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Resumen

El presente trabajo tuvo como objetivo identificar Escherichia coli y
Salmonella spp en leche cruda y su relacion con el ensilado como fuente de
contaminacion en diferentes regiones de El Salvador; ademas de estudiar otras
fuentes de contaminaciéon, como la ubre y superficies involucradas en la
recolecta de la leche en las ganaderias, las regiones de estudio fueron la region
occidental, central y paracentral.

Se visitaron las ganaderias seleccionadas, donde se tomaron muestras
de ensilado utilizando la técnica en W, para obtener una muestra homogénea y
representativa de 500 gramos, para la determinacion de E. coli y Salmonella
spp. Para leche cruda de vaca, se tomaron 200 mL de muestra y para las
muestras de ubres y superficie, se realizaron a través de hisopado, todas las
muestras se trasladaron al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del
Ministerio de Agricultura y Ganaderia.

Los resultados obtenidos reflejaron que se identificd E. coli en ensilado,
leche cruda, ubre y superficie. En cuanto a la deteccion de Salmonella spp en
ninguna muestra hubo crecimiento. Se utilizé el programa R (version 4.2.1) para
presentacion y analisis de los datos, se realizo regresion lineal y multivariada,
andlisis de cluster y componentes principales. Se concluye que no existe
relacion directa entre la calidad de la leche de vaca y el ensilado como fuente
de contaminacion, aunque se identifican malas condiciones higiénicas en las

ganaderias, asi como falta de implementacion de buenas practicas de ordefio.
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Introduccion

Se han realizado una diversidad de estudios en torno a la calidad
microbiolégica de la leche cruda de vaca, para clasificarla segun las categorias
Grado A, Grado B y Grado C, también existen estudios que reflejan que la leche
cruda es causante de enfermedades transmitidas por alimentos y que dentro de
los agentes causales se encuentra Escherichia coli y Salmonella spp (Centros
para el control y la prevencion de enfermedades [CDC], 2022), por tal motivo la
necesidad de coccidon o pasteurizacion antes de consumir este producto.
Pueden existir diversas fuentes de contaminacion de la leche, principalmente
aguellos materiales que estan en contacto con la ubre de la vaca: alimentos y
heces; asi como factores externos que puedan contaminar la leche al momento
de su produccion, como puede ser la higiene de las ubres del hato lechero y las
condiciones higiénicas de los recipientes que se utilizan para recolectar la
leche.

El ensilado es uno de los principales alimentos empleados en la
ganaderia bovina, es un material vegetal que, debido a su proceso de
fermentacién, crea condiciones propicias para el crecimiento de
microorganismos, algunos de los cuales pueden ser patdgenos. En lo que
respecta a la leche, esta puede contaminarse por microorganismos antes,
durante y después del ordefio, a través de bacterias que se adhieren a la piel de
la ubre y acceden al esfinter del pezén, asi como por microorganismos que
ingresan a través del sistema digestivo o la sangre. Ademas, las condiciones
inadecuadas de las areas destinadas al ordefio, junto con una limpieza
deficiente del equipo y del personal, son factores adicionales que contribuyen a
la contaminacion.

Lo anterior, motivé a realizar la identificacion de Escherichia coli y
Salmonella spp en leche cruda y su relacion con el ensilado como fuente de

contaminacion en diferentes regiones de El Salvador; y determinar las posibles
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fuentes de contaminacion de la leche, tomando en cuenta factores externos que
pueden alterar la calidad de la leche.

Se realizo6 el muestreo en las regiones occidental, central y paracentral
del pais, en cada region se identificaron tres ganaderias en las cuales se
tomaron muestras de ensilado y leche; asi como muestra de hisopado de ubre y
de superficie de los contenedores que recolectan la leche. Las muestras fueron
enviadas al Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia; para el realizar el recuento de Escherichia coli y la
determinacion de la presencia/ausencia de Salmonella spp.

Con los resultados obtenidos se elaboraron tablas y graficos de
dispersion lineal, para realizar la discusion y andlisis de los mismos por
ganaderia, por zona geografica y cruzar variables para determinar una relacién
directa o indirecta en la calidad de la leche. Se logré determinar que la calidad
microbiolégica del ensilado no tiene una relacion directa con la calidad de la
leche producida; pero si existe una relacion directa entre la calidad de la leche y
las condiciones higiénicas de la ubre y los recipientes que se utilizan para
colectar la leche; por lo anterior, los factores externos son fuentes de

contaminacion de la misma.
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Objetivos
2.1 Objetivo General
Identificar Escherichia coli y Salmonella spp en leche cruda y su relacion con el
ensilado como fuente de contaminacion en diferentes regiones de El Salvador.

2.2 Objetivos Especificos

2.2.1 Determinar recuento de Escherichia coli y presencia de Salmonella spp en

la leche cruday el ensilado.

2.2.2 Realizar hisopado de superficies vivas e inertes para descartar fuentes de

contaminacion de la leche con Escherichia coli y Salmonella spp.

2.2.3 Encontrar la relacion entre la calidad microbiol6gica de la leche, el

ensilado y la zona geografica en que se ubica la ganaderia.
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Marco tedrico

3.1 Enfermedades transmitidas por los alimentos

Segun la Organizacidon Panamericana de la Salud (OPS) y la Organizacion

Mundial de la Salud (OMS):
las “Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA) pueden clasificarse
en infecciones, intoxicaciones o infecciones por toxina. La infeccion
transmitida por alimentos es una enfermedad que resulta de la ingestion
de alimentos conteniendo microorganismos patdégenos vivos, como
Salmonella, Shigella, el virus de la hepatitis A, Trichinella spirallis y otros”
(OPS & OMS, s.f.):

Es importante tener en cuenta lo planteado anteriormente, en relacién con la
presencia de toxinas y microorganismos patégenos en los alimentos, los cuales
son los causantes de enfermedades trasmitidas por alimentos, algunas de estas
toxinas son originadas por algunos microorganismos, segun el planteamiento
siguiente:
La presencia de toxinas en los alimentos, originadas por ciertos
microorganismos como bacterias y hongos, o por sustancias quimicas en
concentraciones dafinas, puede provocar intoxicaciones en quienes los
consumen. Estas toxinas representan un riesgo para la salud, ya que no
poseen caracteristicas perceptibles como olor o sabor, lo que dificulta su
deteccion. Ademas, su capacidad de causar enfermedades persiste
incluso después de la eliminacion de los microorganismos que las
produjeron (OPS/OMS, s.f.).

Entre algunas de las infecciones transmitidas por alimentos se encuentran las
diarreas agudas, las cuales pueden ser virales o0 bacterianas, los

microorganismos responsables se pueden identificar en la Tabla 1.



Tabla 1

Causas infecciosas de diarrea aguda

22

Diarrea Viral

Diarrea Bacteriana

Rotavirus Grupo A

Adenovirus entérico

Astrovirus
Calicivirus humanos
Norovirus

Sapovirus

Diarrea Parasitaria
Giardia lamblia

Crytosporidium parvum

Salmonella
S. typhi
S. paratyphi
Salmonella no tifoidea
S. enteritidis
S. typhymurium
Shigella
Shigella sonnei
Campylobacter
Campylobacter jejuni
Yersinia
Yersinia enterocolitica
Escherichia coli
E. coli enteropatdégeno
E. coli enterotoxigénico
E. coli entroinvasivo
E. coli enterohemorragico
E. coli enteroadherente
E. coli enteroagregante

Aeromonas

Nota. Adaptado de Sindrome diarreico, causas infecciosas de diarrea aguda, Constanza

Herrera T., 2019.
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Una realidad de la sociedad salvadorefia es la comercializacion de alimentos
con poca inocuidad en establecimientos informales, ademas de poca vigilancia
y control por las autoridades, las cuales suelen ser una causa del consumo de
alimento contaminado y esto lo podemos confirmar con el estudio realizado por
la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion,
FAO (2009):
Los alimentos elaborados a nivel popular o en forma artesanal son
considerados de obtencién rapida y de bajo costo y eventualmente son
una solucion por parte de la poblacion que enfrenta problemas de
caracter socioecondmico. Esto obliga a que las personas que laboran en
los centros urbanos y sus alrededores tengan que recurrir a los alimentos
que se venden en pequefios comedores, en los mercados o en la via
publica. (p. 67)

De acuerdo con los aspectos antes descritos, existe el riesgo de que se
desarrolle un brote alimentario, segun Jiménez et al. (2022):
Un brote de enfermedad transmitida por los alimentos se define como la
incidencia observada, en determinadas circunstancias, de dos o mas
casos de la misma enfermedad o infeccion en seres humanos, o0 una
situacién en la que el numero de casos observados supera el nimero
esperado y en la que los casos tienen su origen probable en la misma

fuente alimentaria. (p. 5)

Muchas de las infecciones suelen ocurrir por el consumo de alimentos crudos o
poco cocidos. En 2020, el 59% de los brotes de salmonelosis fueron causados
por el consumo de huevos y derivados. De acuerdo a Jiménez et al. (2022) los
principales alimentos afectados fueron:

- Productos crudos o insuficientemente cocinados, derivados de: carne de

aves, huevos, carne de cerdo o vacuno
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Leche cruda y productos lacteos con leche cruda
Vegetales, zumos, cereales y semillas germinadas
Productos de bolleria y reposteria

Alimentos desecados o en polvo.

Para que ocurra una ETA, el patégeno o su toxina debe estar presente en el

alimento. Sin embargo, la sola presencia del patdégeno no significa que la

enfermedad ocurrira. En la mayoria de los casos de ETA:

El patogeno debe estar presente en cantidad suficiente como para
causar una infeccion o para producir toxinas

El alimento debe ser capaz de sustentar el crecimiento de los patdégenos,
0 sea, debe presentar caracteristicas intrinsecas que favorezcan el
desarrollo del agente (OPS/OMS, s.f.).

El alimento debe permanecer en la zona de peligro de temperatura
durante tiempo suficiente como para que el organismo patdgeno se
multiplique y/o produzca toxina. Otras condiciones extrinsecas deben
prevalecer para que esta multiplicacién y/o produccién de toxina sea
favorecida

Debe ingerirse una cantidad (porcién) suficiente del alimento conteniendo
el agente, para que la barrera de susceptibilidad del individuo sea
sobrepasada (Ministerio de Salud de El Salvador, 2018).

3.1.1 Contaminacion de Escherichia coli en alimentos

Los alimentos suelen contaminarse con facilidad y una de las bacterias

identificadas como indicador de contaminacion se encuentra:

Escherichia coli es una bacteria que se encuentra en el sistema digestivo
de los animales y de los seres humanos, y al ser parte de la flora

intestinal se puede utilizar como indicador favorito para detectar y medir
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la contaminacion fecal en la evaluaciéon de la seguridad de los alimentos
y el agua (Anderson et al., 2005, p. 3041).

Por lo general, E. coli son comensales inofensivas, que constituyen el 1% de la
poblacion microbiana del tracto gastrointestinal, pero algunas E. coli son
patdgenas y pueden contaminar los alimentos, el agua y el medioambiente
(Kaper et al. 2004).

La FAO (2011) en su publicacion Prevencion de E. coli en los alimentos,
describe epidemiologia de E. coli de la siguiente manera:
La epidemiologia de E. coli patdgena transmitida por los alimentos varia
alrededor del mundo. En comunidades con una mala sanidad e higiene,
son frecuentes E. coli enterotoxigénica (ETEC), enteroinvasiva (EIEC) y
enteropatégena (EPEC). Se adquiere a través del consumo de alimentos
y agua contaminada, y por la contaminacién cruzada a través del

contacto humano directo. (p. 5).

Ademas, la FAO (2011) plantea que los animales bovinos son reservorios de E.
coli, la cual es excretada a través de las heces, en nuestro entorno se observan
animales en pastoreo libremente, los cuales producen una gran diseminacién

de material fecal, la cual contamina los suelos, el agua y el alimento de estos.

3.1.2 Contaminacidon de Salmonella spp en alimentos

La contaminacion por Salmonella es muy comun es nuestro medio, ya que se
reflejan consultas en los sistemas de salud por enfermedades gastrointestinales
y en algunos casos se ha confirmado el agente causal siendo la Salmonella;

esto se debe a lo siguiente:
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la amplia distribucion de Salmonella entérica en el entorno, su
prevalencia en la cadena alimentaria global, su virulencia y adaptabilidad
tienen un enorme impacto en medicina, en salud publica y en la
economia, dado el incremento de los brotes que se presentan a nivel
mundial. (Junod et al., 2013, p. 1)

Se conoce ampliamente que la Salmonella se asocia con las aves,
principalmente por las heces de estas y que puede propagarse facilmente, asi
como encontrarse en aves Yy huevos; para Junod (2013) “el principal reservorio
de Salmonella corresponde al tracto gastrointestinal de mamiferos, reptiles,
aves e insectos, domesticados y salvajes. Estos animales jugarian un

importante rol en la diseminacion de este microorganismo en el medioambiente”
(p. 1).

3.2 Inocuidad de los alimentos

El Organismo Internacional Regional de Sanidad Agropecuaria, OIRSA, (2018)
menciona que “la inocuidad es la caracteristica intrinseca de un alimento de no
causar dafio al ser ingerido como estd indicado (no implica que este sea
saludable)” (p. 10). El consumidor asume la inocuidad de su alimento y que, al

ser ingerida, esta no es considerada dafiina.

Para lograr la inocuidad en los alimentos, se presentan factores criticos a ser
considerados y las medidas recomendadas para el alimento de cualquier origen
gue se preparan o procesan para el consumo humano, los cuales se pueden

identificar en la figura 1.
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Figura 1

Factores para lograr la inocuidad.

