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RESUMEN

El Departamento de Boyaca tiene una importante fuente socioeconémica en la produccién
lactea, son multiples los acopios presentes en la zona lo que supone estudios que muestren el
estado y desarrollo de dicha produccion, la comercializacion y los canales de la misma son
determinantes para el producto de calidad. En estos estudios se debe involucrar la calidad
microbioldgica que refleja las buenas practicas de manejo de la produccion al caracterizar los
diferentes tipos de flora: saprofita, lactica y patogena, asi como al identificar clister de
bacterias patdgenas que supone la infeccion subclinica en los hatos de donde proviene la leche
integrada a cantinas y tanques. Se presenta un estudio descriptivo en donde se identifico la
microbiota presente en los asilamientos de 347 muestras de centros de acopio y cantinas de
hatos de zonas productoras de leche del departamento de Boyacé: Paipa, Duitama, Firavitoba,
Sotaquira, Chiquinquird, Toca, Miraflores y Tuta; identificando el 63,1% (n=219) de
aislamientos (cultivos) positivos y 36,9% (n=128) negativos. De los aislamientos 157
correspondieron a géneros de grampositivos, 95 de gramnegativos y 22 a otros
microorganismos, todos asociados a flora lactica, saprofita y patdgena; prevalencias
importantes reportaron Staphylococcus epidermidis (16.9%), Streptococcus agalactaie (7.3%)
y Escherichia coli (8.7%). De otra parte la caracterizacion molecular de la cepas de S.
agalactaie mediante PCR-RAPD mostrd cuatro cluster: Duitama — Tunguavita, Duitama —
Chiquinquira, Toca - Tunguavita — Miraflores y Tunguavita — Chiquinquira. Estos resultados
identifican algunas deficiencias en el canal productor desde factores relacionados con el
ordefio, la manipulacion de cantinas, tanques y transporte entre otros; por la evidencia
molecular y el estudio de similitud filogenética se observd el transito de cepas de S.
agalactaie en las diferentes zonas de produccion. El estudio sugiere continuar con las
caracterizaciones de los patdgenos para confirmar su potencial riesgo en la trasmision de
enfermedades, valoracion de la calidad de leches y derivados, evaluacion de los sistemas de
comercializacion, intervencion en puntos criticos e innovacion en estrategias para las buenas

practicas de produccion agroalimentaria.

Palabras clave: Boyacé, Fenotipicacion, Genotipicacidon, Streptococcus agalactaie.



INTRODUCCION

Las perspectivas cientificas que involucran investigaciones acerca de los factores mas
relevantes que inciden en las posturas de inocuidad alimentaria, valor nutricional y calidad
microbiologica de los alimentos, pretenden otorgar un lineamiento que contribuya a la
solucion de problematicas relacionadas con las condiciones alimentarias de la humanidad.
Serd hoy y siempre un tema complejo que vale la pena indagar y explorar con evidencia
cientifica, para que se generen estrategias de sostenibilidad alimentaria para las generaciones

préximas.

El presente trabajo académico investigativo pretende mostrar los hallazgos
microbioldgicos en muestras de leche cruda para comercializacién en varias regiones del
departamento. Teniendo en cuenta que las caracteristicas microbiologicas se relacionan con la
actividad de produccion, los resultados se muestran como un indicador directo de la calidad

microbioldgica e indirecta de dicha actividad.

Este estudio es de tipo descriptivo transversal y muestra un andlisis de la informacién
fenotipica y genotipica del S. agalactiae, que se encontrd en leches recolectadas en tanques y
cantinas procedentes de hatos localizados en diferentes provincias del departamento de
Boyaca. El universo estd conformado por los tanques para pasteurizacion y cantinas para

comercializacion de leche cruda en el espacio geografico sefialado.

Para el aporte de elementos significativos al estudio, Magarifios (2000) afirma que la leche es

el tnico material producido por la naturaleza para funcionar exclusivamente como fuente de
alimento, por esto su aceptacién universal se fundamenta en lo que ésta representa como
fuente nutritiva y en su uso extensivo para la produccién de un sinnimero de derivados,
condicion que no es superada por ningun otro alimento. Si bien es cierto que no son
incuestionables las cualidades nutritivas de la leche y los productos lacteos, también es cierto
gue desde su sintesis en la glandula mamaria hasta su llegada al consumidor, estas cualidades
estdn sometidas a un gran numero de riesgos que deterioran su calidad original (Calvinho,
2010; Molineri et al., 2012; Rodriguez, 2008).



Uno de los factores que inciden en la contaminacién del producto es la manipulacion
durante el manejo en el hato, en el ordefio, en el transporte y elaboracion de productos,
proceso donde la leche pasa por varios operarios y esta en contacto con muchos implementos,
elementos y materiales, que pueden desencadenar contaminacion por patdégenos provenientes
del humano y del ambiente, afectando al ganado lechero y provocando en él impactos nocivos
que van desde leves, hasta infecciones como mastitis clinicas o subclinicas que procuran el
paso a la leche de un gran nimero de estreptococos (Magarifios, 2000; Duarte et al., 2004),
entre ellos S. agalactiae responsable de alteraciones patolégicas localizadas en la mama de los
bovinos y de cambios no deseados en la composicion de la leche (Cepero,et al., 2000;
Gallegos y Moncada, 2011).

El sector agroindustrial considera a la mastitis como una enfermedad presente y
prevalente en el pais y en el contexto regional (Ministerio de Agricultura, 2010; FEDEGAN,
2009). Un estudio adelantado en el altiplano Cundiboyacense describe en detalle la
produccion lechera, concluyendo que existen diferencias en el manejo de los hatos, y en
general en toda esta actividad econémica. Se percibe deficiencias en el seguimiento y control
de las buenas practicas de manejo pecuario (Calderén y Rodriguez, 2008; Calderdn, et al,
2011), factores que favorecen la presencia de mastitis, por lo que se hace necesario definir
mejores estrategias para la prevencion y control de enfermedades desde el hato con el
proposito de mejorar la productividad y el bienestar animal. EI control de la mastitis se hace
para equilibrar las pérdidas econdémicas y garantizar la calidad del producto que va a ser

consumido.

La pasteurizacion es el proceso més frecuentemente utilizado para la destruccién de la
flora patdgena de la leche pero algunas veces no es aplicado, lo que ocasiona que enzimas
microbianas de caracter proteolitico y lipolitico alteren las propiedades organolépticas y
fisico-quimicas, influyendo de manera negativa sobre la calidad nutricional del producto,
trayendo como consecuencia dafio a la salud pablica y detrimento a la economia de cualquier
pais. (Magarifios, 2000; Rodriguez, 2006; Wellenberg, et al., 2002).



Calderon y colaboradores (2011) sostienen que un impacto econdmico y social
importante de una glandula mamaria infectada representan una pérdida de 725-770 Kg de
leche por cuarto afectado en una lactancia, reduciendo la produccion lactea hasta en un 12%;
de otra parte se refieren pérdidas originadas por la disminucion en la produccion, la calidad
del producto, la pérdida de los animales y los gastos de la atencion medica veterinaria
(Bedolla y Castafieda, 2003; Rodriguez, 2006).

Debido a la extensién y gravedad de los problemas que provoca esta enfermedad del
ganado lechero, tanto en el orden de la salud como en el econémico y partiendo de que las
pocas investigaciones realizadas en las cuencas lecheras (Ramirez et al., 2001; Rodriguez,
2006; Calderon y Rodriguez, 2008; Calder6n et al., 2011; Trujillo et al., 2011) y mas
especificamente en Boyaca estan enfocadas a la prevalencia de la enfermedad en las mamas
de los bovinos (Ramirez, et al., 2001) y no en los tanques y cantinas para comercializacion;
nace la necesidad de investigar la presencia de S. agalactiae en leches crudas de tanques para
pasteurizacién y cantinas para comercializacién del departamento de Boyac4, ya que el cultivo
microbioldgico de éstas se utiliza como un método de proyeccion para la busqueda de agentes

patdgenos.

El objetivo de la investigacion esta relacionado con la caracterizacion de
polimorfismos de cepas de S. agalactiae mediante la técnica de RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA), aisladas de leches de tanques y cantinas de diferentes zonas del

departamento y con la caracterizacion de la flora microbiana de estas leches.

En el primer capitulo se dimensiona la importancia de los referentes teorico-
metodoldgicos del objeto de estudio: fenotipificacion, genotipificacion y prevalencia del S.

agalactiae en leche.

El segundo capitulo aborda el tema relacionado con las politicas publicas que en el
escenario de la comercializacion e higiene en la manipulacién y procesamiento del producto

alimenticio de la leche, se estipulan para Colombia y el altiplano cundiboyacense.



Estas politicas se establecen como parametros legales en los que el INVIMA vy los
entes territoriales que fiscalizan y estructuran los planes de desarrollo nacionales,
departamentales y locales reconocen la importancia de formular una politica de seguridad
alimentaria y nutricional como una de las estrategias para lograr la garantia de los derechos
fundamentales, econdémicos y sociales; el fortalecimiento del capital humano, de las
condiciones regionales de desarrollo y paz, de la institucionalidad del Estado y la reduccion de
la pobreza. (Plan Nacional de Desarrollo 2006-2010). Asi, prevé acciones estratégicas

enmarcadas en la promocién y manejo social del riesgo (MSR)™™.

El tercer capitulo presenta los resultados de la fenotipificacion y genotipificacion de
los aislados microbianos, establece la flora predominante y muestra el anélisis filogenético de
las cepas de S. agalactiae aisladas de muestras de leche de cantinas y tanques.

El cuarto capitulo expone las conclusiones del estudio, los aportes para la posteridad e

interrogantes generados a lo largo del mismo.

!politica nacional de seguridad alimentaria y nutricional (PSAN). Consejo Nacional de Politica Econémica
Social Republica de Colombia Departamento Nacional de Planeacion. Documento CONPES Social. Ministerio
de la Proteccién Social, Ministerio de Agricultura y Desarrollo Rural. Bogota. 2008



1. MICROBIOTA EN LECHES COMERCIALIZADAS Y METODOS DE ESTUDIO

1.1 Estudios sobre microbiota de la leche cruda

En las dindmicas actuales de mercadeo, la calidad de la leche cruda es fundamental
para la participacion en los mercados nacionales e internacionales; uno de los problemas que
afectan la competitividad del sector lacteo no es solo la falta de andlisis y evaluacion
microbioldgica, sino las malas practicas de higiene realizadas durante la rutina de ordefio
(Moreno et al., 2007), que conllevan a un aumento de microorganismos contaminantes y en
consecuencia a la proliferacion de los mismos en las glandulas mamarias de las vacas
presentando mastitis, enfermedad reconocida como la mas costosa en los hatos lecheros
(Rodriguez, 2006; Correa y Marin, 2002; Faria et al., 2005) y por ende la disminucion en la
calidad de la leche producida (Rojas y Ramirez, 2009; Street, 2003).

La leche, por sus caracteristicas fisico-quimicas y nutricionales es un medio favorable
para la multiplicacién de microorganismos patdgenos y puede convertirse en un vehiculo para
la transmision de enfermedades al hombre (ICMSF, 2004). La especie S. agalactiae uno de los
causantes de mastitis, puede llegar a la leche a través de la glandula mamaria, siendo
eliminado en la misma, independiente de si el animal estd o no mostrando signos de
enfermedad durante el ordefio (Rodriguez, 2006; National Mastitis Council, 1999). La mastitis
bovina puede clasificarse en subclinica y clinica; la mastitis subclinica se caracteriza por la
presencia de un microorganismo en combinacidn con un conteo elevado de células somaticas
en leche (Gallegos y Moncada, 2011; Cepero et al., 2000), su presencia no se detectada
rapidamente ya que no presentan cambios visibles en la ubre o en la leche por lo que no son
reconocidos por el ordefiador; esto hace necesarias técnicas de campo y de laboratorio
mencionadas para su reconocimiento (Ariznabarreta et al., 2002). De otra parte la mastitis
clinica es definida como una anomalia dada por la inflamacion en la glandula mamaria de la
vaca y/o apariencia anormal de la leche, que puede ser facilmente observada, se puede
presentar de forma aguda y se caracteriza por su aparicion subita. En la forma cronica, se

presenta una infeccién de larga duracion (Tollersrud et al., 2000).



