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1. Resumen

El presente documento analiza la
calidad microbiolégica, sanitaria y
fisicoquimica de la leche cruda
comercializada en la provincia de Manabi,
una zona reconocida por su tradicién
ganadera y alto consumo de leche no
pasteurizada. La justificacion del estudio
radica en los riesgos sanitarios asociados al
consumo de leche cruda, la cual, al no pasar
por procesos térmicos como la
pasteurizacion, puede contener
microorganismos patégenos perjudiciales
para la salud humana, tales como

Salmonella, Escherichia coli y Listeria.

El objetivo principal fue evaluar la
calidad higiénico-sanitaria de la leche cruda
mediante pruebas microbiolégicas
especificas. Para ello, se establecieron
como objetivos especificos la deteccién de
mastitis, la presencia de bacterias
coliformes y la identificacién de
microorganismos mediante tincion de

Gram.

La metodologia consisti6 en la
recoleccién de muestras de leche cruda en
diferentes puntos de comercializacion de
Manabi, estas fueron sometidas a tincién de
Gram, Pruebas de Anden y Prueba de
Whiteside (Mastitis). Entre los principales
resultados, se identificaron muestras con
mastitis y contaminacion por coliformes. Se
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concluye que los hallazgos del estudio
confirman que la leche cruda
comercializada libremente en la provincia
presenta una alta carga microbiana, en
especial bacterias Gram negativas en cuanto
a Tincion de Gram, en las pruebas de Anden
se pudo observar una variacién significativa
al comparar las muestras de fincas con las
ambulantes del mismo sector, esto se puede
dar por las malas practicas de los
vendedores ambulantes, ya sea por un
desconocimiento de conservacion, la falta
de refrigeracion o la falta de limpieza de los
equipos o materiales utilizados para
comercializar este producto y en lo que
respecta con las pruebas de Whiteside se
pudo visualizar que en la mayoria no se
observé cambios en las muestras realizadas
en lo que respecta a una gelificacién al
contacto con el reactivo NaOH al 5%, solo
en las muestras recolectadas en Puerto
Lépez que se observo una leve gelificacion
lo que indica que tiene un positivo leve en
Mastitis mediante la interpretacion de la
Tablal. Lo que evidencia la necesidad de
controles mas rigurosos y campanas de
concienciacion sobre los riesgos del

consumo de leche cruda.
Palabras clave

Leche cruda, mastitis, bacterias,
tincion de Gram, pruebas fisicoquimicas.
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ABSTRACT

This document analyzes the
microbiological, sanitary, and
physicochemical quality of raw milk
marketed in the province of Manabi, an area
known for its livestock tradition and high
consumption of unpasteurized milk. The
study is justified by the health risks
associated with the consumption of raw
milk. Because raw milk has not undergone
thermal processes such as pasteurization, it
may contain pathogenic microorganisms
harmful to human health, such as
Salmonella, Escherichia coli, and Listeria.

The main objective was to evaluate
the hygienic and sanitary quality of raw
milk through specific microbiological tests.
Specific objectives were the detection of
mastitis, the presence of coliform bacteria,
and the identification of microorganisms
using Gram staining.

The methodology consisted of
collecting raw milk samples at different
marketing points in Manabi. These samples
were subjected to Gram staining, the Anden
test, and the Whiteside test (mastitis).
Among the main results, samples with
mastitis and coliform contamination were
identified. It is concluded that the study's
findings confirm that raw milk sold freely
in the province has a high microbial load,
especially Gram-negative bacteria in terms
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of Gram stain. In the Anden tests, a
significant variation was observed when
comparing samples from farms with street
vendors in the same sector. This may be due
to poor practices by street vendors, either
due to a lack of knowledge of conservation,
lack of refrigeration, or lack of cleaning of
the equipment or materials used to sell this
product. Regarding the Whiteside tests, it
was seen that in the majority of the samples
taken, no changes were observed with
respect to gelation upon contact with the 5%
NaOH reagent. Only in the samples
collected in Puerto Lépez was a slight
gelation observed, indicating that it has a
mild positive for Mastitis according to the
interpretation of Table 1. This highlights the
need for more rigorous controls and
awareness campaigns regarding the risks of

raw milk consumption.