Materiales de
recipientes, equipos y
empagues

actores miscelaneos:
capacitacion y

concienciacion de

personal

,\'\T/

Para lograr
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Nota: Adaptado de Enfermedades transmitidas por alimentos y su impacto socioecondémico (p.
6) por FAO, 2009.
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-
/

3.3 Laleche

La leche es un alimento consumido por las familias salvadorefias, una practica

en el campo es el consumo de leche cruda, segun la Norma Salvadorefia

Obligatoria 67.01.01:06 define la leche cruda de vaca como:
el producto integro, no alterado ni adulterado de la secrecion de las
glandulas mamarias de las hembras del ganado bovino obtenida por el
ordefio higiénico, regular, completo e ininterrumpido de vacas sanas y
libre de calostro; que no ha sufrido ningun tratamiento a excepcién del
filtrado y/o enfriamiento, y esta exento de color, olor, sabor y consistencia
anormales (p. 3).
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Sin embargo, también se define como leche cruda a aquella que “no ha sido
calentada a mas de 40°C ni sometida a ningun tratamiento que tenga un efecto

equivalente (Gobierno de Peru, 2004, p. 5).

La leche, por sus caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales, es un medio
favorable para el crecimiento y la multiplicacion de microorganismos patdgenos,
y puede llegar a convertirse en un vehiculo para la transmision de
enfermedades a las personas. Los microorganismos patdégenos causantes de
zoonosis pueden llegar a la leche a través de la glandula mamaria,
independiente de si la vaca muestra signos de enfermedad durante el ordefio
(Oliver et al., 2009).

Las condiciones de ordefio y la salud animal del hato nos pueden indicar una
calidad de la leche a través de la higiene, Aguilera et al., (2014) plantea lo
siguiente:
la calidad higiénica de la leche cruda es el efecto de las condiciones del
entorno de la vaca en el momento del ordefio; en consecuencia, la
contaminacion encontrada se debe a las malas préacticas de higiene en la
rutina de ordefio, las cuales favorecen el aumento de las bacterias

patdgenas que afectan la calidad e inocuidad del producto (p. 2).

Sin embargo, la limpieza de la ubre no solo esta determinada por la higiene del
ordefio, sino también por la higiene general del hato, establos sucios, humedad
excesiva y fuentes de contaminacion dentro de la granja también determinan la

calidad higiénica de la leche producida.

Ademas, Aguilera et al., (2014) plantea que “la leche cruda puede contaminarse

en cualquiera de las etapas, durante su obtencion, almacenamiento y
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comercializacién, con microorganismos patdogenos (p. 4). Los microorganismos
mas comunes que estan involucrados en enfermedades transmitidas por
alimentos se clasifican en la Tabla 2, como microorganismos patdégenos,
facilitadores de fermentacion lactea y otros que causan deterioro en los

alimentos.

Tabla 2

Microorganismos en leche cruda

Microorganismos patégenos Microorganismos Microorganismos que causan

generadores de alertas facilitadores de fermentacién deterioro en el alimento

alimentarias lactea

Escherichia coli
Listeria monocytogenes
Staphylococcus aureus

Salmonella spp

Lactococcus sp
Lactobacillus sp
Streptococcus sp

Propionibacterium sp

Pseudomonas sp
Clostridium sp

Bacillus sp

Campylobacter jejuni
Bacillus cereus
Yersinia enterocolitica
Brucella abortus

Streptococcus agalactiae

Nota. Adaptado de Bacterias patégenas en leche cruda: problema de salud publica e inocuidad

alimentaria (p. 86) por Aguilera et al., 2014, Ciencia y Agricultura

3.3.1 Calidad higiénica de la leche

Es importante comprender que la calidad higiénica de la leche se refiere “a

todas aquellas practicas de manejo en finca que lleva consigo el control de la
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mastitis” (Moreno et al., 2007, p. 3). Ademas, existen otros aspectos que se
pueden evaluar entre los cuales se evalla la calidad de la leche cruda a partir
del “recuento de bacterias mesdfilas aerobias; valores menores de 300000
Unidades Formadoras de Colonias (UFC) por mL, es el indicador de la calidad

higiénica” (Moreno et al., 2007, p. 3).

3.3.2 Calidad sanitaria de la leche

Para definir la calidad sanitaria de la leche Moreno et al. (2007), lo planea que
‘la buena calidad sanitaria referencia la ausencia de microorganismos
patdgenos como Salmonella, Coliformes totales, Coliformes fecales y Listeria
monocytogenes entre otros, que son causantes de enfermedades asociadas
con infecciones e intoxicaciones generadas por el consumo de alimentos

contaminados”. (p.64).

3.3.3. Calidad microbiolégica de la leche

La calidad microbiolégica de la leche estd determinada por la carga
microbiolégica que esta puede tener debido a una diversidad de factores o
fuentes de contaminacion, en el estudio realizado por el analisis microbiologico
y su relacion con la calidad higiénico y sanitaria de la leche producida en la
region del alto de Chicamocha, Moreno et al. (2007), plantea lo siguiente:
la leche tiene multiples fuentes de contaminacion, en donde la ubre en
condiciones normales puede aportar hasta 1000 microorganismos/mL; la
ubre con mastitis donde, dependiendo del microorganismo que la cause,
un solo cuarto afectado mezclado con la leche, puede incrementar el
recuento de hasta 100000 UFC/mL en la leche del hato; la contaminacion

ambiental durante el ordefio, permite que microorganismos de la piel de
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los pezones, manos del ordefiados, pezoneras, equipos de ordefio,

baldes y todo el entorno del ordefio, lleguen a la leche (p. 4).

Entre las aportaciones de Gaviria (2007), realiza el siguiente planteamiento en

relacion al grado de contaminacion de la leche, estableciendo que:
en la leche cruda se pueden investigar diferentes tipos de
microorganismos, que permiten obtener informacion sobre la magnitud
de la contaminacién y la fuente mas probable de la misma. El recuento
de mesdfilos aerobios (RMA) indica el grado de contaminacion total de la
leche cruda, sin capacidad para diferenciar cudl es el origen. El recuento
de coliformes totales tiene origen en la contaminacién directa, o indirecta

con materia fecal (p. 3).

Segun la Norma Salvadorefia Obligatoria NSO 67.01.01:06 Productos Lacteos.
Leche Cruda de Vaca. Especificaciones (Primera actualizacion) establece que
la leche de vaca se clasifica en Grado A, Grado B, y Grado C, de acuerdo con

los requisitos microbioldgicos los cuales se representan en la Tabla 3.

Tabla 3
Requisitos microbiolégicos para clasificar la leche cruda segun el Grado, de

acuerdo con la Norma Salvadorefia Obligatoria para leche cruda de vaca

Caracteristicas Grado A Grado B Grado C
] Mayor a 300 000 y
Recuento total de Menor o igual ) Mayor a 600 000 y
) ) . menor o igual a 600
microorganismos por mililitro a 300 000 000 menor a 900 000

Nota. Adaptado de NSO 67.01.01:06 Productos Lacteos. Leche Cruda de Vaca.
Especificaciones (p. 3) por Comité Técnico de Normalizacion, 2006, CONACYT.
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3.4 Buenas Practicas de Ordefio

Las buenas practicas de ordefio son importantes para garantizar un proceso de
ordefio mas higiénico en las ganaderias; el cual contribuira a tener condiciones
adecuadas para realizar dicha practica; asi también lo afirma Agencia de los
Estados Unidos para el Desarrollo Internacional (USAID, s.f.) definiendo “las
Buenas Practicas de Ordefio (BPO) son practicas que, al realizarlas todos los
dias, antes, durante y después del ordefio permiten garantizar una leche de
calidad”. Antes del ordefo se debera contar con la limpieza de la sala, el
arreado de la vaca que le permita la tranquilidad y buen trato, proporcionandole
una buena estimulaciéon durante el ordefio, ademas de cumplir con un horario
fijo de ordefo. Se deberéa realizar una correcta sujecion del animal, luego es
muy importante el lavado adecuado de manos y brazos, junto a la preparacién

de los utensilios.

Figura 2

Lavado correcto de pezones previo al proceso de ordefio.

Durante el ordefio, el operario deberd colocarse la vestimenta adecuada,

realizard el lavado correcto de los pezones segun Figura 2, realizando el
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despunte, que eliminara el primer contenido de la ubre, posteriormente se
colocara un pre-sellado y secado de los pezones, como se visualiza en la figura
3, finalizando el ordefio con la extraccion de la leche en el recipiente y se sellan

los pezones para evitar cualquier contaminacion.

Figura 3

Materiales para la limpieza y desinfeccion de ubres durante el proceso de

ordefio.

3.5 Ensilado

El ensilado es una de las fuentes de alimentacion del ganado bovino tanto
lechero como de doble propédsito, aunque no es la Unica fuente de alimentacion
por los costos que esto genera para las ganaderias; aunque para Queiroz et al.
(2018) “el ensilado es uno de los principales ingredientes de las dietas del
ganado lechero y es una fuente importante de nutrientes, especialmente

energia y fibra digestible”.
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Existen varios aspectos que se deben considerar para determinar un
ensilado de buena calidad, Queiroz et al. (2018), hace el siguiente
planteamiento sobre el ensilado de acuerdo con el proceso de elaboracion:

a diferencia del ensilado hecho y gestionado adecuadamente, el ensilado

mal elaborado o contaminado también puede ser una fuente de bacterias

patdogenas que pueden disminuir el rendimiento de las vacas lecheras,
reducir la seguridad y la calidad de los productos lacteos, y comprometer

la salud animal y humana (p. 1).

Entre los planteamientos realizados por Queiroz (2018), en su estudio de
revision de ensilaje: patdégenos transmitidos por los alimentos en el ensilado y
su mitigacion mediante aditivos de ensilado plantea que “los ensilados mal
hechos o contaminados pueden albergar patégenos”. También plante6 que:
el ganado es el principal reservorio de ciertos microorganismos
patdgenos como Escherichia coli 0157 H7, que puede ingresar a las
lagunas de purines a través del estiércol de ganado y posteriormente
irrigado en los cultivos. En consecuencia, el ensilado, al igual que otros
alimentos para el ganado, puede ser un vehiculo importante de
transmision de patégenos en la granja.
La fermentacion inadecuada del ensilaje y el mal manejo de la
alimentacion del ensilaje favorecen la proliferacién de patégenos en el
ensilaje. Los microorganismos patbgenos mAas comunes que se
encuentran en el ensilado son Escherichia coli, particularmente E. coli

0157:H7, Listeria monocytogenes, Bacillus spp, Salmonella y Clostridium

spp (p. 1).

La regulacion de la Republica de Serbia (2009) sobre “la calidad de los piensos;

regula determinadas bacterias patdégenas, Salmonella, Clostridium botulinum,
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Clostridium perfringens, Estaphylococcus y una categoria denominada otros

microorganismos”

Segun Ksenija et al. (2021) el actual reglamento sobre la calidad de la

alimentacion animal incluye criterios microbiolégicos y que el cambio

recomendable que llevaria a:
la categorizacion de la alimentacion animal estd de acuerdo a los
criterios mas objetivos y completos basados en el método VDLUFA
(Verbands  Deutcscher  Landwirschaftlicher  Untersuchungs und
Forsschungsanstalten). En varios paises europeos, se ha convertido en
una rutina, debido al gran interés de los productores de piensos y los
criadores de animales ya que les permitira obtener conocimiento sobre la
calidad microbioldgica de sus productos como garantia de un producto
final saludable.
El método VDLUFA establece los valores de orientacion para la
alimentacion de la clase de calidad | (calidad deseable), como grupo de
indicadores de microorganismos tenemos las bacterias aerdbicas
mesoéfilas x 106 UFC/gramo, donde para el ensilado el grupo | debe

contener 0.4, grupo 11 0.2 y grupo Ill 0.03 (p. 3).



CAPITULO IV
METODOLOGIA

36



37

METODOLOGIA

4.1 Metodologia del estudio

4.1.1 Estudio prospectivo

Se determiné a partir de la toma y analisis de las muestras en el laboratorio.

4.1.2 Estudio experimental

Se seleccionaron las ganaderias que cumplian con las caracteristicas: ordefio
manual con sistema estabulado permanente del ganado lechero y brindar
alimentacion complementaria con cualquier tipo de ensilado. Las ganaderias en
estudio estaban distribuidas en tres regiones del pais (occidental, paracentral y

central).

4.2 Muestra

En total se tomaron nueve ganaderias, se seleccionaron tres regiones del pais,
para realizar el estudio, las cuales son: region occidental, central y paracentral,
de las cuales se seleccionaron tres ganaderias, como parte de las unidades de
estudios, en cada una de estas ganaderias, se tomaron muestras de ensilado,
leche, ubre y superficies para la determinacion de Salmonella spp y Escherichia
coli. Cada una de las ganaderias cumplian las caracteristicas de ordefio
manual, alimentacion complementaria con ensilado y el manejo de un sistema

estabulado permanente del ganado lechero (ver anexo C).
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Tabla 4

Ganaderias seleccionadas para el estudio (ver anexo I)

Zona Ganaderia Direccion

Paracentral 1 Caserio El Jicaro, San lidefonso
Paracentral 2 El Pichiche, San lldefonso
Paracentral 3 Caserio El Portillo, San lldefonso

Central 4 Nueva Concepcion, Chalatenango

Central 5 Suburbios de Agua Caliente, Chalatenango

Central 6 Suburbios de Agua Caliente, Chalatenango
Occidente 7 Candelaria de la Frontera, Santa Ana
Occidente 8 Texistepeque, Santa Ana
Occidente 9 Metapéan, Santa Ana.

Para la recoleccidon de muestras de ensilado se realizara con los materiales
adecuados y el procedimiento especial para ello.

Materiales:

Bolsas plasticas para muestras con cierre hermético

Hielera

Procedimiento:

El ensilado que se analiz6 es aquel con el que se alimentaba al ganado; se
recogieron dos muestras, la toma de muestra se realiz6 de manera manual,
tomando ocho submuestras del producto, de diversas zonas del frente del
ensilado siguiendo una forma de “W” en el perfil del silo. Se descartaron los
primeros 50 cm de este ya que, en la apertura del ensilado, ese es el sector que

se encuentra mas expuesto al contacto con el aire y puede estar deteriorado,
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asi como se evitaron porciones de las zonas del borde y piso, ya que pudieron
estar alterados (ver anexo E).

