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RESUMEN

La bacteria Shigella spp. es un bacilo Gram negativo asociado a infecciones
entéricas en humanos y reconocido como agente causal de la disenteria bacilar. Su
transmision ocurre principalmente por via fecal-oral a través de agua o alimentos
contaminados, entre ellos la leche cruda. En tal sentido el presente estudio fue
identificar la presencia de Shigella spp. en muestras de leche bovina y analizar los
factores de riesgo asociados en las parroquias de Tufino y Urbina aledanas a la
ciudad de Tulcdn, Provincia del Carchi. Se recolectaron 384 muestras de leche cruda
recolectadas en hatos ganaderos. Paralelamente se aplicd una encuesta mediante
entrevista a los productores para registrar practicas de manejo relacionadas con el
ordeno y la manipulacion de la leche. La deteccion bacteriana se realizé mediante
aislamiento microbiolégico en medio selectivo Hektoen Enteric Agar y posterior
confirmacién mediante técnicas moleculares de gPCR. Los resultados evidenciaron
concordancia entre ambos métodos diagndsticos, identificdndose 37 muestras
positivas para Shigella spp., lo que corresponde a una prevalencia total de 9,63 %. A
nivel territorial se registraron 17 muestras positivas en la parroquia de Urbina (11,03 %)
y 20 en Tufino (8,69 %). El andlisis de factores de riesgo mostréd asociacion con diversas
prdcticas de manejo higiénico durante el ordeno, entre ellas el uso de ordeno
manual, el empleo de agua no potable, la ausencia de lavado de manos previo al
ordeno, la falta de indumentaria de proteccion, el uso de recipientes no exclusivos
para la recoleccion de leche, el despunte inadecuado, la falta de desinfecciéon de
utensilios y deficiencias en los sistemas de enfriamiento. La prevalencia observada
evidencia que las condiciones higiénico-sanitarias del proceso de ordeno influyen en
la contaminacién microbioldgica de la leche cruda, lo que representa un riesgo para
la inocuidad del producto destinado al consumo humano v la salud pUblica local.

Palabras Claves: Shigella spp, leche, factores riesgo, microbiologia, gPCR
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ABSTRACT

The bacterium Shigella spp. is a Gram-negative bacillus associated with enteric
infections in humans and recognized as the causative agent of bacillary dysentery.
Transmission occurs primarily via the fecal-oral route through contaminated water or
food, including raw milk. In this regard, the present study aimed to identify the
presence of Shigella spp. In bovine milk samples and analyze the associated risk
factors in the parishes of Tufino and Urbina near Tulcdn city, Carchi Province. A total
of 384 raw milk samples were collected from cattle herds. Concurrently, a survey was
conducted through interviews with producers to document management practices
related to miking and mik handling. Bacterial detection was performed via
microbiological isolation on Hektoen Enteric Agar selective medium, followed by
confirmation using gPCR molecular techniques. The results showed agreement
between the two diagnostic methods, with 37 samples testing positive for Shigella spp.,
corresponding to an overall prevalence of 9.63%. At local level, 17 positive samples
were recorded in the parish of Urbina (11.03%) and 20 in Tufino (8.69%). Analysis of risk
factors revealed an association with various hygiene practices during milking,
including manual milking, the use of non-potable water, failure to wash hands prior to
milking, lack of protective clothing, the use of non-dedicated containers for milk
collection, improper teat trimming, failure to disinfect equipment and deficiencies in
cooling systems. The observed prevalence indicates that the hygiene and sanitary
conditions of the milking process influence the microbiological contamination of raw
milk, which poses a risk to the safety of the product infended for human consumption
and to local public health.

Keywords: Shigella spp., milk, risk factors, microbiology, gPCR
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INTRODUCCION

La bacteria Shigella spp., es un patdgeno humano perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, clasificado como un bacilo Gram negativo, inmovil y anaerobio
facultativo, reconocido como el principal agente causal de la shigelosis o disenteria
bacilar. Su transmision ocurre principalmente por la via fecal-oral, a fravés del
consumo de aguaq, leche cruda y otros alimentos contaminados, lo que representa
un riesgo significativo para la salud publica, considerando que el ser humano

constituye su principal reservorio (Ahn et al., 2024).

