enterococcus faecium, Bifidobacterium bifidum,

Streptococcus thermophilus, e incluso hongos y levaduras como Aspergillus

oryzea y Gandida pint%pes/i, muy interesante parece también la idea de añadir al

probi6tico cepas no patógenas de Escherichia coli que compitan con su

homólogos patógenos (Amores y col., 2004).

Tabla 6. Microorganismos usados como probi6ticos.

L. Isctis

L. bulgaricus

B.longum

B. infantis

L. cremoris

L. diacelylactis

S.lactis E. coagulans B. Saccharomyce
coagulans s boulardii

Leuconostoc
spp.

L. rhamnosus GG B. breve

L. casei B. iactis

L. kéñr B. adolescentis

L. brevis

L. reuteri

L. helveticus

L. plantarum

L. johnsonni

L. salivarius

Fuente: Alvarez ycol., 2001
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1.2.3.4.Microbiota bacteriana heterótrofa mesófila de interés industrial

Los microorganismos han sido utilizados por el hombre para obtener diversos

productos desde la antigüedad, aun sin conocer el fundamento científico en el que

se basan (Prescott y Dunn, 1962).

La industria química y farmacéutica utiliza los microorganismos como herramienta

para la producción de compuestos de interés de diferente naturaleza. La

aplicación más extendida en este ámbito es la producción de antibióticos. Además

tienen importancia considerable en la producción de vitaminas, aminoácido, en la

producción de vacunas y en la obtención de ciertos compuestos orgánicos como el

etanol, la acetona y el vinagre (Ramírez y col., 2004).

Las enzimas o microorganismos son empleados como biocatalizadores en

procesos industriales que requieren de condiciones fuertes. Estos

biocatalizadores, llamado también extremoenzimas producida por

microorganismos, son proteínas que funcionan en condiciones extremas. Debido a

su extrema estabilidad, las extremoenzimas ofrecen nuevas oportunidades de

biocatálísis y biotransformación. Ejemplos de extremoenzimas son: celulasas,

amilasas, proteasas, las pectinasas, keratinases, lipasas, las esterasas, catalasa,

peroxidasa y las fitasas (Gómez y Steiner, 2004; Núñez y coL, 2004).

Una aplicación biotecnológica de bacterias incluye también la construcción

genética de súper cepas de microorganismos que realicen tareas particulares en

el medio ambiente. Por ejemplo: las bacterias que son genéticamente diseñadas

para degradar productos petrolíferos se utilizan en actividades de limpieza en

derrames de petróleo (Todar, 2012).

Los cultivos de las bacterias heterótrofas de las especies de Lactobacillus y

Lactococcus lactis se han utilizado para conferir aromas y para la producción de
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ácido, el Lactococcus lactis subespecie de diacetilactis convierte el citrato de la

leche a diácetilo, lo que proporciona un especial sabor mantecoso al producto

acabado; el yogurt es producido por un cultivo iniciador especial en el que están

dos bacterias principales en una proporción de 1:1, el Streptococcus termophilus

produce ácido y Lactobacillus bulgaricus, le da los componentes del aroma; la

leche fermentada puede tener efecto beneficioso modificando la microbiota en la

porción inferior del intestino, mejorando la salud en general (Prescott y col, 1999).

Otro grupo de interés es el de las bifidobacterias, el género Bifidobacterium

contiene bacilos irregulares Gram positivos no esporulados, son inmóviles,

anaeróbicas y fermentan la lactosa y otros azúcares a ácido acético y a ácido

láctico, ayudan a mantener el equilibrio intestinal al tiempo de mejorar la tolerancia

a la lactosa (Prescott y col, 1999).

Las bacterias acido lácticas han sido importantes en los alimentos por siglos por

su considerable contribución al valor de los productos. Debido a varias de sus

propiedades metabólicas, las bacterias acido lácticas desempeñan un papel

relevante en la industria láctea, contribuyen significantemente al sabor, olor,

textura, características sensoriales, propiedades terapéuticas y valor nutricional de

los productos alimenticios, este grupo está compuesto por géneros incluyendo

Lactococcus, Lactobacillus, Enterococcus, Streptococcus, Leuconostoc y

Pediococcus. Algunos de los metabolitos producidos por estas bacterias son

ácidos orgánicos, sustancias preseNantes, polisacáridos, vitaminas, endulzantes,

olores y sabores entre otros (Parra, 2010).

La principal función de las bacterias lácticas (fermentos) en el queso, es la

producción de ácido láctico a partir de la lactosa, el ácido láctico promueve la

formación y desuerado de la cuajada, evitando el crecimiento de microorganismos

no deseados debido a la disminución del pH, a demás de dar lugar a sustancias

responsables del aroma, contribuyendo a la maduración mediante la proteólisis y
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fípófísis (González, 2002), a continuación se presentan algunos fermentos lácteos

utilizados en la industria quesera:

Tabla 7. Fermentos lácteos útiles para la elaboración de quesos.

I Fermentos Tipos de quesos

Fermentos mesofilos

Streptococcus cremoris Quesos duros (Cheddar)/ quesos blandos

(Cttage)
..<--

Streptococcus lactis Queso azul ( Roquefort)

Streptococcus lactis subesp. diacetilactis Quesos blancos (Camember)

Leuconostoc cremoris Quesos blandos no madurados.

Fermentos termófilos

Streptococcus thermophilus Quesos muy duros (parmesanos)

Lacobacillus bulgaricus Quesos de pasta cocida (Emmental)

Lactobacillus lactis

Fuente: González, 2002.

El desarrollo de técnicas de fermentación, la utilización y diseño de nuevos

productos, conjuntamente con técnicas de ingeniería genética, han permitido la

obtención de productos de un gran interés económico para la industria alimentaria,

química y farmacéutica; un aspecto importante de la biotecnología está

relacionado con obtener alimentos seguros, evitando las intoxicaciones producidas

por ingestión de alimentos contaminados por agentes patógenos, como

microorganismos o toxinas, la percepción pública respecto de estos productos

biotecnológicos está asociada a Jos beneficios que estos reportan a los

productores y al consumidor.
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1.3. CONTROL DE CALIDAD DE LA LECHE CRUDA DE ORIGEN BOVINO

1.3.1. Buenas prácticas de producción lechera

Las exigencias que los consumidores imponen a la producción agropecuaria y que

consecuentemente condiciona su éxito, son más diversas y complejas

actualmente. De una etapa inicial donde las exigencias se centraban en la

inocuidad alimentaria, se ha transmitido a requerimientos que se relacionan

además, con la protección de los trabajadores, el resguardo de medio ambiente y

en el caso de la producción pecuaria, con el bienestar animal. Esto ha llevado a

los productores a establecer medidas que aseguren la aplicación de buenas

prácticas en la producción pecuaria y agrícola

La producción de leche se realiza bajo una gran diversidad de sistemas

productivos que se encuentran determinados, entre otros factores, por la

variabilidad de alternativas tecnológicas que se utilizan, los ambientes en que se

desarrollan, los objetivos económicos que buscan los productores, entre otros. Por

las mismas razones la calidad higiénica y nutricional de la leche obtenida es muy

variable (Herrera, 2D12).

Para los productores de leche las buenas prácticas agrícolas consisten en

implantar en sus explotaciones unas actividades labores racionales,

colectivamente llamadas Buenas Prácticas en Explotación Lechera, estas serie de

acciones deben garantizar que la leche y los productos lácteos producidos sean

saludables y adecuados al uso para el que están previstos, y también que la

explotación lechera sea viable de cara al futuro, desde la perspectiva económica,

social y medioambiental. Los ganaderos están implicados en la producción de

alimentos destinados al consumo humano, por lo que deben estar seguros de la

calidad y salubridad de la leche que producen, las buenas prácticas en la

explotación son la base de una producción de leche que cumpla con las
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expectativas de calidad más altas de la industria alimentaria y de los

consumidores.

La Organización Mundial de la Salud (OMS) en conjunto con Organización de las

Naciones Unidades para la Agricultura y Alimentación (FAO) aseguran que

diferentes estudios en países muestran que, implementar buenas prácticas de

manufactura en la cadena productiva, minimiza los riesgos de contaminación de a

leche por agentes químicos, físicos y biológicos, así como minimizan el impacto

ambiental que genera la producción de leche, maximizando el bienestar laboral de

los trabajadores y las condiciones de bienestar de los bovinos que son empleados

para la producción lechera (Herrera, 2012).

El marco internacional para garantizar que la leche y los productos lácteos sean

saludables e idóneos, está contenido en el Codex Código Internacional de

Practicas Recomendadas (CAC/RCP, 2003) junto al código de Practicas

Higiénicas para la Leche y Productos Lácteos del Codex (CAC/RCP, 2004). Estas

guías que se basan en principios referidos a la producción de leche en las

unidades productivas, reconocen que la obtención de la leche es una parte integral

de la cadena de producción en la que productores, transportistas, fabricantes de

productos lácteos, distribuidores y consumidores deben formar parte del sistema

integral de gestión para el aseguramiento de la calidad.

1.3.2. Indicadores de calidad sanitaria

Los indicadores de calidad sanitaria son aquellos grupos de microorganismos cuya

presencia en los alimentos advierte sobre una inadecuada manipulación, la

existencia de un peligro para la salud del consumidor (microorganismos, toxinas

etc.) o una faUa en Jos procesos destinados a su saneamiento. En el caso

particular de la leche los microorganismos indicadores son útiles para juzgar el

funcionamiento del establecimiento productor, la manipulación y el

almacenamiento del producto, pues señalan la existencia de defectos de higiene
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durante la cadena productiva de la leche, el incumplimiento de pautas higiénicas y

permite inferir la vida útil y la inocuidad alimentaria (Signorini y col., 2008).

Entre los principales grupos microbianos utilizados como indicadores de calidad

sanitaria de la leche se tienen bacterias heterótrofas, como las bacterias aerobias

mesófilas, coliformes totales, coliformes fecales y los Enterococcos, así como otro

grupo de microorganismos como los mohos y levaduras (Silva y col., 2004).

Buenas Prácticas de Explotación Lechera

Gestión socio­
econclmica

La gestión
de

recursos
humanos y
financiera
garantiza

la
sostenibi­
Iidadde la
empresa

productora.

Medi;-¡
ambiente I

1:::~~~6~lde leche 1
deberla ser

medio­
ambiental ~

sostenible y !
I ocasionar el ij

m::~71
eXPlotaci6n'j

...................................1 -1
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animal

Se deben
mantener a
los animales
de acuerdo

a los
siguientes
principios:
1. libres de
hambre y

sed.
2. Libres de
incomodi­

dades
3. Libres de

dolores,
lesiones y
enferme·
dades.

4. Libre de
temores
5. Libres

para
desarrollar
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comporta­

miento
animal.
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necesitan

recibir
alimentos y

agua en
cantidades
y calidad

ader:lJada

La leche
debe ser

obtenida y
almacenada

bajo
condiciones
higiénicas.
El equipo
utilizado
para su

obtenci6n y
almacena­

miento debe
estar bien
mantenido.

Los
animales
que
producen
leche deben
estar sanos
y se debe
disponer de
un efectivo
programa de
sanidad

Fuente: Tomado y modificado de Gula de Buenas Prácticas en Explotación Lechera, FAO, 2012.

Figura 4. Buenas prácticas de explotación lechera.
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1.3.2.1. Bacterias aerobias mesófilas

Comprende un grupo de especies bacterianas heterótrofas muy amplio que puede

crecer en cualquier tipo de alimentos. Sus principales características son que

presentan un metabolismo aerobio y una temperatura óptima de crecimiento entre

25 y 30 oC. La determinación de este grupo microbiano indicador, puede señalar

el grado de contaminación de una muestra y las condiciones que han favorecido o

reducido la carga microbiana, desde luego no es aplicable a alimentos

fermentados, y puede dar información sobre el manejo del alimento. Este grupo de

indicadores es importante en alimentos frescos, refrigerados, en lácteos y en

alimentos listos para consumir (Silva y col., 2004).

1.3.2.2 Coliformes

La definición generalmente aceptada de coliformes describe a un grupo de

bacterias heterótrofas, bacilos gran negativos, no esporulados, aerobios o

anaerobios facultativos que fermentan la lactosa con producción de ácido y gas,

cuando se incuban a una temperatura de 37 oC. De forma general se dividen en

coliformes totales, los cuales incluyen bacterias del suelo, y del tracto digestivo, y

coliformes fecales, que incluyen solo coliformes de origen fecal como es el caso

de la especie Escherichia col;, la cual fermenta la lactosa con producción de gas

cuando se incuba a una temperatura de 44 oC. Los coliformes totales nos

señalan el grado de higiene de un alimento o de los procesos de obtención del

mismo. En el caso de los coliformes fecales, que incluye bacterias que pueden

encontrarse en el tracto digestivo del hombre o animales, por lo cual son

expulsados por las heces, por esta razón su presencia indica contaminación fecal

(Camacho y coL, 2009).
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1.3.2.3. Enterococos

Es otro grupo microbiano indicador de calidad sanitaria. Se encuentra conformado

por especies que antes se encontraban agrupadas en el género Streptococcus.

Son bacterias heterótrofas Gram positivas, no formadoras de esporas, no móviles

y anaerobios facultativos. Crecen en un rango de temperatura entre 10 y 45 oC. Se

encuentran en el tracto intestinal de los seres humanos, animales de sangre

caliente y aves. Las principales especies representantes de este grupo son

Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium y Enterococcus gallinarum. Se les

ha encontrado en alimentos como la leche cruda, productos lácteos, vegetales y

en el agua. Su presencia es señal de malas prácticas de higiene y de contacto con

material fecal (Camacho y col., 2009).

1.3.2.4. Mohos y Levaduras

Los mohos y las levaduras se encuentran ampliamente distribuidas en el

ambiente, por lo que son frecuentes en la microbiota natural de muchos alimentos,

se dispersan fácilmente en el aire; ciertas especies de mohos y levaduras son

útiles en la elaboración de alimentos, sin embargo también pueden causar

deterioro, debido a su crecimiento lento y su baja competitividad los mohos y las

levaduras se manifiestan en los alimentos donde las condiciones no favorecen el

crecimiento bacteriano y cuando están presentes en altas concentraciones

señalan problemas con la higiene de la materia prima o de los equipos o

ambientes de la fábrica, así como alimentos poco frescos (Stevens, 2003).

1.4. BIODIVERSIDAD

En ecología, el término biodiversidad, en general se refiere a la diversidad de

especies de organismo, expresando el número de individuos de la población y su

abundancia relativa. La idea de diversidad de especie, está basada en la

suposición que las especies influyen unan sobre las otras y sobre el medio donde

38

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Capitulo I

se desenvuelven (Daniel, 1998). El termino diversidad es una condición de fa

variedad o diferencia entre miembros de una colección. Una población puede

tener varias especies en su composición, en la estructura de edad, en el estadio

de desarrollo y en la composición genética.

Los recientes progresos en ecología microbiana, muestran que el tamaño de la

diversidad microbiana en la naturaleza es mucho mayor de lo que se pensaba, las

bacterias son una de las formas de vida más diversas y pueden comprender hasta

más de un millón de especies, sólo una fracción de estas especies han sido

aisladas e identificadas, estimándose entre el 1-10% (Kennedy, 1999).

1.4.1. Biodiversidad bacteriana

Las bacterias son los organismos más abundantes de la tierra y son los

encargados de mediar en una multitud de procesos críticos para el medio

ambiente, el interés en estudiar el índice de biodiversidad bacteriana se

fundamenta principalmente en la posibilidad de obtener individuos sujetos a

experimentación (Alais, 2003).

Desde el punto de vista genético se debe tener en mente que cada secuencia de

ADN, es única e irremplazable, esto es aplicable a todos los organismos vivientes

y por tanto también a los microorganismos, esto nos lleva hablar de biodiversidad,

que es la variedad y variabilidad de todos los tipos de vida, el complejo ecológico

en el cual están presenten y los procesos de los que forman parte (Atlas y Bartha,

2005).

La diversidad bacteriana puede ser definida como el número de especies o

bioüpos y su abundancia relativa en un espacio y tiempo determinado dentro de

una comunidad, o también, como la cantidad y distribución de información

(genética, funcional) dentro de una comunidad, esto incluye la diversidad de

genes, hábitat, nichos y la diversidad funcional de las poblaciones; de esta forma
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la diversidad puede considerarse un atributo de la comunidad, relacionada con

estabilidad, productividad y estructura (Yanine, 2010).

Los ecólogos microbianos a menudo utilizan la taxonomía numérica para

determinar las especies bacterianas, presentes en una muestra, en la taxonomía

numérica se determinan gran numero de características a menudo fenotípicas de

organismos aislados de una muestra, y se realizan análisis de agrupación

(clusters) para establecer las semejanzas entre los organismos. Se considera que

organismos similares pertenecen a la misma especie (Atlas y Bartha, 2005).

Durante el último siglo se ha dependido del aislamiento y cultivo de los

microorganismos para su identificación, estos han sido caracterizados

tradicionalmente por su fenotipo, el conjunto de propiedades celulares observadas

y sus propiedades fisiológicas y morfológicas. La necesidad de cultivar Jos

microorganismos para identificarlos ha limitado la comprensión de la diversidad

microbiana, ya que se sabe que más del 90 % de los microorganismos en los

ambientes naturales no pueden ser cultivados usando las técnicas tradicionales;

en los últimos años se ha incrementado el conocimiento de la diversidad

microbiana en comunidades complejas debido al uso de métodos moleculares que

no requieren el cultivo tradicional de microorganismos, estas técnicas moleculares

han cambiado las perspectivas de la diversidad microbiana permitiendo describir,

monitorear y controlar comunidades de microorganismos; en el caso específico de

los alimentos, es esencial controlar esta información para poder obtener datos

confiables sobre la diversidad y la identificación taxonómica de los

microorganismos así como datos cuantitativos que describan cambios en la

población, el impacto de los factores intrínsecos y extrínsecos y poder

correlacionar el crecimiento y la actividad de los organismos individuales y la

calidad y seguridad del producto (Dávila y Reyes., 2006).

En este sentido, y en relación con los microorganismos la leche, es un ecosistema

de enorme riqueza microbiana y la misma definición de leche quedaría incompleta
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si en ella no se considera la actividad de este componente, los estudios sobre la

microbiología de la leche son numerosos, sin embargo a la fecha no existe ningún

ejemplo de la determinación de la biodiversidad en muestras de leche producidas

en una determinada zona (Alais, 2003).

Con el conocimiento actual se ha identificado el significado funcional de grupos

particulares de microorganismos que afectan la productividad en la industria

láctea. El aprovechamiento de la determinación del índice de diversidad bacteriana

y su actividad de manera directa interviene en la productividad de la industria

lechera y puede contribuir a apoyar el conocimiento en la búsqueda del

reconocimiento como la denominación de origen en los derivados lácteos. (Chávez

y co!., 2007).

Los cultivos microbianos adquieren cada vez mayor importancia como

mecanismos o vías para la conservación y la biodiversidad representando un

importante elemento estratégico y económico para el desarrollo de las

investigaciones científicas, con particularidad en las ramas de la biotecnología y la

de la calidad.

1.4.2. índices de biodiversidad

Los estudios de biodiversidad se basan en índices y modelos de diversidad

diseñados para el estudio ecológico de comunidades de microorganismos, estos

índices de valoración de la diversidad podemos dividirlos en tres grupos (Yanine,

2010):

a) índice de riqueza de especies, como el índice de Shannon-Weaver índice de

Margalet, estadística Q y estimado de la riqueza de OTU's.

b) índice basados en abundancia proporcionales de especies (medidas de

equitatividad ¡dominancia), como índice de equitabilidad de Shannon, índice de

Simpson, índice de Berger-Parker e índice de Loyd y Ghelardi.
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c) modelo de abundancia de especies como el modelo serie log, modelo log

normal, modelo de la "Broker stick" y modelo de nicho sobrelapante.

Algunos índices matemáticos describen la riqueza de especies en la comunidad,

son los índices de diversidad de especies, y se utilizan para describir el conjunto

de la población de una comunidad. los índices de diversidad raramente se han

aplicado a las comunidades microbianas debido a las dificultades técnicas para

clasificar los numerosos microorganismos que requiere su utilización (Atlas y

Bartha, 2005).

Los índices de diversidad relacionan el número de especies y la importancia

relativa de las especies individuales, los dos principales componentes de la

diversidad de especies son variedad y la uniformidad o equitabilidad. la riqueza

de especies puede expresarse mediante relaciones simples entre el número total

de especies y el número total de organismos. Es una medida del número de

especies en Ja comunidad, pero no de cuantos individuos existen de una especie

concreta (Atlas y Bartha, 2005).

La equitabilidad es una medida de la proporción de individuos dentro de cada

especie e indica si existen poblaciones dominantes. Es difícil evaluar la diversidad

de una comunidad a partir de una sola variable y pueden darse diferentes

interpretaciones, que a menudo llevan a formularse la pregunta: ¿Qué significa

biodiversidad? Para la mayoría los índices de biodiversidad reflejan la complejidad

subyacente de la estructura de la comunidad (Atlas y Bartha, 2005).

Una medida de diversidad muy utilizada es el índice de Shannon-Weaver,

también conocido sencillamente como índice de "Shannon". Este índice general de

biodiversidad es sensible a la riqueza y a la abundancia relativa de especie. El

índice de Shannon-Weaver, debe interpretarse con precaución porque es sensible

al tamaño de la muestra. especialmente en muestras pequeñas. La equitabilidad,
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que es independiente del tamafio de la muestra se puede calcular a partir del

índice de Shannon-Weaver, otra aproximación conocida como rarefacción,

consiste en comparar el número de especies observadas con el numero predicho

por un modelo informático (Atlas y Bartha, 2005).

Este tipo de enfoque se ha aplicado a las comunidades microbianas. El principal

problema de este tipo de enfoque que es el nivel de semejanza utilizado para

definir las especies microbianas. Para evitar este problema, (Watve y Gangal

1996) sugieren utilizar la distancia taxonómica media entre todos los pares de

aislados como índice de la diversidad de la comunidad bacteriana. De acuerdo a

esta medida, una comunidad bacteriana con pocas especies dominantes

taxonómicamente distintas tendrían una gran media con una varianza, mientras

que una comunidad bacteriana con un gran número de biotipos moderadamente

diferentes tendría una gran media con una pequefia varianza (Atlas y Bartha,

2005).