Una vez colectadas las submuestras se homogenizaron las mismas y se
subdividieron para tomar la porcibn de muestra representativa a enviar al
laboratorio. Las muestras fueron transportadas en bolsas de plastico
herméticas, con su respectiva identificacion, utilizando doble bolsa para
conservarlas. El tamafio de la muestra fue de aproximadamente 500 gramos y
se mantuvo en cadena de frio (hielera de 7°C a 8°C) hasta su procesamiento.
Para la recoleccion de muestras de leche se realizard con los materiales

adecuados y el procedimiento especial para ello.

Materiales:
Bolsas plasticas para muestras con cierre hermético
Hielera

Procedimiento:

En cada ganaderia se tom6 una muestra representativa del tanque, donde fue
colectada la leche de las vacas en lactancia que han consumido el ensilado
muestreado. El tamafio de la muestra fue de 200 mL, colectado en bolsa
plastica con cierre hermético, rotulada con el nombre de la ganaderia, fecha y
hora de la toma. Posteriormente se coloco en la hielera con temperatura de 4°C
para ser transportada al laboratorio, sin exceder en un tiempo maximo de 24
horas (ver anexo D).

Para la recoleccion de muestras de superficies vivas se realizard con los
materiales adecuados y el procedimiento especial para ello.

Materiales:

Hisopo con medio de transporte (caldo neutralizante)

Guantes descartables de primer uso

Protector de cabello

Mascarillas descartables
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Hielera

Procedimiento:

Consiste en frotar un hisopo estéril previamente humedecido en una solucion
diluyente y se presiond ligeramente en la pared del tubo con un movimiento de
rotacion para quitar el exceso de solucién (ver anexo H). Con el hisopo
inclinado en un angulo de 30°, se frotd 4 veces la superficie en cada uno de los
pezones, tomando en cuenta la direccion una opuesta a la anterior.
Posteriormente se coloco el hisopo en el tubo con la solucién diluyente y se
enrosca para transportarlo hacia el laboratorio en una hielera a menos de 10°C
(ver anexo F).

Para la recoleccion de muestras de superficies inertes se realizara con los

materiales adecuados y el procedimiento especial para ello.

Materiales:

Hisopo con medio de transporte (caldo neutralizante)
Guantes descartables de primer uso

Protector de cabello

Mascarillas descartables

Hielera

Procedimiento:

Se realiz6 el muestreo por medio de la técnica de hisopado del borde y
superficie interna del recipiente que colecta la leche, ya que éste tiene contacto
directo con la misma (ver anexo H). Posteriormente, el hisopo se sumergié en
un tubo con la solucién transportadora y fue colocado en una hielera a una

temperatura inferior a 10°C (ver anexo G).
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4.3.1 Determinacion de E. coli en leche, por recuento en placa Petrifilm

(Método 991.14 AOAC)

Se procesaron las muestras de leche segin metodologia (ver anexo B).

Materiales y equipo

Pipetas de 1 mL estériles -
Pipeteador

Pipeta repetidora de 1000uL -
Puntas descartables de 1000uL

Tubos de Ensayo (18 x 150) mm con tapén

de rosca

Gradillas

Stomacher

Esparcidores plasticos de placas petrifilm
(difusor)

Bolsas estériles para Stomacher

Bajalenguas estériles

Guantes, gorros, mascarilla

Balanza semianalitica

Incubadora 35 +1° C

Contador de colonias

Cepa de E. coli ATCC 25922 o su
equivalente

Cepa de Salmonella typhimurium ATCC
14028 o su equivalente.

Medios y reactivos
Agua dilucién fosfato buferada de
Butterfield

Placas Petrifilm para recuento de

E. coli/coliformes
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Procedimiento:

Preparacion de la muestra

Se midieron 25 mL de muestra en bolsa estéril y se adicion6 225 mL de
agua buferada de Butterfield, agitandose en Stomacher por 30 segundos
para homogenizar y luego se traseg6é el homogenizado al frasco de
dilucion y se cierra la bolsa.

Se prepararon series de diluciones de 1:10, 1:100.

Inoculacion

Se colocé la placa Petrifilm para el conteo de E.coli/coliformes en una

superficie plana y nivelada.

Se procedi6 a levantar la pelicula superior y con la pipeta perpendicular
se dispensé 1 mL de la suspension de la muestra en el centro de la
pelicula inferior de la placa.

Luego se bajo la pelicula superior con cuidado, evitando introducir
burbujas de aire.

Posteriormente se colocé el difusor plastico con el lado plano hacia abajo
en el centro de la placa, presionando suavemente en el centro del difusor
para distribuir la muestra uniformemente.

Se retird el difusor y se dejo reposar la placa al menos un minuto para
permitir que se forme el gel.

Este procedimiento se repitid cada vez que se inoculé otra dilucién de la
muestra.

Finalmente se incubaron las placas a 35 = 1° C por 24 = 2 horas para

coliformes totales y un total de 48 + 2 horas para el conteo de E. coli.
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Lecturas y calculos

Conteo de coliformes totales: Las colonias rojas asociadas a formacion de
burbujas de gas se confirmaron como coliformes totales. Se contaron todas las
colonias en un rango contable de 15-150, donde las colonias rojas sin formacion
de gas no se contaron como organismos coliformes.

Conteo de E. coli: Las colonias azules o rojo azulado asociadas con burbujas de
gas como colonias confirmadas E. coli, se multiplicaron por el factor de dilucion
utilizado. Se contaron todas las colonias en un rango contable de 15-150.
Cuando en las placas el niumero de colonias fue mayor a 150, se hizo un
recuento estimado. Se determind el promedio de colonias en un centimetro
cuadrado y se multiplicé por 20 para obtener el recuento total de la placa. Ya
que el area de crecimiento de las placas Petriflm es de aproximadamente 20

cm2.

4.3.2 Determinacién de E. coli en ensilado por recuento en placa Petrifilm
(Método 991.14 AOACQC)

Se procesaron las muestras de ensilado segin metodologia (ver anexo B).

Materiales y equipo Medios y reactivos
- Pipetas de 1 mL estériles - Agua dilucién fosfato buferada de
- Pipeteador Butterfield
- Pipeta repetidora de 1000uL - Placas Petrifilm para recuento de
- Puntas descartables de 1000uL E. coli/coliformes

- Tubos de Ensayo (18 x 150) mm
con tapdn de rosca

- Gradillas

- Stomacher

- Esparcidores plasticos de placas



petrifilm (difusor)

Bolsas estériles para Stomacher
Bajalenguas estériles

Guantes, gorros, mascarilla
Balanza semianalitica
Incubadora 35 +1° C

Contador de colonias

Cepa de E. coli ATCC 25922 o su
equivalente

Cepa de Salmonella typhimurium
ATCC 14028 o su equivalente

Procedimiento:

Preparacion de la muestra
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Se pesaron 25 gramos de muestra en bolsa estéril y se le agregd 225 mL

de agua buferada de Butterfield, se agité en Stomacher por 30 segundos

para homogenizar y luego se trasegé el homogenizado al frasco de

dilucion, posteriormente se tapo.

Se prepararon unas series de diluciones de 1:10, 1:100, las diluciones

que fueron necesarias.

Inoculacion

Se colocaron las placas Petrifilm para el conteo de E. coli /coliformes en

una superficie plana y nivelada.

Se procedio a levantar la pelicula superior y con la pipeta perpendicular

se coloc6 1 mL de la suspension de la muestra en el centro de la pelicula

inferior de la placa.
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- Luego se bajo la pelicula superior con cuidado, evitando introducir
burbujas de aire.

- Se coloco el difusor plastico con el lado plano hacia abajo en el centro de
la placa, se presiond suavemente en el centro del difusor para distribuir
la muestra uniformemente. Con el cuidado de no deslizar el difusor
sobre la placa.

- Luego se retir6 el difusor y dejé reposar la placa al menos un minuto para
permitir que se forme el gel.

- Este procedimiento se repitié cada vez que se inoculo, otra dilucion de la
muestra.

- Finalmente se incubaron las placas a 35 = 1° C por 24 + 2 horas para

coliformes totales y un total de 48 + 2 horas para el conteo de E. coli.

Lecturas y célculos

Conteo de coliformes totales: Las colonias rojas asociadas a formacion de
burbujas de gas se confirmaron como coliformes totales. Se contaron todas las
colonias en un rango contable de 15-150. Las colonias rojas sin formacion de
gas no se consideraron como organismos coliformes.

Conteo de E. coli: Se contaron las colonias azules o rojo azulado asociadas con
burbujas de gas como colonias confirmadas E. coli y se multiplicé por el factor
de dilucién utilizado. Se contaron todas las colonias en un rango contable de
15-150.

No se contaron las colonias que aparecen en la barrera de espuma, debido a
gue éstas se encuentran lejos de la influencia selectiva del medio, ya que
cuando el numero de colonias es mayor a 150, se realiza un recuento estimado.
Finalmente, se determind el promedio de colonias en un centimetro cuadrado y
multiplicé por 20 para obtener el recuento total de la placa. El area de

crecimiento de las placas Petrifilm es de aproximadamente 20 cm?.
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4.3.3 Determinacion de E. coli en superficies vivas e inertes (Método
991.14 AOAC)

Se procesaron las muestras de ensilado segin metodologia (ver anexo B).

Materiales y equipo

Pipetas de 1 mL estériles
Pipeteador

Pipeta repetidora de 1000uL
Puntas descartables de 1000uL
Tubos de Ensayo (18 x 150)
mm con tapon de rosca
Gradillas
Stomacher
Esparcidores  plasticos de
placas Petrifilm (difusor)

Bolsas estériles para
Stomacher

Bajalenguas estériles

Guantes, gorros, mascarilla
Balanza semianalitica
Incubadora 35 +1° C

Contador de colonias

Cepa de E. coli ATCC 25922 o
Su equivalente
Cepa de Salmonella
typhimurium ATCC 14028 o su

equivalente.

Medios y reactivos
Agua dilucion fosfato buferada
de Butterfield

Placas Petrifilm para recuento

de E. coli/coliformes
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Inoculacion

- Se colocaron las placas Petrifilm para el conteo de E. coli en una
superficie plana y nivelada.

- Se procedi6 a levantar la pelicula superior y con la pipeta perpendicular
se agregd 1 mL de la suspension de la muestra hisopada, en el centro de
la pelicula inferior de la placa.

- Luego se bajo la pelicula superior con cuidado, evitando introducir
burbujas de aire.

- Se colocé el difusor plastico con el lado plano hacia abajo en el centro de
la placa, presionando suavemente en el centro del difusor para distribuir
la muestra uniformemente. Con el cuidado de no deslizar el difusor
sobre la placa.

- Se retir6 el difusor y se dej6 reposar la placa al menos un minuto para
permitir que se forme el gel.

- Este procedimiento se repitid cada vez que se inocule otra dilucidn de la
muestra.

- Se incubaron las placas a 48 + 2 horas para el conteo de E. coli.

Lecturas y calculos

Conteo de coliformes totales: Las colonias rojas asociadas a formacion de
burbujas de gas se confirmaron como coliformes totales. Se contaron todas las
colonias en un rango contable de 15-150. Las colonias rojas sin formacion de
gas no se contaron como organismos coliformes.

Conteo de E. coli: Se contaron las colonias azules o rojo azulado asociadas con
burbujas de gas como colonias confirmadas E. coli y se multiplicaron por el
factor de dilucion utilizado. Se contaron todas las colonias en un rango contable
de 15-150.



48

No se contaron las colonias que aparecen en la barrera de espuma, debido a
gue éstas se encuentran lejos de la influencia selectiva del medio. Cuando el
namero de colonias fue mayor a 150, se realizé un recuento estimado.

Se determiné el promedio de colonias en un centimetro cuadrado y se multiplicd
por 20 para obtener el recuento total de la placa. Ya que el area de crecimiento

de las placas Petrifilm es de aproximadamente 20 cm?.

4.3.4 Determinacion de Salmonella spp en leche y ensilado (BAM, FDA
Ch.5 Online)

Para realizar esta prueba, se procesaron las muestras de leche y ensilado

segun metodologia descrita (ver anexo A).

Materiales y equipo

Pipetas estériles de 1 mL, 10 mL
(descartables o de vidrio)
Micropipetas con capacidad de
100pL, 200 pL y/o 1000 pL.
Pipeteador

Cajas de petri 100 x 15 mm, de
una cavidad. Descartable

Tubos de vidrio con tapdn de
rosca de 20x150 mm

Tubos de vidrio con tap6n de
rosca de 13x100 mm

Frascos de vidrio con tapon de
rosca con capacidad para 250
mL o 500 mL

Bafio de agua a 43+0.2° C, 42 +
0.2°

Medios y reactivos

Agua peptonada 1%

Caldo Rappaport — Vassiliadis
(CRV)

Caldo Tetrationato verde brillante
(MKTTn)

Agar Sulfito Bismuto (SB)

Agar Xilosa - Lisina-
Desoxicolato (XLD)

Agar Hektoen (HE)

Agar MacConkey (McC)

Agar tripticasa soya (TSA)

Caldo tripticasa soya (TSB)
Leche descremada en polvo
reconstituida

Agar hierro triple aztcar (TSI)



Incubadora 35° £1° C

Contador de colonias

Stomacher

Bolsas para Stomacher

Asas bacterioldgicas en anillo (de
3 mm o 10 pL) o palillos estériles
Asas bacterioldgicas en punta
Puntas descartables de 100uL,
200 pyL y 1000 pL.

Mechero Bunsen

Cucharas, pinzas o bajalenguas
estériles para la transferencia de
muestras de alimentos

Balanza semianalitica

Agitador Vortex

Gradilla

Guantes, gorros, mascarillas
Cabina de flujo laminar

Autoclave

Preparacion de muestra
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Agar Hierro Lisina (LIA) inclinado
Caldo urea

Agua verde brillante (Preparar el
agua verde brillante afiadiendo 2
mL de solucion verde brillante 1
% por 1000 mL de agua destilada
esteril).