De acuerdo con el Ministerio de Agricultura (2010) en Colombia la agroindustria va
desde la produccién de leche cruda en fincas, los procesos de pasteurizacion y la produccion
de leches &cidas y quesos. Esta produccion se concentra en cuatro regiones: Atlantica,
Occidental, Central y Pacifica; con el predominio de importantes cuencas lecheras de los
departamentos de Cundinamarca, Boyaca, Antioquia, y Cesar que en conjunto representan el
52.2% de la produccion nacional. La leche liquida presenta mayor frecuencia de consumo con
otros derivados lacteos constituyéndose como alimento esencial e insustituible para el ser

humano debido a sus componentes nutricionales (FEDEGAN, 2009).

En la mayoria de los estudios que se realizan en el pais se describen perfiles
epidemiol6gicos en determinadas regiones, reportandose ademas, mastitis con cultivos
bacterianos negativos por lo que podria presumirse etiologias infecciosas no convencionales,
exigentes o que requieren de métodos especiales de diagndstico, por lo que se hace necesario
contribuir con la aplicacion de tecnologias actuales como los métodos moleculares, ejemplo:
la PCR que facilitan y agiliza la identificacién de patdgenos (Meyer et al., 1991) como los
estreptococos de origen bovino (Schlegel et al., 2003; Elias et al., 2011; Francois et al., 2001)
permitiendo la amplificacion de secuencias especificas de la especies, para el caso de S.
agalactiae la region intergénica 16S ARNI, el gen 16S ARNr (Baele et al., 2001, Elias et al;
2011) el gen 23S ARNr (Kawata et al., 2004) y el espacio intergénico entre los Gltimos dos
genes (Phuektes et al., 2001).

En Colombia la industria lechera es un segmento grande y dinamico de la economia
pecuaria ocupando el puesto 21 como productor de leche a nivel mundial y el cuarto en
América Latina. De acuerdo con Salazar 2013, de los 6452 millones de litros de leche que
produce Colombia, el 10% se procesa en finca, el 8% es destinado para autoconsumo, el 45%
para acopio formal y el 37% para el sector informal. El porcentaje de leche destinado para
autoconsumo se utiliza para derivados artesanales o se distribuye cruda en todo el pais,
constituyéndose como esencial en la dieta humana, por su riqueza en proteina de alto valor
bioldgico, el aporte de energia y la contribucién de minerales osteotr6ficos como el calcio
(FEDEGAN, 2009). Sin embargo, la leche cruda por su alto contenido de agua y nutrientes,

también puede ser un medio de cultivo para el desarrollo de microorganismos contaminantes



saprofiticos y patdgenos, como Streptococcus y Staphylococcus, entre otros (Cepero,et al.,
2000); estas caracteristicas hacen que presente un riesgo potencial para la salud de la
poblacion expuesta al consumo de leche contaminada con agentes patdgenos o sus toxinas. La
deteccion de S. agalactiae en leches se relaciona directamente con la infeccion bacteriana
causante de la mastitis subclinica bovina, impactando negativamente la produccion y
bienestar animal y la calidad de la leche (Ramirez et al., 2001; Cepero et al., 2000). De
acuerdo con lo anterior se determind la presencia y posterior aislamiento del patdgeno S.
agalactiae a partir de leches crudas de tanques y cantinas para comercializacion, en zonas
productoras del departamento de Boyaca; para el cumplimiento de este proposito fue
necesario integrar métodos de deteccién microbiologica y molecular como herramientas
eficaces para el diagnostico y la investigacion epidemiolégica de este género (Francois et al.,
2001). Dentro de los métodos de microbiologia convencional se utiliz6 el cultivo primario en
medios selectivos para flora saprofita y patdgena en ambientes, aerobio y microaerofilico,
diferentes subcultivos, técnicas de coloracion compuesta (Wolter et al., 2004; Schlegel et al.,
2003; Elias et al., 2011; Rojo et al., 2008; Facklam y J. A, 1991) y pruebas confirmatorias en
medios diferenciales. En cuanto a los procedimientos moleculares, se us6 la técnica de PCR
mediante la aplicacion de RAPD (Random Amplified Polimorphyc DNA) para lograr la
amplificacion de fragmentos de ADN al azar de los aislamientos obtenidos (Schlegel, et al.,
2003; Elias, et al., 2011; Francois et al., 2001). El proyecto se desarrollé durante veinticuatro
meses con el auspicio del grupo GIDIMEVETZ.

La alta especificidad del diagndstico molecular se basa en el uso de secuencias de
ADN especificas de especie para la deteccion de bacterias, por lo que la secuencia de ARN
16S, que comlnmente esta presente como multiples copias y segmentos altamente
conservados, es muy Util para este fin. El presente trabajo investigativo evalta la prevalencia
de S. agalactiae en un recuento total de bacterias provenientes de leches crudas de tanques
para pasteurizacion y cantinas para comercializacion mediante el uso de RAPD para la
deteccion de la bacteria como una prueba de diagnostico de alta sensibilidad y especificidad;
con miras a la investigacién epidemioldgica de éste género relevante en mastitis subclinica.
Estos avances metodolégicos deben ser fortalecidos en el pais y la regidn, ya que los reportes

de deteccion de microorganismos en tanques y cantinas evidencian la cadena de trasmision, la



baja calidad del producto y el potencial riesgo que se deriva de la produccion de leche cruda
como alimento basico; entonces, cualquier mejora que se haga en la industria agroalimentaria
tiene un fuerte impacto en la salud de la poblacion, no solo desde la dptica de la nutricion sino
desde el punto de vista sanitario y socioecondmico (ICMSF, 2004).

Por otra parte, la tecnologia molecular utilizada en este estudio contribuye a posibilitar
su aplicacion en investigaciones posteriores para aumentar la especificidad en los resultados, y
sobre todo optimizar el tiempo de accion y reaccion ante la presencia de S. agalactiae en
leches de la region evitando el desarrollo de mastitis subclinica en hatos productivos y

contribuyendo al fortalecimiento econémico del sector lechero en Boyaca.

Los antecedentes primarios para el estudio de la leche, dimensionan que en Colombia
de acuerdo con FEDEGAN (2009) existe alrededor de 400.000 ganaderos que se dedican a la
produccién de leche, la mayoria de ellos pequefios productores en el Altiplano
Cundiboyacense y el Suroriente Antioguefio. Este sistema es responsable del 52.2% de la
produccion total y se caracteriza por la explotacién de razas especializadas. EI Ministerio de
Proteccion Social en el decreto 616 de 2006 afirma que “la leche es el producto de la
secrecion mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos, obtenida
mediante uno o mas ordefios completos, sin ningun tipo de adicion, destinada al consumo en
forma de leche liquida o a elaboracidn posterior” por lo cual constituye un alimento universal
siendo la unica materia proporcionada por la naturaleza para servir exclusivamente como

fuente de alimentacion y se considera una fuente de proteina de alto valor (Magarifios, 2000).

Desde la produccion hasta el consumidor, la leche puede verse afectada por factores
que cambian su calidad original, ya que pude ser un medio de cultivo nutritivo tanto para
microorganismos benéficos como para numerosas bacterias destructoras y patdgenas (Cepero,
et al; 2000), probablemente las fuentes de contaminacién mas significativas sean los equipos y
utensilios utilizados para su obtencion y recoleccion, asi como las superficies que entran en
contacto con la leche, incluidas las manos de los ordefiadores y demas operarios (Moreno et
al., 2007, Ramirez, et al., 2011). Por su parte EImoslemany (2010), analizé la asociacion entre

la calidad de leches crudas de tanque y sus practicas de gestion en las explotaciones agricolas,



manifestando que la mala preparacion de la ubre para el ordefio, la limpieza manual de los
tanques y el uso de un tipo de detergente facilitan la proliferacion de bacterias patogenas en la

leche y la disminucion en la calidad de la misma. (EImoslemany, et al, 2010)

Después del Staphylococcus aureus, los estreptococos se consideran el segundo grupo
de importancia responsable de la mastitis y el S. agalactiae se identifica dentro de las especies
mas frecuentes implicadas en las afecciones de la glandula mamaria en bovinos (Las Heras et
al., 2002; Shome et al., 2012). Los estreptococos son organismos catalasa negativa, que
frecuentemente son aislados de la glandula mamaria bovina y de tanques de leche cruda, crece
en cadenas en leche y en medios liquidos. El patégeno S. agalactiae puede sobrevivir por
largos periodos de tiempo en las glandulas mamarias de los bovinos (Martinez, et al., 2000;
Dinsmore, 2002), es considerado una de las mayores causas de infecciones intramamarias en
América del Norte (Poyart et al., 2001) y mundialmente se reconoce como el principal agente
contagioso gque ocasiona la mastitis subclinica bovina, ocasionando un impacto substancial en
la calidad y cantidad de la leche producida (Estuningsih et al., 2002; Martinez, et al., 2000;
Duarte, et al., 2004).

A nivel mundial se han realizado diversos estudios sobre los patdgenos en leche cruda
de tanque y su consumo; en Pennsylvania (Jayarao et al., 2006) se encuestaron 16 condados
encontrandose que de los 248 productores de leche, el 42,3% de ellos consumian la leche
cruda y el 68,5% restante eran conscientes de los patdgenos transmitidos por los alimentos en
la leche cruda. Los productores lecheros que vivian en su granjas tienen casi 3 veces mas
probabilidades de consumir leche cruda en comparacion con los que vivian en otros lugares.
En la segunda parte del estudio, se identificaron otros agentes patdgenos, Salmonella (6%,),
Listeria monocytogenes (2.8%) y Escherichia coli (2.4%). Sin embargo, Wolter (2004), aislé
Streptococcus agalactiae de personas que consumieron leche cruda de manera mas frecuente

que las que consumian leche pasteurizada.

La prevalencia de infeccién por Streptococcus agalactiae es variable y depende de la
adopcion individual de medidas para el control y prevencién de la infeccion especialmente la

contagiosa. Keefe (2000), llevo a cabo un estudio en Canada evaluando muestras de tanques



de 452 rebafios de bovinos en dos periodos diferentes y encontrd que la prevalencia fue del
17.7% y 13.1% respectivamente. Este estudio se llevo a cabo en diciembre de 1992 y en junio
de 1994 Tenhagen 2006 y colaboradores evaluaron las muestras de tanques de leche
provenientes de 80 hatos alemanes, presentdndose como resultado la presencia de

Streptococcus agalactiae en 29% de ellos (Keefe, et al., 2000).

Estudios realizados en Canada reportan la prevalencia de mastitis contagiosa en
cantinas de 258 hatos lecheros, a través de métodos rutinarios de laboratorio y el recuento de
células somaticas (RCS). Se determind la prevalencia de Staphylococcus aureus (74%),
Streptococcus agalactiae (1,6%), y Mycoplasma spp (1,9%), estableciendo la baja incidencia

de Streptococcus agalactiae en leches crudas de cantinas (Richard et al., 2006).