Keywords

Raw milk, mastitis, bacteria, Gram
stain, physicochemical tests.
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1. Introduccién

La leche cruda, definida como
producto lacteo no sometido a ningun
tratamiento  térmico, conserva  sus
propiedades naturales como enzimas,
nutrientes y microorganismos (INEN,
2012). Aunque estas caracteristicas son
valoradas por ciertos consumidores,
también conllevan riesgos sanitarios
importantes debido a la presencia de
microorganismos patégenos como
Salmonella, Escherichia coli, Listeria
monocytogenes y Brucella (Contero et al.,
2021; CDC, 2023). El consumo de leche
cruda sin un control adecuado puede
generar enfermedades transmitidas por
alimentos (ETAs), por lo que es necesario
evaluar su calidad antes de su consumo o

transformacion en derivados.

A nivel nacional e internacional,
estudios han demostrado que la leche cruda
puede contaminarse durante el ordeio,
almacenamiento o transporte debido a
malas practicas higiénicas (Rodriguez &
Martinez, 2020; Zamora & Pineda, 2022).
Las pruebas microbiolégicas y
fisicoquimicas como tincion de Gram,
pruebas de Anden, prueba de Whiteside y
ensayo de reductasa son herramientas clave
para evaluar su inocuidad (Tommasoni et
al., 2023; Gonzdlez & Ledn, 2020; Cuaran

et al., 2018).

Aogroéudustzia
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En la provincia de Manabi, la
comercializacion informal de leche cruda es
una préctica habitual, en muchos casos sin
cumplir con la normativa INEN 9:2012, lo
que representa un riesgo para la salud
publica (Vallejo-Torres et al., 2017). La
falta de procesos de pasteurizacion y de
andlisis microbiolégicos adecuados puede
derivar en la presencia de mastitis
subclinica en el ganado, contaminacion
fecal o proliferacién de microorganismos
psicrotréficos resistentes al calor (Aguilar-
Gélvez & Alvarez-Diaz, 2019; Magariiios,
2000).

Segun los estudios realizados por De
la Torre y Torres (2023), el 93.18%
(123/132) de las muestras cumplen con los
requisitos minimos determinados por la
legislacion ecuatoriana (NTE INEN 9),
realizados en cantones Cayambe y Pedro
Moncayo de la provincia de Azuay.

De acuerdo a los estudios de Erazo
(2017), Ninguna de las dos asociaciones de
los cantones de Napo se salié de la norma
NTE INEN 9:2012 actualmente vigente en
el pais, exceptuando la densidad que fue

baja en ambos casos.

Los estudios realizados por Luigi et
al. (2013), la leche cruda de acuerdo con el
recuento de bacterias aerobias mesdfilas,
72,5% de las muestras presentaron

recuentos por encima de los limites
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establecidos, condiciones
higiénico-sanitarias  deficientes al no

cumplir con lo establecido en las normas

reflejando

vigentes en Venezuela.

Por ello, el presente estudio tiene
como objetivo evaluar la calidad
microbiolégica, sanitaria y fisicoquimica de
la leche cruda mediante técnicas rapidas de
laboratorio, con el fin de garantizar la
inocuidad del producto y promover
practicas de comercializacion segura en
Manabi. A través de este andlisis se espera
generar evidencia que oriente a productores,
comerciantes y autoridades sanitarias hacia
una mejora en los sistemas de control,

conservacion y venta de leche cruda.

2. Materiales y Métodos

3.1 Tipo de investigacion

Esta investigacion es de tipo
descriptiva, cuantitativa y cualitativa, ya
que se centra en recolectar y corroborar
datos sobre la calidad de la leche cruda
comercializada en la provincia de Manabi.
No se realizaron modificaciones ni
manipulacién en la recolecta del producto;
se tomaron las muestras directas en las
fincas tal como si se fueran a venden al
publico, con el fin de describir su estado
microbiolégico, sanitario y fisicoquimico.

3.2 Lugar de ejecucion
La recoleccion de muestras se

realiz6 en diferentes puntos de venta de

Agrocudustria
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leche cruda en los cantones de Chone,
Rocafuerte y Puerto Lopez. Para realizar los
analisis, se utiliz6 el laboratorio de
microbiologia de la carrera de Ingenieria
Agroindustrial de la Universidad Laica
Eloy Alfaro de Manabi, Manta.