Solucién de Verde brillante al 0.1
% (preparado con agua estéril)
Solucion de verde brillante 1%
Solucion de yodo/yoduro
(preparado con agua estéril)
Galeria bioquimica miniaturizada

(API 20E)

Se pes6d asépticamente 25 g o mL de muestra y se mezcld con 225 mL de Agua

peptonada 1%.

Enriquecimiento

Se agito cuidadosamente el cultivo de pre-enriquecimiento.

Se incubaron los medios para enriquecimiento selectivo.
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Se transfirid 0.1 mL del cultivo obtenido del pre-enriquecimiento a un
tubo con 10 mL de CRV y se incub6 a 42°C + 0.2 °C durante 24 h £ 2 h.
Agitandose con Vortex.

Previo a su uso, se adicion6 a 10 mL de caldo MKTTn, 100 puL de
solucién verde brillante 0.1 % y 200 uL de solucién yodo/yoduro.

Se transfirio 1 mL del cultivo obtenido del pre-enriquecimiento a un tubo
con 10 mL de MKTTn e incubar a 35°C + 2.0 °C durante 24 h £ 2 h.

Agitandose con Vortex.

Aislamiento e identificacién de Salmonella spp

b)

A partir de los cultivos obtenidos en los distintos caldos selectivos se
procedié a estriar con asa o palillos de madera estériles, en placas de
Petri que contengan Agar SB, Agar XLD, y Agar HE.

Incubando durante 24 h+2 h a 35°C + 1° C.

Al haber examinado las placas después de la incubacién para la
determinacion de la presencia de colonias que pueden ser Salmonella; la
morfologia tipica de las colonias de Salmonella, se describe a

continuacion:

Agar entérico Hektoen (HE). Colonias azul-verdosas a azules con 0 sin
centro negro. Muchos de cultivos de Salmonella pueden producir
colonias con centro negro grande, brillante, o pueden aparecer casi

completamente negras.

Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD): Colonias rosadas con o sin centro
negro. Muchos de los cultivos de Salmonella pueden producir colonias
con centro negro grande, brillante, o pueden aparecer casi

completamente negras.
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¢) Agar Sulfito bismuto (SB): Colonias café, grises o negras; a veces tienen
brillo metalico. El medio alrededor usualmente se torna café al principio,
pero puede volverse negro cuando el tiempo de incubacion aumenta,

produciendo el llamado “efecto halo”.

Confirmacion bioquimica

- Se tomaron 2 colonias con aspecto tipico de Salmonella a partir de cada
uno de los medios selectivos utilizados.
- Con un asa en punta estéril, se toco ligeramente el centro de la colonia a

ser aislada, y se inoculd en Agar inclinado TSIy Agar inclinado LIA.

Agar TSI: Se inocul6 utilizando asa en punta por estriado del bisel y puncioné
en el fondo. Incubandose los tubos con las tapas sin apretar para mantener
condiciones aerébicas durante la incubacion y asi prevenir la produccién

excesiva de H2S. Posteriormente se incub6 a 35°C + 1°C durante 24 h + 2 h.

Agar LIA: Con la misma asa y sin flamear, se inocul6 en Agar LIA inclinado por
puncion en el fondo dos veces y luego se procedid a estriar el bisel.
Incubandose los tubos con las tapas sin apretar para mantener condiciones

aerdbicas durante la incubacion y asi prevenir la produccion excesiva de H2S.

Posteriormente se incub6 a 35°C £ 1°C durante 24 h £ 2 h. (El agar inclinado
LIA contiene un fondo profundo de alrededor 4 cm, ya que la reaccion de la
descarboxilacion de lisina es estrictamente anaerobia). Finalmente se

almacenaron las placas de agar selectivo en refrigeracion.
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El género Salmonella produjo en TSI reaccion alcalina (color rojo-rosado) en el
bisel y coloracion amarilla en el fondo, con produccion de H2S (ennegrecimiento
del agar) y gas. En LIA el medio se mantuvo morado y hubo produccion de H2S

(ennegrecimiento del agar).

Identificacién de Salmonella

Cultivos mixtos. Se estriaron los cultivos de Agar TSI que parecian ser mixtos
en agar MacConkey, agar HE o agar XLD. Incubandose a 35°C + 1°C durante
24 h £ 2 h. Posteriormente se examinaron las placas para la presencia de

colonias sospechosas de Salmonella:

Agar MacConkey: Colonias tipicas aparecen transparentes e incoloras, a veces

con centro negro.

Agar HE y Agar XLD: Se transfirio al menos 2 colonias sospechosas de

Salmonella a TSIy LIA.

Cultivos puros

Prueba de Ureasa. Con asa en punta estéril, se inocul6 el crecimiento de cada
prueba presuntiva positiva de TSI, en tubos conteniendo Caldo Urea.
Incubandose a 35°C + 1°C durante 24 h £ 2 h. Ya que de vez en cuando,
algunos tubos con caldo urea sin inocular se tornan rojo-purpura (prueba
positiva) estando en reposo, ademas se incluyd tubos de dicho caldo sin

inocular como control. Incubandose a 35°C + 1°C durante 24 h + 2 h.
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Finalmente, de resultar reacciones tipicas a Salmonella en TSI, LIA y Urea.
Alternativamente a la bioquimica convencional, se pueden utilizar kits
bioguimicos comerciales (APl 20E, Enterotubo Il, Enterobacteriaceae I, Micro-
ID o Vitek 2 GN), para identificacion del género Salmonella. Por lo que se
montan los materiales y se preparan los reactivos necesarios para el kit
respectivo. Se inoculé cada unidad acorde a las instrucciones del fabricante,
incubando por el tiempo y la temperatura especificados. Se afadieron los
reactivos (en caso aplique), observando y registrando los resultados. De
acuerdo con los resultados se indicé presencia o ausencia de Salmonella

spp/25 g o mL.

4.3.5 Determinacién de Salmonella spp en superficies vivas e inertes
(BAM, FDA Ch.5 Online)

Para realizar esta prueba, se procesaron las muestras de hisopado en ubres y
superficies (ver anexo A). La muestra se encontraba en un tubo con hisopo
conteniendo caldo neutralizante y se incubd a una temperatura de 35°C por 24

horas.

Enriguecimiento

- Se transfiri6 0.1 mL del cultivo obtenido del pre-enriquecimiento a un
tubo con 10 mL de CRV y se incub6 a 42°C £ 0.2 °C durante 24 h + 2 h.
Agitandose con Vortex.

- Previo a su uso, se adicion6 a 10 mL de caldo MKTTn, 100 pyL de
solucion verde brillante 0.1 % y 200 pL de solucion yodo/yoduro.

- Se transfirid6 1 mL del cultivo obtenido del pre-enriqguecimiento a un tubo
con 10 mL de MKTTn y se incubd a 35°C = 2.0 °C durante 24 h = 2 h.

Agitandose con Vortex.
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Aislamiento

A partir de los cultivos obtenidos en los distintos caldos selectivos se
estriaron con asa o palillos de madera estériles, en placas de Petri que
contenian agar SB, agar XLD, y agar HE.

Se incubd durante 24 h+2 ha 35°C + 1° C.

Al haber examinado las placas después de la incubacién para la
determinacion de la presencia de colonias que pueden ser Salmonella; la
morfologia tipica de las colonias de Salmonella se describié a

continuacion:

a) Agar entérico Hektoen (HE). Colonias azul-verdosas a azules con o sin

centro negro. Muchos de cultivos de Salmonella pueden producir
colonias con centro negro grande, brillante, o pueden aparecer casi

completamente negras.

b) Agar xilosa-lisina-desoxicolato (XLD): Colonias rosadas con o sin centro

negro. Muchos de los cultivos de Salmonella pueden producir colonias
con centro negro grande, brillante, o pueden aparecer casi

completamente negras.

c) Agar sulfito bismuto (SB): Colonias café, grises 0 negras; a veces tienen

brillo metalico. EI medio alrededor usualmente se torna café al principio,
pero puede volverse negro cuando el tiempo de incubacién aumenta,

produciendo el llamado “efecto halo”.

De acuerdo con los resultados indicar presencia o ausencia de

Salmonella spp/25 g o mL.

Se procesaron las muestras en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del

Ministerio de Agricultura y Ganaderia a través de sus metodologias acreditadas,

debido a la falta de disponibilidad de los laboratorios de la Universidad de El

Salvador, por el cierre sus instalaciones por juegos deportivos.
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Resultados y analisis de datos de laboratorio.

La informacion recolectada se analizo inicialmente a través de una regresion
lineal estableciendo la relacion entre la abundancia de los diferentes
microorganismos en leche y en el ensilado. Se utilizé la zona como covariable y
la granja como efecto aleatorio en un modelo mixto. También se realizdé un
analisis de componentes principales para establecer las relaciones entre todas
las variables dependientes e independientes. Todos los andlisis se realizaron en

el programa R (version 4.1.3).



CAPITULO V
RESULTADOS Y DISCUSION DE RESULTADOS
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5.1 Presentacioén de resultados y discusion de resultados

A patrtir de los resultados obtenidos del analisis microbioldgico para la deteccion
de E. coli y Salmonella spp de muestras de ensilado, leche, hisopado de
superficie y ubre, de las nueve ganaderias de estudio, se presentan a través de
tablas para el analisis de datos por medio de la identificacion de crecimiento de
E. coli y presencia de Salmonella spp en las diferentes muestras de las

ganaderias de estudio.

Tabla 5

Crecimiento de E. coli en las diferentes muestras de las ganaderias de estudio

Region Ganaderia Ensilado Leche cruda Ubre Superficie
Paracentral 1 2000 UFC/g <10 UFC/mL 420 UFC/mL <10 UFC/mL
Paracentral 2 <10 UFC/g 30 UFC/mL 35 UFC/mL 240 UFC/mL
Paracentral 3 280 UFC/g 10 UFC/mL 1600 UFC/mL 60 UFC/mL

Central 4 <10 UFC/g 20 UFC/mL 10 UFC/mL 15 UFC/mL

Central 5 <10 UFC/g 10 UFC/mL 10 UFC/mL 290 UFC/mL

Central 6 10 UFCl/g <10 UFC/mL 45 UFC/mL 10 UFC/mL
Occidental 7 <10 UFC/g <10 UFC/mL <10 UFC/mL 260 UFC/mL
Occidental 8 <10 UFC/g <10 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL
Occidental 9 <10 UFC/g 120 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Del andlisis de las muestras de ensilado tomadas en diversas ganaderias, se
observa que, de las 9 muestras examinadas en el laboratorio, se encontré
crecimiento de E. coli en 3 de ellas (ver anexos M, O y R). Este hallazgo sugiere
una potencial fuente de contaminacién, especialmente considerando que el
ensilado se elabord en areas abiertas (utilizadas para el pastoreo del ganado),
donde diversos animales como perros, cabras y caballos podrian acceder
facilmente. Ademas, el proceso de produccién del ensilado no incluyé medidas

de impermeabilizacion del suelo. En contraste, en otras ganaderias se dispone
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de areas especificas impermeabilizadas y exclusivas para la elaboracion del

ensilado, con acceso restringido.

En relacion con los resultados de crecimiento de E. coli en la leche cruda, se
observa que este patégeno estuvo presente en muestras de 5 ganaderias. En 4
de estas, también se detecté contaminacidon en las ubres y superficies, lo que
sugiere posibles deficiencias en las practicas de higiene de las instalaciones
ganaderas. Teniendo un crecimiento de 120 UFC/mL en una de las muestras,
mientras que las otras 4 mostraron niveles entre 10 y 30 UFC/mL. El valor mas
alto podria indicar la presencia de otros factores o fuentes de contaminacion,
los cuales no se incluyeron en los objetivos del estudio y, por lo tanto, no se

puede confirmar con certeza.

En la actualidad no se cuenta con legislacion nacional referente a los limites
maximos permisibles de E. coli en leche cruda de vaca; pero teniendo como
referencia el Real Decreto 1086/2020 de la Unién Europea, en donde se
determinan los requisitos en relacién con la comercializacion de leche cruda
destinada a la venta directa al consumidor; donde establece la no deteccion de

E. coli; al encontrarse una unidad en la muestra, el resultado es insatisfactorio.

Los resultados de los hisopados de ubre y superficies revelaron crecimiento de
E. coli en seis muestras de hisopado de ubre y otras seis muestras de hisopado
de superficie. Estos hallazgos reflejan las deficiencias observadas durante las
visitas de campo, donde los ordefiadores no aseguran una limpieza adecuada

de las ubres durante el ordefio.

Ademas, no se remueve el exceso de excremento de las patas del ganado ni se

realiza una limpieza previa del area donde se lleva a cabo esta practica. Estas
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practicas inadecuadas aumentan significativamente el riesgo de contaminacion
de la leche debido a las deficientes condiciones higiénicas y la ausencia de un

programa de buenas practicas de ordefio.

Unicamente en la Ganaderia 8 no se detect6 crecimiento de E. coli en ninguna
de las muestras analizadas. Esto se atribuye al hecho de que dicha ganaderia
dispone de un espacio exclusivo para el ordefio, donde se realiza una limpieza
y desinfeccién del area de ordefio. Ademas, implementan un protocolo de
lavado de ubres, patas y cola del ganado antes de ingresar al area de ordefio

(ver anexo T).