Generalmente, la diversidad en comunidades estresadas es menor, por ejemplo;

la diversidad calculada con el índice de Shannon-Weaver es más baja en las

comunidades bacterianas de las superficies del agua del océano ártico que en el

océano templados donde las bajas temperaturas y el hielo no causan el mismo

estrés físicos. Se ha observado que algunas perturbaciones como la introducción

de contaminantes en los ecosistemas acuáticos reduce la biodiversidad. La

diversidad de las comunidades microbianas es un índice de contaminación

sensible. Teóricamente las comunidades estresadas con una diversidad baja

están menos adaptadas para enfrentarse a más fluctuaciones ambientales y al

estrés que las comunidades biológicamente aceptables y con un grado de

diversidad más alto (Atlas y Bartha, 2005).
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Ejemplos de índices de diversidad de especies:

Riqueza de especies (d)

I 5-1d=I:;¡Ñ

DondeS = r.úmero de espgctes

índice de diversidad de Shannon-Weaver (H)

nnn'ip. r. ='-r1

ti = número d,g mcttvfduos
ni - ,.úmero de flldfvidu:1s de le especie

Uniformidad (e)

i1
e---

lngS

Dan'1.e ii=índice de diversidad de Shannon- Weaver

Estabilidad (J)

, = a indii
iímu

:;- = valor muimo teóTü:o del ir.4~ce de di17!1TSi~adde ::'"".annon ­
Watu.];b'r punA 111, Fubluc.Um at:iLlUiiud:A.,:lilJ;pIJT.itmdt. ~l.W c.udu

QSptlcill tmga so!amtl7':h' '1m mi4lmMO

El resultado obtenido de la aplicación de la formula, es interpretado conociendo el

grado de dificultad que se provee de antemano, en un muestreo valores altos del

fndice significan mayor grado de incertidumbre; ejemplo de esto: se poseen dos

especies, especie a= posee 99 individuos, especies b= 1 individuo; el resultado es
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igual a 1 se expresa como 1 bits/indo La experiencia con el uso del índice de

Shannon, dice que raramente los resultados son superiores a 5 bits/ind (Daniel,

1998).

La función del índice de 5hannon se relaciona con dos componentes principales,

esto es. el número de especies y la regularidad de los individuos en medio a las

especies. esto significa que un gran número de especies, puede aumentar la

medida de la diversidad H. (Daniel, 1998).

En la biodiversidad bacteriana existen tres componentes, a saber: riqueza,

uniformidad y abundancia para describir una respuesta de la comunidad

bacteriana, una comunidad natural se caracteriza por tener una alta diversidad o

riqueza y un bajo número de individuos por especies, por el contrario, una

comunidad bajo la presión de la contaminación, se caracteriza por poseer un bajo

número de especies, pero muchos individuos por especies, esto lo provocan

también condiciones naturales extremas; aunque el concepto de diversidad es

muy atractivo en teoría, sus resultados pueden variar mucho con Jos métodos de

muestreo, la naturales de la muestra y la época del año (Roldán, 1999).

I.S. ECONOMíA DE LA PRODUCCION DE LECHE , DENOMINACION DE

ORIGEN Y SU RELACION CON LA MICROBIOTA BACTERIANA

1.5.1 Econornia en la producción lechera

El sector de producción lechera ha experimentado ciertos cambios a consecuencia

de los nuevos hábitos y preferencias del consumidor (mayor énfasis relación

calidad-precio, hábitos alimenticios, segmentación del consumo, entre otros),

dinámica que ha contribuido a generar, por parte de las empresas industriales, una

mayor oferta de productos produciéndose con ellos una desaceleración menos

pronunciada del sector. En general el consumidor tiende a buscar ciertas

características en los productos que incluye aspectos tales como: calidad,
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presentación, atributos añadidos y durabilidad, así que las exigencias y

necesidades del consumidor es un elemento importante en la actual dinámica de

mercado lácteo.

La producción primaria de leche es un importante elemento para toda la cadena

láctea, es el eslabón de la cadena de valor que tiene más participación: costos,

recursos utilizados, la creación de emisiones, desafíos políticos, entre otros; es por

esto, que desde hace mas de 10 años se concentran esfuerzos en mejorar la

producción de leche en todo el mundo. La demanda de la leche se ve impulsada

por el crecimiento demográfico, aumentos en el poder adquisitivo, los precios al

consumidor y cambios en los hábitos de consumo, sólo el crecimiento previsto de

la población produce una demanda creciente de la producción anual de leche;

todo esto implica que la industria lechera crecerá en producción y elaboración de

derivados lácteos en los próximos años, y las regiones lecheras que sean capaces

de adaptarse más rápido ganarán participación, a través de creación de sistemas

de producción competitivos, nuevos productos, creación de confianza en la

cadena láctea mejorando sistemas de producción y garantizando inocuidad

alimentaria (Olivares y col., 2010).

La producción de leche en Venezuela está estimada en un 90 % proveniente de

ganado de doble propósito, esta producción es deficitaria para cubrir la demanda

interna, el crecimiento interanual de la producción lechera en los últimos 25 años

tiende a ser negativa, con la consecuencia sobre el consumo de productos lácteos

per capita, la cual ha disminuido aproximadamente el 50% en el mismo periodo; la

producción lechera en Venezuela es baja estimándose en 1773 l/vaca/año, entre

las causas de la baja productividad se encuentra: poco potencial genético,

problemas de manejo sanitario, reproducción y nutrición. En Venezuela es posible

mejorar la productividad de los sistemas de producción lechera, con la

incorporación de potenciales genéticos y tecnología alimentaria apropiadas

(Padilla y col., 2007).
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La leche se produce diariamente y por lo tanto puede proporcionar un ingreso en

efectivo regular, el precio de la leche al productor se puede basar en su

además de esto es un fuerte potencial en la producción de derivados, los cuales

representan una economía en pequeña escala en productores que por lo general

utilizan mano de obra familiar, por lo tanto el procesamiento de productos lácteos,

al igual que la mayoría de las actividades posteriores ofrecen grandes

posibilidades. (FAO, 2012).

1.5.2 Denominación de origen

En todas partes del mundo existen regiones o países que cuentan con

características geográficas especiales y formas de elaboración tradicionales para

ciertos productos, que lo hacen ser auténticos de la zona y permiten que los

mismos ocupen un lugar especial en los gustos o preferencias de los

consumidores facilitando con el tiempo la creación de ventajas competitivas en

cuanto a precio y originalidad (Medina y coL, 2012).

El interés del consumidor a una declaración geográfica confiable de la producción

del alimento ha aumento durante los años, esta demanda del consumidor para

identificar geográficamente el producto ha conducido a establecer un etiquetado

controlador de productos de alimentos como es la Denominación de Origen

Protegido (DOP), esta información es considerada como una garantía adicional de

calidad, autenticidad, tradición y seguridad (González y col., 2012).

Según Esquerre (2008) para evitar el manejo fraudulento del origen de fos

productos se ha creado las Denominaciones de Origen (0.0) y las Indicaciones

Geográficas Protegidas que remontan su origen a Europa a partir del siglo XIX.

La denominación de origen nace de la voluntad de algunos países de proteger sus

productos agrícolas y alimentarios por su origen geográfico, la distinción de

calidad ligada al origen geográfico o a los procedimientos ecológicos en el proceso
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de producción de los distintos alimentos, han sido algunas de las estrategias de

diferenciación más desarrolladas durante la última década en el sector

agroalimentario. La utilización del origen como elemento diferenciador de los

productos agroalimentarios no es algo nuevo, la primera denominación de origen

realmente protegida se ubica en Francia en el siglo XVII, con la declaración del

Parlamento de Toulouse acerca de la exclusividad que tenía el queso que se

curaba en la región de Roquefort (Gázquez y co!., 2012).

El componente típico se constituye como un elemento que confiere a los

productores una calidad determinada, de esta manera se vincula un producto con

un lugar geográfico determinado, surgiendo en este momento el concepto de

indicación geográfica. la vinculación de determinados productos surge desde el

principio como realidades históricas, culturales, económicas y sociales que,

aunque no hayan sido reconocidas desde el punto de vista legal, tienen una Jarga

tradición (Cambra y col., 2009).

Otro aspecto a tomar en cuenta es el desarrollo del turismo gastronómico, una

modalidad emergente de turismo muy demandada en la primera década del siglo

XXI, en la que el turista busca degustar los productos alimenticios típicos de la

zona geográfica Que visita, conocer el proceso productivo y disfrutar del patrimonio

cultural y culinario del lugar; la denominación de origen potenciaría el entorno rural

promoviendo nuevas actividades económicas para mantener y mejorar las

condiciones de vida de la población, su objetivo es lograr un producto capaz de

integrar a mayor cantidad de actores, generar mayor actividad económica

diversificando la producción (Mil/án y col., 2012).

Las denominaciones de orígenes protegidos, así como otros signos de distintivos

de calidad diferencial, vinculan el desarrollo territorial con los agentes económicos,

recreando el mercado de determinado bien en el etiquetado, lo que permite a los

consumidores mostrar su disposición a pagar por determinado atributo, la Unión

Europea es quien más a desarrollado en la última década la D.O.P en sus
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productos potenciando el desarrollo económico de las zonas productoras (Pérez y

col.,2013).

En Venezuela hay muchos alimentos ligados a una región productora (queso

guayanés, chorizo carupanero, dulce de leche coriano, etc.) pero solo hay tres

productos con denominación de oligen respaldada legalmente: el ron de

Venezuela, el cocuy de Pecaya y el cacao de Chuao, en cada caso ha sido

gracias al esfuerzo y constancia de los productores que han logrado obtener este

estatus. El "cacao de Chuao" es la primera denominación de origen registrada en

Venezuela y en el mundo para el rubro de cacao, reconocimiento con el que se

protege un producto cuya calidad y características responden especialmente al

medio geográfico de la región, incluidos los factores naturales y humanos

(Uzcátegui,2008).

Venezuela presenta muy pocos productos con dicha distinción, lo cual hace

necesario que se realicen esfuerzos mancomunados entre los productores

artesanales, fas universidades y fos entes responsables del desarrollo económico

del país para que se incentive y se promueva la creación de 0.0 para los

productos nacionales como estrategia de diferenciación, y así lograr posicionar los

productos en los mercados regionales, nacionales e internacionales, manteniendo

la originalidad de las materias primas y los procesos artesanales (Medina y col.,

2012).

En el caso de la leche y los productos lácteos, el conocer y caracterizar la

microbiota microbiana asociada a estos productos, y tomando en consideración

que la microbiota es una huella característica de un producto determinado,

permitirá en un futuro poder desarrollar denominaciones de origen en Venezuela

para la leche de una región o zona, o de los productos lácteos obtenidos del

mismo, como lo ha sido en muchas partes del mundo (Outhoit y col., 2003;

Mauriello y coL, 2003; Alegria y coL, 2009; Neviani y coL, 2013)
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1.6. PERSPECTIVAS EN LA PRODUCCION LECHERA

Cuando se menciona soberanía alimentaria se hace referencia a la independencia

que tiene un país de producir, abastecer y garantizar alimentos a su población El

progresivo y acelerado crecimiento de la población ha demandado día a día

mayores volúmenes de alimentos. tanto de origen vegetal como animal, que

satisfagan las necesidades nutricionales y alimenticias de la humanidad. Para

Venezuela es impostergable e inaplazable implementar una profunda

transformación económica y social que se oriente hacia la búsqueda de una

producción agrícola y pecuaria endógena soberana y sostenible en el tiempo que

satisfaga las necesidades nutricionales de las generaciones presentes, sin

comprometer las capacidades del devenir de las futuras generaciones (Paredes,

2010).

La crítica situación que hoy vive la ganadería y exclusivamente la de leche en

Venezuela, es digna de reflexión y análisis y exige enfáticamente del diseño de un

programa que a mediano y largo plazo se oriente hacia la intensificación de la

producción, para ello es necesario la conformación de un programa nacional que

sea coherente y compatible armónicamente con sistemas diversos de ganadería

de doble propósito sostenible. La intensificación de la ganadería de doble

propósito conlleva conjuntamente varios aspectos desde la gerencia que ha de

estar al frente de este complejo modelo productivo. pasando por el uso equitativo

de los recursos tanto abióticos como los bióticos para incrementar la productividad

física de los agro ecosistemas mediante la aplicación correcta de conocimientos y

arreglos tecnológicos que muestren marcado impacto en la calidad productiva y

que se refleje en su rentabilidad económica (Paredes, 2010).

De acuerdo a Ordóñez (2005), el diagnostico de la situación de la producción de

leche en Venezuela es ampliamente conocido, la producción de leche disminuye a

ritmo acelerado, la escasez de leche cruda genera como es de esperar una

demanda insatisfecha que promueve el alza de precios, los indicadores señalan

50

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



CapItulo I

que la caída de la producción es resultado del efecto combinado en el número de

proveedores que abandonan esta actividad por una más rentable y condiciones

más seguras.

En la búsqueda de soluciones a los grandes problemas de la humanidad como

son la obtención de tonnas no convencionales de energía, el saneamiento y la

conservación del medio ambiente, la salud del hombre, la salud animal, la

agricultura y la alimentación, el uso de los microorganismos ha sido fundamental y

ha alcanzado un incremento considerable en el mundo entero (Smith, 2003).

La realización de estudios que promuevan el conocimiento y caracterización de la

microbiota bacteriana de la leche, así como de los derivados lácteos obtenidos de

la misma, como el caso de los quesos frescos y madurados, además de aportar

soluciones para la obtención de productos de una mayor calidad sanitaria y

nutricional, servirá para darle un valor agregado a los productos elaborados en el

país, lo cual estimulara indudablemente al crecimiento y desarrollo de la

producción de leche, así como al establecimiento de una industria láctea fuerte y

competente.
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CAPITULO 11. ANTECEDENTES DE LA HIPOTESIS, HIPOTESIS y OBJETIVOS

11.1. Antecedentes de la hipótesis

Numerosos microorganismos, incluyendo bacterias, mohos y levaduras, están

presentes en la leche cruda de origen bovino, de estos las bacterias heterótrofas

son responsables de la mayor parte de las transformaciones físico-químicas y

aromáticas que son intrínsecos en los procesos de transformación de los

diferentes derivados lácteos; la identificación de estas bacterias, que constituyen

el ecosistema de la leche, es esencial para la compresión de sus constituyentes

individuales y por ende para la compresión de sus procesos de degradación o

utilización de los potenciales tecnológicos de algunos de los microorganismos

presentes (Ogier y col, 2013).

Quigley y col. (2013), estudiaron la microbiota bacteriana presentes en la leche

cruda. Considerarón que la leche debido a su alto contenido de nutrientes puede

alojar una amplia población de bacterias; las cuales consigue llegar a la leche por

varias fuentes y una vez en la leche logran desempeñar una serie de funciones,

entre las cuales esta actuar como facilitadores en la fermentación láctica

(Lactococcus, Lactobacilus; Streptococcus, Propionibacterium) , así como,

poblaciones de bacterias que causan deterioro (Pseudomonas, Clostridium,

Bacillus y otros microorganismos que forman esporas) existen también

microorganismos promotores de la salud (LactobaciJlus, Bifidobacterium) y

causantes de enfermedades (Listeria, Escherichia coli, SalmoneJla enterica,

Campylobacter jejuni). Al igual que evaluaron la presencia de residuos de

antibióticos en la leche cruda, que conduce al desarrollo de resistencia en las

bacterias patógenas, muchas de las cuales pueden transmitirse por el consumo de

la leche cruda.

En cuanto a la presencia de bacterias patógenas en la leche cruda bovina

almacenada en tanques de enfriamiento, Ruusune y col. (2013), realizaron una
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investigación determinando la prevalencia de las mismas en leche cruda en

Finlandia, observando la presencia de Listería monocytogenes, Campylobacter

spp., Salmonefla spp., Escherichia coli, Sthapylococcus coagulasa positiva,

Yersinia enterocolitica y Bacillus cereus. Por otra parte, la calidad higiénica se

estudio mediante contenido de recuento total de bacterias heterótrofas aeróbicas

mesófilas, concluyendo que en su totalidad en todas las muestras analizadas se

obtuvieron presencia de patógenos, lo que sugiere que están presentes a pesar de

aplicar excelentes condiciones higiénico-sanitarias. La concentración de bacterias

patógenas en teche cruda fresca fue menor a la concentración de patógenos en

leche refrigerada, por lo que algunas bacterias patógenas pueden multiplicarse a

temperatura de refrigeración, por lo tanto concluyen estos investigadores que el

consumo de leche cruda y productos de ésta, representa un riesgo potencial para

la salud de la población.

Resultados de estudios muestran que la aparición de agentes patógenos tales

como las especies bacterianas Stahylococcus aureus, Escherichia colí, Listería

monocytogenes, Campylobacter jejuni y Salmonella enterica; en teche cruda, es

un problema común en las fincas productoras de leche, por lo que el control en la

pasteurización antes del consumo sigue siendo primordial (HiII y col., 2012).

Por su parte, Garedea y col. (2012), identifican bacterias Gram negativas en el

control de la leche de vaca consumida en Gondar, Etiopia, donde destacan que la

leche es altamente propensa a la contaminación bacteriana y puede servir como

un vehículo eficiente para la transmisión de patógenos a humanos. Indican que

especialmente las bacterias Gram negativa, ya que estas se encuentran

ampliamente distribuidos en el medio ambiente. De igual forma, señalan que las

condiciones higiénicas de pre-ordeño y la manipulación de la leche en el ordeño

juegan un papel fundamental en la calidad de la misma; puesto que en el estudio

lograron identificar 54 especies bacterianas diferentes, entre las cuales se

encontraban cepas de las especies Escheríchía coli, Pseudomonas aeruginosa,

Klebsiella pneumoniae. Estos resultados destacan la necesidad de mantener

53

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



CapItulo 11

medidas sanitarias e higiénicas adecuadas en cada punto crftico de control, a fin

de proteger al consumidor.

En muestras de leche cruda bovina analizadas por Kuang y col. (2009), en

Hokkaldo, Japón, estos autores logran identificar bacterias heterótrofas mesófilas

como las especies Klebsiella oxytoca, Lactococcus lactis, Staphylococcus aureus

y Escherichia coli; que representan la ecología microbiana y biodiversidad de la

leche proveniente de bovinos de esa zona. Los autores realzan la limitación de las

técnicas tradicionales de identificación y propone la caracterización de la

microbiota bacteriana por técnicas moleculares de identificación como herramienta

potencial para la industria láctea.

Según las investigaciones adelantadas por Sim Kheng y col. (2012), la variación

de la población de bacterias heterótrofas en la leche cruda bovina puede estar

asociada a las diferentes prácticas de producción y de ordeño aplicado en cada

finca lechera. Estos estudios revelaron que la higiene personal de los

manipuladores, así como la higiene en los utensilios empleados durante el

proceso de ordeño, contribuyen a la diversidad de la población de bacterias

heterótrofas.

Verdier-Metz y col. (2009), establecieron vínculos entre las prácticas de ordeño y

la biodiversidad bacteriana de la leche cruda, en la zona de explotación lechera de

Savoie, Francia. Estos investigadores evaluaron las prácticas de ordeño y los

perfiles bacterianos, caracterizando en su mayoría bacterias heterótrofas aerobias

mesófilas a pesar de la aplicación de un alto nivel de higiene en el ordeño,

predominando la presencia de bacterias Gram negativas.

La población de bacterias heterótrofas de la leche cruda de origen bovino, puede

provenir de diferentes fuentes dentro de las instalaciones de producción de leche,

tales como ambiente, aire, equipos de ordeño, alimentación de animal, suelo, agua

y medio ambiente, entre otros; conclusiones a los que llegaron en sus
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investigaciones Coorevits y col. (2008). Estos especialistas realizaron un análisis

comparativo de la diversidad de bacterias heterótrofas aeróbicas mesófilas en la

explotación de leche cruda orgánica y convencional, así plantearon como hipótesis

que la diferencia en la alimentación y estrategia de ordeño, así como el hábitat de

las vacas, podían influir en la calidad microbiológica de la leche, esta hipótesis se

investigó comparando las bacterias heterótrofas aeróbicas mesófilas, lográndose

demostrar la misma.

Los microorganismos que generalmente se cuantifican en los alimentos,

abarcando la leche cruda, son los indicadores de calidad sanitaria, incluyendo

estos: bacterias aeróbicas mesófilas, mohos, levaduras, coliformes totales y

fecales, sin embargo para la prevención y control de las enfermedades asociadas

a alimentos la búsqueda de microorganismos patógenos es de relevante

importancia (Fuentes y coL, 2005).

Números estudios se han realizado para determinar la calidad microbiológica de

la leche cruda, entre estos el realizado por Velásquez y col. (2012), quienes

analizaron muestras de leche cruda bovina en dos épocas diferentes del año,

donde lograron determinar un elevado recuento de bacterias heter6trofas

aeróbicas mesófilas, superando lo establecido por la legislación, concluyendo que

en época de verano, la mayor contaminación se debe a las altas temperaturas y

exposición del pezón del animal a patógenos, desencadenando la inflamación y

como consecuencia la aparición de mastitis sub-clínica.

De igual manera, estudios realizados por Moreno y col. (2007), en muestras de

leche cruda de la Región de Chicamocha en Colombia, establecen que los altos

recuentos de bacterias heterótrofas se ven influenciados por el régimen pluvial de

la zona que constituye un factor predisponente para la proliferación bacteriana,

concluyendo que los cambios en la población microbiana pueden ocurrir como

respuesta a condiciones ambientales globales como lo son los cambios

estacionales, luz, temperatura y lluvia.
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Calderón y col. (2006), por su parte, analizaron muestras de leche cruda en

diferentes regiones de Colombia, resultando que durante las épocas de calor las

leches fueron asociadas a una menor calidad bacteriológica. Consideran estos

autores que en las zonas frías las bajas temperaturas ambientales retardan el

crecimiento bacteriano, sin embargo, un alto contaje de aeróbico mesófilos se

encontraron también en las zonas con máximas precipitaciones fluviales,

relacionando esto con las malas condiciones higiénicas de los establos, de los

sitios de ordeño y de los operarios, así como la calidad bacteriológica del agua

usada para la limpieza y desinfección de los pezones.

Así mismo, en los trabajos realizados por Cepero y col. (2005), se establece que el

entorno influye notablemente en la calidad higiénica sanitaria de la leche cruda,

predominando la población de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas.

Se debe considerar los estudios realizados por diferentes investigadores como

Vásquez y col. (2012), Fuentes y col. (2012), Álvarez y col. (2012), Grandos y col.

(2012), así como, Revelli y col. (2011), entre otros, quienes coinciden que altos

contajes de bacterias heterótrofas, indicadoras de calidad sanitaria presente en

las muestras, están relacionada directamente con las condiciones del entorno y

con la presencia de patógenos causantes de enfermedades transmitidas por los

alimentos, poniendo en riesgo la salud de la población.

Por otra parte, las enfermedades trasmitidas por los alimentos asociadas al

consumo de leche cruda, son de relevante importancia en salud pública, en un

estudio piloto realizado por Ricci y col. (2013), en Veneto, Italia, en fincas que

producen leche para ser comercializada sin pasteurización, evaluaron los riesgo

de la presencia de contaminación fecal en las muestras, lo que se correlacionaba

directamente con la transferencia de estos patógenos al ser humano, lo cual

parece ser modulado por la estructura de la finca y la salud del animal, tal método

utilizado, conjuntamente con las evaluaciones microbiológicas, donde la

prevalencia de leche con contaminación fecal fue evidente, prevé utilizar un
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programa de vigilancia basado en la aplicación de medidas de control higiénico­

sanitarias, reduciendo el riesgo para el consumidor. De igual manera lo plantearon

Stephen y col. (2009), donde establecieron el riesgo que representa el consumo

de leche cruda.