3.3 Muestra y Muestreo

Se recolectaron muestras de 1 litro
de leche cruda directamente de los puntos
fijos (Fincas) y Vendedores Ambulantes,
luego se almacenaron en una hielera para
conservar la condicién de frio y evitar la
alteracion de las muestras de leche cruda.
Cada muestra se analizo lo antes posible en
un lapso méaximo de 6 horas para evitar el

deterioro de la misma.

3.4 Materiales y equipos

Todos los estudios se regirdn a NTE
INEN 9:2012 y para llevar a cabo los
estudios se emplearon materiales de
laboratorio, como: Vasos de precipitacion,
tubos de
cubreobjetos,

termémetro  digital,

ensayo, portaobjetos,
microscopio 6ptico,
lactodensimetro,

reactivos de cada prueba.

Los analisis fisicoquimicos se
realizaron siguiendo los parametros de la
normativa Ecuatoriana (Tabla 2):

Tincién de Gram, se realiza con
frotis directos mediante fijacién al calor,
coloracion con cristal violeta, lugol,

decoloracion con alcohol y contraste con
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safranina, observando los resultados al
microscopio dptico a 10x y 40x. (Sanz,
2011)

Densidad relativa, utilizando el
método del lactodensimetro, conforme a lo
establecido en la NTE-INEN 11.

Acidez titulable, determinada por el
método de Dornic, siguiendo la NTE-INEN
13, mediante la titulacion con hidréxido de
sodio (NaOH) 0,1 N utilizando fenolftaleina

como indicador.

Para determinar los grados Dornic

se empled la siguiente formula:

Acidez (°D)=V_NaOH x 10,donde
V_NaOH=volumen (mL) de NaOH 0.1N
gastado. (1)

Prueba de alcohol, realizada para
evaluar la estabilidad proteica de la leche.
Se mezclé una muestra con alcohol etilico
al 70% con una muestra de leche cruda
relacion 1/1 y se observé la presencia de
coagulacién o separacién, de acuerdo lo
establecido en la NTE INEN 1500.

Prueba de Whiteside, empleada
para la deteccion preliminar de mastitis. Se
mezclé leche con hidréxido de sodio
(NaOH) al 5%, relacién 1/1 y se observo la
viscosidad como reaccién positiva. En caso
de presentar viscosidad se tiene que

considerar de acuerdo a la tabla 1.

Tabla 1. Interpretacion de la prueba de
Whiteside en leche cruda

A grocudustria
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Simbolo | Grado de | Interpretacion | Posible
gelificacion estado de
la ubre
- Sin Negativo Ubre sana
gelificacion
. Gel leve Positivo leve Mastitis
leve
++ Gel espeso | Positivo Mastitis
moderado moderada
4 Geldenso | Positivo fuerte | Mastitis
avanzada

Fuente: Firas (2014). Detection Of Subclinical
Bovine Mastitis Using Conventional Indirect
Laboratory Methods.

Ensayo de reductasa, aplicado para
evaluar la carga microbiana de la leche. Se
anadié 1g de azul de metileno a 10g de
muestra de leche cruda y se cronometré el
tiempo de decoloracion en bano Maria a
35°C. En caso de no apreciar cambios
pasadas 6 horas se considera que las
muestras tienen una baja carga microbiana
y la leche cruda cumple con los parametros
establecidos en NTE INEN 018.
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Tabla 2. Requisitos fisicoquimicos de la leche
cruda
Requisitos Unidad | Min. | Max. | Método de
Ensayo

Densidad NTE INEN
relativa: - 1,029 {1,033 | 11
A15°C 1,028 | 1,032
A 20°C
Acidez titulable | % 3,0 - | NTE INEN
como acido | (fraccion 13
lactico de

masa)*
Ensayo de | H 3 - | NTE INEN
reductasa 018
Reaccion de | La leche para | NTE INEN
estabilidad pasteurizacion no debe | 1500
proteica coagular con alcohol al

68% relacion 11 (75%

vol.), y para

ultrapasteurizacion, con

alcohol al 71% relacion 1/1

(78% vol.).

Fuente: NTE INEN 9:2012.