En el estado de Ohio en los EEUU, se evaluaron tanques de leche tomados de 51
rebafios lecheros de manera individual, es decir cada muestra por tanque equivale a todas las
vacas de ordefio de cada rebafio; el 35% (17 rebafios) tenian una o méas vacas positivas para
Streptococcus agalactiae y el 69% (34 rebafio) tuvo una 0 mas vacas positivas para el
estafilococo coagulosa positivo. Uno de los resultados del muestreo estandar individual de la
vaca estimd el 23.5% de sensibilidad para Streptococcus agalactiae en una sola muestra de
leche y 35,3% para un solo tanque. Con base en estos resultados parece que un tanque Unico o
filtro de muestra de leche tiene una sensibilidad relativamente baja para S. agalactiae, por lo
que estas pruebas de deteccién demuestran la escasa presencia de este patdgeno en la leche de
los bovinos (Bartlett, et al., 1991). En el estado de Nueva York, se estudid la contribucion de
los estreptococos a la calidad microbiana de la leche cruda, para ello se recolectaron muestras
de leche provenientes de tanques de 48 granjas lecheras y realizaron analisis cualitativo y
cuantitativo de la carga bacteriana de bacterias, estreptococos, estafilococos y gramnegativos
totales. Los estreptococos representaron el 69% del total de la muestra, identificandose
Streptococcus uberis (81%), Aerococcus viridans (50%) y Streptococcus agalactiae (31%)
como los de mayor frecuencia en muestras de tanque (Zadoks et al., 2004).

Un estudio realizado en India se basé en la investigacion de las caracteristicas de la

ocurrencia y la virulencia de los estreptococos de la leche bovina y en evaluar la



epidemiologia molecular mediante PCR utilizando secuencias multilocus y electroforesis en
gel de campo pulsado (PFGE). De un total de 209 muestras de leche bovina se aislaron 30
Streptococcus spp de solo 29 muestras de leche. Con PCR especifico de la especie y del gen
16S del rRNA se identificaron 17 aislados de Streptococcus agalactiae que mostraron un tipo
nuevo de secuencia (ST), ST-483 siendo un solo variante locus del subgrupo fundador ST-
310. Teniendo en cuenta que todos los aislados pertenecen a nuevos tipos de secuencias, su
importancia epidemioldgica en el contexto global no se pudo determinar, sin embargo, la
evidencia sugiere que éstos patdgenos han evolucionado por las condiciones de la India y esta
investigacion podria ser util para la compresion del papel de estos patdégenos en la mastitis
subclinica bovina y la implementacién de estrategias de control eficaces para ese pais (Shome
etal., 2012).

Meiri-Bendek y colaboradores (2002) afirman que la mastitis bovina causada por S.
agalactiae es principalmente subclinica y sélo se puede diagnosticar en el laboratorio, por lo
cual desarrollaron PCR basado en el método para la deteccion especifica y sensible de la
bacteria en la leche cruda. La especificidad de la reaccion de PCR se basa en secuencias
unicas del ADN de S. agalactiae dentro de la subunidad 16S de los genes ARNr. Como
controles positivos se utilizaron dos pares de secuencias de estreptococos cebadores generales,
que hibridan con las areas conservadas en el gen de la subunidad 16S ARNr, y los cebadores,
que hibridan con secuencias dentro de ADN mitocondrial bovino. EI método de obtencion de
muestras incluyé enriquecimiento selectivo de Streptococcus agalactiae en la muestra de
leche, seguido de extraccién de ADN usando un procedimiento rapido y simple desarrollado
para este proposito, y la reaccion de PCR especifica con controles apropiados. EI método
permite la deteccion de una bacteria en 1 ml de leche cruda, por lo que puede ser incorporado
como parte de la investigacion rutinaria de leches recogidas de tanques para la localizacion

temprana de vacas infectadas.

Elias junto con su grupo de trabajo (2011) tomaron muestras de leche cruda
provenientes de las cantinas de 247 granjas lecheras, realizaron microbiologia convencional,
Recuento de células somaticas y PCR dirigida a genes 16S ARNr. Se identifico la presencia

de Streptococcus agalactiae en la leche de las cantinas por ambos meétodos: la bacteria fue



identificada en 98/247de las muestras por el método microbioldgico y a través de PCR en
110/247 muestras, lo que sugiere que la PCR permite detectar la mastitis contagiosa por S.

agalactiae con mayor seguridad.

En Cuba (Armenteros et al; 2002) reportan que de 12274 cuartos analizados (3069
animales), el 18.02% estaban afectados por mastitis cronica, 3.02% mostraron mastitis clinica
y el 45.1% mastitis subclinica. Dentro de los microorganismos més frecuentes en las leches se
encontr6 a Streptococcus agalactiae con una prevalencia del 8.3%.El elevado porcentaje de
cuartos afectados por mastitis se debid a que el 51.8% de los equipos de ordefio no cumplian

con los parametros y el 58.9% de las unidades violaban la correcta rutina de ordefio.

En Chile Herrera (2001), realiz6 un muestreo de leches provenientes de vacas con
mastitis clinica y subclinica, determinando que la frecuencia relativa del S. agalactiae fue del
4.1%. También compard dos cepas de S. agalactiae: una de origen bovino y otra de origen
humano, mediante la técnica de amplificacion por PCR de los espaciadores intergénicos 16S-
23S, con los partidores Spl y Sp2 y la técnica de RAPD, empleando el partidor P6b,
determinando que éstas son idénticas entre si, pero sus patrones de banda difieren totalmente
al de las cepas de origen humano, por lo que se sugiere que las cepas de S. agalactiae aisladas
de bovinos y cepas aisladas de humanos no poseen un origen comun o estan lejanamente

emparentadas, por lo cual esta infeccion no debe ser considerada una zoonosis.

En Argentina (Francois et al., 2001) de los 30 aislamientos obtenidos de 169 muestras
de leche, se identificaron bioquimica y serolégicamente S. agalactiae (22 aislamientos),
Streptococcus. dysgalactiae (6 aislamientos) y Streptococcus uberis (2 aislamientos). El
analisis genotipico por RAPD mostrd 4 cepas distintas en la poblacion de S. agalactiae, 6 en
S. dysgalactiae y 2 en S. uberis. Cada uno de los cuatro rodeos analizados se mostrd
colonizado por una Unica cepa de S. agalactiae, mientras que cepas diferentes de S.
dysgalactiae coexistieron en un rodeo. Se identificé un fragmento de ADN comun a todos los
aislamientos de S. agalactiae estudiados, ausente en las otras especies. Estos resultados
indican que las metodologias empleadas constituyen una herramienta eficaz para el

diagnostico y la investigacion epidemiologica de estreptococos en ganado bovino.



En Venezuela, (Faria et al., 2005) confirman la presencia del S. agalactiae en la
mayoria de los animales ordefiados en forma mecanica en contraste con los animales
ordefiados de manera manual en donde fue més frecuente la presencia de Staphylococcus
coagulasa negativa y Corynebacterium bovis. En cuanto al conteo de las células somaticas
(CCS) realizado fue més elevado en leche de animales ordefiados a maquina, presentando para
ambos ordefios los géneros Streptococcus spp y Bacillus spp, afirman que este es un indicador
para conocer la salud de la ubre, asi como la calidad de la leche, y un alto namero de ellas en
la leche causa un incremento en la actividad proteolitica y puede reducir la produccion,
ademas de alterar la distribucion de las fracciones de proteina, decrecen los niveles de caseina
y lactosa; las células somaticas contienen lisozimas que incrementan la actividad proteolitica
de las enzimas, como las catepsinas. Igualmente la actividad de la plasmina que degrada la
caseina en la leche y causa reduccién en la produccion de queso y cambios en la funcionalidad
de las proteinas en la coagulacion de la leche. En este estudio se concluyo que las maquinas de
ordefio favorecian la invasion bacteriana a los cuartos provocando la inflamacion de la
glandula mamaria de los bovinos y se sugirié continuar con estudios en otras fincas para

buscar si el sistema de ordefio est asociado a este tipo de mastitis.

A nivel nacional en el departamento de Cordoba se evaluaron mediante la prueba
California para Mastitis (CMT) 4.260 cuartos pertenecientes a 1065 vacas de 15 fincas de
ganado de doble propdsito, de los cuartos que mostraron casos de mastitis subclinicos y
clinicos, se tom6 una muestra de leche para aislar los microorganismos involucrados en la
mastitis bovina. Reportandose un 11.30% de los cuartos positivos para mastitis subclinica. El
92.21% de los aislamientos involucro microorganismos infecciosos. Staphylococcus aureus
mostré una prevalencia del 87.56%, Staphylococcus coagulasa negativos (SCN) (0.3%) y S.
agalactiae (2.10%) (Calderén, et al., 2011).

En el oriente Antioquefio (Trujillo et al., 2011) se evaluaron los cuartos de 290 vacas
pertenecientes a 7 fincas de ganado lechero. Con el fin de determinar la prevalencia de
mastitis mediante la realizacion de CMT, RCS, cultivos y antibiogramas, se encontré que la

prevalencia de mastitis subclinica por cuarto fue del 19.9% (228 cuartos) y 0.95% (11 cuartos)



presentaron mastitis clinica. ElI promedio del RCS para todos los cuartos fue de 1.105.733
cel/ml. La bacteria S. dysgalactiae fue la mas comun (29.5%), sequida de Staphylococcus
aureus (10.3%).

En Rionegro, Antioquia Rojas y Ramirez (2009) caracterizaron los productores
mediante encuestas. Se realiz6 diagnostico individualizado de la calidad sanitaria de la leche
mediante las pruebas de: reductasa y cultivo bacteriano, ademas se hizo prueba de mastitis con
CMT. La mayoria de los productores presentaron un conteo inferior a 200.000 UFC/ml de
leche, el 23% un conteo no superior a 500.000 UFC/ml, el 17% un conteo superior a 500.000
UFC/ml y el 52% de los productores tenian vacas con mastitis. Su andlisis estadistico indicé
que las principales causas de contaminacion de la leche fueron: el recipiente de transporte, la
falta de despunte y la falta de pos-sellado; concluyéndose que el manejo inapropiado de la
leche puede atribuirse a la falta de acompafiamiento técnico y capacitacion sobre tratamiento

higiénico de este producto.

Rodriguez (2006) realiz6 la caracterizacion de la mastitis en 10 hatos representativos
en la Sabana de Bogota, valiéndose de diferentes pruebas de campo (manejo del hato) y de
laboratorio (CMT), cultivos bacterioldgicos en medios Agar sangre, Agar Mac Conkey, Agar
Sabouraud, y cuando el ordefio se realiza de manera mecénica 61,2%, con una incidencia del
30% para mastitis subclinica y de 4,7 % para mastitis clinica. En relaciéon a los
microorganismos aislados, se encontr6 como especie dominante el S. agalactiae en ordefio
manual y Staphylococcus aureus en ordefio mecanico, evidenciando disminucion en la

produccion de leche.

Finalmente, Calderén y Rodriguez (2008) realizaron un estudio en el altiplano
Cundiboyacense en donde evaluaron 40 fincas especializadas en la produccion de leche, de
las cuales se tomaron muestras de leche para aislar microorganismos involucrados en la
mastitis bovina, el 34.40% de los cuartos fueron positivos y el 49.01% de los aislamientos
fueron infecciosos, dentro de los cuales se aislé S. agalactiae en el 6.84% de las muestras
como agente principalmente contagioso. Coincidiendo con Cruz et al., 2007 que a través de un

estudio realizado en la region del Valle del Tundama (Duitama) mediante muestreos de leche



en ordefios mecanicos y manuales, establecio que el 91% y 93.8% respectivamente de los

aislamientos, se debieron a microorganismos contagiosos.

Por su parte Moreno et al., (2007) realizaron la caracterizacion de la calidad higiénica
y sanitaria de la leche cruda en la cuenca del Alto Chicamocha en el mismo departamento,
mediante pruebas convencionales de laboratorio en donde se evaluaron los RCS, Mesofilos,
Staphylococcus, Coliformes, Listeria en laminas de petrifilm 3M® y se realiz6 ademas la
prueba de Brucella (Prueba de anillo en leche) en 34 hatos registrados en la Federacién de
Ganaderos de Boyaca, en dos épocas del afio. Los resultados arrojaron diferencias estadisticas
entre las épocas de muestreo y los recuentos, siendo las épocas lluviosas en donde las vacas se
exponen mas a contaminacion ambiental y por lo tanto los recuentos de Mesdfilos y células
somaticas aumentaron considerablemente. Adicionalmente las actividades relacionadas con la
rutina de ordefio no son las mas adecuadas, lo que ocasiona la proliferacion de
microorganismos en la glandula mamaria de las vacas causando la mastitis y por ende la

disminucion en la calidad de la leche producida.