A nivel mundial existe la preocupación de que hasta la fecha alrededor de 250

enfermedades se han descrito cuya transmisión es por el consumo de alimentos

contaminados, como la leche cruda, de las cuales las dos terceras partes implican

al Staphylococcus aureus como agente causal (Le loir y col, 2003).

El estudio de la biodiversidad bacteriana en la leche cruda, no $010 tiene

importancia por la presencia de la microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica

patógena que en ésta se puede encontrar, también es de gran importancia la

presencia de una microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila capaces de

aportar características resaltantes para la industria láctea y para el desarrollo

tecnológico de productos derivados.

Los microorganismos son un componente esencial en la fabricación de derivados

lácteos y juegan un papel importante tanto en la fabricación como en las

características organolépticas que se esperan obtener, así, en la fabricación del

queso, por ejemplo, la composición de la población microbiana bajo la influencia

de los cambios continuos en las condiciones ambientales y la presencia de una

microbiota bacteriana que interactúa durante la fabricación y la maduración,

determinan las características del queso y la dinámica de su microflora. En el

pasado el estudio de los microorganismos en alimentos dependía de técnicas

clásicas, el desarrollo de nuevas tecnologías ha favorecido a la utilización de

herramientas para observar la dinámica de las comunidades microbianas,

aportando un avance importante en la comprensión de los ecosistemas

microbianos y su aporte a la tecnología láctea (Neviani y col, 2013).
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Rivano y col. (2013), realizaron un estudio sobre la biodiversidad y la

caracterización de Staphylococcus coagulasa negativa en muestras de leche

cruda y queso al norte de Italia, donde el objetivo fue identificar la biodiversidad

del genero Staphylococcus, tratando aspectos de seguridad para el consumo y

propiedades tecnológicas para la manufactura del queso de la zona.

Caro y col. (2013), caracterizaron la microbiota bacteriana del queso Oaxaca, con

interés particular en cepas de Lactobacillus, el objetivo fue identificar y caracterizar

las cepas de Lactobacillus del queso Oaxaca de México, mediante técnicas

moleculares, logrando probar la capacidad de acidificar, resistencia a los

antibióticos y la actividad contra los patógenos, el Lactobacil/us plantarum fue el

predominante, presentando resistencia contra Staphylococcus aureus,

centrándose el estudio en el diseño de un cultivo para uso en la fabricación del

queso.

Vendier-Metz y col. (2012), analizaron la influencia de la biodiversidad bacteriana

presente en la piel del pezón de la vaca y su influencia en la preparación de queso

madurado a través de métodos moleculares, este estudio pone en relevancia la

gran diversidad bacteriana heterotr6fica mes6fila que puede encontrarse en la piel

del pezón, donde el 79,8% de las cepas aisladas corresponden a especies no

identificadas y el resto a especies identificadas comúnmente encontradas en leche

entre estas: Enterococcus, Pediococcus, Enterobacter, Aerococcus y

Staphylococcus. Estos microorganismos pueden contribuir al desarrollo de las

características sensoriales del queso durante la maduración, y por otra parte

indican que el pezón del animal puede distinguirse como una fuente interesante de

estudio de biodiversidad en leche.

En relación a la producción láctea, Walsh y col. (2012) estudiaron la biodíversidad

en bacterias heterotróficas termodúricas aisladas en sueros en Irlanda, donde

resaltan la importancia de la caracterización de microbiota bacteriana naturales en

leche, queso, sueros y otros productos lácteos, las cuales son capaces de
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sobrevivir a procesos de calor y pueden dar lugar a defectos de calidad y reducir

considerablemente la vida útil del producto, particularmente en Irlanda los

concentrados proteicos como el suero se ven afectados por la presencia de

microorganismos que comúnmente se presentan en invierno, afectando

negativamente la producción, concluyendo que la identificación de la biodiversidad

bacteriana en distintas etapas de producción ayudará a tomar medidas que

reduzcan o eliminen aquellos microorganismos capaces de alterar negativamente

la producción y tomar ventaja de los que favorecen el desarrollo de nuevos

productos.

Nero y col. {200S}, estudiaron la presencia de Listería monocytogenes y

Salmonella spp., en leche cruda producida en Brasil, evaluaron la interferencia de

la microbiota bacteriana autóctona en los procedimientos de aislamiento, así como

Ja frecuencia de las cepas originales de la leche y su actividad antagónica contra

ambos patógenos, la mayoría de las cepas antagónicas aisladas son bacterias

acido lácticas principalmente Lactococcus lactís subesp. Lactís y Enterococcus

faecium, conocidos por sus sustancias antimicrobianas.

En una investigación realizada por Signorini y col. (2012), utilizaron

microorganismos marcadores para la evaluación de las condiciones higiénico

sanitarias en la producción primaria de leche, estableciendo que los

microorganismos marcadores en alimentos advierten sobre la manipulación

inadecuada de la materia prima, la presencia de peligros para el consumo o

deficiencias en los procesos destinados a saneamientos, estos marcadores son

herramientas importantes para poder desarrollar registros microbiológicos

históricos a partir de los cuales se pueden establecer factores de referencia, los

que permitirán implementar sistemas que garanticen la inocuidad alimentaria,

utilizaron como marcadores microorganismo psicotrópicos, mesófilos,

termodúricos, mohos, levaduras y Staphylococcus aureus, así como Salmonel/a

spp. y Escherichia coli. La información de cada uno de los marcadores permitió
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evaluar las condiciones higiénicas sanitarias en la producción primaria de leche y

generar registros que serán de utilidad para implementar el sistema de HACCP.

En Venezuela, los estudios sobre la microbiología de la leche cruda, se han

enfocado principalmente a la evaluación de los indicadores de calidad sanitaria y a

la búsqueda de ciertas bacterias patógenas (Camarata, 1993); entre estos

podemos destacar el realizado por Sánchez y col. (1996), donde estudiaron las

características físico-químicas y sanitarias de la leche del Estado Mérida,

Venezuela, empleando métodos analíticos de COVENIN, AOAC y APHA; los

resultados obtenidos presentaron conformidad con la norma COVENIN para los

análisis físico-químicos mientras que se evidencio que la calidad sanitaria de la

leche cruda es pobre, por debajo de la norma COVENIN.

Por su parte Román y col. (2003) evaluaron la calidad físico-química e higiénico­

sanitaria de la leche cruda almacenada al frío en cuatro industrias lecheras en

localidades del Zulia, Trujillo y Mérida, tomando un total de 107 muestras,

realizando contaje de bacterias aerobias mesófilas, psicótrofos totales, psic6trofos

proteolíticos y lipóliticos, así como recuento de células somáticas, obteniendo

como resultado que la calidad higiénica sanitaria fue deficiente demostrado en un

elevado contaje de mesófilos, psicótrofos totales y proteolíticos, sobre todo en

muestras almacenadas por más de dos días antes de ser procesadas.

Palma y col. (2007) realizaron estudios al sur del Estado Aragua, en leche cruda

de origen bovino, donde obtuvieron como resultado que no existe una buena

práctica de ordeño o manejo de ordeño en las fincas estudiadas, presentando en

las muestras analizadas más del 60 % bacterias heterótrofas tales como:

Staphy/ococcus aureus, Staphy/ococcus epidermidis, Escherichia co/i, K/ebsiella

oxytoca y diversas especies de Pseudomonas.

En el Estado Carabobo Luigi y col. (2013), realizaron una evaluación de la calidad

higiénico sanitaria de leche cruda y pasteurizada proveniente de diversas zonas
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del Estado, determinaron recuento de bacterias aerobias mesófilas, coliformes

totales, termo tolerantes (fecales) mohos y levaduras para la muestras de leche

pasteurizada y recuento de bacterias aerobias mesófilas y prueba de TRAM para

las muestras de leche cruda así como determinación de Salmonella spp., según

las pruebas del TRAM solo el 30% de las muestras analizadas se encontraron por

encima de los valores permitidos por la norma COVENIN, sin embargo según el

análisis de BAM sobrepasan los límites, no se encontró presencia de Salmonella

spp. en ninguna de las muestras. Los resultados demuestran que es necesario

que las autoridades de salud del país implementen medidas estrictas en el control

sanitario desde la finca de ordeño hasta la industria láctea.

11.2. Hipótesis

Las particularidades y características agroecológicas de las zonas altas y las

zonas bajas productoras de leche del Estado Mérida establecen diferencias en la

composición cualitativa y cuantitativa de la microbiota bacteriana heterótrofa

aeróbica mesófila y ello determina cambios en la diversidad bacteriana.

11.3. Objetivo general

Conocer y comparar cuantitativamente y cualitativamente la diversidad de la

microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila presente en leche cruda

bovina proveniente de fincas de las zonas altas y fincas de las zonas bajas del

Estado Mérida en dos épocas diferentes del año, con el propósito de establecer

atributos diferenciadores.
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11.4. Objetivos específicos

1. Identificar y cuantificar la cantidad de bacterias heterótrofas aeróbicas

mesófilas presentes en la leche cruda bovina proveniente de fincas de las

zonas altas y bajas del Estado Mérida, en dos épocas del año.

2. Identificar las especies bacterianas de bacilos y cocos Gram positivo

presentes en la leche cruda bovina proveniente de fincas de las zonas altas

y bajas del Estado Mérida, en dos épocas del año.

3. Identificar las especies de bacilos Gram negativos presentes en la leche

cruda bovina proveniente de fincas de las zonas altas y bajas del Estado

Mérida, en dos épocas del año.

4. Comparar la microbiota bacteriana heterótrofa de la leche cruda de las

zonas altas y de las zonas bajas del Estado Mérida.

5. Determinación de los índices de biodiversidad bacteriana heterotrófica

mesófila de la leche cruda bovina de las dos zonas de estudio.
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CAPITULO 11I. MATERIALES Y MÉTODOS

111. 1. Selección de las zonas y unidades de muestreo

111.1.1. Ubicación geográfica

El estado Mérida, se encuentra ubicado al occidente de Venezuela, formando

parte de la Cordillera de los Andes del continente sudamericano, presenta

altitudes superiores a los 4.000 m.s.n.m, llegando a su punto más elevado a unos

4.970 m.s.n.m. Es uno de los estados con mayor diversidad geográfica, con zonas

altas superiores a 4.000 m.s.n.m, zonas medias con elevaciones alrededor de 900

y 1600 m.s.n.m. y la zona Sur del Lago que es más próximas al nivel del mar

estando por debajo de los 200 m.s.n.m. (Corpoandes, 2002).

La temperatura varia según las características de cada subregión pudiendo

alcanzar los 32°C en la zona Sur del Lago, temperaturas menos cálidas se

registran en la zona Metropolitana de la ciudad de Mérida con valores alrededor de

25°C; en la zona del valle de Mocotíes se presentan valores más templados entre

17°C y 22°C, Y en los pueblos del páramo las temperaturas están por debajo de

los 12 oC alcanzando incluso valores bajo O°C. (Corpoandes, 2002).

El estado Mérida se destaca por su agricultura y la producción pecuaria,

resaltando en ganadería bovina, considerado el tercer estado productor de leche

de Venezuela, resaltando la producción de derivados lácteos como importante

actividad económica (Corpoandes,2002).

Para la toma de muestras de leche cruda bovina se seleccionaron 6 Municipios,

ubicados en las dos zonas geográficas productores de leche del estado, la zona

alta y la zona baja, con características geográficas climáticas y ecológicas

diferentes (Tabla 8).
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Tabla 8. Municipios del Estado Mérida seleccionados para la toma de muestras.

Municipio Sector Zona Altura Temperatura
promedio promedio

msnm oC
Libertador El Valle Alta I 2000 I 17

Campo Elías Jají Alta 1789 18 -23

Santos Marquina Tabay Alta I 4300 I 17

Alberto Adriani El Vigía Baja 800 27,5

Obispo Ramos de Lora Sta. Elena de Arenales Baja I 165 I 30 -32

Caracciolo Parra y Olmedo Tucaní Baja 25 27,5 - 33

Fuente. Corpoandes, 2002.
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Figura 5. Mapa del Estado Mérida
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111.1.2 Descripción de las unidades de muestreo

Para la selección de las fincas productoras de leche de origen bovino donde se

realizaron los muestreos se consideraron aquellas donde se utiliza el ordeño

mecánico como sistema de extracción de la leche, y donde una vez obtenido el

producto, este pasa a ser almacenado en tanques de enfriamiento.

En este sentido, se seleccionaron al azar, utilizando una tabla de números

aleatorios, un total de 05 fincas para cada una de las zonas objeto de estudio, de

manera que se estudiaron un total de 10 fincas productoras de leche (Tabla 9).

Fundamentándonos en el hecho de que las condiciones ambientales influyen en el

crecimiento bacteriano, las muestras fueron tomadas en dos épocas diferentes del

año; se consideró la época de sequía y la de inverno.

Según la referencia del Instituto Nacional de Meteorología e Hidrología (INAMEH)

del Ministerio del Poder Popular para el Ambiente, en Venezuela existen dos

épocas de cambios climáticos significativos, definidas estas como verano o sequía

entre los meses de enero a abril y lluvia o invierno, correspondientes a los meses

de mayo a diciembre.

Tomando en consideración lo antes señalado, el número total de muestras en el

estudio fue de 20 muestras de leche cruda de origen bovino.

Finalmente y de manera de evaluar las condiciones higiénico-sanitarias de cada

una de las fincas seleccionadas, se realizo una entrevista a los ordeñadores y

personal involucrado en el proceso productivo (Anexo 1).
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Tabla 9. Fincas de producción de leche seleccionadas por zona de estudio

I Fincas Zona Municipio -l
~I ~

I~ -.- ~:: ~::::;.- ..~
[-3-- -- ---- --- -- Alta CampoEIí-aS - -- -- --- -1

1------ - ------------- --------- ---- ----- - -------- - - j
; 4 Alta Campo EHas-- --- -----1
j - ------.".-- -------- - ----- ..---.- ... ,.------ -- -_.,- .'-.,,"-.---"'-----,--------,-----,--,'"---- .-----_. --'- -- -i

i 5 Alta Santos Marquina- I
i i

¡'6 BaJ'a -Alberto Ad-riani j
I1--- ---- ---- - ---- --- ----- ---"

l-~--- Baja_~~~=~~~~ri~~i_ _ ___1

l-~---------- Baja ---?-~~~~~~~~~~~~~~~~---11
I 9 Baja Obispo Ramos de Lora

i 10 Baja Caracciolo Parra y Olmedo __ 1

111. 2. TOMA DE MUESTRAS

Para la toma de muestra, se consideró la Norma Venezolana COVENIN 938:83

111. 2.1. Selección de los envases para la recolección de las muestras

Los materiales seleccionados para la toma y transporte de las muestras fueron

envases de vidrio de 500 mililitros (mi), impermeable a los fluidos, insoluble, no

absorbentes, impermeable a las grasas, no influyentes en el olor, color o

composición de los productos lácteos, con cierres herméticos y esterilizados en

autoclave. De igual forma, se emplearon utensilios auxiliares como cucharones de

acero inoxidable, espátulas, tubos y placas de Petri, previamente esterilizados.
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111. 2.2. Esterilizado del material

Los envases de vidrio fueron esterilizados en autoclave a una temperatura de

121°C, durante 20 mino y 15 PSI de presión. Los utensilios auxiliares fueron

envueltos en papel bond y sometidos a exposición al aire caliente (horno) a una

temperatura de 170°C durante una hora.

111. 2.3. Toma de muestra

Las muestras de leche cruda bovina se tomaron del tanque de enfriamiento.

Previo a la toma de la muestra, la leche se mezcló homogéneamente, de forma

mecánica con un agitador, para proceder inmediatamente recoger la muestra

directamente de la llave de salida del tanque, en algunos casos se tomó utilizando

un cucharón estéril, hasta completar la medida que ocupaba un volumen

aproximado de % partes del frasco de 500 mi, de manera de poder agitar bien en

el momento del análisis.

111.2.4. Conservación de las muestras

Siguiendo lo establecido en la norma, a las muestras no se le añadió ningún tipo

de conservante, manteniéndose a una temperatura de O a 5 oC, durante su

transporte al laboratorio de practicas y de preparación de medios de cultivo de la

Cátedra de Microbiología Aplicada del Departamento de Microbiología y

Parasicología de la Facultad de Farmacia y Bioanálisis de la Universidad de los

Andes, donde se realizaron los estudios microbiológicos. Los análisis se realizaron

en un tiempo inferior a las 24 horas luego de la toma de la muestra.
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111. 2.5. Transporte de las muestras

Las muestras se transportaron al laboratorio en un tiempo menor a 24 horas. En el

traslado se evito su exposición al sol y se realizo en cavas de anime refrigeradas

con hielo seco.

111. 3. IDENTIFICACiÓN Y PREPARACiÓN DE LAS MUESTRAS

Para la identificación y preparación de las muestras de leche cruda obtenidas se

siguió lo expuesto en la norma venezolana COVENIN 1126:89

111. 3.1. Identificación de la muestras

Al tomar cada una de las muestras de leche cruda bovina en los envases estériles,

se procedió a la debida identificación anotando la fecha y se le asigno un código.

Una vez en el laboratorio cada muestra fue examinada observando las siguientes

características:

111.3.1.1.1 Aspecto externo del envase (roto, destapado, cierre no hermético, etc.)

111.3.1.1.2 Aspecto externo del producto.

111.3.1.1.3 Origen de la muestra.

111.3.2. Preparación de la muestra

Tratándose de un alimento liquido de libre fluidez en el recipiente, se procedió a

agitar 25 veces haciendo un ángulo de 45° con el brazo, hasta que el contenido

estuviese homogéneo.

Con una pipeta estéril se tomaron de cada una de las muestras de leche cruda

bovina, un volumen de 10 mi y se transfirió a un frasco estéril contentivo de 90ml
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de agua peptonada al 0,1 %. Se agitó la muestra 25 veces con un ángulo de 45°

con el brazo, correspondiendo esta a la primera dilución (10-1).

A partir de la primera dilución, se procedió a preparar diluciones seriadas hasta la

dilución 10-6. Se midió 1ml de la dilución 10 -1 Y se transfirió a un tubo de ensayo

que contenía 9 mi del diluente, se agitó el tubo 25 veces con movimiento del brazo

de 45°. Para las siguientes diluciones se procedió de la misma manera hasta

alcanzar la dilución 10-6.

111.4. CUANTIFICACiÓN DE LA MICROBIOTA BACTERIANA HETERÓTROFA

AERÓBICA MESÓFILA

Una vez obtenidas las diluciones seriadas de cada una de las muestras

analizadas, se procedió según lo indicado en la norma venezolana COVENIN

902:87, la cual establece el método para la determinación cuantitativa de las

bacterias heterótrofas aerobias mesófilas mediante la utilización de placas de Petri

y medios de cultivos apropiados.

111.4.1. Fundamentos del método

El método empleado fue el de siembra en profundidad que consistió en mezclar

un volumen dado de la muestra o dilución respectiva (1 mi) y homogenizarla con

un medio de cultivo determinado contenido en placas de Petri. Después del

periodo de incubación, se determino el número de unidades formadoras de

colonias (UFC) de las bacterias mediante un contador de colonias.

111.4.2. Medios de cultivo

Los agares seleccionado para el recuento de la microbiota bacteriana heterótrofa

aeróbica mesófila fueron: agar Plate Count, agar Eosina Azul de Metileno, agar
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para Enterococos, agar Baird Parker, Agar MacConkey, agar Salmonella-Shigella,

agar Bismuto -Sulfito, agar Verde Brillante y agar Infusión-Cerebro-Corazón.

Los ingredientes se disolvieron en el agua por calentamiento. Ajustando el pH a 7

± 0,2. Seguidamente se distribuyo en matraces y se esterilizó en autoclave a 121 0

C durante 15 minutos. Una vez enfriado a 450 C, se procedió a distribuir en tubos

estériles a razón de 20 mI.

111.4.3. Procedimiento analítico

1. Se procedió a identificar las placas según la dilución y por duplicado

2. En condiciones asépticas se colocó 1 mi de la muestra de leche cruda diluida en

la placa de Petri por duplicado.

3. Se añadió a cada placa de Petri entre 15 y 20 mi de agar previamente fundido y

temperado de 45°C a 50°C mezclado con movimientos circulares sobre el mesón,

no dejando transcurrir más de 20 minutos desde el momento de la preparación de

las diluciones hasta el agregado del medio.

4. Una vez solidificado el medio, se procedió a invertir las placas y a llevarlas a

una temperatura de 30±1 oC por un tiempo aproximado de 24 a 48 horas.

5. Una vez culminado el periodo de incubación, se seleccionaron las placas cuyas

colonias estaban en un número entre 25 y 250, con la ayuda de un cuenta colonia

se contaron todas las colonias incluyendo aquellas que se observaron como

pequeños puntos, anotando la dilución correspondiente.

6. El número de colonias promedio de las dos placas de la misma dilución se

multiplicó por la dilución correspondiente, para obtener el resultado final.

7. Aquellas placas cuyo número de colonias superaban las 300, fueron

consideradas incontables.

111.4.4 Expresión de resultados

1. Los resultados se expresaron como recuento estándar por mililitro.
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2. El número de colonias obtenido se multiplico por la dilución correspondiente y

se expresó como Unidades Formadoras de Colonias por mililitro de muestra de

leche (UFC/ml de leche).

111.5. AISLAMIENTO Y PURIFICACiÓN DE LAS COLONIAS BACTERIANAS

CRECIDAS

A partir de las placas de Petri con colonias contables, se procedió a seleccionar

aquellas colonias que manifestaron características morfológicas fenotípicas

distintas, de manera que por cada fenotipo observado se aislaron dos colonias,

siendo éstas purificadas en agar TSA, por la técnica de siembra por agotamiento

de acuerdo a lo señalado por Ramírez y col. (2006), para su posterior

identificación.

111.6. DISCRIMINACION DE LAS COLONIAS BACTERIANAS AISLADAS EN

BASE A LA TINCION DE GRAM

111.6.1. Fundamento

En 1884, el físico danés Hans Chistian Gram desarrollo una tinción compuesta,

que es probablemente la más importante en la microbiología, sobre la base de

esta coloración las bacterias se pueden clasificar en dos grandes grupos, las

bacterias Gram positivas y las Gram negativas; durante este procedimiento, una

vez fijada a muestra al portaobjeto, se añade una solución de violeta de genciana

o cristal violeta (colorante primario) que penetra todas las bacterias de la

preparación, luego se agrega solución de lugol (mordiente), el iodo entra a la

célula y forma un complejo insoluble con la violeta de genciana, posteriormente se

procede a la decoloración con una mezcla de alcohol-acetona; las bacterias cuya

pared celular es más densa, constituida principalmente por peptidoglicano (Gram

positiva) se deshidrata y cierra los poros de la pared impidiendo la salida del

complejo violeta de genciana-yodo, por lo tanto, estas bacterias permanecen de
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color púrpura; mientras que las bacterias Gram negativa debido a su alto

contenido de lípidos, al decolorar quedan poros en la pared que permiten la salida

del complejo violeta de genciana-yodo y al adicionarle el colorante de contraste

(safranina) estas toman dicho colorante por lo que se observan de color rosado

(Ramírez y coL, 2006).