3. Resultados y Discusion

4.1 Resultados Microbiolégicos

Mediante la técnica de Tincién de
Gram (TG) es posible determinar la
morfologia y tipo de bacterias presentes en
la leche. Como se puede apreciar en las
Figuras 1, 2 y 3 la mayoria de las muestras
de fincas presentan una mayor presencia de
bacterias Gram negativas, identificadas
como Bacilos. Esta presencia sugiere una
posible deficiencia en la esterilizacion de
los materiales utilizados para la
manipulacion de la leche
contaminacién  por material fecal,
observada en los tres cantones analizados.

0 una

A diferencia de las muestras tomadas de los
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vendedores ambulantes que tienen una gran
presencia de bacterias Gram positivas,
identificadas como cocos como se pueden

apreciar en las Figuras 4, 5 y 6.

Figura 1. Observacion de M.O con TG,

canton de Rocafuerte.

Figura 2. Observacién de M.O con TG,

canton de Chone.

-

Figura 3. Observacién de M.O con TG,

cantén de PuertoLépez.
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Figura 4. Observacién de M.O con TG,

canton de Rocafuerte.

Figura 5. Observacién de M.O con TG,

canton de Chone.

Figura 6. Observacién de M.O con TG,
canton de Puerto Lépez.

Luego del andlisis microbiolégico
realizado mediante la técnica de tincion de
identific6 la
significativa de bacterias tanto Gram

Gram, se presencia
positivas como Gram negativas en las
muestras de leche cruda comercializada
libremente. La tincién revel6 una
predominancia de bacilos Gram negativos,

Agroiudustria
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especialmente en muestras recolectadas en
entornos de produccion artesanal o de baja
tecnificacién, lo cual sugiere condiciones
deficientes de higiene en el ordeo,
almacenamiento y transporte. Este hallazgo
es consistente con lo reportado por Delgado
et al. (2023), quienes destacaron la alta
vulnerabilidad de la leche cruda a la
contaminacion por enterobacterias cuando
no se mantienen condiciones sanitarias
Gptimas.

Por otra parte, la presencia de cocos
Gram positivos fue recurrente en aquellas
muestras provenientes de fincas con
préacticas semi-tecnificadas, lo cual podria
relacionarse con procesos de contaminacion
post-ordeiio o falta de mantenimiento
adecuado del equipo. Como lo sefala
Vargas & Morales (2021), Staphylococcus
spp. Es una bacteria cominmente aislada en
leche cruda debido a infecciones
subclinicas en el ganado, pero su detecci6n
también puede indicar ~manipulacion
inadecuada o falta de higiene personal del

ordenador.

4.2 Resultados sanitarios y fisicoquimicos

Los tres estudios realizados de las
pruebas de Andén: Estabilidad proteica,
prueba de acidez (Dornic) y densidad,
ademas de la prueba de Whiteside la cual
permite determinar si existe casos de
mastitis en las vacas. Los resultados

obtenidos se demuestran en la tabla 3.
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Los resultados de las muestras
recolectadas en Rocafuerte indican
que para la prueba de alcohol, acidez
y pruecba de Whiteside estan dentro
de los parametros establecidos y son
aptos para la libre comercializacion,
pero en la prueba de densidad en la
muestra del vendedor ambulante
estd por debajo de lo establecido.
Los resultados de las muestras
recolectadas en Chone son similares
a las de Rocafuerte con la variacion
en la prueba de acidez para la
muestra del vendedor ambulante el
cual es un indicador de posible
adulteracion.

Los resultados de las muestras
provenientes del cantéon Puerto
Lopez difieren considerablemente
con respecto a los obtenidos en los
otros dos cantones analizados.
Ambas  muestras (finca vy
ambulante) resultaron positivas en
la prueba de Whiteside, presentando
una ligera gelificacion como
resultado de un  moderado
incremento en el recuento de células
somaticas, indicador tipico de una
mastitis leve. En densidad y acidez,
la muestra de finca se encuentra
dentro de los rangos establecidos
por la normativa, aunque la acidez
se encuentra en el limite permitido.
Por otro lado, la muestra ambulante
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presenta una acidez por debajo del
valor minimo aceptable. Respecto a
la prueba de alcohol, la muestra de
finca no mostré coagulacion,
estabilidad

proteica. Sin embargo, la muestra

indicando buena

ambulante presenté una ligera
coagulacion, lo cual resulta
contradictorio al presentar una baja
acidez. Esta reaccién se puede
explicar por wuna inestabilidad
proteica no asociada a un aumento
de acidez, posiblemente derivada de
un desequilibrio salino y/o presencia
de mastitis.