De acuerdo con Fuentes-Cot0,2013, en su estudio sobre analisis microbiol6gico
de leche de origen organico: atributos deseables para su transformacion;
establece que la presencia de E. coli, es un indicador de que hay problemas de
contaminacion durante el proceso. Dicha contaminacion segun El Center for
Food Security and Public Health, 2009, reporta que E. coli enterohemorragica
causa diarrea o colitis hemorragica en los humanos, siendo los bovinos y
ovejas, el principal reservorio, ya que se infectan sin presentar sintomas y
eliminan el organismo en las heces. Los humanos lo adquieren por contacto
directo con los animales portadores, sus heces y el suelo o con el agua
contaminada, a través de productos derivados de animales o vegetales

contaminados.
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Tabla 6
Presencia de Salmonella spp en las diferentes muestras de las ganaderias de
estudio
Region Ganaderia Ensilado Leche cruda Ubre Superficie
Paracentral 1 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Paracentral 2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Paracentral 3 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Central 4 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Central 5 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Central 6 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 7 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 8 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 9 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

De las muestras analizadas para la determinacién de Salmonella spp que en las

ganaderias no hubo presencia de Salmonella spp en las diferentes muestras

analizadas. A pesar de que en las ganaderias también se encontraban aves de

traspatio, entre estos, pollos, patos y otros, que andan libres. De acuerdo con el

Manual Terrestre de la OMSA, 2018, la Salmonelosis humana es una de las

enfermedades zoonéticas mas frecuentes y de importancia econémica. Segun

CDC, 2013, se estima que en Estados Unidos se enferman cada afio mas de

1.2 millones de personas por esta enfermedad, ocasionando méas de 23,000

hospitalizaciones y 450 muertes, causadas mas frecuentemente por una

gastroenteritis.



61

Tabla7
Practicas de ordefio identificadas en las ganaderias de estudio
o ) Lavado Lavado, secado y

Limpieza en area Lavado de
. i} . correcto de - sellado de

Region Ganaderia de ordefio utensilios
manos pezones
Paracentral 1 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia
Paracentral 2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Paracentral 3 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia
Central 4 Ausencia Presencia Ausencia Ausencia
Central 5 Presencia Presencia Ausencia Presencia
Central 6 Ausencia Presencia Ausencia Presencia
Occidental 7 Presencia Presencia Ausencia Presencia
Occidental 8 Presencia Presencia Presencia Presencia
Occidental 9 Ausencia Ausencia Ausencia Presencia

De las ganaderias donde se tomaron las muestras del estudio, se logro
observar que no todas realizaban buenas practicas de ordefio. De las cuales
algunas efectuaban la limpieza en el area correcta para el ordefio, pero otras no
contaban con instalaciones adecuadas y no permitian la eficiente limpieza; asi
como no practicaban la adecuada limpieza de manos de los ordefiadores y el
lavado de utensilios y pezones se realiz6 con agua de consumo para el ganado,

variable que no fue incluida en los resultados obtenidos.

5.2. Andlisis estadistico de los resultados

5.2.1 Regresion lineal simple

La regresion lineal indica que el modelo no muestra una relacion significativa
entre la variable dependiente (leche) y la variable independiente (ensilado),

dado que el valor p asociado con el coeficiente de ensilado es alto (0.596), lo
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gue sugiere que no hay suficiente evidencia para rechazar la hipétesis nula de
gue el coeficiente es igual a cero. Ademas, el R-cuadrado relativamente bajo
(0.04211) indica que el modelo no explica mucha variabilidad en la variable
dependiente.

La relacion de la variable dependiente y la variable independiente (ubre), existe
una variabilidad del 3.51%, lo que indica que el modelo no explica mucha
variabilidad en la variable dependiente basada en las variables independientes

incluidas en el modelo.

En cuanto a la regresion lineal, de la variable independiente (superficie), existe
una variabilidad del 4.34%, lo cual no explica mucha variabilidad con la variable
dependiente. Esto sugiere que no hay suficiente evidencia para rechazar la
hip6tesis nula.

De acuerdo a los datos obtenidos, se puede observar que las variables
independientes no se identificaron como responsables de la contaminacion de
la leche; lo cual indica que podrian haber otras variables que no fueron
consideradas en el estudio, que pudieran estar relacionada con la variable
dependiente; segun algunos estudios consultados, una fuente de contaminacién
de la leche est& relacionado con la contaminacion por el estiércol del ganado,

esto debido al manejo inadecuado en las ganaderias.

También podemos decir que el nimero de unidades de estudio fue muy limitado
para poder establecer una diferencia notable y poder ampliar el analisis y la
relacion entre las variables de estudio; esto debido a que no se contaba con
mas presupuesto para ampliar el numero de ganaderias; ademas, del limitado

acceso a las ganaderias por la reserva en el manejo de la agroindustria,
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también el encontrar ganaderias con las caracteristicas definidas en el estudio
(ordefio manual, sistema estabulado y con alimentacion del ganado lechero con

ensilado) conllevé a encontrar ganaderias distantes entre ellas.

5.2.2 Andlisis de clusterizacién

A partir de los datos obtenidos se formaron tres clusters, los cuales se

representan graficamente de la siguiente forma:

Figura 4

Clusters encontrados en el analisis
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Utilizando el programa R (versidon 4.1.3), se llevaron a cabo analisis de clusters
para agrupar las ganaderias segun los resultados de las muestras de E. coli
gue mostraron valores destacados en comparacion con el resto. A continuacion,
se presenta la conformacion de los clisters y su analisis:

Cluster 1: Ganaderia 9 se distingue por el mayor crecimiento de E. coli en la
muestra de leche analizada, destacandose significativamente respecto a otras

ganaderias. Una caracteristica de este cluster es que en las muestras tomadas
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en dicha ganaderia solamente presentd crecimiento de E. coli, en la muestra de
leche; lo que pudiera indicar una contaminacion puntual, para lo cual se debe
realizar una inspeccion en el area de almacenamiento de la leche y poder

corregir alguna deficiencia (ver anexo U).

Cluster 2: Ganaderia 2, Ganaderia 4, Ganaderia 5, Ganaderia 6, Ganaderia 7 y
Ganaderia 8 muestran variaciones en los resultados de crecimiento de E. coli,
sin formar un patron claro que permita agruparlas en un clister diferenciado
(ver anexos N, P, Q y S). La identificacion de contaminacién por E. coli en
diferentes muestras en las ganaderias, requiere que se implementen un
programa de buenas practicas de ordefio, asi como identificar las posibles

fuentes de contaminacion y tomar las medidas necesarias para eliminarlas.

Cluster 3: Ganaderia 1 y Ganaderia 3 se agruparon debido al notable
crecimiento de E. coli en sus muestras, valores que son significativos en
comparacion con el resto de las muestras y ganaderias: 2000 UFC/mL en
muestra de ensilado y 1600 UFC/mL en muestra de hisopado de ubre. Este
cluster se caracteriza por presentar los valores mas altos de E. coli, en estas
ganaderias se debe realizar una inspeccion para identificar la fuente de

contaminacion y tomar las medidas necesarias para la eliminacién de estas.

5.2.3 Andlisis de componentes principales

Se llevd a cabo un analisis de componentes principales para explorar la
variabilidad de los datos en relacién con las variables de estudio, con el fin de
determinar posibles relaciones directas entre ellas. Los resultados de este

analisis se presentan en la Figura 5.
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Figura5

Relacion entre las distintas variables estudiadas dentro de los componentes

principales
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Segun la representacion grafica del andlisis de componentes principales, en la
dimensién Dim1 se observa que refleja el 38.4% de la variabilidad de los datos,
indicando la relaciéon entre las variables de estudio. En la figura, se puede notar
que el ensilado y la ubre estan alineados en la misma direccion y muy préximos
entre si. Esto sugiere la posibilidad de una fuente comun de contaminacion, la
cual puede ser el estiércol de ganado, debido al mal manejo y disposicion final
del mismo; asi como la falta de limpieza del area de ordefio y la deficiente
limpieza de ubres y pezones. Ademas, durante las visitas a las diferentes
ganaderias, se observd que los lugares de elaboracion y almacenamiento del
ensilado estan abiertos y accesibles al ganado, el cual pasta brevemente antes
de ser confinado en corrales. Esta situacion facilita la contaminacion del

ensilado con E. coli a través de las heces del ganado (ver anexo J).
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Asimismo, las ubres del ganado pueden contaminarse, especialmente en los
corrales que carecen de un adecuado sistema de drenaje y presentan
deficiencias en la limpieza. Es importante considerar que los bovinos son
reservorios primarios de E. coli. Segun Narvaez-Bravo, 2017 en su estudio
sobre el "Aislamiento de Escherichia coli en muestras de heces de ganado
bovino de doble propdsito”, encontrd aislamientos de 6 cepas de E. coli, lo que
representd el 1.94% de muestras positivas. Aunque todo el ganado estaba
asintomatico, el estiércol del ganado podria ser una fuente potencial de

contaminacion tanto para el ensilado como para las ubres.

En relacion con la Dim2, esta dimensiona la variabilidad de los datos en un
30.2%. Al observar el gréfico, se nota que la variable superficie y leche estan en
la misma dimension, pero en direcciones opuestas, lo cual sugiere que no hay
una relacion directa entre estas variables. Lo anterior se puede deber a que
existen otras condiciones que pueden estar influyendo en la contaminacion por
E. coli en estas variables; como puede ser, la contaminacién de las superficies
donde se recolecta la leche, ésta podria estar relacionada con practicas
inadecuadas de lavado y almacenamiento de los recipientes, ya que una
deficiente limpieza puede favorecer el crecimiento bacteriano en las superficies
de los utensilios por las condiciones de humedad y temperatura, mas aun si
quedan con residuos de leche que pueden ser un ambiente propicio para la

reproduccion de bacterias.

Es importante considerar que el agua utilizada para la limpieza en las
instalaciones de las ganaderias proviene principalmente de pozos u otros
reservorios de agua superficial, los cuales no reciben tratamiento de
desinfeccién previo. Esta falta de agua segura para la limpieza y desinfeccion
de los recipientes utilizados en la recoleccion de la leche podria propiciar el

crecimiento de microorganismos. Ademas, los recipientes se mantienen al aire
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libre sin medidas de proteccion adicionales, lo que puede contribuir ain mas a
la contaminacion. Por esa razon, se habia considerado analizar muestras de
agua para consumo en los animales, para determinar la presencia de
Salmonella spp y E. coli; sin embargo, debido a la metodologia realizada con
Petriflm en el Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del Ministerio de
Agricultura y Ganaderia, los resultados obtenidos no son validos ya que el
Reglamento Técnico Salvadorefio de agua de consumo humano estd basada
en la guia de la calidad del agua de la Organizacion Mundial de la Salud, donde
no coincide la cantidad de muestra analizada con la que establece el RTS, por

eso se considerd no incluir los resultados obtenidos (ver anexos Ky L).

Figura 6

Biplot de las variables estudiadas y las ganaderias monitoreada
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En la figura 4 se observan las ganaderias que muestran una relacion cercana
en cuanto al crecimiento de UFC/mL de E. coli en las variables de estudio. La
Ganaderia 1 destaca por presentar un alto crecimiento de E. coli en ensilado,
con 2000 UFC/mL. La Ganaderia 3 muestra un notable crecimiento de E. coli en

ubre, con 1600 UFC/mL. Las ganaderias 2, 5y 7 registran valores de E. coli en
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superficie entre 240 y 290 UFC/mL. La Ganaderia 9 exhibe el mayor
crecimiento de E. coli en leche, con 120 UFC/mL. Las Ganaderias 4 y 6 se
sitian cerca del vértice, con valores de crecimiento de E. coli en las diversas
muestras entre 10 y 45 UFC/mL, sin clasificarse en una variable de estudio
especifica. Por ultimo, la Ganaderia 8 se encuentra en el vértice debido a que
los resultados reflejados son <10 UFC/mL para todas las variables de estudio.
Esta figura es de utilidad para poder identificar las variables que se relacionan
mas entre ganaderias y la similitud de las mismas, lo cual nos ayuda a la toma
de decisiones para poder establecer las posibles fuentes de contaminacion y
tomas las medidas correctivas y asi disminuir la probabilidad de contaminacion

de la leche, y evitar el riesgo de adquirir enfermedades gastrointestinales.
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Conclusiones
Las variables independientes (ensilado, ubre y superficie) y la variable
dependiente (leche) no reflejan una relacion significativa en términos de
la contaminacion por E. coli. Por lo que otros factores pueden estar
influyendo en la contaminaciéon de la leche, los cuales pueden

considerarse en estudios futuros.

La contaminacion del ensilado por E. coli, puede estar relacionado a una
contaminacion por estiércol del ganado, ya que se encuentran
pastoreando en los lugares donde tienen almacenado el ensilado. De
acuerdo con estudios consultados el principal reservorio de E. coli, es el

ganado y se ha detectado la presencia en el estiércol.

Las inadecuadas préacticas de la limpieza y desinfeccion de las
instalaciones, ubres y equipo de ordefio, contribuye a la carga de E. coli

en las ubres del hato lechero.

La falta de implementacion de programas de limpieza de utensilios, asi
como de las instalaciones puede aportar al crecimiento de E. coli en la
superficie de los recipientes donde se colecta la leche, sumado a que no

cuentan con agua segura para realizar este procedimiento.

La determinacion de Salmonella spp en las variables de estudio, no
refleja una contaminacion por este microorganismo, a pesar de que en
las ganaderias se encontraban aves de corral. No se puede confirmar la
presencia de Salmonella spp porque no se analizaron otras variables en

el presente estudio.
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Recomendaciones
Las ganaderias deben implementar buenas practicas de ordefio, con el
objetivo de disminuir el riesgo de contaminacion por microorganismos

patégenos.

Contar con agua segura para el uso dentro de la ganaderia, que haya
pasado por un sistema de desinfeccion, para evitar que el agua utilizada,

sea la fuente de contaminacion de la leche.

Implementar programas de limpieza y desinfeccion eficientes en todas

las areas de las ganaderias, principalmente en el area de ordefio.

Los recipientes y equipos que se utilizan para la recoleccion de la leche

deben desinfectarse previamente y resguardarse en un lugar seguro.

Garantizar una buena fermentacion del ensilado, asi como evitar dejarlo
descubierto a la intemperie ya que es susceptible a contaminacién por la

defecacién de animales y crecimiento de microorganismos patégenos.

Brindar capacitaciones al personal que realiza las practicas de ordefio,

con el objetivo de actualizarse con las nuevas tecnologias.