111.6.2. Técnica de coloración de Gram

Una vez extendida la muestra sobre la lámina del portaobjeto, la cual previamente

estaba limpia y seca, se procedió de la siguiente manera:

1. Se fijó el extendido por calor pasando el portaobjeto a través de la llama del

mechero con un movimiento rápido (3 veces).

2. Se aplicó el colorante primario violeta de genciana, por un minuto.

3. Se lavó con agua corriente.

4. Se aplicó el mordiente, lugol, por un minuto.

5. Se lavó con agua corriente.

6. Se procedió a aplicar el decolorante, alcohol-acetona, durante 10 segundos.

7. Se lavó con agua corriente.

8. Se aplicó el colorante secundario, safranina, por 30 segundos.

9. Se lavó con agua corriente, secando al aire y observando al microscopio.

111.7. IDENTIFICACION FENOTIPICA DE LAS COLONIAS AISLADAS,

PURIFICADAS

Una vez clasificadas las bacterias como Gram positiva o Gram negativa, cocos y/o

bacilos, se procedió a realizar la prueba de oxidasa y catalasa, permitiendo

clasificar en una primera instancia, las bacterias como bacilos o cocos oxidasa

negativo u oxidasa positivo (Ramírez y coL, 2006).
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Posteriormente se realizó la identificación taxonómica de los aislados, por medio

de la observación y comprobación de sus características morfológicas, fisiológicas

y bioquímicas, de acuerdo con los esquemas de identificación bacteriana

señalados por MacFaddin (2003) y siguiendo los criterios taxonómicos del Manual

de Bergey y la nomenclatura del Comité Internacional de Sistemas Bacteriology

(ICSB) publicadas en el internacional Journal of systematic Bacteriology (Sneath y

col, 1986; Holt y col., 1994; Garrity y col., 2005).

111.7.1 Prueba de oxidasa

Esta prueba se basa en la producción bacteriana de una enzima citocromo

oxidasa intercelular, la cual transfiere electrones al oxigeno, aceptor final en la

cadena transportadora de electrones de ciertos microorganismos, el dihidrocloruro

de tetra metil-p-fenilendiamina al 1 % es el colorante utilizado en la prueba y actúa

como sustituto del oxigeno, es decir, como aceptor artificial de electrones, en su

estado reducido el reactivo es incoloro, en presencia de citocromo oxidasa y

oxigeno atmosférico, el reactivo es oxidado a azul de indo fenol que es un

compuesto coloreado (púrpura) lo cual indica una reacción positiva (Ramírez y

col., 2006).

En un papel de filtro colocado sobre una placa de Petri, se procedió a colocar

masa bacteriana con un asa de platino, posterior a esto se colocó una gota del

reactivo. La lectura e interpretación de la prueba se realizo de acuerdo a lo

indicado en la tabla 13.

Tabla 10. Lectura e interpretación de prueba de la oxidasa

Lectura Interpretación

Color negro purpúreo=positivo La bacteria posee la enzima citocromo oxidasa

Incoloro= negativo La bacteria no posee la enzima citocromo oxidasa.

Fuen1e: Ramlrez ycol., 2006.
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111.7.2 Prueba de Catalasa

El peróxido de hidrogeno constituye uno de los productos finales del metabolismo

oxidativo de los carbohidratos, su acumulación en las células bacterianas puede

ser letal para las mismas por lo que su descomposición y eliminación es vital para

muchos microorganismos, los cuales producen la enzima catalasa (hemoproteína)

que descompone el peróxido de hidrogeno (H202) en oxigeno yagua. La

liberación de oxigeno se evidencia por la rápida y vigorosa aparición de burbujas

lo cual se interpreta como una prueba positiva (Ramírez y col., 2006).

La reacción de descomposición por la enzima catalasa se muestra a continuación:

2H202 .. 2H20 + 02 (burbujas)

Para realizar la prueba se colocó masa bacteriana con la ayuda de un asa de

platino, posteriormente se agregó una gota de agua oxigenada 10 volúmenes con

una pipeta Pasteur, detectando la formación o no de burbujas. La lectura e

interpretación de la prueba se realizo de acuerdo a lo indicado en la tabla 14.

Tabla 11. Interpretación de resultados prueba de catalasa.

Lectura Interpretación

Burbujas (positiva) El microorganismo posee la enzima catalasa.

-
Sin Burbuja (negativa) El microorganismo no posee la enzima catalasa.

Fuente: Ramfrez y col., 2006.

111.7.3. Identificación de colonias bacterianas Gram negativas

Las colonias bacterianas que resultaron ser Gram negativa, a demás del test de

oxidasa y catalasa, se les realizó las pruebas de oxidación y fermentación de la

glucosa, así como las sugeridas por los esquemas de identificación de MacFadden

(2003), de acuerdo a los procedimientos indicados por Ramírez y col., (2006).
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11I.7.3.1 Prueba de Hugh y Leifson (O/F)

Est~ prueba determina el metabolismo oxidativo o fermentativo de un hidrato de

carbono o su falta de utilización, lo cual ayuda a la identificación de las bacterias

aerobias o anaerobias facultativas, tales como bacilos Gram negativo no

fermentadores y de otros microorganismos (Ramírez y col, 2006).

Las bacterias utilizan los hidratos de carbono por uno de dos procesos

metabólicos, fermentativo y el oxidativo, la principal diferencia entre el

metabolismo fermentativo y el oxidativo de un hidrato de carbono es el

requerimiento de oxigeno atmosférico y la fosforilación inicial. La fermentación es

un proceso anaeróbico que requiere de la fosforilación inicial de la glucosa antes

de la degradación a una mezcla de ácidos relativamente fuertes, mientras que la

oxidación, en ausencia de compuestos inorgánicos como el nitrato y el sulfato, es

un proceso aeróbico estricto que involucra la oxidación directa de una molécula no

fosforilada de glucosa (inicialmente). Los productos finales de la fermentación son

ácidos relativamente fuertes que pueden ser detectados en un medio convencional

como los caldos con rojo fenol, sin embargo, los ácidos formados durante el

metabolismo oxidativo de la glucosa son extremadamente débiles para ser

detectados por métodos convencionales, por lo que para su detección se hace

necesario utilizar otros medios, como el de Hugh y Leifson (OfF) (Ramírez y col.,

2006).

Las bacterias, al utilizar el carbohidrato por cualquiera de los dos metabolismos,

produce ácido que disminuye el pH del medio por lo cual el indicador (azul de

bromotimol) vira de verde a amarillo. La baja proporción de peptona reduce la

formación de aminas alcalinas que pudieran neutralizar las pequeñas cantidades

de ácidos débiles formados durante el metabolismo oxidativo. Las grandes

cantidades de glucosa permiten la formación de mayor cantidad de ácidos. La

consistencia semisólida de agar permite que el ácido producido permanezca

concentrado (Ramírez y col., 2006).
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La prueba de oxidación/fermentación se realizo de acuerdo al siguiente

procedimiento:

a. La prueba de OfF se realizó por duplicado en tubos con 10 mI del medio Hugh y

Leifson.

b. La inoculación se realizó con asa en aguja, no llegando a tocar el fondo del

tubo.

c. Luego de la inoculación uno de los tubos fue cubierto con una capa de 1,0 cm

de parafina líquida estéril, para así generar las condiciones de anaerobiosis

necesarias para el metabolismo fermentativo, el otro tubo se mantuvo sin parafina

(aerobiosis) .

d. La incubación fue a 35 oC durante 48 h.

e. Luego del tiempo de incubación se procedió a la lectura de los resultados de

acuerdo a lo indicado en la tabla 15.

Tabla 12. Interpretación de resultados Prueba de Hugh y Leifson (OfF)

Fuente: Ramrrez y col., 2006.

Lectura Interpretación

Tubo sin parafina Tubo con parafina

Verde Amarillo El microorganismo no es capaz de
oxidar pero si fermentar el carbohidrato

-
Amarillo Verde El microorganismo es capaz de oxidar

pero no fermentar e carbohidrato

Amarillo Amarillo El microorganismo es capaz de oxidar y
fermentar el carbohidrato

Verde o azul Verde El microorganismo no es capaz de
oxidar ni d fermentar el carbohidrato.

-

111.7.3.2. Identificación de colonias bacterianas Gram negativas

fermentadoras

Las colonias que resultaron ser fermentadoras se les examinó la capacidad de

fermentación de la lactosa, producción de acido sulfhídrico, producción de indol,
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producción de acetil-metil carbinol, rojo de metilo, utilización de citrato,

desaminación de la fenilalanina, reducción de nitratos, producción de gas a partir

de la lactosa, hidrólisis de la esculina y crecimiento en agar MacConkey, según lo

descrito por Barrow y Feltham (2004), complementadas con las pruebas

bioquímicas contenidas en las galerías API 20E (BioMérieux).

111.7.3.2.1. Fermentación de la lactosa, glucosa y producción de H2S

Esta prueba es utilizada para identificación de bacilos Gram negativos aerobios o

anaerobios facultativos, tales como enterobacterias y otros bacilos entéricos. El

agar Kliger utilizado en esta prueba es un medio diferencial en tubo que cumple un

doble propósito, la determinación de la fermentación de hidratos de carbono

(glucosa y lactosa) y la determinación de la producción de H2S, los principios

bioquímicos en los que se basa la reacción son los siguientes:

a. Ausencia de fermentación de lactosa y de la glucosa: dado que el

microorganismo no es capaz de utilizar los hidratos de carbono presentes en el

medio, depende de la peptona, las cuales son degradadas en forma aeróbica

dando lugar a la producción de aminas que aumentan el pH del medio y el

indicador rojo de fenol vira a rojo intenso.

b. Fermentación sólo de glucosa: se produce pequeñas cantidades de ácido,

ya que este azúcar está en baja concentración, inicialmente esta pequeña

cantidad de ácido será suficiente para que baje el pH del medio y vire el indicador

rojo de fenol a amarillo, por lo tanto el bisel y el taco se verán amarillos.

c. Fermentación de glucosa y lactosa: las bacterias comienzan a utilizar la

glucosa presente en el medio, sin embrago, la fermentación continúa ya que el

microorganismo es capaz de utilizar la lactosa, como consecuencia se produce

grandes cantidades de ácido que los álcalis resultantes de la descarboxilación

oxidativa no pueden contrarrestar por lo que el tubo (bisel y taco) será amarillo.

d. Producción de H2S: existen dos indicadores para la detección de H2S que

son el tiosulfato de sodio y una sal de hierro como sulfato ferroso o citrato férrico

amoniacal y el resultado final es la presencia de un precipitado negro de sulfuro
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ferroso (Ramírez y col., 2006).

El procedimiento utilizado para este ensayo fue el siguiente:

1. La inoculación en el medio Kliger se realizó con asa de aguja por punción y

estría.

2. Incubación se realizo a 37°C durante 24 horas.

3. Los resultados se leyeron de forma estándar primero el bisel, luego taco y

finalmente la producción de gas, en base al cambio del color del agar de amarillo a

rojo, producto de la producción de I fermentación del azúcar, y la formación de un

precipitado negro para la formación de H2S.

1/1.7.3.2.2. Producción de indol

El indol, un benzilpirrol, es uno de los productos de la degradación metabólica del

aminoácido tript6fano, las bacterias que poseen la enzima triptofanasa son

capaces de hidrolizar y desanimar el triptófano con la producción de indol, ácido

pirúvico y amonio. Esta prueba está basada en la formación de un complejo color

fucsia cuando el indol reacciona con el grupo aldehído de p­

dimetilaminabenzaldehído; esta es una sustancia química activa en las soluciones

más utilizadas como el reactivo de Kovacs (alcohol amílico + p­

dimetilaminabenzaldehído) y el reactivo de Ehrich (alcohol etílico + p­

dimetilaminabenzaldehído) este último es más sensible, se sugiere en anaerobios

y bacilos no fermentadores cuya producción de indol es mínima, debe usarse

medio rico en triptófano (Ramírez y coL, 2006).

Para realizar la prueba se inoculo una asada de la colonia en caldo triptófano

contenido en tubos estériles con asa de aro, incubando en condiciones de

aerobiosis, luego se precedió a agregar el reactivo de Kovacs que indicó si la

reacción resulto positiva o negativa de acuerdo a lo expresado en la tabla 16.
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Tabla 13. Lectura e interpretación de resultados prueba de producción de

indol.

~l1JJ1mJ O~~~@[J(Q)ITiJ

Anillo rojo (fucsia brillante) =Positiva El microorganismo posee la enzima

triptofanasa y degradó el triptófano hasta

indol.

No hay desarrollo de color o aparece El microorganismo no posee la triptofanasa

anillo turbio color amarillo= negativo y no degradó el triptófano presente en el

medio.

Fuente: Ramfrez y col.• 2006.

111.7.3.2.3. Producción de acetil-metil carbinol

Algunas bacterias por ejemplo, Enterobacter pueden fermentar la glucosa y

producir acetil-metil-carbinol, o acetoína precursor del 2,2-butanodiol, la acetoína

puede detectarse en el caldo MR-VP, mediante extracción con a-naftol y

subsiguiente oxidación hasta diacetilo debido a la acción del KOH y oxigeno

atmosférico (Ramírez y col., 2006).

La acetoina es una molécula que se emplea como almacén natural de energía en

las funciones metabólicas de algunas bacterias fermentativas. La acetoína se

sintetiza mediante la descarboxilación de la alfa-acetolactato, un precursor común

en la biosíntesis de algunos aminoácidos ramificados. Debido a su naturaleza, la

producción y excreción de acetoína durante el crecimiento exponencial previene la

sobre acidificación del citoplasma, así como del medio envolvente que resulta de

la acumulación de productos metabólicos ácidos, como pueden ser los acetatos y

los citratos. Una vez que las moléculas de mayor número de carbonos se han

extinguido en el metabolismo, y los cultivos han entrado en una ase estacionaria,

la acetoína se emplea como alimento capaz de mantener la densidad de cepas
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estacionaria (Ramírez y col., 2006).

Para la realización de esta prueba se inocularon contentivos del caldo MR-VP y se

incubaron a 37 oC, durante 24 horas. Posteriormente se leyeron los resultados. La

aparición de un color rojo brillante, represento una prueba positiva, donde el

microorganismo utiliza la glucosa por vía de butilenglicol; por el contrario un color

amarillo fue indicativo de una reacción negativa, y el microorganismo no utiliza la

glucosa por la vía del butilenglicol. (Ramírez y col., 2006).

111.7.3.2.4. Prueba de rojo metilo

En la degradación fermentativa de la glucosa, la molécula de acido pirúvico que se

forma en la glicólisis, puede ser metabolizada a otros productos por diferentes vías

metabólicas según el sistema enzimático que posea la bacteria. Dos de esas vías

son, la que conduce a la formación de mezclas de ácidos orgánicos (láctico,

fórmico, acético) y la que genera 2,3-butanodiol como producto final, la primera se

conoce con el nombre de la vía de las ácidos mixtos y es característica de

bacterias como Escherichia coli y otras bacterias de la familia Enterobacteriaceae;

mientras que la segunda se denomina vía del 2,3-butanodiol o del butilenglicol y la

encontramos en grupo de Klebsiellas- Enterobacter. La prueba del rojo de metilo

es una prueba cuantitativa basada en el uso de un indicador de pH rojo de metilo,

para determinar la concentración de un Ion hidrógeno cuando un microorganismo

fermenta la glucosa (Ramírez y coL, 2006).

El rojo de metilo es un indicador de pH con un rango entre 6,0 (amarillo) y 4,4

(rojo), el pH en el cual el rojo de metilo detecta el ácido es considerablemente

inferior que en otros indicadores de pH usados en medios de cultivos

microbiológicos, así para producir un cambio de color, el organismo debe producir

grandes cantidades de ácido a partir de la glucosa, los microorganismo que

utilizan la vía de los ácidos mixtos para el metabolismo fermentativo de la glucosa

producen suficientes cantidades de ácido como para mantener el pH del medio por

debajo de 4,4, por lo que al adicionar el indicador rojo de metilo se mantendrá de
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color rojo (reacción positiva), si por el contrario, el microorganismo que está siendo

ensayado no utiliza esta vía, no habrá suficiente ácido para mantener el pH y el

indicador rojo de metilo mostrará un color amarillo (reacción negativa) (Ramírez y

col., 2006).

La prueba se realizó inoculando tubos de caldo de glucosa, incubando por un

tiempo entre 48-72 horas, agregando al final de este tiempo, 5 gotas de reactivo

de rojo de metilo, directamente en el caldo. La interpretación de los resultados se

realizo de acuerdo a lo indicado en la tabla 17.

Tabla 14. Lectura e interpretación prueba de rojo de metilo

Fuente: Ramfrez y col., 2006.

Lectura Interpretación

Anillo rojo brillante (positivo) El microorganismo utiliza la gluCosa por la vía de los

ácidos mixtos y ellos vencen el sistema buffer

fosfato y mantienen la acidez del medio.

Anillo amarillo (negativo) El microorganismo no utiliza la glucosa por la vía de

los ácidos mixtos por lo cual los ácidos producidos

no vencen el sistema buffer fosfato (pH 6).

- .~

111.7.3.2.5. Prueba de utilización de citrato de Simons

El citrato de sodio es una sal de ácido cítrico, un compuesto simple que es uno de

los metabolitos producidos en el ciclo de Krebs, algunas bacterias pueden utilizar

el citrato como única fuente de carbono para su crecimiento; generalmente los

medios de cultivo empleados para la prueba de citrato de sodio como única fuente

de carbono, y fosfato de amonio como única fuente de nitrógeno, las bacterias que

pueden utilizar el citrato pueden también utilizar el amonio como fuente de

nitrógeno, lo que resulta en la producción de amoníaco (NH3+) y la alcalinización

del medio debido a la conversión de NH3+ en hidróxido de amonio (NH40H),

produciéndose un viraje del indicador azul de bromotimol de verde a azul, lo que
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indica una reacción positiva, si el microorganismo no utiliza el citrato no se

produce cambio en el medio, es decir, permanece verde (Ramírez y col., 2006).

Para realizar esta prueba se tomo una muestra de la colonia a identificar por

medio de un asa en aguja, y se procedió a inocular el medio de citrato de Simons,

incubándose por 24 horas a 3rC. La interpretación de los resultados se realizo de

acuerdo a lo expresado en la tabla 18.

Tabla 15. Lectura e interpretación de resultados prueba de citrato de Simons

Lectura Interpretación

Verde (Negativo) La bacteria no utiliza el citrato como fuente de

carbono.

Azulo verde con crecimiento (Positivo) La bacteria utiliza el citrato como fuente de

carbono.

Fuente. Ramrrez y col., 2006.

111.7.3.2.6. Desanimación de la fenilalanina

La fenilalanina es un aminoácido que puede ser desaminado de forma oxidativa

por algunas bacterias debido a su capacidad para producir la enzima fenilalanina

desaminasa con producción de un cetoácido llamado ácido fenilpirúvico, el cual se

detecta al añadir una solución de cloruro ferrico al 10 %(FeCI3) desarrollándose un

color verde por la quelación entre ambos compuestos, lo que indica una reacción

positiva, mientras que si el microorganismo no es capaz de desaminar el

aminoácido el FeCb permanece de su color original (amarillo ocre) (Ramírez y col.,

2008).

Se procedió a inocular los cultivos puros, por la técnica de estría, incubando a

37°C por 18 a 24 horas, se agrego directamente el reactivo al tubo rotando el

reactivo con suavidad por la cuña del tubo, leyendo los resultados en los

siguientes cinco minutos. La lectura e interpretación de los resultados se realizo de
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acuerdo a lo expresado en la tabla 19.

Tabla 16. Lectura e interpretación de resultados de la prueba de

desanimación de la fenilalanina.

Lectura Interpretación

Desarrollo de color verde en la cufta del El microorganismo produce fenilalanina

tubo después de agregar FeCb (positivo) desaminasa

Sin cambio de color, permanece amarillo El microorganismo no produce fenilalanina

debido al color del reactivo (negativa) desaminasa

Fuen1e: Ramrrez ycol., 2006.

111.7.3.2.7. Prueba de reducción de nitratos

Los microorganismos reductores del nitrato tienen la capacidad de utilizar este

compuesto como aceptor de electrones, la ecuación química de la reducción de

nitratos a nitritos es:

N03 + 2 e- +2 H

Nitrato

----.~ N02 + H20

Nitrito

La presencia de nitrito en el medio de cultivo es detectada agregando los reactivos

a-naftilamina y ácido sulfanílico, con la formación de un compuesto de color rojo

denominado a-sulfobencnoazo-a-naftilaminico. El desarrollo del color rojo 30

segundo después de haber agregado estos reactivos indica la presencia de nitritos

en el medio y constituye un resultado positivo para la reacción de reducción de

nitritos, si por el contrario no hay desarrollo de color después de agregar el

reactivo, puede haber ocurrido dos cosas: que el nitrato no haya sido reducido a

nitrito y en este caso estaríamos en presencia de un resultado negativo, o que el

nitrato haya sido reducido a otros compuestos diferentes, tales como amoníaco

(NH3), nitrógeno molecular (N2), oxido nítrico (NO) u oxido nitroso (N20), lo que

podría llevarnos a medir esta prueba como falso negativo; es importante entonces
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agregar una pequeña cantidad de polvo de zinc a todos los tubo que arrojen

resultado negativo, si hay nitrato en el medio, el polvo de zinc lo reducirá a nitritos

y se desarrollará el color rojo lo que confirma el resultado negativo, por su parte si

hay una reducción de nitrato de nitrógeno molecular observaríamos

desplazamiento del liquido en el tubo de Durham (Ramírez y coL, 2006).

Para realizar esta prueba se siguió el procedimiento donde con la ayuda de una

pipeta Pasteur se procedió a inocular el medio, posteriormente se incubó a 35°C

por 24 horas, posterior a esto se procedió a agregar los reactivos para confirmar

las pruebas. Los resultados se interpretaron de acuerdo a lo expresado en la tabla

20.

Tabla 17. Lectura e interpretación de resultados de la prueba de reducción

de nitratos

Lectura Interpretación

Color rojo al agregar los reactivos, sin cambio al La bacteria posee la enzima nitrato reductasa.

agregar polvo de zinc =positivo

Burbujas en el tubo de Durham= positivo La bacteria posee la enzima nitrato reductasa y

reduce el nitrato hasta N2 molecular.

Color rojo al agregar polvo de zinc= negativo La bacteria no posee la enzima nitrato

reductasa.