Ensayo de Reductasa, todas las
muestras pasaron mas de 6 horas sin
algiin cambio notorio en el color, lo
cual muestra que la calidad de estas
muestras de leche cruda es buena ya
que contienen menos de 500000
UFC/mL lo estandar en muestras de
leche cruda y se da a conocer las
buenas pricticas de ordefio (BPO),
higiene en equipos y refrigeracion.
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Tabla 3. Resultados de Pruebas rapidas y Whiteside en las muestras de leche cruda.
(-) negativo, (+) Posible mastitis leve, moderado aumento de células somaticas.

Canton Tipo de muestra | Prueba de Alcohol | Prueba de | Densidad Whiteside
, Acidez (°D) | (g/mL)

Finca - 17.33 +0.57 [ 1.028 +0C -
Rocafuerte Vendedor - 185.67 +0.57 [ 1.027 +0A -

Ambulante i

Finca - 1767 +0.57 [ 1.031 +0A -
Chone B

Vendedor - 11.67 057 [ 1.024 : 0B -

Ambulante <

Finca . 1967 +0.57 | 1.030 +0B +
Puerto Lopez Vendedor Ligera coagulacion. ?1 33 +0.57[1.022 :0C +

Ambulante i
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Grafica 1. Comparacion de resultados de Acidez
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Grafica 2. Comparacion de resultados de densidad
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Los resultados obtenidos con la
prueba de  Whiteside

alteraciones en la viscosidad y coagulacién

evidenciaron

de algunas muestras, lo cual, de acuerdo con
Cando et al. (2021), puede relacionarse con
un aumento en la carga celular como
respuesta inflamatoria ante infecciones
intramamarias. Este tipo de pruebas, aunque
no especificas, permiten un tamizaje rapido
de muestras posiblemente alteradas, pero
requieren confirmacion mediante cultivos
bacterioldgicos o pruebas bioquimicas.

Respecto a las pruebas de Andén, las
observaciones apuntan a una variacién
térmica considerable en los puntos de venta
y traslado como se pueden apreciar en las
grificas 1 y 2 la variabilidad en lo que
respecta a las pruebas de densidad y acidez,
lo que compromete aiin mas la integridad
del producto. Esta situacién ya ha sido
advertida en estudios como el de Guzmén et
al. (2013), donde se indica que las
fluctuaciones de temperatura, sumadas a la
falta de cadena de frio, aceleran el
crecimiento bacteriano y la descomposicién
de la leche cruda.

En conjunto, la presencia de
microorganismos patégenos y alteraciones
fisico-quimicas identificadas en esta
investigacion reflejan un riesgo potencial
para la salud piablica, especialmente en
zonas donde la leche se comercializa
directamente al consumidor sin tratamiento

térmico. A pesar de las regulaciones
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existentes, la informalidad en el proceso de
produccion y distribucion sigue siendo un
factor determinante para la inocuidad del
producto, lo cual amerita una intervencion
integral desde los sistemas de control
sanitario.

4. Conclusiones

En conclusién, los hallazgos del
estudio confirman que la leche cruda
comercializada libremente en la provincia
presenta una alta carga microbiana, en
especial bacterias Gram negativas,
asociadas a condiciones inadecuadas de
higiene y deficiente manejo en la cadena de
produccion. Estos resultados coinciden con
estudios previos en el ambito
latinoamericano que senalan la necesidad
urgente de fortalecer las buenas practicas
ganaderas, asi como establecer sistemas de
monitoreo eficientes y programas de

educacion sanitaria para los productores.

En futuras investigaciones se
sugiere incluir estudios moleculares para
identificar
predominantes, evaluar la presencia de

los géneros bacterianos
toxinas, y analizar el impacto de estos
microorganismos en la salud del
consumidor.

Finalmente, esta investigacion
aporta evidencia local que puede ser
utilizada como base para politicas ptiblicas
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orientadas a la formalizacion y regulacion

del comercio de leche cruda en la region.
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