La mayoria de estos estudios coinciden en afirmar que la mastitis subclinica por
microorganismos contagiosos continua siendo una problematica en sistemas especializados en
la produccion de leche a nivel mundial y nacional y el uso de la técnica de PCR es una
herramienta promisoria para la identificacion del S. agalactiae en leches crudas de origen

bovino.

El patdégeno agalactiae es una bacteria Gram positiva, pertenece al grupo B de los
estreptococos, se localiza en la glandula mamaria donde puede sobrevivir durante un tiempo,
generalmente es persistente y tiene baja tasa de curacion espontanea y se presenta también en
humanos, caprinos y peces (Berridge et al., 2001, Duarte, et al., 2004; Lindel et al., 2005); su
transmision puede ocurrir en el momento del ordefio por practicas como el uso compartido de
toallas para lavar y secar las ubres, por medio de las manos contaminadas de los ordefiadores o
por el uso de pezoneras no desinfectadas entre vacas en los ordefios mecénicos (Philpot citado

por Calderén y Rodriguez, 2008).



Para la identificacion de la microbiota lactea y especificamente del Streptococcus spp
se sigue el procedimiento microbioldgico convencional de las muestras de estudio, el cultivo
de leche de tanque tiene su base en datos cientificos limitados ya que generalmente los
estudios son de tipo descriptivo 0 se encuentran asociados a la importancia econémica que
esta produccion representa. Sin embargo, estos cultivos se utilizan como un método de
tamizaje y proveen principalmente dos tipos de informacién: (1) presencia o ausencia de un
grupo bacteriano determinado e (2) identificacion de grupos de organismos patdgenos
prevalentes, lo que permite obtener informacion tanto acerca de las condiciones sanitarias de
los tanques y cantinas como de las condiciones de ordefio y el manejo de la leche por parte de
los operarios (Calvinho, 2010; Molineri,et al., 2012). Tanto en centros de acopio como en las
plantas procesadoras, generalmente se determinan indicadores microbioldgicos y anualitos
que evidencien su calidad organoléptica y fisico quimica (Elias, et al., 2011).

La bacteria S. agalactiae puede estar presente en las leches crudas recolectadas de
tanques para pasteurizacién y cantinas para comercializacion; se detecta mediante el

aislamiento microbiolégico y el uso de la técnica de PCR.

El estreptococo del grupo (EGB?) se puede encontrar, como comensal, en el aparato
digestivo, urinario y genital hasta en un 30% de los adultos, incluyendo la mujer embarazada
(Barcaite, Bartusevicius, Tameliene, Kliucinskas, Maleckiene y Nadisauskiene, 2014). Se han
publicado tasas de colonizacion por EGB en la embarazada entre un 4 y 36%, aunque la
mayoria de estudios indican cifras sobre un 20%. Encontrandose grandes variaciones entre
paises e incluso entre regiones de un mismo pais. Esta variacion en los datos publicados puede
deberse a diferentes métodos de estudio y a diferencias en las poblaciones estudiadas
(Rodriguez, et al., 2004).

2 El Estreptococo de Grupo B (EGB) es una bacteria que se encuentra de forma natural en el sistema digestivo y
el canal de parto de 1 de cada 4 embarazadas. Esas mujeres “portan” o “estan colonizadas por” el EGB. No
obstante, el EGB puede aparecer y desaparecer en cualquier momento, por lo cual cada embarazo puede ser
diferente. Los bebés pueden ser infectados por el EGB antes del nacimiento y hasta los 6 meses de edad debido a
sus sistemas inmunitarios subdesarrollados.

El EGB provoca mas comunmente infeccién en la sangre (sepsis), el liquido y las membranas del cerebro
(meningitis), y los pulmones (neumonia). Este puede causar abortos, que los bebés nazcan muertos o que los
bebés mueran después del nacimiento. Algunos sobrevivientes de infecciones por EGB tienen impedimentos
permanentes como ceguera, sordera, retraso mental y paralisis cerebral.Definicion de Estreptococo Grupo B.(s.f.)



Las técnicas de Biologia Molecular como Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
permiten la identificacion de los agentes independientemente de su viabilidad (Francois et al.,
2001). Para identificar Streptococcus agalactiae de origen bovino se han utilizado varias
técnicas de PCR con las que se amplifican las secuencias especificas tales como la region
intergénica 16S ARNr y determinacion de genes, su especificidad se basa en el uso de
secuencias de ADN especificas de cada especie para la deteccion bacteriana, siendo el método
mas practico y fiable para identificacién en el momento (Yang y Rothman, 2004; Elias et al.,
2011; Shome et al., 2012.).

La genotipificacién es el procedimiento mediante el cual se obtiene el genotipo (huella
de ADN o perfil genético) de un organismo. Estas técnicas moleculares utilizan el ADN de un
organismo, el cual es el material hereditario de los seres vivos, que se encuentra en todas las
células nucleadas y normalmente se mantiene conservado durante toda la vida. Su analisis

permite conocer el material genético que un individuo ha heredado de sus padres bioldgicos.

Para este tipo de pruebas se utilizan segmentos del ADN que han sido denominados
microsatélites, los cuales pueden presentar varias formas llamadas alelos. Para cada
microsatélite, cada animal tiene dos alelos, uno heredado del padre y otro de la madre, es asi
como la determinacion de los alelos ubicados en los microsatélites presentes en el ADN de un
individuo, permite obtener una combinacion particular que se denomina genotipo (perfil
genético) del ejemplar en cuestion (Novoa M., 2014). Para el presente trabajo investigativo las

muestras se relacionan en el estudio de caso, capitulo IlI.

El procedimiento en el laboratorio para realizar la genotipificacion (aplicacion de la
PCR) se puede dividir en 3 pasos. 1. Se realiza la extraccion de ADN de cualquier célula con
nacleo mediante un proceso quimico. Este ADN pasa a un procedimiento el cual realiza
millones de copias de los alelos, para que puedan ser detectados posteriormente. Luego pasa a
la POS-PCR, para acondicionar las muestras. 2. Visualizacion de los alelos, en esta fase las
muestras son llevadas a equipos denominados analizadores genéticos; estos permiten
visualizar los alelos que fueron detectados y amplificados en la PCR anterior. 3. Finalmente el

profesional capacitado en técnicas de biologia molecular que pasa a ser testigo de la prueba y



realiza el seguimiento de la muestra dentro del laboratorio, mediante software especializado y
parametros internacionales asigna el nombre de cada uno de los alelos a la muestra

proveniente de un animal determinado (Tallaje alélico) (Bernal, 2011).

El perfil genético o genotipo permite realizar, con una alta confiabilidad, el
seguimiento y trazabilidad molecular de una cepa bacteriana, la importancia del empleo de
esta herramienta cientifica permite ademas:

- Garantizar la identidad de la cepa

- Establecer la similitud filogenética de clones

Los RAPDs (polimorfismos de ADN amplificados al azar) son marcadores que
amplifican aleatoriamente segmentos de ADN en una gran variedad de especies. Los RAPDs
se basan en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios complementarios al
oligonuclettido de 10 pares de bases (pb) a lo largo del genoma. EIl polimorfismo de las
bandas entre los individuos se debe a cambios en la secuencia de los nucle6tidos en los sitios
de acoplamiento del oligonucleétido y por insercién o delacion de los fragmentos en estos
sitios (Williams, et al., 1990). Estos marcadores son dominantes, es decir, no pueden discernir
los homocigotos dominantes de los heterocigotos para un segmento particular (Whitkus et al.,
1994; Backeljau et al., 1995), por lo que la estimacion de las frecuencias alélicas se debe hacer
de manera indirecta, asumiendo equilibrio de Hardy Weinberg (Aagaard et al., 1998). Los
RAPDs son utiles en la elaboracion de mapas genéticos, en el estudio de parentesco y en el
analisis de la estructura poblacional, ya que ayudan a estimar tamarfio efectivo, aislamiento
reproductivo y niveles de fecundacién cruzada conceptos expuestos por Otero, et al.(1997) y
Parker, et al., (1998) (Rentaria, et al, 2007).

Dado el gran polimorfismo que detectan una de sus mejores aplicaciones es la
identificacion genética de individuos, que incluye casos de clones, hibridos somaticos y
mutantes. Entre las principales ventajas de los RAPDs esta que amplifican regiones tanto
codificantes del ADN como las no codificantes y revelan niveles de variacién mas altos que
los RFLPs e isoenzimas, (Williams, et al., 1990; Lynch y Milligan, 1994; Otero, et al., 1997;
Russell, et al., 1997; Parker, et al., 1998 citados en Rentaria, 2007); es una técnica



relativamente facil que no necesita conocimiento previo de la secuencia de ADN, no requiere
la construccion o el mantenimiento de una libreria gendmica, el numero de loci que puede ser
examinado es ilimitado y no requiere sondas radiactivas (Reiter et al., 1992; Whitkus et al.
1994 citados en Rentaria, 2007). Sin embargo los problemas practicos detectados con los
RAPDs son la presencia de bandas “erroneas” (artefactos), la reproducibilidad de los
resultados y la migracion de bandas. Asimismo, muchos de los alelos raros presentes en las
poblaciones estudiadas con RAPDs no son detectados o pueden ser mal interpretados
(Zhivotovsky, 1999 citados en Rentaria, 2007). Por otro lado, como los loci son dominantes,
los RAPDs dan menos informacion genética por locus que los marcadores codominantes. Al
analizar los datos obtenidos con RAPDs se deben tener en cuenta dos supuestos: 1) cada uno
de los marcadores representa un locus mendeliano en el cual el marcador visible, el alelo
dominante, estd en equilibrio de Hardy -Weinberg con un alelo recesivo y 2) los alelos
marcados para diferentes loci no migran a la misma posicién en el gel (Lynch y Milligan,
1994 citado en Rentaria, 2007).

Dentro de las grandes estadisticas de muestreo en la aplicacion molecular de los
RAPDs, también se analizan los marcadores moleculares, que son una herramienta necesaria
en muchos campos de la biologia como evolucion, ecologia, bio-medicina, ciencias forenses y
estudios de diversidad. Ademas se utilizan para localizar y aislar genes de interés (Rentaria,
2007).

1.2 Normas para la comercializacion de la leche

Decreto Nacional 539 de 2014. Que regula todas las actividades que puedan generar
factores de riesgo por el consumo de alimentos, y se aplicardn a todas las fabricas y
establecimientos donde se procesan los alimentos; los equipos y utensilios y el personal
manipulador de alimentos; a todas las actividades de fabricacion, procesamiento preparacion,
envase, almacenamiento, transporte, distribucion y comercializacion de alimentos en el
territorio nacional; a los alimentos y materias primas para alimentos que se fabriquen,
envasen, expendan, exporten o importen, para el consumo humano; a las actividades de

vigilancia y control que ejerzan las autoridades sanitarias sobre la fabricacion, procesamiento,



preparacion, envase, almacenamiento, transporte, distribucion, importacion, exportacion y

comercializacion de alimentos; sobre los alimentos y materias primas para alimentos.

Avrticulo 2°.- Definiciones

Alimento. Todo producto natural o artificial, elaborado o no, que ingerido aporta al
organismo humano los nutrientes y la energia necesarios para el desarrollo de los procesos
biologicos. Quedan incluidas en la presente definicion las bebidas no alcohdlicas, y aquellas
sustancias con que se sazonan algunos comestibles y que se conocen con el nombre genérico

de especia.