Fuente: Ramfrez y col., 2006.

111.7.3.2.8. Crecimiento en agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo diferencial, es un medio complejo al que

se ha agregado una sustancia nutritiva adicional para hacerlo selectivo, en este

caso el agente selectivo son sales biliares (0,15%) Ycristal violeta, utilizando como

indicador rojo neutro e ingrediente diferencial la lactosa (Ramírez y coL, 2006).
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El procedimiento que se siguió para realizar esta prueba fue sembrar por estría

una muestra de cada una de las colonias aisladas y purificadas. Se incubo a 37 oC

durante 24 a 48 horas. Posterior a la incubación se observo el crecimiento en la

superficie del agar.

11I.7.3.3. Identificación de colonias bacterianas Gram negativas no

fermentadoras

Para la identificación de las colonias que resultaron ser no fermentadoras se midió

la capacidad de hidrólisis de la esculina, crecimiento a 42° e, producción de

pigmentos, producción de ureasa, desnitrificación de nitratos y las pruebas

contenidas en las galerías API20NE (BioMérieux).

1II.7.3.3.1.Prueba de bilis-esculina

las bacterias que resultan positivas a estas pruebas deben ser capaces de

desarrollarse en presencia de sales biliares y producir la enzima esculinasa, que

produce la hidrólisis de la esculina dando como resultado la formación de glucosa

y un compuesto denominado esculetina, el que a su vez reacciona con los iones

férricos (aportados por el citrato férrico), para formar un complejo fenólico férrico

de color castaño oscuro o negro que se difunde, lo cual se interpreta como una

reacción positiva, mientras que si el microorganismo no produce la enzima

esculinasa, no se produce a alteración del medio (Ramírez y coL, 2006).

Para la realización del ensayo a partir de las colonias aisladas se hicieron

siembras por estrías en la superficie del agar esculina. Se incubó a 30 oC durante

24 a 48 horas. Se consideró positiva la prueba cuando, por desdoblamiento de la

esculina en glucosa y esculetina, apareció una coloración parda oscura, debido a

la reacción del hierro con la esculetina (Barrow y Feltham, 2004). La lectura e

interpretación de los resultados se realizaron de acuerdo a lo señalado en la tabla

21
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Tabla 18.1ectura e interpretación de la prueba de bilis·esculina

Lectura Interpretación

Color castaño oscuro a negro= positivo El microorganismo crece en presencia de bilis y

posee la enzima esculinasa

Sin cambio= negativo El microorganismo no posee la enzima

esculinasa.

Fuente: Ramfrez y col., 2006.

111.7.3.3.2. Producción de pigmentos

Los pigmentos pueden dividirse en dos tipos básico: los solubles en aguas y los

insolubles. Si un pigmento es insoluble en agua, como es el caso de la mayoría de

las bacterias cromogemcas, dicho pigmentos no difundirá fuera del

microorganismo, en consecuencia las colonias serán pigmentadas pero el agar

mantendrá su color original, en este caso hablamos de un pigmento no difusible; si

por el contrario el pigmento es soluble en agua (Pseudomonas aeruginosa) el

mismo difundirá fuera del microorganismo y tanto las colonias como él serán

pigmentados, en este caso hablamos de exopigmentación (Ramírez y coL, 2006).

Para la realización de esta prueba se sembró por estría sobre la superficie de los

medios agar King A y S, cada una de las colonias a ser identificadas. Se incubó a

30 oC durante 24 horas. La presencia de pigmento verde fluorescente

(f1uoresceína) se observó en el agar King S y el pigmento azul (piocianina) en el

agar King A (Barrow y Feltham, 2004).

111.7.3.3.3. Crecimiento a 42 oC

Para realizar esta prueba se sembró la colonia bacteriana en caldo nutritivo. Se

incubó a 42° C durante 48 horas. Se observó la presencia o ausencia de
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crecimiento (Barrow y Feltham, 2004).

111.7.3.3.4. Producción de ureasa

Se sembraron las colonias aisladas por estría en tubo de agar urea de

Christensen. Se incubaron a 30° C durante 24 horas. La presencia de ureasa se

evidencio por la presencia de un color rojo cereza. Se consideró negativa al ocurrir

un cambio de color a amarillo debido a la producción de sustancias ácidas a partir

de la glucosa (Barrow y Feltham, 2004).

111.7.3.3.5. Desnitrificación de nitratos

Se realizó de igual forma que los nitratos, indicado en el apartado 111.7.3.2.7.,

empleando el mismo medio pero introduciendo en los tubos una campana de

Durham para observar la formación de gas, nitrógeno o amoníaco. Se incubó a

30° C de 2 a 7 días (Barrow y Feltham, 2004).

111.7.4. Identificación de los cocos Gram positivos

Las colonias bacterianas que resultaron ser cocos Gram positivos, a demás del

test de oxidasa y catalasa, se les realizó las pruebas de hemólisis, hidrólisis del

hipurato, bilis-esculina, coagulasa, fermentación del manitol, crecimiento en

presencia de NaCI al 6,5 %, así como otras sugeridas por los esquemas de

identificación de MacFadden (2003), de acuerdo a los procedimientos indicados

por Ramírez y col., (2006) y Barrow y Feltham, (2004).

111.7.4.1. Crecimiento en agar sangre

Las hemolisinas son enzimas que Iisan los hematíes. Las bacterias que producen

estas enzimas presentan un halo transparente alrededor de las colonias a

consecuencia de la lisis de los hematíes. Para esta prueba se utilizo agar sangre.

Cada una de las colonias a identificar se sembró por agotamiento en estría en
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placas de agar sangre incubándose a 37 oC, durante 24 a 48 horas. Al observar un

halo de color verde alrededor de la zona de siembra se considero como hemólisis

alfa y cuando se evidencio un halo trasparente alrededor de la colonia, como

hemólisis beta (Ramírez y coL, 2006)

111.7.4.2. Hidrólisis del hipurato

El hipurato es un compuesto orgánico aromático que puede ser hidrolizado

enzimáticamente originando benzoato y glicina. Para realizar esta prueba se

sembró una suspensión de cada una de las colonias aisladas en una solución de

hipurato y se incubo por 2 horas a 37 oC. Finalizada la incubación se le añadió dos

gotas del reactivo de nihidrina. Se considero como reacción positiva cuando

aparece un color púrpura producto de la reacción de la glicina producida

enzimaticamente con la nihidrina. La reacción es negativa cuando no hay cambio

de color (Barrow y Feltham, 2004).

111.7.4.3. Prueba de la coagulasa

La coagulasa es una enzima que posee actividad similar a la de la protrombina y

es capaz de convertir el fibrinógeno en fibrina lo cual resulta de la formación de un

coágulo visible a siempre vista, la enzima presente en los microorganismos puede

encontrarse de dos maneras diferentes, la forma libre y la ligada, teniendo cada

una de ellas propiedades diferentes por lo que su detección requiere de distintos

procedimiento, la coagulasa ligada se detecta por el método del portaobjeto esta

enzima está unida a la pared celular bacteriana y no está presente en los filtrados

de cultivo, cuando las células bacterianas son resuspendidas en una porción de

plasma, las fibrillas de fibrina que se forman entre las células provoca la

aglutinación de las mismas lo que resulta en la aparición de agregados visibles a

simple vista, la coagulasa libre está presente en los filtrados de cultivos y se

detecta por el método del tubo de ensayo. Para esta prueba se tomo un tubo de

hemólisis contentivo de 2 mi de plasma citratado al cual se le añadió una
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suspensión del cultivo bacteriano a identificar (Ramírez y col, 2008). Se incubo por

dos horas a 37 oC, después de la incubación se observo la formación de un

coágulo y se interpreto de acuerdo a lo indicado en la tabla 22.

Tabla 19. Lectura e interpretación de resultados en la prueba de coagulasa

Lectura Interpretación

Malla o Coágulo (positivo) El microorganismo posee enzima coagulasa.

Sin malla o coágulo (negativo) El microorganismo no posee la enzima

coagulasa.

Fuente: Ramlrez y col., 2006.

111.7.4.4. Crecimiento en agar manitol salado

Se trata de un medio altamente selectivo debido a su alta concentración salina.

Los estafilococos coagulasa positiva hidrolizan el manitol acidificando el medio; las

colonias aparecen rodeadas de una zona amarilla brillante. Los estafilococos

coagulasa negativos, presentan colonias rodeadas de una zona roja o púrpura.

Las bacterias que crecen en un medio con alta concentración de sal y fermentan el

manitol, producen ácidos, con lo que se modifica el pH del medio y vira el

indicador de pH del color rojo al amarillo. Los estafilococos crecen en altas

concentraciones de sal, y pueden o no fermentar el manito!.

Para realizar esta prueba se sembró por agotamiento en el agar manitol salado

cada una de las colonias bacterianas objeto de la Identificación. Se incubaron a 37

oC durante 48 horas. Los estafilococos coagulasa positiva que fermentaron el

manitol se visualizaron como colonias amarillas rodeadas de una zona del mismo

color. Los estafilococos que no fermentaron el manitol, se visualizaron como

colonias rojas, rodeadas de una zona del mismo color o púrpura (Ramírez y col,

2008).
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111.7.4.5. Prueba PYR

Prueba rápida y simple utilizada fundamentalmente para la identificación de

Streptococcus pyogenes y Enterococcus spp. Permite la caracterización

preliminar de Streptococcus, Enterococcus y de microorganismos símilares

Estreptococos. La prueba del "PYR" permite la identificación presuntiva de ciertas

bacterias en base a la actividad enzimática I-pirrolidonilarilamidasa (PYRasa). Los

microorganismos que contienen esta enzima hidrolizan en forma rápida el sustrato

presente en los discos y liberan un grupo pirrólico que reacciona con el reactivo

cinamaldehído originándose un compuesto de color rosado-rojizo.

A partir de un cultivo puro en agar sangre del microorganismo en estudio, del cual

se ha identificado que son cocos Gram positivos catalasa negativa, se hizó una

suspensión en 50 ¡.JI de solución fisiológica estéril, y agregó un disco de PYR-A­

Enterococos, la incubación se realizó en aerobiosis, a 35-37 oC durante 30

minutos. Cuando se utiliza para diferenciar Staphylococcus, la incubación se

realizó, en aerobiosis, a 35-37 oC durante 2 horas. Se agregó dos gotas de

reactivo cinamaldehído y se dejó a temperatura ambiente hasta 5 minutos. Se

observó el color desarrollado: Positivo: presencia de actividad enzimática

pirrolidonilarilamidasa: disco color rosado a rojo. negativo: ausencia de actividad

enzimática pirrolidonilarilamidasa: disco y/o solución color amarillo o incoloro

(Mactaddin, 2003).

111.7.4.6. Prueba de crecimiento en presencia de NaCI al 6,5 %

Esta prueba permite determinar la resistencia de las bacterias a I sal, consiste en

añadir NaCI al 6,5 % a un caldo de infusión de cerebro corazón desarrollándose,

enturbiando el caldo de cultivo y algunas veces cambiando el color del indicador

de púrpura de bromocresol presente en el medio de cultivo. La prueba se realizó

sobre placas de agar que contengan la misma concentración de sal y con el

mismo indicador, se incubó las cepas de Streptococcus sobre la superficie del

medio, se incubó en 36% de C02 Garra con vela) por 24 -48 horas. La prueba fue
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positiva cuando el crecimiento fué visible sobre la superficie del agar. Si no hay

crecimiento después de 48 -72 horas, la prueba se consideró NEGATIVA

(Carvajal,2011).

111.7.5. Identificación de bacilos Gram positivos

En el caso de los bacilos Gram positivos se realizaron observaciones

microscópicas para determinar la presencia y localización de esporas, las pruebas

de hidrólisis del almidón y gelatina, así como las pruebas bioquímicas contenidas

en las galerías API 50 CH (BioMérieux). Para los bacilos irregulares además de

las observaciones microscópicas se utilizó las pruebas bioquímicas contenidas en

las galerías API Coryne (BioMérieux).

111.7.5.1. Pruebas de hidrólisis de la gelatina

La gelatina, una proteína derivada del colágeno animal, se incorpora a diferentes

medios de cultivo para determinar la capacidad de u microorganismo de producir

enzimas proteolíticas (proteinaza) detectadas por digestión y licuefacción de la

gelatina. A estas enzimas se les denominan gelatinaza y a menudo son

importantes factores de virulencia en algunos microorganismos. El catabolismo de

las proteínas por parte de la gelatinaza es un proceso de dos pasos; el resultado

final es una mezcla de aminoácidos aislados:

gelatinasa

1. Proteína +H20 -----------..~ polipéptidos
Proteinasa
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gelatinasa
-----------+~ Aminoácidos individuales

Peptidasa

La gelatina es hidrolizada por la gelatinaza en sus aminoácidos constitutivos, con

pérdida de sus características gelificantes, básicamente hay cinco métodos para

su detección, uno de los más utilizados es el medio gelatina nutriente en placa, en

este medio si el microorganismo ha producido la enzima, se va a observar una

precipitación de color blanco representando una reacción positiva (Ramírez y col.,

2006).

Para la realización de esta prueba se procedió a inocular en placas de agar

gelatina, colonias aisladas, de manera de observar mejor la reacción positiva,

incubando a temperatura de 37 oC por 48 horas. La lectura e interpretación de los

resultados se realizo según lo indicado en la tabla 23 (Ramírez y col., 2006).

Tabla 20. Interpretación de resultados prueba de hidrólisis de la gelatina

Lectura Interpretación

Turbidez en la zona del desarrollo El microorganismo sintetiza la gelatinaza

(Licuefacción positiva)

Ningún cambio en el medio (reacción El microorganismo no sintetiza la gelatinaza.

negativa)

Fuente. Ramlrez y col., 2006.

111.7.6. Sistemas miniaturizados API@

Según la información suministrada por el manual Apiweb® [CO-ROM] Biomérieux.

2010, los sistemas miniaturizados API® son métodos rápidos que permiten la

identificación de microorganismo a través de la realización de diferentes pruebas

bioquímicas. Estos sistemas consisten en un dispositivo de plástico con varios
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microtubos que contienen diferentes medios de cultivo deshidratados o diferentes

sustratos de enzimas de acuerdo al tipo de prueba que se requiere montar. Entre

algunas de las pruebas bioquímicas que pueden realizarse con estos sistemas

están las pruebas de fermentación de carbohidratos, la determinación de la

producción de H2S, la determinación de la gelatina, entre otras.

En el mercado existe una variedad de galerías para ser utilizados en la

identificación de diferentes tipos de microorganismos, por ello aunque todos estos

sistemas tienen el mismo fundamento, difieren en el número y tipo de pruebas que

permiten realizar, ya que su selección está directamente relacionada con la

actividad metabólica del género al que pertenece el microorganismo a identificar.

111.7.6.1. API@ 20E

Permite la identificación de microorganismos pertenecientes al grupo de las

enterobacterias y de otros bacilos Gram negativo. Es una galería conformada por

20 microtúbulos.

Cada microtubos del sistema se incubó con una suspensión de solución salina al

0,85% a partir de un cultivo puro de microorganismo, en algunos casos estos

tubos se llenaron completamente con la suspensión, mientras que en otros casos

se requirió de añadir parafina liquida estéril, para proporcionar condiciones de

anaerobiosis. Para la preparación de la suspensión, así como para la inoculación

de cada microtubos se siguieron las especificaciones indicadas en el manual

instructivo del fabricante (Apiweb@ [eO-ROM] Biomérieux, 2010)

111.7.6.2. API@20NE

Permite la identificación de bacilos gran negativo no pertenecientes al grupo de las

enterobacterias como por ejemplo Pseudomonas, Acinetobacter, Flavobacterium,

Moraxella; Vibrio, Aeromonas, entre otros.
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Cada microtubos del sistema se incubó con una suspensión de solución salina al

0,85% a partir de un cultivo puro de microorganismo, en algunos casos estos

tubos se llenaron completamente con la suspensión, mientras que en otros casos

se requirió de añadir parafina liquida estéril, para proporcionar condiciones de

anaerobiosis. Para la preparación de la suspensión, así como para la inoculación

de cada microtubos se siguieron las especificaciones indicadas en el manual

instructivo del fabricante (Apiweb® [CO-ROM] Biomérieux, 2010)

111.7.6.3. APfG!>STAPH

Este sistema permite la identificación de microorganismos pertenecientes al

género Staphylococcus, Micrococcus y Kocuria.

Cada microtubos del sistema se incubó con una suspensión de solución salina al

0,85% a partir de un cultivo puro de microorganismo, en algunos casos estos

tubos se llenaron completamente con la suspensión, mientras que en otros casos

se requirió de añadir parafina liquida estéril, para proporcionar condiciones de

anaerobiosis. Para la preparación de la suspensión, así como para la inoculación

de cada microtubos se siguieron las especificaciones indicadas en el manual

instructivo del fabricante (Apiweb@ [CO-ROM] Biomérieux, 2010)

111.7.6.4. API@CORYNE

Utilizado para la identificación de especies del grupo Corynebacterium.

Cada microtubos del sistema se incubó con una suspensión de solución salina al

0,85% a partir de un cultivo puro de microorganismo, en algunos casos estos

tubos se llenaron completamente con la suspensión, mientras que en otros casos

se requirió de añadir parafina liquida estéril, para proporcionar condiciones de

anaerobiosis. Para la preparación de la suspensión, así como para la inoculación
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de cada microtubos se siguieron las especificaciones indicadas en el manual

instructivo del fabricante (Apiweb@ [CO-ROM] Biomérieux, 2010)

111.7.6.5. API@ 50 CHL

Utilizado para la identificación de Lactobacilos, esta galería comprende 50

microtubos.

Cada microtubos del sistema se incubó con una suspensión de solución salina al

0,85% a partir de un cultivo puro de microorganismo, en algunos casos estos

tubos se llenaron completamente con la suspensión, mientras que en otros casos

se requirió de añadir parafina liquida estéril, para proporcionar condiciones de

anaerobiosis. Para la preparación de la suspensión, así como para la inoculación

de cada microtubos se siguieron las especificaciones indicadas en el manual

instructivo del fabricante (Apiweb@ [CD-ROM] Biomérieux, 2010)

111.7.6.6. Lectura e interpretación de los resultados obtenidos en los sistemas

API@

La presencia de enzimas y/o de productos metabólicos generados durante el

periodo de incubación reaccionó con los sustratos contenidos en los microtubos y

desarrollaron en las mismas coloraciones que se aparecieron en forma

espontánea o luego del agregado de algún reactivo para su revelación.

La interpretación de los resultados se basó en la observación d las coloraciones

desarrolladas, esto se llevó a cabo mediante la comparación del color obtenido en

cada microtubo con el mostrado en la carta de colores, de acuerdo a esta

interpretación se establecieron los resultados positivo (+) o negativo (-),
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Fuente: Apiweb~[CD-ROMlBiomérieux.2010.

Figura 6. Esquema del sistema miniaturizado API®20E

Después del periodo de incubación y comparación de la carta de colores, los

resultados obtenidos en cada microtubo se colocaron en la hoja de cálculo que

suministra el fabricante, los datos así obtenidos se transformaron en un código de

7 dígitos denominado "perfil numérico" que resulto de la suma de los valores

correspondientes a las pruebas positivas asignadas previamente a la planilla, este

código obtenido correspondió a la determinación del género o especie de acuerdo

a la información contenida en la base de datos suministrada por el fabricante

electrónicamente.

A continuación se presentan algunos ejemplos de lectura e interpretación de

resultados de pruebas miniaturizadas API@

+"eE·8. @Cenar

PRt.¡EBAS POSITlVAS

Fuente: Apiweb~[CD-ROMlBíoméríeux.2010.

Figura 7. Lectura e interpretación API@ 20E
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Fuen1e: Apiweb~ ICO-ROM] Biomérieux.2010,

Figura 8. Lectura e interpretación API® 20NE

PRUEBAS NEGATIVAS

Il-,","',"~" -",",,',',"',,' _"',-,'"111,'",,,,,11""',-,,,', ~""Q"H"'· "~UR'~'" 1..1~ ,',)", ~- ! " • [." - - - ¡ ,. \ .',
'. • , 1" i"~~ ';;.A '~AC "~";', ';:'~o";' ,,',' '.1

~ ...
:t.

PRUEBAS POSITIVAS

Fuen1e: Apiweb~ICO-ROM] Biomérieux.2010,

Figura 9. Lectura e interpretación API® STAPH

Fuen1e: Api web~ICO-ROM] Biomérieux,2010.

Figura 10. Lectura e interpretación API® CHL
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111.8. DETERMINACiÓN DEL INDICE DE BIODIVERSIDAD BACTERIANA DE

CADA ZONA GANADERA ESTUDIADA DEL ESTADO MÉRIDA.

La diversidad microbiana en cada una de las zonas ganaderas estudiadas se

calculó a través de la riqueza específica de especies(S) y el índice de Shannon

(H), de acuerdo a lo indicado por Krebs (1994) y Moreno (2001)

111.9. ANALlSIS ESTADISTICO DE LOS VALORES OBTENIDOS

A los valores numéricos obtenidos en la cuantificación de las bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas se les sacó un promedio por finca. A todos los

resultados se les realizó un análisis de varianza ANOVA de una sola vía con test

de Newman Keuls. Se asumió significancia estadística si el valor de p <0,05.

Utilizando el Programa Stargrafics Centurium XV.
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CAPITULO IV. RESULTADOS

IV.1. CUANTIFICACiÓN DE LA MICROBIOTA HETERÓTROFA AERÓBICA

MESÓFILA VIABLE

En la tabla 21 y figura 11 se presentan los valores promedios de las unidades

formadoras de colonias por mililitros (UFC/ml), obtenidos en la cuantificación de la

microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viables presente en las

muestras de leche cruda bovina, procedentes de la zona alta del Estado Mérida,

tanto en épocas de invierno como de verano.

Se puede apreciar que los mismos estuvieron comprendidos entre valores

promedios de 1,7 x 105 UFC/ml y 2,4 x 105 UFC/ml, observándose los valores

más altos en los meses de invierno.

En la tabla 22 y figura 12, se presentan los resultados de la cuantificación de la

microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viable presente en la leche

cruda bovina procedente de la zona baja del estado en épocas de verano como de

invierno.

Se puede indicar que los mismos fluctuaron con valores promedios entre 2,1 x1 05

UFC/ml y 2,4 x 106 UFC/ml, correspondiendo los mayores valores a los meses de

verano.
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Tabla 21. Valores promedios de la microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica

viable mesófila presente en leche cruda bovina procedentes de la zona alta

del estado Mérida en época de verano e invierno.

Fincas

1

2

3

4

5

Bacterias Heterótrofas
mesófUas aeróbicas
viables (Valores
promedios en UFC/ml).

Verano
1,9x10 o--

1,7 X 105

2,2x105

1,9x105

Bacterias·Heter6ttofas
mesófi/as aeróbicas viables
(Valores promedios en
UFC/ml).