El personal a cargo del ordefio debe realizarse periédicamente
examenes clinicos, para evitar que sean portadores de alguna

enfermedad y pueda ser transmitida a la leche.
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Glosario
Aerdbico: Una bacteria aerdbica que requiere de oxigeno para crecer y
sobrevivir.
Agente etioldgico: Organismo bioldgico (virus, bacteria, hongo o parasito) capaz
de producir enfermedad ya sea directa o0 a través de sus toxinas.
Anaerdbico: Una bacteria anaerdbica es un microorganismo que es capaz de
sobrevivir y multiplicarse en ambientes que no tienen oxigeno.
Buenas Practicas de Ordefio: Es la ejecucion de actividades que cumplen los
requisitos minimos para obtener leche apta para el consumo humano y luego
procesarla adecuadamente al elaborar productos lacteos.
Células somaticas: Células del cuerpo animal, presentes a bajos niveles en la
leche normal.
Coliformes: Las bacterias coliformes constituyen un conjunto de especies
bacterianas que comparten mismas caracteristicas biogquimicas en comun y de
importancia relevante como indicadores de contaminacion del agua y alimentos.
Ensilado: Es el alimento para el ganado que se obtiene de los forrajes
hamedos, conservados en silos y transformados por fermentacion lactica.
Enfermedad Transmitida por los Alimentos: Enfermedades provocadas por el
consumo de agua o alimentos contaminados con microorganismos o parasitos.
Inocuidad: Es la caracteristica que garantiza que los alimentos no producen
dafio a la salud.
Intoxicacion: Es el efecto perjudicial que se produce cuando una sustancia
toxica se ingiere, inhala o entra en contacto con algin organismo.
Leche cruda: Es la leche de la vaca que no ha sido pasteurizada para eliminar
las bacterias dafiinas.
Mastitis: Consiste en la inflamacion de las glandulas mamarias o ubre en las
vacas, ocasionando disminucion de la produccion y en la calidad de la leche.
Microorganismo: Es un ser vivo muy pequefo que solo se pueden ver a traves

de un microscopio.
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Ordefio: Es el procedimiento de extraer la leche de las glandulas mamarias,
llamadas ubre. Puede realizarse de forma manual o mecanica.

Patdégeno: Es un microorganismo capaz de producir alguna enfermedad o dafio
en un huésped, sea animal o vegetal.

Salmonelosis: Es una enfermedad bacteriana comun que afecta el tubo
intestinal y producida por Salmonella.

Sapréfitas: Son organismos que obtienen alimento disuelto a partir de los
cuerpos muertos o en descomposicion de otros organismos.

Toxina: Es una sustancia venenosa de origen microbiano que mata células y
altera el crecimiento o desarrollo del organismo.

Ubre: Es el 6rgano mamario de las vacas y esta ubicado en el area inguinal.
Zoonosis: Es cualquier enfermedad o infeccion que es naturalmente

transmisible desde animales vertebrados al hombre.
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Anexo A

Determinacion de Salmonella spp en muestras de alimentos y superficies

Incubar 18- 24
ha37°C
_
Siembra con asa
) bacteriolégica en caldo
Pesar 25 g de muestra en Homogeneizar con 225 mL tetrationato o Vassiliadis
condiciones de asepsia de solucién diluyente y Caldo Selenito cistina

segun el tipo de muestra

Incubar 18- 24

U H N
.
Aislamiento en medios selectivos y
diferenciales (XLD, SS. Hecktoen, VB,
Incubar 18- 24 Sulfito bismuto)
ha37°C
Incubar 18- 24
ha37°C
_
Busqueda de colonias Resultados caracteristicos
tipicas Consultar Realizar bioquimicas
cuadro. 1 presuntivas Kligler y
LIA
i Resultados ha3rc . L
Confirmacion positivos para Siembra de bioquimicas
- —

serologica Salmonella complementarias: malonato
citrato, RM-VP, urea, $SIM,
manitol



Anexo B

Determinacion de E. coli por recuento en placa Petrifilm

b.

h.
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Anexo C

Ficha de toma de muestra de cada ganaderia

UNIVERSIDAD DE EL SALVADOR
FACULTAD DE QUIMICA Y FARMACIA
MAESTRIA EN MICROBIOLOGIA E
INOCUIDAD

DE ALIMENTOS
“IDENTIFICACION DE ESCHERICHIA COLI Y SALMONELLA SPP. EN
LECHE CRUDA Y SU RELACION CON EL ENSILADO COMO
FUENTE DE CONTAMINACION EN DIFERENTES REGIONES DE EL

SALVADOR’.

NUmero de ganaderia:
Nombre de ganaderia:
Ubicacion geogréfica:

[] Manual
Tipo de ordefio:

[ ] Mecéanico
Tipo de alimentacion:

] Potable
Origen del agua:

[] Pozou otro
¢Alimenta con ensilado?
Tipo de ensilado:
¢, Realiza Buenas Précticas de
Ordefio?

Toma de muestras
Caodigo de muestra:

Leche cruda Fecha de la toma:
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Ensilado

Agua

Hisopado de recipiente

Hisopado de ubre

Fecha de envio al laboratorio

Hora de la toma:
Cédigo de muestra:
Fecha de la toma:
Hora de la toma:
Caodigo de muestra:
Fecha de la toma:
Hora de la toma:
Caddigo de muestra:
Fecha de la toma:
Hora de la toma:
Cédigo de muestra:
Fecha de la toma:

Hora de la toma:
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Anexo D

Ficha para toma de muestra de leche
Materiales: Bolsas plasticas con cierre hermético
Hielera (a temperatura de 4°C)
Lapiz permanente
Rotular muestra: Caodigo
Nombre
Fecha y hora de recolecta

1. En una bolsa plastica con cierre hermético:

2. Recolectar 200 ml de leche:

3. Rotular y transportar en hielera al laboratorio:




Anexo E

Ficha para toma de muestra de ensilado
Materiales: Bolsas plasticas con cierre hermético
Hielera (a temperatura de 4°C)
Lapiz permanente
Rotular muestra: Caodigo
Nombre
Fecha y hora de recolecta

1. En una bolsa plastica con cierre hermético:

87

2. Recolectar 500 g de ensilado:

T X AR\ e
=% ividir en
- ..‘.. " cuartos
LOTE
sub-muestras
recogidas
‘h h Seleccionar dos

4 ﬂ - fe ‘ cuartos
‘ ' ‘, enfrentados
Mezclary
volver a dividir
en cuartos

Repetir los pasos anteriores
hasta obtener la muestra final
(500g2)

3. Rotular y transportar en hielera al laboratorio:



88

Anexo F

Ficha para toma de muestra de hisopado en superficie viva
Materiales: Pur-blue swab, HiCap Caldo Neutralizante
Hielera (a temperatura de 4°C)
Lapiz permanente
Rotular muestra: Caodigo
Nombre
Fecha y hora de recolecta

1. Enun tubo Pur-blue swab, HiCap Caldo Neutralizante:

(2

2. Tomar muestra de hisopado en ubres:

3. Rotular y transportar en hielera al laboratorio:

i'=.
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Anexo G

Ficha para toma de muestra de hisopado en superficie inerte

Materiales: Pur-blue swab, HiCap Caldo Neutralizante
Hielera (a temperatura de 4°C)
Lapiz permanente

Rotular muestra: Caodigo
Nombre
Fecha y hora de recolecta

1. Enun tubo Pur-blue swab, HiCap Caldo

Neutralizante: Hil

—

2. Tomar muestra de hisopado en recipientes:

3. Rotular y transportar en hielera al laboratorio:

i
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Anexo H

Ficha técnica de hisopos PUR-blue

SCIENTES INC

%CI'IARH

1. DESCRIPCION:

ff

& diferencia de los hisopos con punita de fibra tradicionales, los hisopos PUR-Blue wtilizan puntas de espuma de
poliuretano de grado médico que resisten el desgarro y el deshilachado, lo que lo comvierte en una mejor opcidn para
tomar muesiras de superficies rugosas. Fabricado segun estandares rigurosos consistentes, el polivretanc no es toxico
y estd libre de biocidas, lo gue mejora en gran medida la recuperacidn y liberacidn de los microorganismos
recolectados, sim ningun componente que pusda interferir con los métodos de prueba posteniores. Los hisopos PUR-
Blue contienen tampdn neutralizante para neutralizar los desinfectantes residuales en las superficies de los productos
alimenticios. Al neutralizar los desinfectantes residuales en la supsrficie de la muestra y mantensr la viabilidad de los
microorganismos recobectados por hasta 72 horas, los hisopos PUR-Blue ayudan a prevenir resultados falsos negativos
y cuantifican con precisian los microorganismos.

PUR-Blue ™ Swab Samplers esta disefiado para aywdar al usuario a fregar vigorcsamente una superficie para perturbar
y biofilm ascensor a coleccidn optimice de microorganismos. A diferencia del algoddn tradicional con fibra o los
hisopos con punta Dacron, FUR-Blue utiliza wn hisopo con punta de espuma de polivretano de alta tecnologia que
permite un muestreo facil de dreas muy pequeriaz y grandes (hazta 1 pie®). La punta de espuma resizte rasgaduras y
deshilachadaos, ko que la hace mejor para muestrear superficies rugosas. El eje mas grueso permite al usuano presionar
el hisopo firmemente sobre la superficie durante el muestreo. Usslo con un poste de extensidn para muestrear dreas
dificiles de alcanzar, lo que lo convierte en un disposiive de muestreo universal altamente adaptable.

2. COMPOSICION:

- Tubo plistico con tapa y swab con punta de espurma de poliuretano de grade médico,

- Mudltiples opciones de medios neutralizantes

- Preebas Cuantitativas (Caldo Neutralizante HiCap/ DE), Caldo Letheen 1.5 ml

- Pruebas Cualitativas [Caldo Meutralizante HiCap/,Caldo Letheen, Tampon neutralizante) 4, 5 o 10 ml
= Gamma irradiado

3. PRESENTACION COMERCIAL:

El Kit PUR-Blue Swab Sample contieng los reactivos v materiales necesarios para 100 test por kit.
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SLIEMLES INC

%CHARM

4, PERIODO DE VIDA UTIL:

El Kit PUR-Blue Swab Sample tiene un periodo de vida Ofil de 8 meses,

5. CAMPO DE LSOR

Los datos obtenidos del Kit PUR-Blue Swab Sample no deben usarse con fines de diagndstico o tratamiento humana.
El squipo no estd aprebado por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos ni por ninguna
otra agencia reguladora de EE. UU. O no estadounidense para su uso en diagndsticos o tratamientos humanos. El
sistema Kit PUR-Blue Swab Sample no debe usarse coma la Gnica base para evaluar [a seguridad de los productos para
su liberacion a los consumidores. La informacion generada solo se debe ufilizar junto con el programa regular de
garantia de calidad del usuario. No aprobado para diagndstico cdinico. Uso para investigacién y desarrollo, garantia de
calidad y control de calidad bajo supervision de personas técnicamente calificadas.

6. ALMACEMAMIENTO Y MAMNEND:

- Manejar de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio

- Mo coma, beba ni fume cuando use este producto,

- Ewitar el contacto con la piel y los ojes,

- Las botellas de lavado de ojos deben estar disponibles

- Lavese las manos despues de usar este producto.

- Mantenga los dispositivos de muestreo individuales sellados en una belsa con cierre hermatico, Almacene las cajas
£n un amblente seco a temperaturas ambiente,

7. ESTABILIDAD Y REACTIVIDAD:

Reactividad: No hay informacion disponible,

Estabilidad gquimica: se considera estable en condiciones normales

Paosibilidad de reacciones peligrosas: no se conocen reacciones peligrosas si se utiliza para lo previsto propdsito
Condiciones a evitar: Mo hay mas informacion relevante disponible

Materiales incompatibles: No hay informacion disponibls.

Productos de descomposicidn peligrosos: Quema de pldstico (espuma de polivretano y polipropilenc)

dara lugar a humos toxicos y humo. Los productos de descomposicion pueden incluir carbono y

duidos de nitrogens, a5 como pequedas cantidades de cianuro (CN-] de la guema de polivretano
espuma y trazas de acroleina, formaldehido y vapores organicos provenientes de la guema de

poliprogibeno,

& PROCEDIMIENTO:

1. Etiguetar el tub,

2. Desenrosque |a tapa del tubo de hizopo, Presione cada lado de |z punta del hisopo contra el interior del tubo para
eliminar los medios de exceso,

3. Presione firmemente contra |a superficie para asegurarse de que la punta del hisopo haga contacto completo con
la superficie de la muestra.,



92

SCIENCES INC

%CI‘[ARM

4, Frote vigorosamente hacia adelante y hacia atras sobre la superficie, mientras gira el hisopo para asegurarse de gue
toda la punta del hizopo haga contacto con la superficie

5. Cambile la direccidn 90 ° y repita el proceso

6. Vuelva a colocar el hisopo en el tubo y apriete la tapa. Enviar al laboratorio para su analisis.

O, DISPOSICION:

La eliminacion debe realizarse de acuerdo con los estatutos locales, estatales o nacionales. El dispositivo en sino es
biopeligroso. Se pueden obiener altos niveles de microorganismos con incubacidn del dispositive y / © si se agregan
soluciones nutritivas adicionales al dispositive seguido de incubacian. Si este es el caso, siga las buenas practicas de
laboratorio para descontaminacion antes de sy eliminagcidn. Consulte al fabricante para cbtener informacidn sobre el
reciclaje.