Alimento contaminado. Alimento que contiene agentes y/o sustancias extrafias de
cualquier naturaleza en cantidades superiores a las permitidas en las normas nacionales, o en

su defecto en normas reconocidas internacionalmente.

Alimento de mayor riesgo en salud publica. Alimento que, en razon a sus
caracteristicas de composicion especialmente en sus contenidos de nutrientes, A la actividad
acuosa y pH, favorece el crecimiento microbiano y por consiguiente, cualquier deficiencia en
su proceso, manipulacion, conservacion, transporte, distribucion y comercializacion, puede

ocasionar trastornos a la salud del consumidor.

Alimento falsificado. Alimento falsificado es aquel que:
Se le designe o expenda con nombre o calificativo distinto al que le corresponde; su envase,
rotulo o etiqueta contenga disefio o declaracién ambigua, falsa o que pueda inducir o producir
engafio o confusion respecto de su composicién intrinseca y uso, y

No proceda de sus verdaderos fabricantes o que tenga la apariencia de caracteres
generales de un producto legitimo, protegido o0 no por marca registrada, y que se denomine

como este, sin serlo.

Alimento perecedero. El alimento, que en razén de su composicién, caracteristicas

fisicoquimicas y bioldgicas, pueda experimentar alteracion de diversa naturaleza en un tiempo



determinado y que, por lo tanto, exige condiciones especiales de proceso, conservacion,

almacenamiento, transporte y expendio.

Buenas practicas de manufactura. Son los principios bésicos y précticas generales
de higiene en la manipulacién, preparacion, elaboracion, envasado, almacenamiento,
transporte y distribucion de alimentos para consumo humano, con el objeto de garantizar que
los productos se fabriquen en condiciones sanitarias adecuadas y se disminuyan los riesgos

inherentes a la produccion.

Biotecnologia de tercera generacion. Es la rama de la ciencia basada en la

manipulacion de la informacion genética de las células para la obtencion de alimentos.

Certificado de inspeccion sanitaria. Es el documento que expide la autoridad
sanitaria competente para los alimentos o materias primas importadas o de exportacion, en el

cual se hace constar su aptitud para el consumo humano.

Desinfeccidbn — descontaminacién. Es el tratamiento fisicoquimico o bioldgico
aplicado a las superficies limpias en contacto con el alimento con el fin de destruir las células
vegetativas de los microorganismos que pueden ocasionar riesgos para la salud puablica y
reducir sustancialmente el nimero de otros microorganismos indeseables, sin que dicho

tratamiento afecte adversamente la calidad e inocuidad del alimento.

Disefio sanitario. Es el conjunto de caracteristicas que deben reunir las edificaciones,
equipos, utensilios e instalaciones de los establecimientos dedicados a la fabricacion,
procesamiento, preparacion, almacenamiento, transporte, y expendio con el fin de evitar
riesgos en la calidad e inocuidad de los alimentos.

Embarque. En la calidad de materia prima o alimento que se transporta en cada
vehiculo en los diferentes medios de transporte, sea que, como tal, constituya un lote o

cargamento o forme parte de otro.



Higiene de los alimentos. Son el conjunto de medidas preventivas necesarias para

garantizar la seguridad, limpieza y calidad de los alimentos en cualquier etapa de su manejo.

Infestacion: Es la presencia y multiplicacién de plagas que pueden contaminar o

deteriorar los alimentos y/o materias primas.

Manipulador de alimentos. Es toda persona que interviene directamente y, aunque
sea en forma ocasional, en actividades de fabricacion, procesamiento, preparacion, envase,

almacenamiento, transporte y expendio de alimentos.

Proceso tecnoldgico. Es la secuencia de etapas u operaciones que se aplican a las
materias primas y demas ingredientes para obtener un alimento. Esta definiciéon incluye la

operacion de envasado y embalaje del producto terminado.

Vigilancia epidemiologica de las enfermedades transmitidas por alimentos. Es el
conjunto de actividades que permite la recoleccion de informacion permanente y continua;
tabulacién de esta misma, su andlisis e interpretacién; la toma de medidas conducentes a
prevenir y controlar las enfermedades transmitidas por alimentos y los factores de riesgo

relacionados con las mimas, ademas de la divulgacion y evaluacion del sistema.

Articulo 3°.- Alimentos de Mayor Riesgo en Salud Publica. Para efectos del
presente decreto se consideran alimentos de mayor riesgo en salud publica los siguientes:

Carne, productos cérnicos y sus preparados, leche y derivados lacteos, productos de la
pesca y sus derivados, productos preparados a base de huevo, Alimentos de baja acidez
empacados en envases sellados herméticamente (pH >4.5), alimentos o comidas preparados de

origen animal listos para el consumo, agua envasada.

Articulo 5°- Leche. La produccion, procesamiento, almacenamiento, transporte,
envase, rotulacion, expendio y demas aspectos relacionados con la leche se regiran por la Ley
9 de 1979 y los Decretos reglamentarios 2437 de 1983, 2473 de 1987 y los demas que lo

modifiquen, sustituyan o adicionen.



Decreto 1880 de 2011

En el que se especifica que el Gobierno Nacional mediante el Decreto 616 de 2006,
expidid el reglamento técnico que sefiala los requisitos que debe cumplir la leche para el
consumo humano que se obtenga, procese, envase, transporte, comercialice, expenda, importe

0 exporte en el pais.

Que dentro de los peligros que se pueden encontrar en la leche cruda, se destacan los
bioldgicos y quimicos; los cuales dependen en gran parte de una inadecuada manipulacién e
inapropiadas practicas de manufactura, de ordefio y ganaderas, entre otras. Que los peligros
inherentes a la leche cruda pueden ser identificados a través del perfil sanitario y ser mitigados
por acciones, planes o programas generados a partir del diagnostico realizado en las zonas o
territorios donde este producto sea comercializado. Que con el proposito de proteger la salud
de la poblacion es necesario establecer una normativa que facilite las condiciones sanitarias
que garanticen la higiene y calidad de la leche cruda, los requisitos que deben cumplir los
responsables de su comercializacion y los mecanismos de inspeccion y control a seguir por

parte de las autoridades sanitarias competentes.

De los requisitos para la produccién primaria

Articulo 4°.Requisitos para la obtencién de leche en la produccion primaria. Los
predios que provean leche cruda, con destino a su comercializacion para consumo humano
directo, deben cumplir con los requisitos establecidos en el Capitulo 11 del Decreto 616 de

2006 y en las normas que lo modifiquen, adicionen o sustituyan.

Articulo 5°. Requisitos de hatos, predios o fincas productoras de leche cruda para
consumo humano directo. Los hatos, predios o fincas que provean leche con destino a su

comercializacion para consumo humano directo, deben cumplir con los siguientes requisitos:

1. Estar registrados ante el Instituto Colombiano Agropecuario - ICA, de acuerdo a lo
establecido en el Articulo 4 del Decreto 616 de 2006 y el Articulo 2 de la Resolucion 1779 de



1998 expedida por el Instituto Colombiano Agropecuario ICA vy, en las normas que los

modifiquen, adicionen o sustituyan.

2. Estar inscritos en los programas para certificacion de los predios como libres de
brucelosis y tuberculosis animal de acuerdo a la normativa que para este efecto expida el

Instituto Colombiano Agropecuario - ICA

3. Estar libre de brucelosis y tuberculosis animal de conformidad con la
reglamentacion que para el efecto expida el Instituto Colombiano Agropecuario -ICA. De
acuerdo con la prevalencia de brucelosis y tuberculosis animal identificada en el pais por el
ICA, esa entidad establecerd los plazos obligatorios para que los predios que provean a
comercializadores de leche cruda se certifiquen como fincas libres de brucelosis y tuberculosis

animal,

4. Dar cumplimiento a los requisitos para la obtencion de leche en la produccion
primaria establecidos en el Capitulo 11 del Decreto 616 del 2006 y en las normas que lo

modifiquen, adicionen o sustituyan.

De las caracteristicas fisicas quimicas y microbioldgicas de la leche cruda para

consumo humano directo.

Articulo 6°. Caracteristicas fisico quimicas de la leche cruda para consumo humano
directo. La leche cruda para consumo humano directo debe cumplir con las caracteristicas
fisico quimicas establecidas en el Articulo 16 del Decreto 616 de 2006 yen las normas que lo
modifiquen, adicionen o sustituyan. Adicionalmente, debe cumplir con las siguientes
caracteristicas:

1.  La leche liquida proveniente de animales bovinos debe tener como minimo
2.9% de proteina.

2.  Debe estar libre de adulterantes, neutralizantes y conservantes.

3. Los niveles de sustancias tales como contaminantes quimicos (metales pesados,

residuos de medicamentos veterinarios, plaguicidas, entre otros) y toxinas, se deben regir por



normas oficiales o en su defecto las normas internacionales del Codex Alimentarius (FAO-
OMS).

Del perfil sanitario

Articulo 13. Autorizacion para comercializacion de leche cruda para consumo humano
directo. Los Gobernadores y Alcaldes autorizaran o no la comercializacion de leche cruda
para consumo humano directo de acuerdo con el perfil sanitario elaborado por las autoridades

sanitarias competentes.

Articulo 14. Transitorio. Comercializacion de leche cruda para consumo humano
directo. Mientras el Ministerio de la Proteccién Social o la entidad que haga sus veces,
establece los lineamientos técnicos y se elabora el perfil sanitario por parte de las autoridades
sanitarias competentes, se permitira la comercializacion de leche cruda en el territorio
nacional. En todo caso, los comercializadores ambulantes y de expendio de leche cruda para

consumo humano directo deben cumplir con los requisitos sefialados en el presente decreto®.

*Ministerio de la Proteccion Social (2011).



2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se presenta la metodologia que se siguié para responder a los
objetivos:
- Determinar la flora microbiana presente en leche cruda recolectada de tanques para

pasteurizacion y cantinas para comercializacion en el departamento de Boyaca.

- Caracterizar por métodos microbioldgicos cepas de Streptococcus agalactiae aisladas
leche cruda recolectada de tanques para pasteurizacion y cantinas para comercializacion en el

departamento de Boyaca.

- Caracterizar los perfiles RAPD (polimorfismo de DNA amplificado al azar) de las
cepas Streptococcus agalactiae aisladas de leche cruda recolectada de tanques para

pasteurizacion y cantinas para comercializacion en el departamento de Boyaca.

- Establecer la relacion de las cepas aisladas mediante la determinacién de coeficientes

de similitud.

El trabajo se desarrollé en el marco de una alianza de investigacion entre los grupos de
Investigacion en Medicina Veterinaria y Zootecnia (GIDIMEVETZ) y el grupo de
investigacion en Genética y Biologia Molecular (GEBIMOL) de la Universidad Pedagdgica y
Tecnologica de Colombia y grupo de Investigacion del Programa de Bacteriologia y

Laboratorio Clinico de la Universidad de Boyaca.

2.1 Muestreo de Cantinas y/o Tanques de almacenamiento

Durante el periodo comprendido entre noviembre de 2012 y enero de 2014 se
recolectaron muestras provenientes de cantinas y tanques de almacenamiento, siguiendo el
protocolo estandarizado, las muestras fueron transportadas en refrigeracion hasta el
laboratorio de microbiologia. En el muestreo se recolectaron 347 muestras de centros de

acopio y hatos de zonas productoras de leche del departamento de Boyaca: Paipa, Duitama,



Firavitoba, Sotaquira, Chiquinquira, Toca, Miraflores y Tuta; a las muestras se les realizé
cultivo para gérmenes comunes (mesofilos) en los laboratorios de Microbiologia de

Laboratorio ServiLac y en el laboratorio de Microbiologia de la Universidad de Boyaca.