Invierno.
2,4x10 5

2,4 X 105

2,3x105

2,1x105

UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

3.00E+OS

2.S0E+OS

"",2.00E+OS

e
~1.S0E+OS

1.00E+OS

S.OOE+04

O.OOE+OO

¡¡¡¡ Bacterias Heterótrofas
mesófilas aeróbicas
viables (U FC/ml). Verano

• Bacterias Heterótrofas
mesófilas aeróbicas
viables (UFC/ml).
Invierno.

1 2 3 4
. fincas

5

UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

Figura. 11. Valores promedios de la microbiota bacteriana heterótrofa

aeróbica mesófila viable presente en leche cruda bovina procedentes de la

zona alta del estado Mérida en época de verano e invierno.
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Tabla 22. Valores promedios de la microbiota bacteriana heterótrofa aeróbica

mesófila viable presente en leche cruda bovina procedentes de la zona baja

del estado Mérida en época de verano e invierno.

UFC/ml: Unidades Formadoras de ColOnias por mililitro

Fincas Bacterias heterótrofas Bacterias heterótrofas
mesófilas.aeróbicas mesófllas aeróbicas viables
viables (Valores promedios de
(Valores promedios de UFC/ml)
UFC/ml)

Invierno
Verano

1 2,4x10 6 2,4x10 5

2 2,4 X 106 2,4 x 105

3 2,3x106 2,3x105

4 2,1x106 2,1x105

5 2,2x106 2,2x105

~...

3,OOE+OG

2,SOE+OG

...E2,OOE+OG

"Y'
'5 1 ,SOE+OG

1,OOE+OG

S,OOE+OS

O,OOE+OO

o Bacterias Heterótrofas
mesófilas aeróbicas
viables IU FC/mL)Verano

lIiI Bacterias Heterótrofas
mes6fi1as aeróbicas
viables IU FC/mL)lnvierno

1 2 3 4
Fincas

5

UFC/ml: Unidades Formadoras de Colonias por mililitro

Figura 12. Valores promedios de la Microbiota bacteriana heterótrofa

aeróbica mes6fila viable presente en leche cruda bovina procedentes de la

zona baja del estado Mérida en época de verano e invierno.
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IV.2. IDENTIFICACiÓN DE LAS COLONIAS BACTERIANAS

Se logró aislar y purificar un total de 400 colonias bacterianas. Los resultados se

resumen en la tabla 23 y figura 13.

Del análisis de los datos se puede establecer que se obtuvo una mayor frecuencia

de aislamiento de colonias bacterianas Gram positivas que bacterias Gram

negativas. Además que las colonias bacterianas Gram positivas prevalecieron en

las muestras provenientes de la zona alta y las Gram negativas en las muestras

provenientes de la zona baja del Estado Mérida (Tabla 23 y figura 13).

De igual forma, la frecuencia de aislamiento de colonias de bacterias Gram

positivas fue mayor en la época de invierno que en la época de verano, tanto en

las muestras provenientes de las zonas altas, como de las obtenidas de la zonas

bajas del estado Mérida, mientras que la situación fue diferente para las colonias

bacterianas Gram negativas, las cuales prevalecieron en la época de verano en

ambas zonas de estudio (Tabla 23 y figura 13).

De acuerdo a los resultados que se indican en la tabla 23, en la zona alta para la

época de invierno, del total de cepas bacterianas Gram negativas aisladas, se

detecto la presencia de 17 cepas de bacterias Gram negativas fermentadoras que

representan un 4,24% del total de las muestras analizadas. En la misma zona en

época de verano se obtuvo un total de 25 cepas de bacterias Gram negativas

fermentadoras, lo cual equivale a 6,25% del total. En esta zona no hubo presencia

de bacterias Gram negativas no fermentadoras en ningunas de las dos épocas del

año analizadas.

Por su parte, en la zona baja se detectaron 31 colonias de bacterias Gram

negativas fermentadoras en la época de invierno, y 78 colonias bacterianas en la

época de verano, equivalentes al 9,5% y 19,5%, respectivamente del total aislado.

En esta zona la frecuencia de aislamiento de bacterias Gram negativa no
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fermentadoras fue muy baja, lográndose aislar en la época de invierno solo 1

colonia bacterianas (0,25%) y en la época de verano 4 (1 %) colonias bacterianas.

Tabla. 23. Tipos de bacteria heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en

leche cruda bovina de la zona alta y baja del Estado Mérida, Venezuela en las

épocas de invierno y verano.

N -Numero de cepas aisladas, % - Porcentaje presente.

TIpos deba<*tria Zona alta Zona baja Total

Invierno verano Invierno venmo

N° (%) N°(%) N° (%) W(%)

Bacilos Gram Negativo

Fermentadores 17(4,24) 25(6,25) 38(9,5) 78(19,5) 158(39,5)

No fermentadores O O 1(0,25) 4(1) 5(1,25)

Bacterias Gram positiva

Cocos Gram positivo 69(17,25) 63(15,75) 31 (7,75) 37(9,25) 200(50)

Bacilos Gram positivo 14(3,5) 12(3) 11(2,75) O 37(9,25)

TOTAL 100 100 81 119 400

0-

0% Gram Positivo

111 % Gram Negativo

Zona Alta
verano

Zona Baja Zona Alta

v...e....r..a.no. Á.. . ...in.. VJ.·.e....rn....Q...~onay I:pO~ oe ano
Zona Baja
invierno

Figura 13. Tipos de bacteria heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en

leche cruda bovina de la zona alta y baja del Estado Mérida. Venezuela.
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Los resultados obtenidos en la identificación bacteriana a nivel de género, luego

de la aplicación de las diferentes pruebas bioquímicas y fisiológicas a cada una de

las colonias aisladas y purificadas, se resumen en las tablas 24 y 25 Y las figuras

14 y 15.

En lo que respecta a las muestras de leche cruda provenientes de fincas ubicadas

en la zona alta del estado Mérida, se observa el predominio en las cepas

identificadas, de bacterias Gram positivas del genero Staphylococcus, tanto en la

época de invierno como la de verano. De igual forma, destacan dentro de las

colonias bacterianas identificadas para la zona alta, los géneros Enterobacter,

Escherichia, Enterococcus y Bacil/us (Tabla 24 y figura 14).

En el caso de las muestras de leche cruda procedentes de la zona baja del Estado

Mérida, prevalece de igual forma que para la zona alta, las cepas bacterianas del

genero Staphylococcus, seguido de los géneros Enterobacter, Escherichia,

Proteus y Baci/lus (Tabla 25 y figura 15).

En la tabla 24, se muestran las colonias bacterianas identificadas a nivel de

especie, provenientes de las muestras analizadas de la zona alta del estado

Mérida, tanto en la época de invierno como en la de verano.

Al observar los resultados resumidos se puede indicar que las especies

bacterianas predominantes en la zona alta del Estado Mérida, tanto en la época de

invierno como la de verano, fueron Staphylococcus aureus y Staphylococcus

epidermidis.

Destaca también en la zona alta, tanto en la época de invierno como de verano, la

presencia de colonias bacterianas de las especies Streptococcus bovis,

Escherichia cOIi, Enterococcus faecalis y Enterobacter aerogenes.
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Tabla 24. Géneros de bacteria heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en

leche cruda bovina de la zona alta del Estado Mérida, Venezuela en épocas

de invierno y verano (% de géneros).

TIpos de bacteria Zona Alta

Invierno Vel1lno

N° (%) N° (%)
Bacilos Gram Negativos 14 (4,50) 24 (6,00)

Fermentadores

Enterobacter 9 (3,25) 18 (4,50)

Proteus 2 (0,50) 3 (0,75)

Cítrobacter 1 (0,25) 3 (0,75)

Serratías 2 (0,50) O
No fermentadores ° O

Bacterias Gram positiva 83 (20,75) 63 (18,75)

-
Cocos Gram positivo

Staphylococcus 49 (12,25) 51 (12,75)

Enterococcus 10 (2,50) 7 (1,75)

Mícrococcus 6 (1,50) 3 (0,75)

Lactococcus 4 (1,00) 2 (0,50)

Bacilos Gram positivo

Lactobacillus 1 (0,25) 2 (0,50)

Bacillus 8 (2,00) 6 (1,50)

Corynebacterium 5 (1,25) 4 (1,00)

Total 101 (25,25) 99 (24,75)
N°- Numero de cepas aisladas % =Porcentaje presente.
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Figura 14. Géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas aislados en

leche cruda bovinas en época de invierno y verano de la zona alta del Estado

Mérida. Venezuela (N° de géneros).

Tabla 25.Géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en leche

cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida, Venezuela en las épocas de

invierno y verano (% de géneros).

Tipo$ de bacteria Zona Baja

Invierno Verano

N° (%) N° (%)

Bacilos Gram Negativos 39 (9)5) 76 (20,50)

-
Fermentadores

Enterobacter 17(4,25) 27 (6,75)

Escherichia 9 (2,25) 13 (3,25)

Proteus 7 (1,75) 16 (4,00)

Citrobacter 1 (0,25) 4 (1,00)

Serratia 2 (0,50) 6 (1,50)

Klebsiella 2 (0,50) 7 (1)5)

Aeromonas 5 (1,25)
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No fermentadores

Pseudomonas 1 (0,25) 2 (0,50)

Acinetobacter O 2 (0,50)

Bacterias Gram positiva 42 (10,50) 37 (9,25)

~-

Cocos Gram positivo

Staphylococcus 25 (6,25) 24 (6,00)

Streptococcus 2 (0,50) 7(1,75)

Enterococcus 3 (0,75) 5 (1,25)

Leuconoctoc 1 (0,25) 1 (0,25)

Bacilos Gram positivo

Bacillus 11 (2,75) O

Total 81 (20,25) 119 (29,75)
0-N - Numero de cepas aisladas. % - Porcentaje presente

30
o
1: 25.!!e
i 20

CII 15'O
o
Z

10

5

O t

o Invierno

11 Verano
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En la tabla 26 se indican las especies bacterianas Gram negativas, identificadas

presentes en la zona alta del Estado Mérida, tanto en la época de verano, como la

de invierno.

Asi mismo se observa en la tabla 27 as especies Gram positivas identificadas

presentes en la zona alta del estado Mérida en épocas de verano e invierno.

Al observar los resultados se puede señalar que las especies bacterianas

identificadas con mayor frecuencia en la zona alta del estado Mérida fueron

Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis y Escherichia coli, tanto en la

época de invierno como de verano.

Tabla 26. Especies de bacterias Gram negativas heterótrofas aerobias

mesófilas aisladas en leche cruda bovinas de la zona alta del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano (% de especies).

N - Numero de cepas aIsladas. %- Porcentaje presente.

Tipos de bacteria Zona Alta

Invlemo Verano

N" (%) N"(%)
Bacilos Gram Negativos 18 (4,50) 24 (6,00)

--
Fermentadores
Enterobacter

E. aerogenes 6 (1,50) 4 (1,00)

E. e/oaeae 4 (1,00) 2 (0,50)

Escherichia coli 3 (0,75) 12 (3,00)

Proteus

P. mirabilis 2 (0,50) 3 (0,75)

Citrobacter

C. freundii 1 (0,25) 3 (0,75)

Serratia
S. marcescens 2 (0,50) O

No fermentadores O O

=0_
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Tabla 27. Especies de bacterias Gram positivas heterótrofas aerobias

mesófilas aisladas en leche cruda bovinas de la zona alta del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano (% de especies).

Tipoe de bacteria Zona Alta
Invierno Ventno

N° (%) N° (%)
Bacterias Gram positiva 83 (17,25) 75 (18,25)

Cocos Gram positivo
Staphylococcus

S. aureus 23 (5,75) 27 (6,75)

S. epidermidis 9 (2,25) 12 (3,00)

S. haemolyticus 2 (0,50) 3 (0,75)

S. hyicus 2 (0,50) O

S. intermudius 1 (0,25) O

Streptococcus

S. bovis 12 (3,00) 9 (2,25)

Enterococcus

E. faecium 4 (1,00) 2 (0,50)

E. faecalis 6 (1,50) 5 (1,25)

Mícrococcus

M. luteus 6 (1,50) 3 (0,75)

Lactococcus

L. lactis 4 (1,00) 2 (0,50)

Bacilos Gram positivo
Lactobacillus

L. acidophilus 1 (0,25) 2 (0,50)

Bacillus

B. cereus 2 (0,50) 4 (1,00)

B. subtilis 6 (1,50) 2 (0,50)

Corynebacterium

C. bovis 3 (0,75) 3 (0,75)

C. glutamicum 2 (0,50) 1 (0,25)

N°- Numero de cepas aisladas. %= Porcentaje presente.
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De igual forma, destacan en la zona baja la identificación de las especies de

bacterias Gram negativas Enterobacter aerogenes, Enterobacter cloacae y

Proteus mirabilis (Tabla 28). Así como el predominio de la presencia de S. aureus

en las especies de bacterias heterótrofas aerobias mesofilas Gram positivo

aisladas en leche cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida.

Tabla 28. Especies de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas Gram negativas

aisladas en leche cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida, Venezuela en las

épocas de invierno y verano (% de especies).

Tiposde bacteria Zona Baja

invierno Vemno

N° (%) N° (%)

Bacilos Gram Negativos 39 (9,2S) 72 (19,SO)

Fermentadores

Enterobacter
E. aerogenes 8 (2,00) 12 (3,00)

E. e/oaeae S (1,2S) 9 (2,2S)

E. sakazakii 2 (O,SO) 4 (1,00)

E. agg/omerans 2 (0,50) 2 (O,SO)

Escherichia
E. cofi 9 (2,25) 13 (3,2S)

Proteus

P. mirabilis 5 (1,2S) 8 (2,00)

P. vu/garis 2 (0,5%) 8 (2,00)

Citrobacter

C.freundii 1 (0,2S) 4 (1,00)

Serratias
S. ñearia 1 (0,2S) 4 (1,00)

S. marceseens 1 (0,2S) 2 (O,SO)

Klebsiella
K. oxytoca 2 (0,50) 6 (1,SO)

K. pneumoniae O 1 (0,25)

Aeromonas

A. hydrophila O 5 (1,25)

No fermentadores
Pseudomonas
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P. aeruginosa
Acinetobacter

Ac. Baumannii

1 (0,25)

o

2 (0,50)

2 (0,50)

CAPITULO IV

N°= Número de cepas aisladas. %= Porcentaje presente.

Tabla 29. Especies de bacterias heterótrofas aerobias mes6filas Gram positivas

aisladas en leche cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida, Venezuela en las

épocas de invierno y verano (% de especies).
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IV.3. DETERMINACiÓN DEL iNDICE DE BIODIVERSIDAD BACTERIANA

La diversidad bacteriana en la leche cruda bovina obtenida de fincas, en cada una

de las zonas ganaderas del estado Mérida estudiadas, se calculó a través de la

riqueza específica de especies (S) y el (ndice de Shannon (H) (Krebs, 1994;

Moreno, 2001).

Definiendo la riqueza de especies bacterianas mediante la ecuación:

Riqueza de especies (d)

Id=~ I
DOfidlf1 S = número de especies

N = .{mero de i:ndiYid1hos

Los resultados de la riqueza de especies bacterianas se resumen en la tabla 33.

Al observar los resultados de la tabla 30 se puede observar una mayor riqueza de

especies bacterianas en la zona baja (d = 10,8) que la correspondiente a la zona

alta (O =8,70).

Tabla 30. Determinación del índice de riqueza de especies bacterianas para

la leche cruda bovina de las zonas altas y bajas del estado Mérida.

,.-----------------_._------_._--------
Zona

Alta

Baja

s
21

26

N

200

200

d

8,70

10,8

s =Numero de especies bacterianas. N=Numero de individuos d =Indice de riqueza de especies

Otro de los índices utilizados para estudiar la biodiversidad bacteriana fue el índice

de Shannon-Weaver, definiendo dicho índice mediante la ecuación:
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índice de diversidad de Shannon-Weaver (H)

nnn'ip. r. =1.,.'i

1I =número dg mdivtdUos
lIt - l.úrnero de tlldivídU3S de la especte

H - - ¿(Pi - logpi)

Donde

71..
Pf.=­

N

Se logró determinar los índices de Shannon para la microbiota bacteriana

heterótrofa aerobia mesófila presente en las zonas alta y baja del estado Mérida.

Los resultados de estas determinaciones se resumen en la tabla 31.

Al observar los resultados de la tabla 31, podemos indicar que el índice de

Shannon fue mayor para la zona baja (1,1832), indicando nuevamente, al igual

que la riqueza de especies, que la biodiversidad de la microbiota bacteriana

heterótrofa aerobia mesófila fue mayor en la zona baja del Estado Mérida.

Tabla 31. Valores obtenidos en el índice de Shannon para la microbiota

bacteriana heterótrofa aerobia mesófila presente en la leche cruda de origen

bovino producida en las zonas altas y bajas del Estado Mérida para la

diversidad de especies de acuerdo al índice de Shannon.

tÍ:ñl@]m ciliJ ~®[ill[ij]@[1i] [){]

Zona Alta 0,8096

~

Zona Baja 1,1832
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IV.4. Tratamiento estadfstico de los valores obtenidos en la cuantificación de

la microbiota bacteriana heterótrofa aerobia mesófila presente en las

muestras de leche cruda bovina procedentes de las zonas altas y de las

zonas bajas del Estado Mérida.

En las tablas 32, 33, 34 Y 35 se presentan los resultados del análisis estadístico

obtenido en la cuantificación de la microbiota bacteriana heterótrofa aerobia

mesófila para cada una de las zonas estudiadas y en dos épocas diferentes del

año.

El análisis estadístico de los valores obtenidos en la cuantificación de la microbiota

bacteriana heterótrofa aerobia mesófila indican que los menores valores se

obtuvieron para la zona alta en la época de verano, y en el caso de la zona baja

no hubo diferencias significativas entre los valores obtenidos en la época de

invierno como de verano, siendo en ambos casos mayores que los observados en

la zona alta.

Los resultados estadísticos correspondientes a la varianza y la desviación

estándar, señalan una gran variabilidad de los datos para cada una de las fincas

estudiadas, lo cual se acentúa en la época de verano para las dos zonas bajo

estudio, aunque es significativamente mayor en la zona alta.

Los valores observados en los resultados obtenidos al valorar el error estándar

sugieren un error aleatorio bajo en la mayoría de las determinaciones realizadas.
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Tabla 32. Análisis estadístico de los resultados de la cuantificación de la microbiota

bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viable en la zona alta del Estado Mérida en

época de verano.

MlcrOblota heter6trofa aer6bk:a mesóflla V'lables

Fincas Promedio Varianza Desviaci6n Error Mfnimo Máximo Rango

~
Estándar Estándar

1 172800 1,02E+10 1,01 0,45 14000 250000 236000
>
i 2 170000 5,50E+08 0,23 0,1 150000 210000 60000
IIJ
IIJ

3 222000 5,70E+08 0,24 0,11 200000 260000 60000
~

4 198000 1,97E+09 0,44 0,2 150000 270000 120000

5 192500 1,56E+09 0,39 0,2 160000 250000 90000

Tabla 33. Análisis estadístico de los resultados de la cuantificación de la microbiota
bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viable en la zona alta del Estado Mérida en
época de invierno.

Mlcrobiota heter6trofa aeróbica mesóftla viables

o
E Fincas Promedio Varianza Desviación Error Mfnimo Máximo Rango

.~ Estándar Estándar

.5
j 1 242000 1,37E+09 0,37 0,17 190000 280000 90000

III 2 240000 2,80E+09 0,53 0,24 180000 290000 110000
III

~ 3 234000 1,68E+09 0,41 0,18 190000 270000 80000

4 190000 4,20E+09 0,65 0,29 130000 270000 140000

5 230000 5,07E+09 0,71 0,36 150000 290000 14

Tabla 34. Análisis estadístico de los resultados de la cuantificación de la microbiota
bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viable en la zona baja del Estado Mérida en
época de verano.

Microbiota het8rótrofa aeróbica mesóftla viables

Ig

i
Fincas Promedio Varianza Desviación Error Mrnímo Máximo Rango

Estándar Estándar

as 1 2,42E+06 1,37E+11 0,37 0,17 1,90E+06 2,80E+06 900000
ti'
,Q 2 2,40E+06 2,80E+11 0,53 0,24 1,80E+06 2,90E+06 1,10E+06

~ 3 2,34E+06 1,68E+11 0,41 0,18 1,90E+06 2,70E+06 800000

4 2,12E+06 4,42E+11 0,66 0,3 1,30E+06 2,70E+06 1,40E+06

5 2,30E+06 5,07E+11 0,71 0,36 1,50E+06 2,90E+06 1,40E+06
--
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Tabla 35. Análisis estadístico de los resultados de la cuantificación de la microbiota
bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila viable en la zona baja del Estado Mérida en
época de invierno.

Microblota heterótrofa aeróbica mesófila viables

-o Fincas Promedio Varianza Desviación Error Mlnimo Máximo Rango
E
.~ Estándar Estándar

.5 1 242000 1,37E+09 0,37 0,17 190000 280000 90000

i 2 240000 2,80E+09 0,53 0,24 180000 290000 110000
111
l: 3 234000 1,68E+09 0,41 0,18 190000 270000 80000
~

4 212000 4,42E+09 0,66 0,3 130000 270000 140000

5 230000 5,07E+09 0,71 0,36 150000 290000 140000

IV.S. Características de las especies bacterianas heterótrofa aeróbica

mesófila presente en la leche cruda de origen bovino proveniente de fincas

de las zonas altas y bajas del Estado Mérida, que pudiesen ser establecidos

como atributos diferenciadores.

En la tabla 36 y 37, se presenta los diferentes géneros y especies bacterianas aisladas de

las zonas alta y bajas del estado Mérida y sus características, se muestran aquellas cepas

causantes de deterioro y las potenciales patógenos. De igual forma, se muestran las

bacterias que pueden presentar interés en la industria láctea y en la producción de

alimentos.

Al observar los datos de las tablas 36 y 37 se puede señalar que en las muestras

analizadas prevalecen las cepas bacterianas alterantes y/o patógenas. De igual forma,

también se presentan una variedad de cepas bacterianas con posibles aplicaciones

industriales y biotecnológicas.
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Tabla 36. Géneros y especies de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en

leche cruda producida en la zona alta del estado Mérida en época de invierno y verano, y

su importancia.

Género Especie Patógeno Interés
/deteriorante industrial

Zona alta

Enterobacter E. aerogenes ./

E. e/oaeae ./

Eseheríehía E. eoli ./

Proteus P. mirabilis ./

Citrobacter C. freundii ./

Serratía S. mareeseens ./

Staphy/ococeus S. aureus ./

S. epidermidis ./

S. haemolytieus ./

~

S. hyieus ./

S. intermudius ./

--
Streptococcus S. bovis ./ ./

Enteroeoecus E. faeeium ./ ./

E. faeealis ./

Mícrococcus M.luteus ./

Lactócoccus L. laetis ./

Lactobacillus L. aeidophilus ./
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Bacillus B. cereus .¡'

-
B. subtilis .¡'

Corynebacterium C. bovis .¡'

C. glutamicum .¡'

1

Tabla 37. Géneros y especies de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas aisladas en

leche cruda producida en la zona baja del estado Mérida en época de invierno y verano, y

su importancia.