Anexo |

Zonas geograficas de El Salvador

@ Zona Occidental
Q Zona Central
9 Zona Paracentral

Q Zona Oriental
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Anexo J

Andlisis de componentes principales por ganaderia

Individuals - PCA
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Anexo K

Contribucion de las variables en la dimensién 1 del andlisis de componentes

principales

Contribution of variables to Dim-1
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Anexo L

Contribucion de las variables en la dimension 2 del analisis de componentes
principales

Contribution of variables to Dim-2
ﬁso-

Contributions (%
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Anexo M

Resultados de ganaderia 1, region paracentral

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado 2000 UFCl/g Ausencia
Leche cruda <10 UFC/mL Ausencia
Ubre 420 UFC/mL Ausencia
Superficie <10 UFC/mL Ausencia

Nota. En resultados obtenidos se identificd crecimiento de E. coli en el ensilado,
el agua y ubre del ganado. No presentd crecimiento de E. coli en la leche y en

superficie de los recipientes de recoleccién de la leche. En la ganaderia no se

encontro presencia de Salmonella spp.
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Anexo N

Resultados de ganaderia 2, region paracentral

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda 30 UFC/mL Ausencia
Ubre 35 UFC/mL Ausencia
Superficie 240 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados se identificd crecimiento de E. coli, en la leche, agua,
ubre y superficie. No encontrando crecimiento de E. coli en el ensilado, no

identificando crecimiento de Salmonella spp en ninguna de las muestras.
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Anexo O

Resultados de ganaderia 3, region paracentral

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado 280 UFC/g Ausencia
Leche cruda 10 UFC/mL Ausencia
Ubre 1600 UFC/mL Ausencia
Superficie 26 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados se identificd crecimiento de E. coli, en la leche, agua,
ubre y superficie. No encontrando crecimiento de E. coli en el ensilado, no

identificando crecimiento de Salmonella spp en ninguna de las muestras.
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Anexo P

Resultados de ganaderia 4, region central

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda 20 UFC/mL Ausencia
Ubre 10 UFC/mL Ausencia
Superficie 15 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados obtenidos de la Ganaderia 4, se identifico el crecimiento
de E. coli, en la leche, ubre y superficie, no asi en el ensilado y el agua, ademas

hubo presencia de Salmonella spp en la muestra de agua.
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Anexo Q

Resultados de ganaderia 5, region central

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda 10 UFC/mL Ausencia
Ubre 45 UFC/mL Ausencia
Superficie 290 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados de las muestras analizadas de la ganaderia,
hubo crecimiento de E. coli en la muestra de leche, agua, ubre y superficie, no
asi en la muestra de ensilado, en cuanto al crecimiento de Salmonella spp se

identificé presencia solamente en la muestra de agua.
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Anexo R

Resultados de ganaderia 6, region central

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado 10 UFCl/g Ausencia
Leche cruda <10 UFC/mL Ausencia
Ubre 45 UFC/mL Ausencia
Superficie 10 UFC/mL Ausencia

Nota: Se identificé crecimiento de E. coli en las muestras de ensilado, ubre y
superficie, no asi en la leche y el agua, en ninguna de las muestras hubo

presencia de Salmonella spp.
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Anexo S

Resultados de ganaderia 7, region occidental

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda <10 UFC/mL Ausencia
Ubre <10 UFC/mL Ausencia
Superficie 260 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados se identificé crecimiento de E. coli, solamente en la
muestra de superficie, no asi en el resto de las muestras tomadas, no se

observo crecimiento de Salmonella spp.
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Anexo T

Resultados de ganaderia 8, region occidental

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda <10 UFC/mL Ausencia
Ubre <10 UFC/mL Ausencia
Superficie <10 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados obtenidos de las muestras de esta ganaderia no se

identifico crecimiento de E. coli, ni de Salmonella spp.
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Anexo U

Resultados de ganaderia 9, region occidental

Muestra E. coli Salmonella spp
Ensilado <10 UFC/g Ausencia
Leche cruda 120 UFC/mL Ausencia
Ubre <10 UFC/mL Ausencia
Superficie <10 UFC/mL Ausencia

Nota: En los resultados de la ganaderia, se identificé crecimiento de E. coli, en
las muestras de leche y agua, no asi en las muestras de ensilado, ubre y

superficie, ninguna muestra se identificé presencia de Salmonella spp.
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IDENTIFICACION DE Escherichia coli Y Salmonella spp EN LECHE CRUDA Y SU
RELACION CON EL ENSILADO COMO FUENTE DE CONTAMINACION EN DIFERENTES
REGIONES DE EL SALVADOR

IDENTIFICATION OF Escherichia coli AND Salmonella spp IN RAW MILK AND ITS
RELATIONSHIP WITH SILAGE AS A SOURCE OF CONTAMINATION IN DIFFERENT
REGIONS OF EL SALVADOR

Doris Yamileth Abrego Soriano?, Roony Advenia Saenz de Cuéllar

(1) Master en Microbiologia e Inocuidad de Alimentos. dorisabrego9312@gmail.com

@ Master en Microbiologia e Inocuidad de Alimentos. advesaenz@gmail.com

RESUMEN

Para la identificacién de Escherichia coli y
Salmonella spp, en leche cruda y su
relacion con el ensilado como fuente de
contaminacion en diferentes regiones de El
Salvador; se estudiaron 9 ganaderias en
total, 3 ganaderias de la regién occidental,
3 ganaderias de la regi6on central y 3
ganaderias de la regién paracentral; en
cada ganaderia se tomaron muestras de
leche cruda, ensilado, superficie viva (ubre),
superficie inerte (recipiente), las muestras
se trasladaron al Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Ministerio de
Agricultura 'y Ganaderia, para la
determinacion de E. coli y Salmonella spp.
Los resultados obtenidos en el laboratorio
reflejaron que se identificé E. coli, en 3
muestras de ensilado, en 5 muestras de
leche cruda, en 6 muestras de ubre y en 6
muestras de superficies. En cuanto a la
deteccion de Salmonella spp, en ninguna
muestra hubo crecimiento.

La presentacion y analisis de los datos se
realiza utilizando el programa R (versién
4.2.1), se realizé regresion lineal con los

Diciembre 2024

resultados obtenidos, ademés se realizé un
andlisis de cluster y de los componentes
principales. Se logr6 determinar una
relacion cercana entre las variables de
estudio, en cuanto a la contaminacién
reflejada, pero no asi en cuanto a la
contaminacion de la leche cruda. Por tanto,
se concluye que no existe relacion directa
entre la calidad de la leche de vaca y el
ensilado como fuente de contaminacién, ya
que representa una relacién opuesta segun
los gréaficos de PCA-Biplot, en cuanto a la
presencia de Escherichia coli, se detect6
presencia de E. coli en las diferentes
muestras analizadas; ademas se descarta
la presencia de Salmonella spp, en leche,
asi como en las otras fuentes de
contaminacion analizadas. Pero, también
se concluye que existe malas condiciones
higiénicas en las ganaderias, asi como falta
de implementacion de buenas practicas de
ordefio y que otros factores pueden estar
influyendo en la contaminacién de la leche,
los cuales pueden considerarse en estudios
futuros.

PALABRAS CLAVE:



Escherichia coli, Salmonella spp., ensilado,
leche cruda, ubre, contaminacioén, ordefio.

ABSTRACT

For the identification of Escherichia coli and
Salmonella spp, in raw mik and its
relationship with silage as a source of
contamination in different regions of El
Salvador; a total of 9 livestock farms were
studied, 3 livestock farms from the western
region, 3 livestock farms from the central
region and 3 livestock farms from the
paracentral region; In each farm, samples of
raw milk, silage, live surface (udder), and
inert surface (container) were taken. The
samples were transferred to the Laboratorio
de Microbiologia de Alimentos del Ministerio
de Agricultura y Ganaderia, for the
determination of E. coli and Salmonella.
spp. The results obtained in the laboratory
reflected that E. coli was identified in 3
silage samples, in 5 raw milk samples, in 6
udder samples and in 6 surface samples.
Regarding the detection of Salmonella spp,
there was no growth in any sample.

The presentation and analysis of the data is
carried out using the R program (version
4.2.1), linear and multivariate regression
was carried out with the results obtained, in
addition a cluster and principal components
analysis was carried out. It was possible to
determine a close relationship between the
study variables, in terms of reflected
contamination, but not in terms of
contamination of raw milk. Therefore, it is
concluded that there is no direct relationship
between the quality of cow's milk and silage
as a source of contamination, since it
represents an  opposite  relationship
according to the PCA-Biplot graphs, in
terms of the presence of Escherichia coli, it
is detected the presence of E. coli in the
different samples analyzed; Furthermore,
the presence of Salmonella spp is ruled out
in milk, as well as in the other sources of

contamination analyzed. But, it is also
concluded that there are poor hygienic
conditions in the farms, as well as a lack of
implementation of good milking practices
and that other factors may be influencing
the contamination of milk, which can be
considered in future studies.

KEY WORDS:

Escherichia coli, Salmonella spp., silage,
raw milk, udder, contamination, milking.

INTRODUCCION

Se han realizado una diversidad de
estudios en torno a la calidad
microbioldgica de la leche cruda de vaca,
para clasificarla segun las categorias Grado
A, Grado B y Grado C, también existen
estudios que reflejan que la leche cruda es
causante de enfermedades transmitidas por
alimentos y que dentro de los agentes
causales se encuentra la Escherichia coli y
Salmonella spp. (CDC, 2022), por tal motivo
la necesidad de coccion o pasteurizacion
antes de consumir este producto. Pueden
existir diversas fuentes de contaminacién
de la leche, principalmente aquellos
materiales que estan en contacto con la
ubre de la vaca: alimentos y heces; asi
como factores externos que puedan
contaminar la leche al momento de su
produccién, como puede ser la higiene de
las ubres del hato lechero y las condiciones
higiénicas de los recipientes que se utilizan
para recolectar la leche. Lo anterior, motivé
a realizar la identificacion de Escherichia
coli y Salmonella spp. en leche cruda y su
relacion con el ensilado como fuente de
contaminacioén en diferentes regiones de El
Salvador.

METODOLOGIA

La investigacion de estudio se realiz6 con
un enfoque de estudio prospectivo y
experimental.



Muestra

En total se tomaron nueve ganaderias, se
seleccionaron tres regiones del pais, para
realizar el estudio, las cuales son: region
occidental, central y paracentral, de las
cuales se seleccionaron tres ganaderias,
como parte de las unidades de estudios, en
cada una de estas ganaderias, se tomaron
muestras de ensilado, leche, ubre vy
superficies para la determinacién de
Salmonella spp., y Escherichia coli. Cada
una de las ganaderias cumplian las
caracteristicas de ordefio manual, con
sistema estabulado permanente del ganado
lechero.

Recoleccién de las muestras

Para la toma de la muestra de ensilado, se
utilizé bolsas plasticas estériles con cierre
hermético, se transport6 en hielera hacia el
laboratorio para conservacion de la cadena
de frio. El procedimiento para la toma de
muestra se realiz6 tomando 8 submuestras
del ensilado que se estaba alimentando el
ganado, siguiendo una forma de “W” en el
perfil del silo. Se homogenizaron y se tomo
la muestra de 500 gramos.

Se recolectaron 200 mL de leche cruda, en
bolsas plasticas estériles con cierre
hermético, y se trasladaron en cadena de
frio hacia el laboratorio.

Para la superficie viva (ubres) y superficies
inertes (recipientes), se utilizaron hisopos
con medio de transporte (caldo
neutralizante) para el muestreo, vy
garantizando la cadena de frio para el
transporte.

RESULTADOS Y DISCUSION

A partir de los resultados obtenidos del
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
del analisis microbiolégico para la deteccién

de E. coli y Salmonella spp de muestras de
ensilado, leche, hisopado de superficie y
ubre, de las nueve ganaderias de estudio.
Se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 5. Crecimiento de E. coli en las diferentes muestras de las ganaderias de
estudio.

Region Ganaderia Ensilado Leche cruda Ubre Superficie
Paracentral 1 2000 UFC/lg <10 UFC/mL 420 UFC/mL <10 UFC/mL
Paracentral 2 <10 UFC/g 30UFC/mL  35UFC/mL 240 UFC/mL
Paracentral 3 280 UFC/g 10 UFC/mL 1600 60 UFC/mL

UFC/mL
Central <10 UFC/ig 20 UFC/mL 10 UFC/mL 15 UFC/mL
Central <10 UFC/g 10 UFC/mL 10 UFC/mL 290 UFC/mL
Central 10 UFC/g <10 UFC/mL 45 UFC/mL 10 UFC/mL

Occidental <10UFC/g <10UFC/mL <10UFC/mL 260 UFC/mL
<10UFC/g <10UFC/mL <10UFC/mL <10 UFC/mL

<10 UFC/g 120 UFC/mL <10 UFC/mL <10 UFC/mL

Occidental

© O N v s

Occidental

Nota: Datos obtenidos del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del

Ministerio de Agricultura y Ganaderia

Del andlisis de las muestras de ensilado
tomadas en diversas ganaderias, se
observa que, de las 9 muestras
examinadas en el laboratorio, se encontr6é
crecimiento de E. coli en 3 de ellas. Este
hallazgo sugiere una potencial fuente de
contaminacion, especialmente
considerando que el ensilado se elabor6 en
areas abiertas (utilizadas para el pastoreo
del ganado), donde diversos animales
podrian acceder facilmente. Ademas, el
proceso de producciéon del ensilado no
incluyé medidas de impermeabilizacién del
suelo. En contraste, en otras ganaderias se
dispone de areas especificas
impermeabilizadas y exclusivas para la
elaboracion del ensilado, con acceso
restringido. En relacion con los resultados
de crecimiento de E. coli en la leche cruda,
se observa que este microorganismo
estuvo presente en muestras de 5
ganaderias. En 4 de estas, también se
detecté contaminacion en las ubres y
superficies, lo que sugiere posibles
deficiencias en las practicas de higiene de
las instalaciones ganaderas. Teniendo un
crecimiento de 120 UFC/mL en una de las
muestras, mientras que las otras 4
mostraron niveles entre 10 y 30 UFC/mL. El
valor mas alto podria indicar la presencia



de otros factores o fuentes de
contaminacion, los cuales no se incluyeron
en los objetivos del estudio y, por lo tanto,
no se puede confirmar con certeza. Los
resultados de los hisopados de ubre y
superficies revelaron crecimiento de E. coli
en seis muestras de hisopado de ubre y
otras seis muestras de hisopado de
superficie. Estos hallazgos reflejan las
deficiencias observadas durante las visitas
de campo, donde los ordefiadores no
aseguran una limpieza adecuada de las
ubres durante el ordefio. Ademas, no se
remueve el exceso de excremento de las
patas del ganado ni se realiza una limpieza
previa del rea donde se lleva a cabo esta
préactica. Unicamente en la Ganaderia 8 no
se detectd crecimiento de E. coli en
ninguna de las muestras analizadas. Esto
se atribuye al hecho de que dicha
ganaderia dispone de un espacio exclusivo
para el ordefio, donde se realiza una
limpieza y desinfeccion del area de ordefio.
Ademds, implementan un protocolo de
lavado de ubres, patas y cola del ganado
antes de ingresar al area de ordefio. De
acuerdo con Fuentes-Coto,2013, en su
estudio sobre andlisis microbiolégico de
leche de origen organico: atributos
deseables para su transformacion;
establece que la presencia de E. coli, es un
indicador de que hay problemas de
contaminacion durante el proceso. Dicha
contaminacién segun El Center for Food
Security and Public Health, 2009, reporta
que la E. coli enterohemorragica causa
diarrea o colitis hemorrdgica en los
humanos, siendo los bovinos y ovejas, el
principal reservorio, ya que se infectan sin
presentar sintomas y eliminan el organismo
en las heces. Los humanos lo adquieren
por contacto directo con los animales
portadores, sus heces y el suelo o con el
agua contaminada, a través de productos
derivados de animales o vegetales
contaminados.