Figura 1. Registro fotografico de muestreos en centros de acopio y cantinas

Tanque de acopio Inspeccion del muestreo

Muestreo Inspeccién del muestreo

Cantinas en hato Cantinas en plataforma




Toma de Muestras

Se tomaron 100 ml de leche en frascos de vidrio estériles de 250 ml de capacidad,
debidamente rotulados, después de homogenizar los tanques de carga y las cantinas.

Transporte de las muestras

Los frascos se almacenaron en orden en cajas isotérmicas con hielo y pilas de
congelacién, conservando una temperatura estable de 4°C segun resolucion 3416 del 2006 de

la OMS y la guia para transporte de mercancias peligrosas por carretera (ADR).

2.2 Andlisis Microbioldgico

Se realiz6 pre-incubacion de las muestras a 37°C por 24 horas, las muestras fueron
homogenizadas y se realiz6 el aislamiento primario en medio de agar chocolate (atmosfera:
microaerofilica 10% CO,), agar sangre y agar MacConkey (atmosfera: aerobia), se incuban 48
horas a 37°C., posteriormente al tiempo de incubacién se hizo lectura de las caracteristicas
macroscépicas de las colonias aisladas y microscopicas de frotis indirectos por medio de
Gram. Se aplicaron pruebas bioquimicas para diferenciacion de grampositivos y
gramnegativas, y por ultimo se sembraron en medios diferenciales las colonias cuyo Gram

corresponda a gérmenes gramnegativos.

Para la identificacion de S. agalactiae se tomaron las colonias con las caracteristicas
macroscopicas descritas para este género y cuyo frotis mostro cocos grampositivos en
agrupacion de cadena, se sembraron en medio Cloruro de sodio al 6,5%, en agar hipurato de
sodio, china blue, se realiz6 la prueba de CAMP (monofosfato de adenosina ciclico) y se
sometieron a pruebas bioguimicas de carbohidratos (Inulina, lactosa, rafinosa, salicina, y
trehalosa) y alcoholes (Sorbitol y Manitol). Se utilizd como control la cepa de S. agalactiae

ATTCC 12386. En la figura 2 se observa el procedimiento microbioldgico.



Figura 2. Procedimiento microbiologico
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Fuente: Estudio.



2.3 Analisis Molecular: perfiles de Amplificacion al Azar de Fragmentos Polimorficos
de ADN (RAPD) de cepas Streptococcus agalactiae aisladas de muestras de tanques de

almacenamiento y cantinas de hatos y centros de acopio del departamento de Boyaca

Para la caracterizacion genotipica de las cepas se aplico el protocolo estandarizado
por Huertas C. (2013) del grupo de Investigacion en Genética y Biologia Molecular
(GEBIMOL), Universidad Pedagogica y Tecnoldgica de Colombia - UPTC; las cepas se
incubaron en medio liquido Infusion Cerebro Corazon BHI — Oxoid; durante 48 horas a
37°C, la extraccion se realizd en fase logaritmica. Para la extraccion del ADN de las cepas
de S. agalactiae se utilizo el kit de extraccién Wizard de Promega con Lisozima 10 mg/mi
Roche, todo el material genético extraido fue conservado a una temperatura de -4 a -20
°C. La concentracion de ADN se cuantific6 mediante el espectrofotometro
ThermoGenesys 10V a una longitud de onda de 260nm. Para la amplificacion de los
perfiles RAPDs se aplico el protocolo de 40 ciclos, en un volumen de reaccion de 25 pl
estandarizado por Huertas C. y Gutiérrez W. del grupo GEBIMOL modificado de

Limansky (2001). Las condiciones Optimas de amplificacion se resumen en la tabla 1.

Tabla 1. Condiciones 6ptimas de amplificacién. Mezcla de reaccion

CONCENTRACION

VOLUMEN PARA

REACTIVO FINAL PARA UNA :
REACCION UNA REACCION
Taq
Go Taq | Polimerasa
Hot Start Buffer 1x 12.5p1
Green dNTPs
Master Mix
MgClI2
MgCI2 3.5mM 1.5l
Iniciadores 10N o 19 3.7mM 46 pl
DNA 5ul
Agua libre de nucleasas NA 1.4yl
VOLUMEN FINAL DE REACCION 25ul

Fuente: Reactivos y concentraciones para protocolo de amplificacion aleatoria de ADN
polimérfico de ADN para S. agalactiae. GEBIMOL-UPTC



Se utilizaron los iniciadores 10N IDTref. 93534134, secuencia 5" TNGYNGGRTC
3" y 19N IDT ref. 93534134, secuencia 5° GGTCGACYTTNGYNGGRTC 3" propuestos
por Frangois, S., A. Limansky et al. (2001). Las mezclas de reaccion se procesaron en el
termociclador con las siguientes condiciones de amplificacion establecidas por Huertas C.-
GEBIMOL-UPTC, modificado de Francois, Limansky, et al. (2001). Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de temperatura dptima para protocolo de amplificacién para RAPD

Tiempo

Etapa | T° (°C) (min) Ciclos
Desnaturalizacion
inicial 95 5
Desnaturalizacion 93 1
Hibridacion 36 1.5 40
Extension 72 2
Extension Final 72 10

Fuente: Protocolo de 40 ciclos para amplificacion aleatoria de ADN polimorfico para
obtencion de perfiles de ADN S. agalactiae. GEBIMOL-UPTC.

Los productos de amplificacion, se llevaron a electroforesis en gel de agarosa al 2%
con buffer de corrido TBE 1X, el ADN fue tefiido con bromuro de etidio y los geles fueron
visualizados mediante fotodocumentador de rayos UV modelo DIGI DOC Il SYSTEM y
las bandas comparadas con un marcador de peso molecular de 50-2,000 pb (BioLine
Reagents Ltda). Se construyeron matrices binarias de cada ensayo 1: presencia de banda y
0: ausencia de banda estas matrices binarias se procesaron en el software NTSYS.pc ver.

2.02 que estima similaridad genética con el coeficiente de DICE, cuya formula es:

Sij=2a/(2a+b+c)

En donde Sij: similaridad entre el individuo iy j

a: numero de bandas compartidas por los individuos iy j
b: numero de bandas presentes en i pero ausente en j

c: nimero de bandas presentes en j pero ausente en i



Figura 3. Evidenica anélisis molecular
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Fuente: Estudio.



FENOTIFICACION Y GENOTIPIFICACION DE Streptococcus agalactiae EN LECHE45

Las matrices de similaridad se construyen con el programa NTSYS el cual utiliza el
subprogrma Simqual y el coeficiente de DICE (1945). Los coeficientes de similaridad se
introducen a su vez en el subprograma SAHN para generar dendogramas usando el método de
agrupamiento de medias aritmeéticas no ponderadas UPGMA que utiliza un algoritmo de
agrupamiento con el que se construye arboles ultrameétricos (hojas equidistantes de la raiz), en

el que se asume la teoria del reloj molecular.



3. FENOTIPIFICACION Y GENOTIPIFICACION DE Streptococcus agalactiae EN
LECHE CRUDA DE TANQUES Y CANTINAS PARA COMERCIALIZACION EN
EL DEPARTAMENTO DE BOYACA

3.1 Caracterizacion de la microbiota lactea

De las 347 muestras el 63,1% (n=219) reportaron aislamientos positivos y 36,9%
(n=128) fueron negativos. De los aislamientos se obtuvieronl57 aislamientos de
grampositivos,95 de gramnegativos, 2 aislamientos del género Nocardia y 21 de Candida sp.
microorganismos provenientes de flora lactica, saprofita y patégena. En la tabla 1 se muestra
la distribucién de cada grupo bacteriano en los 219 cultivos positivos y el porcentaje

correspondiente en relacién con el grupo bacteriano y en el total de muestras analizadas.

La caracterizacion de la microbiota lactea en leches de cantina y tanques de acopio se
reportado desde los afios 70 (Farnsworth, 1993), su propoésito es tamizar y reducir el nimero
de analisis individuales (Lucas, 2011), buscando ademas el potencial riesgo de multiples
fuentes de contaminacion y exposicion a las deficientes practicas de manejo del producto a
comercializar, igualmente esta microbiota se relaciona con las condiciones de cantinas y

tanques de almacenamiento, evalla indirectamente la higienizacion de estas superficies.

Tabla 3. Frecuencias de las cepas aisladas

. . . Frecuenciade | % de prevalenciaen | % de prevalencia en
Microorganismo Tipo flora . . . .
aislamiento n= | el grupo bacteriano | el presente estudio
Grampositivos
Staphylococcus aureus Patdgena 1 0,6 0,5
Staphylococcus epidermidis Transitoria 37 23,6 16,9
Staphylo€occus Saprofita 5 3,2 2,3
saprophitycus
Streptococcus agalactiae Patdgeno 16 10,2 7,3
Streptococcus uberis Saprofita 9 5,7 4,1
Streptococcus bovis Saprofita 14 8,9 6,4
Streptococcus brevis Saprofita 1 0,6 0,5
Micrococcus roseus Saprofita 26 16,6 11,9
Sarcina sp. Saprofita 1 0,6 0,5
Tetragenococcus Saprofita 8 5,1 3,7
Streptolactobacillus Saprofita 9 5,7 4,1
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Sporolactobacillus Saprofita 20 12,7 9,1
Corynebacterium bovis Saprofita 10 6,4 4,6
Gramnegativos

Microorganismo Tipo flora Frecuenciade | % de prevalenciaen | % de prevalencia en

aislamiento n= | el grupo bacteriano | el presente estudio
Kluyvera ascorbata Patogena 5 6,8 2,3
Yersinia kristensenis Saprofita 3 4,1 1,4
Yersina intermedia Saprofita 8 10,8 3,7
Achromobacter sp. Saprofita 6 8,1 2,7
Klebsiella planticola patdgena 10 13,5 4,6
Eschericia coli Saprofita 19 25,7 8,7
Escherichia fergunosii Saprofita 1 14 0,5
Acinetobacter Calcoaceticus Patégena 3 4,1 14
Cedesea neteri Patogena 4 54 1,8
Alcaligenes faecalis Saprofita 7 9,5 3,2
Citrobacter sp. Saprofita 1 1,4 0,5
Providencia alcalifaciens Patogena 2 2,7 0,9
Pseudomona sp. Patogena 2 2,7 0,9
Propionibacterium Transitoria 3 4,1 1,4

Otros géneros

Candida sp. Patogena 21 9,6
Nocardia sp. Patogena 2 0,9

Fuente: Estudio.

Los resultados de la caracterizacion de la microbiota de las leches en estudio arrojaron
presencia de diferentes consorcios conformados por microorganismos de flora: transitoria
como Staphylococcus epidermidis, Sporolactobacillus, Klebsiella planticola; Saprofitica
como: Micrococus roseus, Streptococcus bovis, Streptococcus uberis, Yersinia intermedia,
Yersinia kristensenis, Escherichia coli y patdégena como Klebsiella planticola, Kluyvera
ascorbata, Acinetobacter calcoaceticus, Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, y
Escherichia fergusonii. Estos hallazgos evidencian que la leche de cantina y de tanque de
acopio presenta flora proveniente de la mala higienizacion de cantinas, procesos no higiénicos
en el ordefio, posible contaminacion durante el transporte, tiempo prolongado de trasporte que

permiten el crecimiento exponencial de la microbiota. Los consorcios aislados muestran



coincidencia con otros estudios que miden la microbiota en leche de ganado vacuno (Quigley,
2013) y las comercializadas de otro origen como en leche de ovinos, (Garnica, 2013; Alvarez,
2014), se observa el aislamiento de patdgenos como Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae e indicadores como la Escherichia coli.

De estos aislamientos los generos Streptolactobacillus y Sporolactobacillus refiere
importancia ambiental y regulacién de las practicas en el entorno productivo (Benvenuto,
2014), ademas de identificar en el presente estudio la necesidad de tener adecuados procesos
térmicos y control de calidad teniendo en cuenta la ocurrencia ubicua y resistencia al estrés

térmico de estos géneros bacterianos.