Género Especie Patógeno Interés Industrial
Ideteriorante

Enterobacter E. aerogenes .¡'

E. e/oaeae .¡'

E. sakazakii .¡'

E. agg/omerans .¡'

Escherichia lE. eoli .¡'

Proteus P. mirabilis .¡'

P. vu/garis .¡'

118

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



CAPITULO IV

Citrobacter C. freundii ./

Serratia S. ficaria ./

S. marcescens ./

Klebsiella K. oxytoca ./

K. pneumoniae ./

Aeromonas A. hydrophila ./

Pseudomonas P. aeriJginosa ./

Acinetobacter Ac. baumannii ./

StaphylococcuS S. aureus ./

S. epidermidis ./

StreptococcUS S. bovis ./

S. mitis ./

S. equinus ./

Enterococcus E. faecium ./

E. faecalis ./
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E. solítarius .¡

Leuconoctoc L. mesenteroídes .¡

Bacillus B. cereus .¡

B. subtílis ,/
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CAPITULO V. DISCUSiÓN

La información detallada sobre la población de bacterias y microorganismos

autóctonos y alotocnos presente en la leche cruda bovina de una zona geográfica

determinada, es escasa. Los trabajos realizados hasta la fecha en la mayoría de

países, se relacionan mas con la cuantificación de los grupos bacterianos y

microbianos considerados como indicadores de calidad sanitaria, así como con la

detección de microorganismos patógenos presentes en la leche cruda (Jayarao y

coL, 2001; Jayarao y coL, 2006; Straley y coL, 2006; Bhattarai y Prasad, 2010;

D'Amico y Donnelly, 2010; Guillespie y coL, 2012; Pant y coL, 2013; Soliman,

2013).

Sin embargo, desde el año 2007 la comunidad científica internacional ha venido

desarrollando estudios tendientes a conocer la microbiota autóctona de diversos

ecosistemas, incluyendo el cuerpo humano, así como de los principales alimentos,

entre ellos el agua, la leche y los productos lácteos, de manera de poder entender

la biología, dinámica e importancia de estos organismos dentro de cada uno de

estos ecosistema (Peterson y coL, 2009; Rudi y coL, 2009; Elsas y Boersma,

2011; Fricker y coL, 2011; Solt Y col., 2011; Casanovas-Massana y Blanch, 2012;

Neviani y coL, 2013; Soggiu Ycol., 2013).

Un ejemplo de estos trabajos lo constituye el proyecto Biotracer de la Comunidad

Económica europea realizados por 24 países en el área de la calidad y seguridad

alimentaria, iniciado en el año 2007, donde una de las investigaciones estuvo

dirigida a conocer la población microbiana natural característica de la leche cruda

producida en tres países de la Comunidad Económica Europea (Fricker y coL,

2011).
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En Venezuela, al igual que el resto de países, los estudios sobre la microbiología

de la leche cruda bovina se han enfocado en la determinación de la calidad

sanitaria y la presencia de bacterias patógenas (Boscan y col., 1990; Sánchez y

col., 1996a; Sánchez y col., 1996b; Román y col., 2003; Palma y col., 2007;

Briñez y col., 2008; Signorini y col., 2008; Guillen y Guerrero, 2009; Lugo y col.,

2010), desconociéndose la composición de la microbiota de la leche cruda

producida en las principales regiones ganaderas del país.

El estudio de la microbiota autóctona presente en la leche cruda bovina permite

determinar por un lado, el grado de contaminación que puede tener una leche y la

presencia de microorganismos patógenos, así como la fuente de donde provienen,

aspectos estos relacionados con la salud pública de los posibles consumidores de

estos productos y de los derivados lácteos elaborados con los mismos. Por otro

lado, nos da información sobre la presencia de microorganismos alterante de la

leche y sus derivados, y también de la presencia de microorganismos que pueden

tener un uso industrial en la fabricación de subproductos lácteos como el queso, la

crema de leche y la mantequilla, y que pudieran ser los responsables de sabores y

aromas característicos de estos alimentos.

Conocer la microbiota asociada de un producto alimenticio producido en una

región geográfica, también tiene una repercusión económica y comercial. No solo

porque indica la calidad sanitaria y por ende su valor en el mercado, si no porque

permite obtener la denominación de origen, criterio esté de mucha importancia en

los últimos años para la comercialización del producto y sus derivados, como lo es

el caso de la leche cruda y de los quesos madurados elaborados a partir de ella

(Esquerre, 2008; Urbina y Álvarez, 2012).

En el presente trabajo se realizo la cuantificación del número de bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas presentes en la leche cruda de origen bovino
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producida en dos zonas pecuarias del Estado Mérida, la zona alta y la zona baja,

durante dos épocas del año, la época de invierno y la época de verano.

En relación de la cuantificación de la microbiota heterótrofa aeróbica mesófila, en

la zona alta durante la época de verano, se puede indicar que se encontró una

media de 1,9 x 105 UFC/ml, y en la época de invierno, un valor promedio de 2,2 x

105 UFC/ml. Dicho contaje no presento diferencias significativas entre las dos

épocas del año en lo que respecta a la zona alta. Esto pudiera indicar que la

temperatura no varía significativamente en esta zona, y por ello no tiene una

influencia en el crecimiento microbiano.

La calidad integral de la leche adquiere gran importancia en función a dos

aspectos fundamentales como son la salud pública y su aptitud industrial,

necesitando obviamente, de todos los sectores involucrados en la producción

primaria, conservación, transporte, almacenamiento y transformación, es

imprescindible partir de animales sanos, genéticamente aptos, apropiadas

condiciones de alimentación y manejo, buenas prácticas de higiene, control y

tratamiento de mastitis y otras patologías, con el objetivo de asegurar al

consumidor productos inocuos, íntegros y legítimos (Calderón y col., 2006).

La cuantificación del numero de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas en la

zona baja en época de verano correspondió, en promedio, a 2,3 x 106 UFC/ml, y

en la época de invierno presento una media de 2,3 x 105 UFC/ml, lo que señala

que en esta zona la temperatura de la época del año, si tiene una influencia en

cuanto al crecimiento microbiano, en el sentido de favorecer el crecimiento.

Diversos factores afectan la composición microbiológica de la leche, dentro de

estos factores se incluyen el ambiente (clima, temperatura, humedad), estado de

lactancia, genética y nutrición (Matthews y col., 1992), la variación en la

composición de la leche, obedece igualmente a factores como la rutina de aseo y

desinfección e higiene ambiental al momento del ordeño. Es así como el aire, por

123

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Capítulo V

ejemplo, puede transportar bacterias del suelo en donde se pueden encontrar

excrementos contaminados con cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.,

restos de alimentos, desechos vegetales, entre otros. Por otro lado, si el animal no

está limpio es común encontrar en él diversas partículas contaminantes,

incluyendo una gran diversidad de microorganismos (Gibson 1991).

La disminución de la cantidad bacteriana en la época de invierno pudiera también

indicar que las prácticas higiénicas de los ordeñadores para esta época mejoran,

dada la necesidad de la limpieza de la ubre del animal al momento del ordeño,

resultando como consecuencia una disminución del crecimiento bacteriano. De

igual manera, se puede destacar el efecto dilutor en el tanque de almacenamiento.

Calderón y col. (2008) señalan que se puede atribuir el alto contaje de bacteriana

heterótrofa aeróbica mesófila viables, en la leche cruda bovina, a las malas

condiciones higiénicas del establo, los sitios de ordeño, la falta de higiene en las

manos de los operarios y la falta de implementación de prácticas higiénicas previo

al ordeño.

Lizarazu y col. (2005), por su parte aseguran que en cierto modo, las estaciones

lluviosas constituyen un factor predisponente para la proliferación y transmisión de

patógenos.

Atlas y Bartha (2005) afirman que los cambios de la población microbiana pueden

ocurrir como respuesta a condiciones ambientales globales, como lo son: cambios

estacionales, intensidad de luz, temperatura y lluvia, lo cual estaría en

concordancia con lo observado en la zona baja del estado Mérida, no así en lo que

respecta a la zona alta.

Al comparara los valores obtenidos en la cuantificación de las bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas, con los obtenidos por Román y col. (2003) donde

los valores promedios estuvieron por encima de 107 UFC/ml, se tiene que las
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muestras analizadas en el presente trabajo presentan valores muy inferiores, tanto

en la zona alta como en la baja.

De la misma manera, Revelli y col. (2004) analizaron muestras de leche cruda de

la zona noreste de Santa Fe y sur de Santiago en Argentina, obteniendo una

media en el recuento de bacterias aerobias mesófilas de 105 UFC/ml, similar a lo

obtenido por Cepero y col. (2005) en leches de la zona de Santa Clara, Cuba,

quienes obtuvieron promedios entre 2,0 y 3,0 x 105 UFC/ml, lo cual concuerda con

los valores promedios obtenidos en las zonas altas y bajas del Estado Mérida.

Dávila y col. en un estudio realizado en el 2006, en muestras de leche en Zulia,

Venezuela, señalan recuentos de 1,5 x 106 y 3,0 X 106 UFC/ml, resultados

comparables con los obtenidos en la zona baja del Estado Mérida.

Recientemente en estudios realizados por Luigi y col. en el año 2013, en muestras

de leche cruda bovina procedentes de fincas ubicadas en el Estado Carabobo,

Venezuela, donde se analizaron un total de 40 muestras de leche, se indica que

en el 72,9% de las muestras estudiadas se obtuvieron recuentos de bacterias

aerobias mesófilas con valores mayores a >5,0 x 106 UFC/ml, valores similares a

los encontrados en el presente trabajo para ambas zonas de estudio.

En lo que respecta al Estado Mérida, Sánchez y col. (1996), evaluaron la calidad

microbiológica de la leche producida en las zonas altas del Estado Mérida, donde

el promedio en el contaje de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas fue de

1x104 a 1,2x 1013 UFC/ml, demostrando que la calidad sanitaria de la leche de la

zona es deficiente.

Desde el punto de vista microbiológico, la determinación de las bacterias

heterótrofas aerobias mesófilas, puede revelar la presencia de grupos de

microorganismos patógenos los cuales provee información importante sobre la

fuente y el tipo de contaminación presente (Silva y col., 2004).
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Un recuento alto de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas puede deberse a la

contaminación bacteriana con residuos de leche que han quedado en la

superficies de los implementos usados en la obtención y almacenamiento de la

leche, a ubres sucias o no higienizadas previos al ordeño y la no refrigeración

rápida de la leche (Calderón y col., 2006; Jarayao y col. 2004).

Molineri y col. (2009) afirman que un recuento alto de bacterias heterótrofas

mesófilas aerobias no es indicativo de una fuente de contaminación específica.

En base a los datos obtenidos hay que destacar que todos los sectores que

intervienen en cualquier área de los alimentos, productores e industriales, se

deben concientizar de que los productos derivados nunca serán de mejor calidad

que la materia prima de la que proceden; de igual manera lo consideran algunos

autores en sus publicaciones (Prieto y coL, 2008; Luigi YcoL, 20013).

Una vez cuantificadas la microbiota heterótrofa aeróbica mesófila presente se

procedió al aislamiento y la identificación de las cepas bacterianas crecidas,

encontrándose que los cocos Gram positivo predominaron de manera general en

ambas zonas, con un 50% de prevalencia en las muestra analizadas, mientras que

los bacilos Gram negativo se detectaron en 9,25 % del total de las muestras

analizadas. Esta relación se encuentra dentro de los estándares considerados

habituales, de bacterias aisladas de muestras de leche cruda de origen bovino

(Robinson, 1987).

Los géneros aislados con mayor frecuencia fueron Staphylococcus, Streptococcus

y Enterococcus, y en un menor número, Bacillus, Micrococcus, Corynebacterium y

Lactococcus.

Dado que el S. aureus fue la especie encontrada en mayor número, es importante

destacar que la misma es el principal agente etiológico en la producción de

126

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Capítulo V

mastitis bovina en Venezuela, y además, agente causal de numerosas

intoxicaciones alimentarias en el país.

En el aislamientos e identificación de géneros y especies Gram positiva presentes

en muestras de leche cruda en Venezuela, el predomino de Staphylococcus

frente a los demás géneros es frecuente, este microorganismo puede crecer en los

canales de los pezones e infectar a la glándula mamaria, colonizando

generalmente a la ubre (Farías y col. ,2002; Demo y col., 1999).

Álvarez y col. (2012) llegaron a la conclusión que la leche de tanque es muy

propensa a sufrir contaminación, ya que inicialmente la piel del pezón es el

principal reservorio de S. aureus, lo que favorece su presencia en leche.

En este aspecto es importante destacar que el método de ordeño favorece o no la

contaminación de la leche, ya que si se considera un ordeño manual la vaca y la

calidad sanitaria de la leche, queda expuestas a las consideraciones del

ordeñador, mientras que en el ordeño mecánico se tiene la ventaja, que si el

equipo reúne las condiciones mínimas necesarias y trabaja con la eficiencia

adecuada la extracción de la leche por este método disminuye la probabilidad de

contaminación microbiana; tal como lo afirma Ávila y col, (2001).

Las principales especies de StaphyJococcus aisladas en la zona alta del Estado

Mérida fueron: S. aureus, S. epídermídís, S. haemolytícus, S. intermudíus y S.

hycus; sin embargo en la zona baja del Estado Mérida la presencia del género

Staphylococcus se encontró representada solo por los géneros S. aureus y S.

epidermídís.

En un estudio realizado por Faria y col. (2005) demuestran que de 200 muestras

analizadas se aislaron 44 cepas de Staphylococcus donde 34,1 % se identificaron

como S. aureus, 27,3% S. haemolyticus, 13,6 % S. intermudius, 9,1% S.

schleiferr, 6,8 % S. hycus; 4,6 % S. epidermidís.
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La presencia de estas especies de Staphylococcus en las muestras provenientes

de las zona alta pueden estar asociadas con ubres infectadas y no solo por el

resultado de los contaminantes externos (Contrino, 2001).

Se ha demostrado que las cepas de Staphylococcus producen con mayor

frecuencia toxinas y poseen alta resistencia a los antibióticos, por lo que la

presencia de Staphylococcus en leche y productos lácteos junto a la resistencia

térmica de la toxina, podrían contribuir a un incremento de los casos de

intoxicación alimentaria (Farias y col., 2005).

Una de las enfermedades altamente prevalente en el ganado lechero es la mastitis

pues ocasiona pérdidas económicas muy fuertes a los productores de leche en el

mundo (Rabello y col., 2005); debido a la disminución en el rendimiento de la

leche para la industria láctea y aumento del número de tratamientos clínicos y

aumento del desecho temprano de vacas (Correa y col, 2002).

La calidad del ordeño y el control apropiado de los agentes etiológicos de la

mastitis son factores determinantes en la rentabilidad de la industria lechera, sin

embargo la presencia del S. aureus y los principal agente etiológico de la mastitis,

son uno de los problemas más importantes hoy en día en la industria láctea

(Bedolla y col., 2008; Martínez y col., 2000).

Streptococcus, ocupan el segundo lugar de prevalencia como agente etiológico de

mastitis, según Boscan y col. (1992),así como S. bovis, ha sido aislado del tracto

gastrointestinal de vaca y rumiantes, y también ha sido encontrado en heces

humanas; lo que significa que la presencia de esta bacteria en la leche analizada

podría corresponder a una baja calidad higiénico sanitaria de la misma, posible

explicación para la detección de este grupo bacteriano en las muestras analizadas

en la presente investigación; donde se aíslo la especie S. bovis en la zona alta, y

las especies S. bovis, S.mitis y S. equinus, en la zona baja.
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La leche puede contaminarse con microorganismos procedentes de personas que

se encuentran en el período de incubación de una infección estreptocócica, así

como de convalecientes y de portadores asintomáticos. En algunos casos, las

personas que diseminan el microorganismo infectan al ganado lechero

provocando en él mamitis subclínicas o clínicas que determinan el paso a la leche

de gran número de estreptococos; su presencia son una causa corriente de

mastitis en los países templados, pero su acción patógena para el hombre es poco

acusada y sólo proliferan en tejidos muy susceptibles, como son los del útero

después del parto y los del recién nacido (Margariño, 2000).

Enterococcus fue otro de los géneros aislados en el presente estudio. Esta

bacteria se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza, asociada a los

alimentos, ambiente y como constituyentes de la microbiota intestinal humana y

animal. Este microorganismo juega un papel fundamental en la maduración y el

desarrollo del aroma de los productos fermentados, como por ejemplo los quesos.

Por otra parte, en los últimos años se ha descrito que E. faecium es una especie

comensal habitual en la microbiota de la leche (Cardenas y col., 2012; Contreras y col

.1995).

Según Franz y col. (2003) Enterococcus están asociados con los quesos

tradicionales europeos fabricados en los países mediterráneos a partir de leche

cruda o pasteurizada, y la fuente de los Enterococcus en la leche y el queso

provienen de las heces de las vacas lecheras y del agua contaminada, de equipos

de ordeño y de tanques de almacenamiento. Forman parte de las bacterias ácido

láctico de importancia en los alimentos, generalmente intervienen en los procesos

de maduración y en el desarrollo del aroma de ciertos quesos y embutidos

tradicionales, especialmente los producidos en la zona mediterránea. Los

Enterococcus son también utilizados como probióticos humanos.
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la presencia de Enterococcus spp. en leche puede provenir de una contaminación

fecal directa o indirecta. Esta situación se puede explicar de distintas maneras, por

un lado se relaciona con el ambiente del cual se obtiene este producto puesto que

el ganado vacuno, por lo general mantiene una relación estrecha con otros

animales de granja como gallinas, perros, caballos y cerdos. Así, estos rumiantes

adquieren distintas especies de Enterococcus spp. que pueden llegar a

encontrarse en la leche. Por otro lado, la leche también podría contaminarse

directamente con materia fecal de cualquier animal de granja e incluso del ser

humano. Otro mecanismo para justificar la presencia de estas bacterias en la

leche se relaciona con la limpieza del equipo de ordeño y con la pureza del agua

que se utiliza para el proceso (Araya y col., 2005).

En las muestras analizadas se observo la presencia de Enterococcus de las

especies: E. faecium y E. faecalis, para la zona alta, y E. faec;um, E. faecalis y E.

solitarius para las muestras de la zona baja de Estado Mérida. Estos resultados se

pueden comparar con los obtenidos por Araya y col. (2005), donde se aislaron

cepas de Enterococcus spp. de muestras de leche cruda del área metropolitana de

Costa Rica, prevaleciendo E. faecalis , tal Y como se observo en las muestras

analizadas en la presente investigación, Esto concuerda con lo observado en la

naturaleza, ya que esta especie es sumamente ubicua y se puede aislar de

fuentes diversas como agua, animales domésticos, animales de granja y seres

humanos.

Por su parte, Micrococcus, otro de los géneros bacterianos aislados e identificados

en el presente estudio, forman parte de la microbiota normal de la leche cruda las

cuales además se caracterizan por no ser patógenas (Farías y col., 2002). Solo en

las muestras analizadas de la zona alta del Estado Mérida, se encontró presencia

de cepas de Micrococcus luteus, en un porcentaje de 1,5 % para la época de

invierno y 0,75% para la época de verano.
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Los micrococos son muy abundantes en la naturaleza, aislándose frecuentemente

del polvo y del agua. A menudo se encuentra en utensilios y equipos usados en

ordeño que no han sido adecuadamente limpiados e higienizados.

La fermentación láctica puede ser causada por microbios homófermentativos

heterófermentativos, en el primer caso se produce casi exclusivamente ácido

láctico junto con otros ácidos (acético), y en el segundo caso se produce ácido

láctico junto con cantidades apreciables de otros ácidos y productos volátiles,

entre los microorganismos causantes de este deterioro se encuentran los

Micrococcus, así como de la producción de proteólisis y causa de viscosidad en

leche (Mangariños, 2000).

Por su parte, la presencia de BaciJlus, otra de las bacterias detectadas en leche

cruda analizada, implica problemas con la higiene de los establos o sitios de

estancia del animal. Esta bacteria se encuentra distribuida en la naturaleza y

puede llegar alojarse en la leche por diversos medios, sin embargo, la presencia

de B. cereus en leche reviste gran importancia desde el punto de vista de la

producción láctea, ya que producen proteasas extracelulares y fosfolipasa que

suelen causar deterioro, así como la producción de toxinas y esporas

termorresistente (Robinson, 1987).

En las muestras analizadas se encontró la presencia de las especies B. cereus y

B. subtilis en las muestras provenientes de la zona alta, en épocas de invierno y

verano, mientras que en las zona baja solo la presencia de estas especies se

encontró en época de invierno.

La mayoría de las especies del genero Bacil/us son saprófitos, distribuidos

principalmente en suelos, agua y material de origen animal y vegetal. También se

encuentra en amplia variedad de alimentos, por lo que constituye un importante

porcentaje de la microbiota presente en leche cruda, y puede producir deterioro en

estas y sus producto, debido a su actividad proteoIítica, lipolítica y sacarólitica
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Especies como B. cereus han sido asociadas a alteraciones como el sabor, aroma

y fermentación de leche (Christiansson y coL, 1999; Tatzel y coL, 1994; Kalogridou

y coL, 1992).

En referencia a los subgrupos dentro de los bacilos Gram negativos, se puede

señalar que los bacilos Gram negativo fermentadoras prevalecieron entre las

cepas aisladas e identificadas en ambas zonas, con un promedio de frecuencia de

aislamiento 39,5% de las muestras, mientras que los bacilos Gram negativos no

fermentadores solo tuvieron una frecuencia de aislamiento de 1,25% en las

muestras, predominando este grupo en la zona baja.

Estudio confirma que las bacterias Gram negativas predominantes en leche cruda

pertenecen a los géneros. Pseudomonas, Flavobacterium, Achromobacter,

Cytophaga, Aeromonas y la familia de las Enterobacteriaceae (Bermúdez y col.,

2011).

Se debe destacar que en las muestras analizadas se aislaron e identificaron varios

miembros de la familia de bacterias Enterobacteriaceae, como los géneros:

Enterobacter, Escherichia y Klebsiella, representando una población de fondo o

microbiota de alteración importante, la cual a pesar de estar presentes en bajo

contaje podría enmascarar o dificultar el crecimiento y aislamiento de otros

patógenos, tales como Salmonella, Shigella o Aeromonas, ya que estos

microorganismos pueden influir en el crecimiento característico de un patógeno en

un alimento, debido principalmente a la producción de metabolitos antimicrobianos

por parte de la microbiota que puede propiciar la competencia por la utilización de

los nutrientes (Román y coL, 2003; Revelli y col., 2004; Luigi y col., 2013).