Tabla 6. Presencia de Salmonella spp, en las diferentes muestras de las
ganaderias de estudio

Region  Ganaderia  Ensilado Leche Ubre Superficie
cruda

Paracentral 1 Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Paracentral 2 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Paracentral 3 Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Central 4 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Central 5 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Central 6 Ausencia  Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 7 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 8 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia
Occidental 9 Ausencia Ausencia Ausencia Ausencia

Nota: Datos obtenidos del Laboratorio de Microbiologia de Alimentos del

Ministerio de Agricultura y Ganaderia

De las muestras analizadas para la
determinaciéon de Salmonella spp, que en
las ganaderias no hubo presencia de
Salmonella spp, en las diferentes muestras
analizadas. A pesar de que en las
ganaderias también se encontraban aves
de traspatio, entre estos, pollos, patos y
otros, que andan libres.

Tabla 7. Practicas de ordeno identificadas en las ganaderias de estudio

Limpieza en Lavado Lavado Lavado,

Region  Ganaderia area de correcto de secado y
ordeno de manos  utensilios sellado de

pezones
Paracentral 1 Ausencia Ausencia  Ausencia Presencia
Paracentral 2 Ausencia Ausencia  Ausencia Ausencia
Paracentral 3 Ausencia Ausencia  Ausencia Presencia
Central 4 Ausencia Presencia  Ausencia Ausencia
Central 5 Presencia Presencia Ausencia Presencia
Central 6 Ausencia Presencia  Ausencia Presencia
Occidental 7 Presencia Presencia  Ausencia Presencia
Occidental 8 Presencia Presencia Presencia Presencia
Occidental 9 Ausencia Ausencia  Ausencia Presencia

Nota: Fuente propia.

De las ganaderias donde se tomaron las
muestras del estudio, se logré observar que
no todas realizaban buenas practicas de
ordefio. De las cuales algunas efectuaban
la limpieza en el area correcta para el
ordefio, pero otras no contaban con
instalaciones adecuadas y no permitian la
eficiente limpieza; asi como no practicaban
la adecuada limpieza de manos de los
ordefiadores y el lavado de utensilios y
pezones se realizd con agua de consumo



para el ganado, variable que no fue incluida
en los resultados obtenidos.

Utilizando el programa R (version 4.2.1), se
realizd regresion lineal indicando que el
modelo no muestra una relacion
significativa entre la variable dependiente
(leche) y la variable independiente
(ensilado), dado que el valor p asociado
con el coeficiente de ensilado es alto
(0.596), lo que sugiere que no hay
suficiente evidencia para rechazar la
hipétesis nula de que el coeficiente es igual
a cero. Ademds, el R-cuadrado
relativamente bajo (0.04211) indica que el
modelo no explica mucha variabilidad en la
variable dependiente.

La relacion de la variable dependiente y la
variable independiente (ubre), existe una
variabilidad del 3.51%, lo que indica que el
modelo no explica mucha variabilidad en la
variable dependiente basada en las
variables independientes incluidas en el
modelo.

En cuanto a la variable independiente
(superficie), existe una variabilidad del
4.34%, lo cual no explica mucha
variabilidad con la variable dependiente.
Esto sugiere que no hay suficiente
evidencia para rechazar la hip6tesis nula.

De acuerdo a los datos obtenidos, se puede
observar que las variables independientes
no se identificaron como responsables de la
contaminacion de la leche; lo cual indica
que podrian haber otras variables que no
fueron consideradas en el estudio, que
pudieran estar relacionada con la variable
dependiente; segun algunos estudios
consultados, una fuente de contaminacion
de la leche esta relacionado con la
contaminacion por el estiércol del ganado,
esto debido al manejo inadecuado en las
ganaderias.

También podemos decir que el nimero de
unidades de estudio fue muy limitado para
poder establecer una diferencia notable y
poder ampliar el andlisis y la relacién entre
las variables de estudio; esto debido a que
no se contaba con mas presupuesto para
ampliar el nimero de ganaderias.

Se realizé un andlisis de cllster a partir de
los datos obtenidos, los cuales se
representan graficamente de la siguiente
forma:

Figura 4. Clusters encontrados en el analisis
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Nota. En la figura se puede observar cada cluster.

Se formaron 3 clisters donde se agrupan
las ganaderias segun los resultados de las
muestras de E. coli que mostraron valores
destacados en comparacion con el resto. A
continuacion, se presenta la conformacién
de los clusters y su analisis:

Cluster 1: Ganaderia 9 se distingue por el
mayor crecimiento de E. coli en la muestra
de leche analizada, destacandose
significativamente  respecto a  otras
ganaderias. Una caracteristica de este
cluster es que en las muestras tomadas en
dicha ganaderia solamente presento
crecimiento de E. coli, en la muestra de
leche; lo que pudiera indicar una
contaminacioén puntual, para lo cual se debe
realizar una inspeccion en el area de
almacenamiento de la leche y poder
corregir alguna deficiencia.

Cluster 2: Ganaderia 2, Ganaderia 4,
Ganaderia 5, Ganaderia 6, Ganaderia 7 y



Ganaderia 8 muestran variaciones en los
resultados de crecimiento de E. coli, sin
formar un patron claro que permita
agruparlas en un cluster diferenciado.

La identificacion de contaminacion por E.
coli en diferentes muestras en las
ganaderias, requiere que se implementen
un programa de buenas practicas de
ordefio, asi como identificar las posibles
fuentes de contaminaciéon y tomar las
medidas necesarias para eliminarlas.

Cluster 3: Ganaderia 1 y Ganaderia 3 se
agruparon debido al notable crecimiento de
E. coli en sus muestras, valores que son
significativos en comparacion con el resto
de las muestras y ganaderias: 2000
UFC/mL en muestra de ensilado y 1600
UFC/mL en muestra de hisopado de ubre.
Este clUster se caracteriza por presentar los
valores mas altos de E. coli, en estas
ganaderias se debe realizar una inspeccion
para identificar la fuente de contaminacion y
tomar las medidas necesarias para la
eliminacién de estas.

Se llevé a cabo un andlisis de componentes
principales para explorar la variabilidad de
los datos en relacién con las variables de
estudio, con el fin de determinar posibles
relaciones directas entre ellas. Los
resultados de este andlisis se presentan en
la Figura 6.

Figura 5. Relacion entre las distintas variables estudiadas dentro de los
componentes principales
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Nota. La figura demuestra la relacion de las variables en estudio.

Segun la representacién grafica del andlisis
de componentes principales, en la
dimension Dim1 se observa que refleja el
38.4% de la variabilidad de los datos,
indicando la relacién entre las variables de
estudio. En la figura, se puede notar que el
ensilado y la ubre estan alineados en la
misma direccion y muy préximos entre si.
Esto sugiere la posibilidad de una fuente
comun de contaminacién, la cual puede ser
el estiércol de ganado, debido al mal
manejo y disposicion final del mismo; asi
como la falta de limpieza del area de
ordefio y la deficiente limpieza de ubres y
pezones. Ademas, durante las visitas a las
diferentes ganaderias, se observé que los
lugares de elaboracion y almacenamiento
del ensilado estan abiertos y accesibles al
ganado, el cual pasta brevemente antes de
ser confinado en corrales. Esta situacion
facilita la contaminacion del ensilado con E.
coli a través de las heces del ganado.

Asimismo, las ubres del ganado pueden
contaminarse, especialmente en los
corrales que carecen de un adecuado
sistema de drenaje y presentan deficiencias
en la limpieza. Es importante considerar
que los bovinos son reservorios primarios
de E. coli. Segun Narvaez-Bravo, 2017 en
su estudio sobre el "Aislamiento de
Escherichia coli en muestras de heces de
ganado bovino de doble propésito”,
encontré aislamientos de 6 cepas de E. coli,
lo que representd el 1.94% de muestras
positivas. Aunque todo el ganado estaba
asintomatico, el estiércol del ganado podria
ser una fuente potencial de contaminacion
tanto para el ensilado como para las ubres.

En relacién con la Dim2, esta dimensiona la
variabilidad de los datos en un 30.2%. Al
observar el gréfico, se nota que la variable
superficie y leche estan en la misma
dimension, pero en direcciones opuestas, lo



cual sugiere que no hay una relacién
directa entre estas variables. Lo anterior se
puede deber a que existen otras
condiciones que pueden estar influyendo en
la contaminacion por E. coli en estas
variables; como puede ser, la
contaminacion de las superficies donde se
recolecta la leche, ésta podria estar
relacionada con practicas inadecuadas de
lavado y almacenamiento de los
recipientes, ya que una deficiente limpieza
puede favorecer el crecimiento bacteriano
en las superficies de los utensilios por las
condiciones de humedad y temperatura,
mas aun si quedan con residuos de leche
gue pueden ser un ambiente propicio para
la reproduccién de bacterias.

Es importante considerar que el agua
utilizada para la limpieza en las
instalaciones de las ganaderias proviene
principalmente de pozos u otros reservorios
de agua superficial, los cuales no reciben
tratamiento de desinfeccidon previo. Esta
falta de agua segura para la limpieza y
desinfeccién de los recipientes utilizados en
la recoleccion de la leche podria propiciar el
crecimiento de microorganismos. Ademas,
los recipientes se mantienen al aire libre sin
medidas de proteccion adicionales, lo que
puede contribuir ain mas a la
contaminacion. Por esa razén, se habia
considerado analizar muestras de agua
para consumo en los animales, para
determinar la presencia de Salmonella spp.
y E. coli; sin embargo, debido a la
metodologia realizada con Petrifim en el
Laboratorio de Microbiologia de Alimentos
del Ministerio de Agricultura y Ganaderia,
los resultados obtenidos no son validos ya
gue el Reglamento Técnico Salvadorefio de
agua de consumo humano estd basada en
la guia de la calidad del agua de la
Organizaciéon Mundial de la Salud, donde
no coincide la cantidad de muestra
analizada con la que establece el RTS, por

eso se considerd no incluir los resultados
obtenidos.

Figura 6. Biplot de las variables estudiadas y las ganaderias monitoreada.
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Nota. En la figura se observan las variaciones del estudio.

En la figura 4 se observan las ganaderias
gue muestran una relacién cercana en
cuanto al crecimiento de UFC/mL de E. coli
en las variables de estudio. La Ganaderia 1
destaca por presentar un alto crecimiento
de E. coli en ensilado, con 2000 UFC/mL.
La Ganaderia 3 muestra un notable
crecimiento de E. coli en ubre, con 1600
UFC/mL. Las ganaderias 2, 5y 7 registran
valores de E. coli en superficie entre 240 y
290 UFC/mL. La Ganaderia 9 exhibe el
mayor crecimiento de E. coli en leche, con
120 UFC/mL. Las Ganaderias 4 y 6 se
sitian cerca del vértice, con valores de
crecimiento de E. coli en las diversas
muestras entre 10 y 45 UFC/mL, sin
clasificarse en una variable de estudio
especifica. Por ultimo, la Ganaderia 8 se
encuentra en el vértice debido a que los
resultados reflejados son <10 UFC/mL para
todas las variables de estudio. Esta figura
es de utilidad para poder identificar las
variables que se relacionan mas entre
ganaderias y la similitud de las mismas, lo
cual nos ayuda a la toma de decisiones
para poder establecer las posibles fuentes
de contaminacion y tomas las medidas
correctivas y asi disminuir la probabilidad
de contaminacion de la leche, y evitar el
riesgo de adquirir enfermedades
gastrointestinales.



CONCLUSIONES

Las variables independientes (ensilado,
ubre y superficie) y la variable dependiente
(leche) no reflejan una relacion significativa
en términos de la contaminacién por E. coli.
Por lo que otros factores pueden estar
influyendo en la contaminacién de la leche,
los cuales pueden considerarse en estudios
futuros.

La contaminacion del ensilado por E. coli,
puede estar relacionado a una
contaminacion por estiércol del ganado, ya
que se encuentran pastoreando en los
lugares donde tienen almacenado el
ensilado. De acuerdo con estudios
consultados el principal reservorio de E.
coli, es el ganado y se ha detectado la
presencia en el estiércol.

Las inadecuadas practicas de la limpieza y
desinfeccién de las instalaciones, ubres y
equipo de ordefio, contribuye al recuento de
E. coli en las ubres del hato lechero.

La falta de implementacién de programas
de limpieza de utensilios, asi como de las
instalaciones puede aportar al crecimiento
de E. coli en la superficie de los recipientes
donde se colecta la leche, sumado a que no
cuentan con agua segura para realizar este
procedimiento.

La determinacibn de presencia de
Salmonella spp. en las variables de estudio,
no refleja una contaminacién por este
microorganismo, a pesar de que en las
ganaderias se encontraban aves de corral.
No se puede confirmar la presencia de
Salmonella spp. porque no se analizaron
otras variables en el presente estudio.
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