Se reportan diferentes estudios que permiten evaluar la calidad higiénica de la leche
relacionados con las condiciones de produccion y de manejo de la leche dentro de la cadena
productiva, lo resultados del presente tienen similitud en el hallazgo de patdégenos como
Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae indicadores como Escherichia coli (Gémez
et al, 2013; Ortiz, 2014); la vigilancia de la calidad microbioldgica también sugiere que se
realice monitoreo mediante la determinacién de recuentos de microrganismos mesofilos
medidos que caracterizan dicha calidad de acuerdo con la norma nacional (Arias, 2010;
Vésquez, 2012; Calderon, 2012)

En el grupo de los grampositivos la mayor prevalencia corresponde a Staphylococcus
epidermidis con un 23,6% (n=37), bacteria relacionada como flora normal de mucosas tanto
en el animal como en el humano; cepas de origen ambiental como el Micrococcus roseus con
el 16,6% (n=26), Sprorolactobacillus con 12,7% (n=20). La prevalencia del patdégeno
Streptococcus agalactiae fue del 10,2% (n=16) confirmando que las leches de acopio en
cantinas y tanques reciben produccion de hatos con mastitis subclinica, posiblemente asociada

a un deficiente control del ordefio y atencion al bienestar animal. (Figura 4).
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Porcentaje de prevalencia de Grampositivos
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Figura 4. Prevalencia de grampositivos aislados en el estudio. Fuente: Estudio.

La prevalencia de Staphylococcus epidermidis sugiere que la mayor fuente de
microrganismos presentes en las muestra estudiadas proviene de contaminacion antropogénica
por deficiencia de aplicacion de las buenas practicas de manipulacién, coincide este resultado
con la prevalencia en segundo lugar de Micrococcus roseus, cuyo nicho especial es la piel de
humanos y animales y reservorios de aguas, lo que presupone no solamente que existe la
accion antropogénica sino que cabe la posibilidad de que haya agregados de agua contaminada
con estos gérmenes o la calidad del agua usada para la higienizacion de las cantinas no es

potable, siendo el agua un vehiculo importante de carga bacteriana (Estevéz, 2011)

De los microorganismos aislados los patdégenos relacionados a continuacion refieren
el acopio de leche provenientes de vacas infectadas, la presencia de Staphylococcus aureus
sugiere, que el producto ha sido manipulado por portadores asintomaticos, el dato de
prevalencia es inferior en el grupo y puede puntualizar el origen de esta contaminacion y de la
region de donde procede la leche, sin embargo con la determinacion de las toxinas de la cepa

no se puede asegurar que la cepa sea toxigénica; para prevalencias mas altas se recomienda



hacer la determinacidn de las toxinas para confirmar la patogenicidad de las cepas y poder
retirar de esta funcion a los manipuladores portadores (Valero, 2012). Igualmente la presencia
de este patdgeno hace necesario la evaluacion de las cantinas y tanques dada la posibilidad de
presentar biofilms bacterianos (Lee, 2014)

La prevalencia en el total de los aislamientos del estudio reporta 7,3% para el
Streptococcus agalactiae, un porcentaje considerable toda vez que el destino inmediato de
estas leches puede ser para consumo humano directo o para control de calidad de las plantas
productoras de leche ultrapateurizada y derivados, se espera entonces que estas leches no sean
aceptadas en las plantas productoras, lo que deriva en pérdidas para los productores y para
quienes dentro de la cadena son responsables del acopio de multiples hatos, en Colombia el
estudio en el departamento de Caldas mostr6 una prevalencia de 53,3% dato muy superior al
presente (Velasco-Bolafios, 2014), otro estudio en Argentina reporta una prevalencia inferior
de 5,3% (Neder, 2014). La identificacion de este patogeno en leches de tanques es
interpretado como un método indirecto de deteccion de mastitis subclinica en los hato (Elias,
2011).

Para el grupo de los gramnegativos la mayor prevalencia se encontrd con Escherichia
coli con 25,7% (n=19), Klebsiella planticola con 13,5% (n=10), Yersinia intermedia con
10,8% (n=8) y Alcaligenes faecalis con 9,5% (n=7), este consorcio hace presumir que buena
parte de la contaminacion tiene origen fecal, posiblemente por material particulado presentes

en la leche como pasto, tierra, madera y algunos otros de elementos no perceptibles.Figurab.

La presencia de Kluyvera ascorbata se relaciona directamente con la contaminacion
fecal y de origen respiratorio de fuente humana, este microrganismo pertenece a la familia
Enterobacteracea y es responsable de bacteremias, colecistitis aguda y meningitis en personas
inmunosuprimidas. El hallazgo en la leche pone manifiesto un riesgo alto para el consumidor

con condiciones de inmunidad disminuidas y para los lactantes.



FENOTIFICACION Y GENOTIPIFICACION DE Streptococcus agalactiae EN LECHES1

Porcentaje de prevalencia de Gramnegativos
aislados de muestras de leche

2 30
S —
= 25
(T
w 20
(]
3 BB 25,
2 10 10,
S 5 Fl ad = 14 ﬂ.i 5-1 9
o ) /)
o a3 = 17 27 2,7
[ 0 Y
. Q . N\ N\

\0’5\? Q}\\") Q/b\’b (—yQ ‘oo\’b (,0\ N \O;‘) \?} 0\\5 R $J R

0N S N 2 O C2 o O 2

OIS S S CHEP O AN 2 > O

$ & & 'zf'& & & x?}% & P L F N E
S
@ & T T E
& 2 L & & K. L& e
& ©EC SN R
Q Q) <
@ ¢ S & ® &
A ©
& Q
&
v

Figura 5. Prevalencia de gramnegativos aislados en el estudio. Fuente: Estudio.

En relacion con otros estudios se muestra la prevalencia similar para la Escherichia
coli, en el estudio en Sucre dicha prevalencia fue del 32,5% (Gomez, et al., 2013). Otro de los
microorganismos aislado pertenece al género Acinetobacter este refiere importancia teniendo
en cuenta que actualmente es uno de los géneros estudiados como potencial bacteria
multiresistente, género asociado a mastitis subclinica (Rosales, 2015) por lo que su presencia
sugiere ademas de la accién antropogénica de riesgo (Oliver, 2011) durante la manipulacion
de la leche, la necesidad de ampliar los estudios, de otra parte este hallazgo relaciona no solo
la calidad microbioldgica de la leche sino el riesgo de la comercializacién de leches con
géneros bacterianos con patrones de resistencia antibiotica (Décimo, 2016). El género
Pseudomona es un indicador del proceso de cadena de frio y o manejo de las diferentes
temperaturas a las que se expone el producto durante la conservacion (Raats, 2011; De
Jonghe, 2011), refiere entonces que su presencia que estas leche han permanecido tiempo
prolongado en incubacion en frio por lo que se genera un metabolismo negativo de la flora

lactica llevando al deterioro y descomposicion de la leche.



Otros hallazgos importantes son la presencia de Candida sp. con una prevalencia de
9,6% (n=21) que indica cambios en las caracteristicas quimicas de la leche como el valor del
pH, posiblemente por tiempos prolongados de recoleccion y trasporte que permite la
blastogénesis fungica, indicando ademéas que esta leches tienen un proceso de agriado que
depende de la degradacion de sustratos proteicos catalizados por enzimas proteoliticas, lo que
supone el descarte para produccién de leche de consumo o derivados; el aislamiento de
Nocardia sp. (n=2) se asocia con posibles abscesos mamarios, por lo que consideraria no apta

para comercializacion e identifica deficiencia en el control de la sanidad animal.

Por la condicion de contaminacidén expuesta se hacen obligatorios los métodos de
conservacién como la ultrapasteurizacion o en su defecto la pasteurizacion, controles de
calidad estrictos y restriccion de la comercializacion de estas leches crudas de manera directa.
Igualmente los resultados han mostrado que el tiempo de trasporte y las condiciones de

temperatura durante el mismo no son suficientemente controlados.

3.2 Caracterizacion de los perfiles de Amplificacion al Azar de Fragmentos Polimdrficos
de ADN (RAPD) de cepas Streptococcus agalactiae aisladas de muestras de tanques de

almacenamiento y cantinas de hatos y centros de acopio del departamento de Boyaca

Fueron caracterizadas genotipicamente 16 cepas de Streptococcus agalactiae
correspondientes a: 9 cepas del acopio Duitama que recolecta leche de los municipios de
Belén, Tibasosa, Paipa, Santa Rosa de Viterbo, Duitama y Sotaquirad (C1, C3, C4,C6, C7, C8,
C10, C11, C12); tres muestras tomadas de cantinas en el hato de Tunguavita (C26, C38, C75);
dos muestras tomadas de cantinas de hatos de Chiquinquira (C106 y C134); una muestra
tomada de cantinas en hato de Toca C235 y una muestra de cantina tomada en un hato en el
municipio de Miraflores C311. Se realizaron las extracciones y las amplificaciones RAPD —
PCR. Se obtuvieron perfiles de amplificacion con bandas entre 150 y 2000 pb, de acuerdo con
la lectura frente al patron de peso molecular (Figuras 6, 7, 8 y 9).

En la Figura 6 y 7se observan las bandas correspondientes a los perfiles RAPD, en los

perfiles 10N se observa amplificacion entre cuatro y ocho bandas, dos de estos fragmentos
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amplificados entre los 1400 y 1100 pb presentes en las cepas de provenientes del acopio de

Duitama, hallazgo similar encontrado en el estudio de Limansky y otros, 2001.

Figura 6. Perfiles de amplificacion RAPD-PCR. Cepas cantina. CON 10N de (MONTAJE.
17.07.2014. PROTOCOLO GEBIMOL)
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Figura-4.-RAPD-PCR.-Cepas-cantina.-CON-10N-de--1-3-7:-C1-c2-¢3-c4-c5-¢c6-¢7-/-8.-MPM-/-9-3-15:-C8-—-
C9—C10-C11-C12-C26-—C38-/-16-MPM-PM.-(MONTAJE.--17.07.2014.-PROTOCOLO-GEBIMOL) 9]
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Fuente: Estudio.

Se realiz6 la amplificaciéon con oligonucledtido 19N, perfiles que mostraron hasta 15
bandas. Figuras 8 y 9. La amplificacion muestra en el perfil electroforético bandas més
definidas y en mayor numero, de esta amplificacion se realizd la lectura de presencia (1)

ausencia (0) de banda con respecto al patron de peso molecular para realizar la matriz.



Figura 7. Perfiles de amplificacion RAPD-PCR. Cepas cantina. CON 10N MONTAIE.
18.07.2014. PROTOCOLO GEBIMOL
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Fuente: Estudio.

En la Figura 8 se observan las bandas correspondientes a los perfiles RAPD, en los
perfiles 19N se observa amplificacion entre cuatro y diez bandas, dos de estos fragmentos
amplificados entre los 1400 y 2000 pb presentes en las cepas de los hatos de Tunguavita,
Chiquinquira, Toca y Miraflores, hallazgo similar al encontrado en las muestras del acopio de

Duitama.
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Figura 8. RAPD-PCR. Cepas cantina. CON 19N. MONTAJE. 11.08.2014. PROTOCOLO
GEBIMOL

ng/BAND

RAPD-PCR.-Cepas-cantina.-CON-19N.-desde-el-carril1-AL-6:-C1-—C2---C3---C4---C5-
--C6-/-7.-MPM-/-del-carril-8-a- 13:C7--C8-— C9-— C10-— C11-—C12.- (MONTAIJE.
11.08.2014.-PROTOCOLO-GEBIMOL)Y|

Fuente: Estudio.