Esta problemdtica tiene un impacto directo sobre la inocuidad alimentaria,
afectando tanto a productores como a consumidores. Los signos clinicos mas
frecuentes de la shigelosis en seres humanos incluyen fiebre, dolor abdominal, vomitos
y diarrea aguda, la cual puede presentar sangre o mucosidad (Ahn ef al., 2024). En
el sector lacteo, la presencia de este patdgeno genera alertas sanitarias relevantes,
especialmente en contextos donde las normas técnicas de ordefo no se aplican de
manera adecuada, lo que incrementan el riesgo de contaminacién del producto
(Albuja et al., 2021).

A nivel global, se calcula que las infecciones por Shigella spp., oscilan entre 80 y 165
millones de casos anuales, con una mortalidad estimada en 600,000 fallecimientos
(Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2024). En Ecuador, la
vigilancia epidemiolégica ha reportado casos confimados a nivel nacional,
identificando que la leche cruda informal presenta indices criticos de contaminacion
por enterobacterias, vinculados directamente a la deficiencia de higiene enlas zonas
rurales (Ministerio de Salud PuUblica, 2025).

Aunque actualmente se desconoce la presencia real de Shigella spp., en los sistemas
de produccidén locales, investigaciones previas la identifican como un indicador
critico de contaminacién, los estudios han reportado prevalencias del 7% en leche
cruda y hasta un 13% en derivados (Elkenany et al., 2022), lo que evidencia el riesgo

latente en la cadena ldctea.

En las parroquias de Tufino y Urbina, existen condiciones de manejo higiénico-sanitario
deficiente y una alta informalidad en el sector pecuario. La combinacion de factores

como el uso de agua no potable, la falta de aseo en el ordeno, la baja bioseguridad
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del personal y la limitada inversion en infraestructura técnica, por parte de los
pequenos productores, aumenta de manera significativa el riesgo de contaminacion

en la cadena producto (Agrocalidad, 2023).

El estudio tuvo como objetivo identificar la bacteria Shigella spp., en leche cruda y
determinar los factores de riesgo asociados en las parroquias de Tufino y Urbina de la
ciudad Tulcdn. Para ello, se aplicaron metodologias de diagndstico microbioldgico y
molecular mediante la técnica de PCR cuantitativa (gPCR), con el propdsito de
generar informacién cientifica que permita fortalecer las estrategias de prevenciony

garantizar la inocuidad del producto.
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I. EL PROBLEMA
1.1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La actividad lechera constituye uno de los principales pilares de la economia de la
provincia del Carchi, debido a su aporte al desarrollo rural y a la generacion de
ingresos para numerosas familias vinculadas al sector agropecuario. La presencia de
deficiencias técnicas en el manejo higiénico-sanitario de la leche cruda compromete
la sostenibilidad econdmica del sector, dado que dificulta el cumplimiento de
estdndares de inocuidad alimentaria cada vez mds exigentes en los mercados
regionales y nacionales. Tales limitaciones restringen la competitividad, retrasan la
incorporacién de mejoras productivas y generan desinterés entre pequenos

productores que operan con margenes econdmicos reducidos (Carvajal et al., 2024).

La leche cruda, cuando no es manipulada bajo condiciones adecuadas de higiene,
puede actuar como vehiculo de transmision de infecciones zoondticas relevantes,
entre las cuales la bacteria Shigella spp., presenta una elevada importancia desde el
punto de vista sanitario. La presencia del patdgeno se asocia a la shigelosis,
enfermedad caracterizada por una considerable carga de morbilidad que afecta
con mayor intensidad a poblaciones vulnerables, especialmente en contextos donde
el acceso a servicios bdsicos y prdacticas de saneamiento resulta limitado

(Organizacién Panamericana de la Salud, 2025).

El desconocimiento de los riesgos asociados a la presencia de Shigella spp., en la
produccion lechera ha favorecido la aplicacion deficiente de prdcticas de aseo
durante las diferentes etapas del ordeno. Desde la perspectiva agropecuaria y de la
salud animal, la deteccidn del microorganismo en entornos ganaderos representa un
indicador critico de fallas en la aplicacion de normas de bioseguridad, en el manejo
sanitario del hato y en el control de fuentes potenciales de contaminacion, factores
gue incrementan la probabilidad de alteraciones en la calidad microbioldgica de la
leche (Ministerio de Salud PUblica, 2025).