La leche cruda se contamina frecuentemente por Coliformes, derivadas directa e

indirectamente del tracto gastrointestinal de las vacas, esta contaminación puede

provenir del estiércol, polvo, suelo, alimento del ganado, animales que se pueden

encontrar en el área de cría y ordeño (gallinas, perros, gatos, caballos), insectos
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(mosca) o el contacto con residuos que se pueden encontrar en los equipos de

ordeño y tanques de almacenamiento, mal lavados y saneados donde estas

bacterias pueden desarrollarse con facilidad, por lo que la presencia de Coliformes

en leche cruda es considerada una condición normal; no obstante altas cuentas de

estos microorganismos son indicativas de condiciones insanas de producción,

transporte y almacenamiento, originando alteraciones en las características físico­

químicas y organolépticas de las mismas (Revelli y col., 2004).

Se aprecia que los principales aislamientos de Gram negativo corresponden al

grupo de los coliformes, quedando los bacilos Gram negativos no fermentadores

de la glucosa en un menor porcentaje (Rivero y col, 1994); según Robinson y col

(1987), esta relación se encuentra normalmente entre los bacilos Gram negativos

en leche cruda sin antibiótico.

En estudios realizados en cuanto a contaje de Coliformes totales, en su mayoría

las muestras de leche presentan recuentos que superan los límites establecidos

por la norma, y valores de Coliformes fecales por encima de lo estipulado. La

presencia de este alto número de Coliformes indica contaminación directa con

materia fecal y sugiere un riesgo indirecto de adquisición de otras bacterias

patógenas que se transmiten mediante dicha vía.(Vásquez y col,. 2012; Araya y

col., 2008).

Los niveles de contaminación por organismos Coliformes en los alimentos indican

el alto riesgo epidemiológico de contraer algún tipo de infección gastrointestinal.

Su presencia se ha investigado en muchos países, aunque ellos varían de

acuerdo con los hábitos alimentaríos de las diferentes poblaciones, y dada su

presencia e importancia se ha utilizado como indicadores sanitarios. (Oguntona y

col., 1995).
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Aunque no hubo presencia en ninguna muestra de Salmonella, el alto contaje de

coliformes según Flores y col. (1996) nos señala la posibilidad de encontrarse

presente en las muestras cualquier otro patógeno de origen fecal.

Por otra parte, es importante señalar que se pudo detectar e identificar cepas de

Pseudomonas spp. Se considera que la presencia de este tipo de bacterias se

debe a una contaminación proveniente del ambiente, del agua o de los utensilios

utilizados en el proceso de ordeño, y también ponen de relieve la transmisión y

diseminación de cepas resistentes a los antibióticos, puesto se ha señalado a este

género como responsable de adquirir y diseminar factores genéticos responsables

de estas resistencias (Rivero y col., 1994).

Datos similares a los obtenidos en esta investigación se reportan por Ruusunen y

col. (2012), donde los análisis de patógenos en leche cruda en Finlandia reportan

ausencia de Salmonella spp. en las muestras de leche analizada.

De igual manera en Venezuela, Luigi y col. (2013) en un trabajo realizado en la

ciudad de Carabobo, donde a pesar del alto índice de recuento de bacterias

aerobia mesófilas, la presencia de este patógeno no se pudo detectar.

La baja proporción de aislamientos de Enterobacterias a partir de las muestras de

leche cruda es contradictoria debido a la alta prevalencia de estos patógenos en

los establecimientos de ordeño; esto puede explicarse por dos razones una es el

factor de dilución que representa el mezclado en el taque de almacenamiento de

la leche, durante uno o más ordeños, por otra parte la leche contiene algunos

componentes inhibidores sobre las bacterias contaminantes en especial el sistema

lactoperóxidasa, que si bien actúa preferiblemente sobre las bacterias Gram

positiva tiene poder bactericida sobre las Gram negativas; sin embargo, varios

trabajos han demostrado la capacidad de bacterias patógenas como la E. coli para

sobrevivir en productos lácteos fermentados y quesos, por lo cual la presencia de
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estas, aún en bajas concentraciones puede constituir una amenaza a la salud del

consumidor (Maher y col, 2001; McLay y col, 2002; Roldan y col, 2007).

En las muestras analizadas provenientes de la zona baja del Estado Mérida se

observó la presencia de especies de K/ebsie/la, tales como K. oxytoca y K.

pneumonie, el significado clínica de la especie K/ebsiella, generalmente ha sido

limitado a neumonía pulmonar, sin embargo, se ha visto que estos

microorganismos son capaces de causar gran cantidad de infecciones incluyendo

brotes de diarrea infantil (Macznsk y coL, 2003).

En las últimas décadas en diversos estudios a nivel mundial se ha considerado a

Klebsie/la spp. como patógeno intestinal especialmente en niños menores de 6

años. En Venezuela es importante mencionar los estudios realizados por

Urrestarazu y col., quienes identificaron como patógeno único aislado a partir de

heces de niños a K. pneumiae ocupando el tercer lugar entre los patógenos más

frecuentes (Albarado y col., 2007).

El mantenimiento de la leche bajo condiciones de frío promueven la selección y

crecimiento de microorganismos psicrótrofos, que por otra parte pueden alterar las

características físico químicas de los constituyentes de la leche, La presencia de

estos microorganismos y los productos de su metabolismo conducen a cambios en

las propiedades sensoriales y tecnológicas (sabores, aromas, firmeza de la

cuajada, tiempo de estacionamientos en frío). Si bien los microorganismos

psicrótrofos pueden ser eliminados por el proceso de pasteurización, las enzimas

(proteolíticas y lipolíticas) producidas durante la etapa de almacenamiento en frío

son termoestables y su acción permanece luego de la pasteurización (Banks,

1990).

Por otra parte, la utilización de fermentos en la elaboración de productos lácteos,

es una práctica diaria a nivel industrial (Vásquez y col, 2007); en nuestro país

generalmente estos fermentos son adquiridos a través de empresas extranjeras
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dedicadas a la producción y comercialización de los mismos, muchos de los

cuales incorpora bacterias probióticas; en los últimos tiempos estos productos han

adquirido una gran relevancia como complemento alimentario, son muchos los

microorganismos utilizados como probióticos, entre estos los géneros

Bifidobacterium, Bacillus, Streptococcus, Enterococcus, Pediococcus y

Lactobaciflus (Amores y col, 2004; Fans y col, 2000).

En las muestras analizadas en la zona alta podemos encontrar aislamientos de

géneros tales como Enterococcus, Streptococcus, Lactococcus, Lactobaciflus y

Bacillus; dichas muestras representan un potencial en cuanto a la industria láctea

se refiere, ya que estos microorganismos podrían otorgar un valor agregado o

diferenciador a los productos lácteos elaborados a partir de la leche producida en

la zona, así como potenciar el aislamiento y producción de fermentos, la industria

láctea y farmacéutica.

las bacterias lácticas ejercen efecto biopreservador manifestado en la

prolongación de la vida útil de los productos elaborados con sus cultivos, ciertas

especies producen bacteriocinas , con la producción de ácido y descenso del pH,

se logra la inhibición de otras especies bacterianas y la conservación de los

alimentos; el efecto biopreservador también se cumple gracias a la competencia

por nutrientes que se dan entre las diversas especies bacterianas (Heer, 2007);

entre estas bacterias se encuentran las aisladas en las muestras analizadas, tales

como Lactococcus y Enterococcus.

De igual manera, se ha determinado que las bacterias lácticas poseen

propiedades terapéuticas mostrando una variedad de efectos beneficiosos,

géneros tales como Lactobacillus, aislado en la muestra procedentes de la zona

alta del estado Mérida tanto en época de invierno como verano, genera una mayor

disponibilidad, digestibilidad y asimilación de los nutrientes, aumentando la

concentración de vitaminas, ácidos lácticos, ácidos grasos y elementos esenciales

(Ca, P, Mn, Fe y Zn) (Heer, 2007).
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En las muestras analizadas se observó la presencia de micróbiota con potencial

probiótico y de brindar la capacidad de mejorar las características organolépticas

de los derivados , la cual pudiera ser utilizada en la industria láctea, el número de

microorganismos con características probióticas y que aportan beneficio a los

alimentos y la salud del consumidor cada vez es mayor por lo tanto el número de

alimentos puestos a disposición para el consumo de la población cada vez es

mayor, así la necesidad de utilizar las propiedades de la leche para lograr obtener

un derivado con ciertas características únicas que solo las obtiene, al ser

producido en una región específica, puesto que involucraría factores internos y

externos que le darán una propiedad única, pudiendo considerarse el abordaje de

la denominación de origen.

Para la determinación de la biodiversidad, en alimentos se requiere estudios sobre la

actividad y distribución de los microorganismos directamente, tanto por técnicas

tradicionales como emergentes que enriquezcan la información disponible de los mismos;

es importante realizar estudios sobre la diversidad bacteriana, puesto que los tipos de

microorganismos presentes en la leche tienen incidencia directa sobre la identificación de

aquellos que son capaces de brindar un atributo diferenciador. Los atributos

diferenciadores distinguen características que están por sobre los requisitos básicos

que debe cumplir un alimento (Oyarzun, 2010).

Uno de los índices más utilizados para cuantificar la biodiversidad específica es el

de Shannon, también conocido como Shannon-Weaver, derivado de la teoría de

información como una medida de la entropía. El índice refleja la heterogeneidad

de una comunidad sobre la base de dos factores: el número de especies

presentes y su abundancia relativa, Asume que los individuos son seleccionados al

azar y que todas las especies están representadas en la muestra. Adquiere valores entre

cero, cuando hay una sola especie, y aumenta considerando la cantidad de especies

presentes hasta un valor máximo de 5, cuando las especies están representadas por el

mismo número de individuos (Pla, 2006).
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Moreno (2001) expresa que la riqueza específica (S) es la forma más sencilla de

medir la diversidad, ya que se basa únicamente en el número de especies

presentes, sin tomar en cuenta el valor de importancia de las mismas. La forma

ideal de medir la riqueza específica es contar con un inventario completo que nos

permita conocer el número total de especies (S) obtenido por un censo de la

comunidad.

Aplicando el índice de riqueza especifica, para la zona alta del Estado Mérida el

valor de S= 8,70; mientras que para la zona baja el valor es de S=10,8.

La diversidad es el resultado de la riqueza de especies y la equitatividad que

presentan las mismas al interior de la comunidad, para obtener este valor se utilizó

el índice de Shanon- Weaver, para el cual los resultados fueron los siguientes:

para la zona alta H= 0.8096 Ypara la zona baja H=1,1832.

El índice de H aumenta a medida que la riqueza específica aumenta y los

individuos se distribuyen mas homogéneamente entre todas las especies, así

podemos observar que la riqueza específica para la zona baja es mayor y de esta

manera del índice de Shannon-Weaver es mayor por lo tanto existe mayor

diversidad de especies en esta zona.

Todas las especies tienen igual peso en el índice de Shannon-Weaver, sin

embargo, en microbiología este dato nos ayuda a sintetizar mucha información

(Somarriba, 1999).

Es bastante amplia la aplicación del índice de Shannon-Weaver en el área de

foresta tropicales húmedos, en el área marítima, en vegetación no forestal, en el

área de la microbiología ha estado su uso limitado, sin embargo, una aplicación

relativamente del índice H, es la evaluación de la diversidad de helmintos en el

tratamiento intestinal de los animales. Moreno y col. (2007) realizó estudios de esa

naturaleza en bovinos, en Venezuela (Daniel, 1998).
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Sin embargo pese a las ventajas de la aplicación del índice de Shannon-Weaver,

en la aplicación microbiológica consideramos que nos provee información

importante en cuanto a la cantidad de especies presentes y nos da la idea de la

diversidad presente en diferentes zonas, pudiendo determinar si la zona objeto de

estudio es mas biodiversa que otra, sin embargo, la información no discrimina

entre las especies encontradas.

El hecho de encontrar mayor diversidad la zona baja del estado Mérida, nos indica

que existe mayor probabilidad de encontrar diversas especies distribuidas de

forma heterogénea ya que el numero obtenido no se acerca al número máximo

posible en el índice H que es 5, el cual indica igual número de individuos por

especie y al obtener un valor de H=1,1832 es indicativo que la diversidad es alta y

el número de individuos por especie varia.

La determinación del índice de Shannon-Weaver aporta valores importantes

cuando deseemos establecer factores diferenciadores ya que una zona con

índices de diversidad alta es de potencial interés para el estudio detallado de los

géneros y especies presentes y las características especiales que podamos

explotar de estas de manera de poder avanzar a obtener una denominación de

origen o un factor diferenciador.

En cuanto a los análisis estadísticos los resultados muestran que la leche no

registra diferencia significativa en cuanto a los promedios relacionados al contaje

de microbiota heterótrofa aeróbica en las zonas alta y baja en las dos diferentes

épocas del año, presentando un valor p> 0,05.
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CAPITULO VI. CONCLUSION y RECOMENDACIONES

V1.1. Conclusiones

De la presente investigación se desprenden las siguientes conclusiones:

• Las particularidades y características agroecológicas de las zonas altas y

las zonas bajas productoras de leche del Estado Mérida establecen

diferencias en la composición cualitativa y cuantitativa de la microbiota

bacteriana heterótrofa aeróbica mesófila y ello determinó cambios en la

diversidad bacteriana.

• Al contabilizar la diversidad de la microbiota bacteriana de la zona alta en

época de verano encontramos una media de 1,9 x105 UFC/ml, y en época

de invierno un valor promedio de 2,2 x 105 UFC/ml, dicho contaje no

presento diferencia significativa entre las dos épocas del año, lo que indica

que las condiciones ambientales no varía significativamente en esta zona.

• El contaje en la zona baja en época de verano se eleva en un promedio de

2,3 x 106 UFC/ml, yen invierno presenta una media de 2,3 x 105 UFC/ml, lo

que señala que en esta zona las condiciones ambientales de la época del

año, si influyó en cuanto al crecimiento microbiano, en el sentido y favoreció

el crecimiento.

• En época de invierno en la zona baja, el contaje de microbiota bacteriana

heterótrofa aeróbica mesófila disminuyó, a parte de la influencia de las

condiciones ambientales, este hecho se relaciono con las prácticas

higiénicas de los ordeñadores para esta época mejoran, dada la necesidad

de la limpieza de la ubre del animal al momento del ordeño.

• Se observó poca variabilidad en los resultados obtenidos en las diferentes épocas

del año en las muestras analizadas en la zona alta.

• En cuanto al aislamiento se observó un predominio en la presencia de cocos Gram

positivo de manera general en ambas zonas, encontrándose que en 50% de las
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muestra analizadas, imperando su presencia en la zona alta, mientras que los

bacilos Gram negativo se presentan en 9,25 % del total de las muestras.

• Las especies Gram positiva predominante en las muestras de leche cruda

provenientes de ambas zonas fue Staphylococcus, con mayor presencia el S.

aureus.

• Se ha demostrado que las cepas de Staphylococcus producen con mayor

frecuencia toxinas y posee alta resistencia a los antibióticos, por lo que la

presencia de Staphylococcus en leche y productos lácteos junto a la resistencia

térmica de la toxina, podrían contribuir a un incremento de los casos de

intoxicación alimentaria asociada a la ingesta de leche cruda.

• Los géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas cocos Gram

positivo, aisladas en leche cruda bovina de la zona alta del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano fueron: Staphylococcus,

Enterococcus, Micrococcus, Lactococcus, mientras que los bacilos Gram

positivo fueron Lactobacillus, Bacillus, Corynebacterium

• Los géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas cocos Gram

positivo, aisladas en leche cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano fueron: Staphylococcus,

Streptococcus, Enterococcu, Leuconoctoc mientras que los bacilos Gram

positivo estuvo representado por el género Bacillus.

• Las especies de bacterias Gram positivas heterótrofas aerobias mesófilas

aisladas en leche cruda bovinas de la zona alta del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano para los cocos Gram positivo

fueron: S. aureus, S. epidermidis, S. haemolyticus, S. hyicus, S.

intermudius; Str. bovis; E. faecium, E. faecalis, M. luteus, L. lactis; y entre

los bacilos Gram positivo encontramos L. acidophilus, B. cereus, B. subtilis,

C. bovis, C. glutamicum.

• Las especies de bacterias Gram positivas heterótrofas aerobias mesófilas

aisladas en leche cruda bovinas de la zona baja del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano para los cocos Gram positivo

140

www.bdigital.ula.ve

Atribución - No Comercial - Compartir Igual 3.0 Venezuela 
(CC BY - NC - SA 3.0 VE )



Capítulo VI

fueron: S. aureus, S. epídermídís, Str.. bovis,Str.mitis, Str.equinus, E.

faeeium E. faecalis, E. so/itaries, L. mesenteroídes; por su parte los B.

cereus y B. subtiles estuvieron presentes entre los Bacillus Gram positivo.

• Los géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas Gram negativos aisladas

en leche cruda bovina de la zona alta del Estado Mérida, Venezuela en las épocas

de invierno y verano para bacilos Gram negativo fermentadores fueron:

Enterobacter, Proteus, Citrobacter Serratías.

• Los géneros de bacterias heterótrofas aerobias mesófilas Gram negativos

aisladas en leche cruda bovina de la zona baja del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano para bacilos Gram negativo

fermentadores fueron: Enterobacter, Escherichia Proteus, Cítrobacter

Serratias,Klebsiella, Aeromonas; mientras que para los bacilos gran

negativo no fermentadores Pseudomonas y Acinetobacter.

• Las especies de bacterias Gram negativas heterótrofas aerobias mesófilas

aisladas en leche cruda bovinas de la zona alta del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano que se encontraron

presentes fueron: E. aerogenes, E. eloacae, Escherichia coli, P. mirabilis, C.

freundii, S. marceseens.

• Las especies de bacterias Gram negativas heterótrofas aerobias mesófilas

aisladas en leche cruda bovinas de la zona baja del Estado Mérida,

Venezuela en las épocas de invierno y verano, entre las Gram negativa

fermentadoras de la glucosa tenemos: E. aerogenes, E. cloaeae, E.

sakazakii, E. agglomerans, E. eoli, P. mirabilis, P. vulgaris, C. freundii, S.

ficaria, S. marcescens, K. oxytoca, K. pneumoniae, A. hydrophila; mientras

que las especies no fermentadoras estuvieron representadas por P.

aeruginosa y Ae. Baumannii .

• Los principales aislamientos de Gram negativo corresponden al grupo de los

coliformes, quedando los bacilos Gram negativos no fermentadores de la glucosa

en un menor porcentaje.
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• No hubo presencia en ninguna muestra de SalmoneJla.

• El mantenimiento de la leche bajo condiciones de frío promueven la

selección y crecimiento de microorganismos psicrótrofos, La presencia de

estos microorganismos y los productos de su metabolismo conducen

cambios en las propiedades sensoriales y tecnológicas (sabores, aromas,

firmeza de la cuajada).

• En las muestras analizadas en la zona alta podemos encontrar aislamientos

con presencia de géneros tales como Enterococcus, Streptococcus,

Lactococcus, Lactobacillus y Bacillus; dichas muestras representan un

potencial en cuanto a la industria láctea se refiere, ya que estos

microorganismos podrían otorgar un valor agregado o diferenciador a los

productos lácteos elaborados a partir de la leche producida en la zona, así

como potenciar el aislamiento y producción de fermentos, la industria láctea

y farmacéutica.

• En las muestras analizadas se observó la presencia de micróbiota con potencial

probiótico y de brindar la capacidad de mejorar las características organolépticas

de los derivados, la cual pudiera ser utilizada en la industria láctea.

• El índice de riqueza especifica, para la zona alta del Estado Mérida fue de:

5= 8,70; mientras que para la zona baja el valor es de 5=10,8.

• El índice de 5hanon- Weaver, para las muestras obtenidas fueron los

siguientes: para la zona alta H= 0.8096 Ypara la zona baja H=1,1832.

• Las muestras provenientes de la zona baja del estado Mérida, presentan

una riqueza específica mayor y por lo tanto un índice de biodiversidad de

5hanon- Weaver mayor.

• Al presentar mayor diversidad la zona baja del estado Mérida, existe mayor

probabilidad de encontrar diversas especies distribuidas de forma

heterogénea y por lo tanto ser la zona potencial para la aplicación de una

denominación de origen o factor diferenciador.
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VI.2 Recomendaciones

• Para futuras investigaciones se recomienda ampliar el número de

muestreos.

• Incluir otros métodos de aislamiento, para de esta manera lograr tener la

identificación más detallada de la microbiota heterótrofa mesófila viable

presente por cada zona.

• Con el fin de reducir costos y ampliar el número de géneros analizados, se

recomienda priorizar la búsqueda en aquellos microorganismos que

puedan aportar un factor diferenciador a la leche y por lo tanto a los

derivados de la misma.

• Incorporar métodos de análisis moleculares.
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Anexo 1
Entrevista

ANEXO l.

ENTREVISTA

Fecha 11.-_-,7_--,-7 _
Finca W I'----

Ubicación 1 _

Responsable 1'-- _
Información general:

Sistema de ordeño 1'-- _
Horas de ordeño: 1'-- --'
Litros de producción diaria

Destino de la leche ordeñada 1 - _

Condiciones Higiénico sanitarias del lugar

Instalaciones

Indique con una X la presencia o ausencia de lo indicado a continuación:

Escombros SI O NO D Desechos SI O NO O
Maquinarias en desuso

SI D NO D Basureros SI O NO O
Relleno sanitario sr O NO D Plagas evidentes SI D NO O
Animales ajenos al ordeño SI D NO O Tanque de agua SI D NO D
Existe disponibilidad de agua potable SI D NO D
Las áreas se encuéntran claramente separadas SI D NO D
Plan Sanitario

Marque con una X donde sea necesario, conteste claramente las siguientes interrogantes:

Existe presencia de médico veterinario en la finca SI D NO D
Existe control de enfermedades de los operarios SI D NO D
Se cuenta con certificado medico vigente SI D NO D

Frecuencia del veterinario en la finca

¿Cómo se controla la prevención de enfermedades? (Brucelosis, fiebre aftosa, rabia, entre
otros) _
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Anexo 1
Entrevista

Indique como es el sistema de vacunación

¿Cómo se realiza la prevención y control de mastitis?

¿Cómo se maneja la erradicación de enfermedades?

¿Cómo se maneja la presencia de animales enfermos?

Programa de limpieza

¿Existe sistema de clasificación de los desechos sólidos? SI D NO D
¿Cómo es el control de manejo de residuos y desechos peligrosos?

Existe un programa de limpieza y desinfección SI D NO D
¿Cómo se realiza la limpieza y desinfección de los equipos? _

¿Existe proceso de limpieza y desinfección de los animales pre--ordeño' SI O NO O
Luego del ordeño, ¿cómo se conserva la inocuidad de la leche?

En época de inverno ¿aplican alguna medida especial en la higiene y desinfección de las

Instalaciones? SI O NO D ¿Cuál? "'"- _
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