En la figura 8 se muestran los perfiles realizados con 19N se observan hasta 12
bandas, de 1200 pb e inferiores. Se realizd6 un ensayo con cepas ATCC del género
Streptococcus: S. pneumoniae ATCC 170314, S. faecalisATCC51299, S. mutans ATCC
25175 y S. agalactiae ATCC 12396, cepas correspondientes a patdogenos humanos. En la

figura 10 Corrido electroforético de perfiles RAPD, cepas ATCC del género Streptococcus.

La matriz binaria de los corridos electroforéticos de amplificacion con 19N
correspondiente a la lectura de presencia o ausencia de bandas de las figuras 6 y 7, registrada

en el programa NTSyS dio la siguiente lectura.



Figura 9. Perfiles de amplificacion RAPD-PCR. Cepas cantina, primer 19N. MONTAJE.
06.08.2014. PROTOCOLO GEBIMOL

RAPD-PCR.-Cepas:cantina.-CON-19N.-Carril-1.-C26-—2.-C38-—3.-C75-—4-C88—5-C106-—6:-C134-—7 -
C235—8.-C203—9-C311—10-MPM.-(MONTAJE.~06.08.2014.-PROTOCOLO-GEBIMOL)
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Fuente: Estudio

Figura 10. Montaje de Cepas control
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Fuente: Estudio.
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Tabla 4. Matriz binaria

PATRON PM
2000
1800
1600
1400
1300
1200
1100
1000
950
800

780
700
680
600
550
500
480
450
400
300

(@]
v
(o)
a
)
~
(o)
©
0
=
S)

0
=

C11 [ C12 | C26 [ C38 | C75 | C106( C134|C235| C311

o
o
o
o
o

OOOD—‘!—‘OHOOOOHI—'D—\OI—‘HOOOI

olo|o|r|r|o|r|o|o|o|ofr|~|~|o|r]|~]|o]o]|o
olo|o|r|o|o|o|o|o|o|r|r|o|~]|o|o|o|r|r|~|R
olo|o|r|o|o|o|o|o|o|r|r|o|~|o|o|o|r]|r ]|~
o|lo|o|r|o|o|o|r|o|r|ofr|o|~|o|o|o|o|o]|o
ol|lo|o|r|o|o|o|o|o|r|r|~|o|~|o|r]|o|o|o]|o
olo|r|o|o|o|r|o|r|o|r|r|~|o|lo|o|o|o|o]|o
olo|o|r|o|o|r|r|r|lo|r||o|~|~]|o|~]|o]o]|o
olo|o|r|o|o|r|r|r|lo|r|r|o|~|~]|o|~]|o]o

olo|r|o|o|r|o|r|r|lo|r|~|olo|r|o|r]|~]|o

olo|r|o|lo|r |k |k r|lo|r|~r|olo|r|o|r]|~]|o]|o
o|lo|o|o|r|r|o|o|o|o|r|r|~|o|r|o|r]|~]|o]|o
r|lo|lo|lo|o|o|o|o|o|o|r|r|—|o|lo|o|r]|r]|o]|o
R|r|lo|lo|lo|o|r|o|o|o|lo|o|o|o|o|o|~]|o|o]|o
Rlr|lolo|r|r|r|o|lo|lofr|+|olo|o|o|r]|r]|o]|o
o|r|o|o|o|o|r|o|o|o|o|+|o|lo|o|o|o|o|o]|o
o|lr|o|lo|r|r|r|r|r|lo|lo|+|olo|+|o|~]|o]o

Rk |O|lO|Rr|Rr|Fkr|O|O|O ||k |O|O|FR|O|R ]|+ ]|O

Rl |o|lo|r|r|o|o|o|o|o|o|o|o|o|o|r]|~]|o

Fuente: Estudio.

En la figura 11 se observa el dendograma organizado segun:

- Muestras acopio Duitama: que recolecta leche de los municipios de Belén, Tibasosa,
Paipa, Santa Rosa de Viterbo, Duitama y Sotaquira: C1, C3, C4,C6, C7, C8, C10, C11,
C12.

- Muestras tomadas de cantinas en el hato de Tunguavita: C26, C38, C75.

- Muestras tomadas de cantinas de hatos de Chiquinquird: C106 y C134.

- Muestra cantinas en hato de Toca: C235

- Muestra de cantina tomada en un hato en el municipio de Miraflores: C311.

En relacion con los coeficientes de similitud se dan resultados similares con el estudio
de Amal et al.,, 2013, quien realizd caracterizacion de aislamientos de Streptococcus
agalactiae obtenidos de pescado concluyendo la utilidad de esta técnica para la investigacion
epidemioldgica molecular se patdgenos de interés en la industria de alimentos; igualmente en

el caso de la leche aporta informacion valiosa



Figura 11. Dendograma, cepas de Streptococcus agalactiae aisladas de muestras de leche provenientes de cantinas, tanques y centros de

acopio del departamento de Boyaca
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En el dendograma se observan tres grupos filogenéticos grandes, el primero agrupa a
cuatro cepas procedentes de cantinas que llegan al acopio de Duitama, el segundo grupo se
encuentra conformado por cepas del acopio de Duitama y presentan indice de similitud
cercano con cepas obtenidas de muestra de cantinas de otros municipios. Es asi como se

obtuvieron los siguientes cluster:

- Cluster Duitama — Tunguavita (D)
- Cluster Duitama — Chiquinquira (E)
- Cluster Toca - Tunguavita — Miraflores (F)

- Cluster Tunguavita — Chiquinquira (G)

El resultado de los RAPDs ha discriminado a nivel de especie de Streptococcus
agalactiae, mostrando la distribucion de los cluster en los cuatros grupos relacionando un alto
porcentaje de polimorfismos resultados similares con el género Staphylococcus expuestos por
Aguirre, M. et al. (2006), que determinaron alto polimorfismos en tres cluster.

En el presente estudio los aislamientos del grupo B (cuatro cepas) corresponden a una
misma zona de muestreo, a diferencia del grupo C en donde no se observaron relaciones de
similitud estrecha, se observan ramas que relacionan las cepas de diferentes acopios. En el
grupo C se observaron dos ramas idénticas que corresponden a los aislamientos C10 y C11
ambos de Duitama, asi como C75 y C235 Tunguavita y toca respectivamente, que
constituyen una rama Unica y son idénticos, lo que orienta a un origen comun de estos dos

pares de cepas.

Los resultados de los perfiles del presente estudio son similares a los estudios del
Streptococcus agalactiae en humanos como en los estudios de Rojo et al., 2008 y Hannoun
et. al, 2010 que caracterizaron cepas de Streptococcus agalactiae aisladas de muestras de
diferente origen provenientes de mujeres embarazadas colonizadas y de recién nacidos con

sepsis y meningitis, perfiles obtenidos mediante RAPDs y electroforesis en campo pulsado.



5. CONCLUSIONES

En la muestra de leche en estudio se reportd una prevalencia de Staphylococcus
epidermidis en un 16,9%, seguido de Micrococcus roseus con un 11,9%, correspondientes a
especies saprofitas, para patdgenos grampositivos la prevalencia fue de Streptococcus
agalactiae con un 7,3% seguida de Staphylococcus aureus con un 0,5%. En flora
gramnegativa la Escherichia coli mostré una prevalencia del 8.7% como saprofita, seguida de
Klebsiella planticola con un 4,6% considerada patdgena. En otros géneros la Candida sp.

Presentd una prevalencia del 9,6%.

La microbiota aislada muestra flora saprofita y patégena por lo tanto refleja muchas
condiciones de riesgo durante la produccion, riesgo que supone infeccion en hatos y presencia
de patdgenos en humanos, asi como transito de posibles cepas resistentes. Es una condicion de
alerta la presencia de consorcios microbianos en leches comercializadas en la fase de acopio,
esto pone en discusion las estrategias de control y vigilancia de los entes gubernamentales y
obliga a que se implemente medidas de regulacion estricta, con el control de compra y venta

de leche cruda.

A pesar que los programas de capacitacion de buenas préacticas de produccion lechera
se tienen en el departamento, resultados microbioldgicos de muestreos como el de este estudio
evidencian que el cumplimiento de las recomendaciones para evitar la contaminacion de la

leche es deficiente y no controlado.

De la caracterizacion de los consorcios se establece la prevalencia de flora transitoria y
saprofita en la mayoria de los casos, lo que explica que las estadisticas no arrojen brotes de
contaminacion frecuentemente, sin embargo este producto por la condicion de alimento
formador debe garantizar una inocuidad casi del 100%, teniendo en cuenta ademés que los
mayores consumidores son nifios en edad de lactantes y escolar, cuya condicion de
inmunocompetencia no esta establecida totalmente.

Este estudio permite establecer que existe variabilidad geneética entre las especies del

género Streptococcus, ratifica la importancia del analisis molecular como base para la
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evaluacion de la relacion genética de los aislados y su transito en la cadena productiva.
Variabilidad que puede estar relacionada con los factores deficientes en las buenas préacticas
de produccion lechera y que permiten que la calidad e inocuidad de la leche cruda

comercializada ponga en riesgo a la poblacion consumidora.

En los diferentes ensayos realizados el estudio mostré reproducibilidad adecuada para
el oligonucledtido de 19N, lo que muestra un protocolo estandarizado y ajustado a las
condiciones analiticas para identificacion de polimorfismos.

Se observo que en el dendograma un indice de 0,29 se determinan dos agrupamientos
de acuerdo con las cepas aisladas en cada muestra esto representa una relacion entre las
diferentes regiones productoras del departamento y el transito de los clones de Streptococcus

agalactiae, relacionando una prevalencia de 7,3% en el presente estudio.

El resultado de los perfiles RAPDs ha discriminado a nivel de especie de Streptococcus
agalactiae, mostrando la distribucion de los grupos desde un coeficiente de similitud del 0,29,
entre coeficientes de 0,53 y 0,65 se encontraron cuatro cluster que se caracterizan por
presentar aislamientos de diferente origen de acopio. Se observaron dos ramas idénticas que
corresponden a los aislamientos C10 y C11 ambos de Duitama, asi como C75 y C235
Tunguavita y Toca, respectivamente, que orienta a un origen comdn de estos dos pares de
cepas 0 a nuevos aislamientos.De otra parte se puede observar con el presente estudio que las
cepas del Streptococcus muestran un perfil polimorfico, lo que supone una buena aplicacion

de dicha técnica molecular y el tipo de muestreo.

En este estudio se muestra el perfil polimérfico del Streptococcus agalactiae aislado
de muestras de cantina supone la mastitis subclinica, presente en los hatos, asi como sugiere la
evolucion de las buenas précticas, el manejo de la infeccion, que presionan el comportamiento
y los cambios genéticos dentro de la especie, sin embargo al realizarse el estudio con la
técnica de RAPD utilizando estos marcadores moleculares se proporciona una linea de base

de la caracterizacién de flora patdgena.



6. RECOMENDACIONES

La prevalencia de Streptococcus agalactiae y su variabilidad genética encontrada en el
estudio, recomienda que las leches sean estudiadas luego de tratamiento de térmico, por medio
de técnicas moleculares para deteccion con sensibilidad y especificidad en el control de

calidad del producto para consumo humano.

Considerando los hallazgos microbioldgicos de flora patdgena y microorganismos

indicadores se recomienda en posteriores estudios caracterizar el género Listeria.

Se recomienda la continuacion de estudios de todas los negros aislados en el presente,
utilizando métodos moleculares que lleven a la busqueda de un método de deteccion de dichos
microorganismo que sea eficiente y permita el monitoreo permanente de las condiciones de

comercializacion.

Es importante que se continlen los estudios moleculares para determinar un mayor
nimero de agrupamientos en muestras de cantinas y tangques de acopio para generar un
sistema de informacion sobre la aparicion de los cluster que indiquen la presencia de cepas
relacionadas con infecciones bovinas, proyectando informacion que pueda explicar la

reincidencia o reinfeccion como una herramienta de vigilancia de la infeccion.
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