La literatura cientifica describe a Shigella spp., como un patdégeno de reservorio

humano; no obstante, la contaminacion de fuentes hidricas, la presencia de pasturas

17



contaminadas y la aplicacién inadecuada de prdcticas de higiene favorecen el
contacto indirecto de los bovinos con el microorganismo, lo que deriva en la
contaminacion del producto ldcteo durante el ordeno o durante etapas posteriores
de manipulacion (Villalobo, 2011). Tal dindmica adquiere mayor relevancia en
sistemas productivos que carecen de un control riguroso de las condiciones sanitarias

del entorno.

La deteccion de Shigella spp., en ganado bovino no suele asociarse con
manifestaciones clinicas evidentes, circunstancia que facilita la diseminacion
silenciosa del patégeno entre hatos y a lo largo de la cadena productiva. La
contaminacién ambiental por materia fecal humana, la gestion inadecuada de
aguas residuales, las practicas deficientes de higiene durante el ordeno y el manejo
inapropiado de las instalaciones pecuarias incrementan de manera significativa el
riesgo de intfroduccidén y propagacion del microorganismo. El control sanitario y la
aplicacién sostenida de medidas de bioseguridad resultan determinantes para
reducir la probabilidad de contaminaciéon de la leche cruda (Centros para el Control

y la Prevenciéon de Enfermedades, 2024).

La disponibilidad limitada de investigaciones orientadas a identificar la prevalencia
de Shigella spp., en la leche cruda producida en la provincia del Carchi,
particularmente en la ciudad de Tulcdn, restringe la generacion de informaciéon
cientifica a nivel local. La escasez de datos dificulta la adopcion de medidas
preventivas eficaces por parte de los productores, situacidén que resulta preocupante
al considerar que numerosas fincas lecheras operan bajo prdcticas inadecuadas de

manejo e higiene, favoreciendo la persistencia del riesgo sanitario (ELIKA, 2025).

El bienestar animal influye de forma directa en la carga microbiana de la leche,
debido a que factores como el estrés fisioldgico y la presencia de procesos
infecciosos incrementan la susceptibiidad a la contaminacidén por patdégenos
entéricos. La presencia de Shigella spp., en la cadena ldctea, asociada a
deficiencias en el manejo primario del ganado, representa un riesgo sanitario
relevante que compromete la calidad del producto y la seguridad del consumidor
final (Valdivia et al., 2021).

La realidad socioeconédmica de la ciudad de Tulcdn incrementa la complejidad del
problema, considerando que una proporcién significativa de pequenos productores

enfrenta limitaciones econdmicas que dificultan la inversibn en tecnologia,
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infraestructura de ordeno y servicios de salud animal. Dichas restricciones
estructurales reducen la adopcidén de buenas prdacticas productivas y sanitarias,
manteniendo condiciones que favorecen la contaminacién de la leche cruda vy la

persistencia de riesgos para la salud publica (Quirola y Burneo, 2025).
1.2. FORMULACION DEL PROBLEMA

2Cudles son los factores de riesgo que estan asociados a la presencia de la bacteria

Shigella spp., en los hatos ganaderos de la ciudad Tulcdn en la provincia del Carchi?
1.3. JUSTIFICACION

La actividad ganadera constituye el principal soporte de la economia rural en la
provincia del Carchi, sustentada en sistemas de Unidades de Produccion
Agropecuaria (UPAs), donde la produccién de leche asegura la subsistencia
cofidiana de un elevado nUmero de familias. La cadena de valor Ildctea cumple un
rol determinante en la estabilidad econdmica local, considerando que la produccion
y comercializacion de leche permiten cubrir necesidades bdsicas y sostener la
dindmica productiva de las comunidades rurales. Cualquier alteracion en dicha
cadena genera repercusiones directas sobre la seguridad alimentaria, la cohesidn

social y la viabilidad econdmica de las unidades productivas (Barragdn, 2023).

El sector Iacteo representa un componente estratégico para la seguridad alimentaria
y el desarrollo socioecondmico del Ecuador. La produccién nacional alcanza
aproximadamente 5,6 millones de litros diarios de leche cruda INEC (2024), volumen
que aporta alrededor del 4 % al Producto Interno Bruto agroalimentario y del cual
dependen de manera directa cerca de 1,2 millones de personas (Lonita, 2022). El
consumo per capita anual se situa en 108 litros (MAG, 2024)., cifra que incluye leche
cruda destinada al consumo directo. La elevada participacidon de pequenos
productores, que representan alrededor del 80 % del total, junto con una cobertura
limitada de asistencia técnica cercana al 4 %, configura un escenario con alta
vulnerabilidad sanitaria que requiere atencién prioritaria para proteger la salud

publica y garantizar la sostenibilidad del sector (Centro de la Industria Lactea, 2025).

La investigacion de Shigella spp., adquiere relevancia en el dmbito de la salud
publica debido a su elevada carga de morbilidad y a su participacion frecuente en
brotes de enfermedades transmitidas por alimentos. La Organizaciéon Mundial de Ia
Salud ha clasificado a este patdégeno como una prioridad de nivel alto en los

programas de vigilancia de resistencia antimicrobiana, considerando la aparicion
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progresiva de cepas multirresistentes a tratamientos de primera linea (Organizacion
Mundial de la Salud, 2022). Su peligrosidad se relaciona con una baja dosis infectiva,
estimada entre 10 y 100 microorganismos con la capacidad de persistir en matrices
como el agua y alimentos de consumo masivo, entre los cuales la leche y los
derivados lacteos actuan como vehiculos relevantes de transmision en contextos con
sistemas de saneamiento vulnerables (Instituto Nacional de Salud, 2021). Analizar la
prevalencia de la shigelosis y sus factores de riesgo es fundamental para mitigar su
impacto, ya que sigue siendo una causa persistente de morbilidad, desnutricion

infantil y mortalidad a nivel mundial (Encyclopedia Britannica, 2025).

La deteccion de Shigella spp., en la leche cruda ha contribuido a fortalecer la
atencién sobre la inocuidad alimentaria en territorios con alta dependencia de la
produccion lactea, como en la ciudad de Tulcdn. La identificacion del patdégeno ha
motivado procesos de capacitaciéon orientados al cumplimiento de normativas
técnicas y al fortalecimiento de prdacticas de manejo higiénico en la produccion
primaria, promoviendo una articulacion entre productores y profesionales del dmbito
sanitario para enfrentar los riesgos asociados a la contaminacién microbioldgica de
la leche (Valdivia et al., 2021).

El sector ganadero de la ciudad de Tulcdn presenta condiciones favorables para
mejorar la salud animal y la calidad de la producciéon lechera mediante la adopcion
de prdcticas adecuadas de manejo e higiene. La leche cruda constituye un medio
propicio para el crecimiento de microorganismos transmitidos por alimentos y
agentes zoondticos, debido a sus propiedades fisicoquimicas que favorecen la
proliferaciéon bacteriana, o que refuerza la necesidad de confroles sanitarios rigurosos

durante el ordeno y la manipulacion posterior (Nieto et al., 2022).

La identificacion precisa de Shigella spp., en la cadena de produccion lacteay en el
entorno poblacional resulta esencial para la gestion de la salud publica, dado que
permite pasar de la sospecha epidemioldgica a la evidencia cientifica de
contaminaciéon. La confirmacion del patdégeno facilita la deteccion temprana vy el
control oportuno de brotes de shigelosis, enfermedad de transmision alimentaria que
representa un riesgo significativo de morbilidad, especialmente en grupos

poblacionales vulnerables (Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).

La formacién técnica de los productores constituye un eje fundamental para reducir

los riesgos sanitarios asociados a la produccion de leche cruda. La comprension de
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la relacion entre prdacticas de manejo, condiciones de higiene y contaminacion
microbioldgica permite disenar programas de capacitacion orientados a mejorar la
calidad del producto final (Alenezi et al., 2024). La adopcién de medidas adecuadas
durante el ordeno, la desinfeccion de equipos y el mantenimiento de la salud animal
confribuyen de manera directa a disminuir la presencia de Shigella spp., en la

produccion lactea (Barragdn, 2023).

El estudio se orienta a generar informaciéon sobre la prevalencia de Shigella spp., en
la produccion lechera la ciudad de Tulcdn y a fortalecer la conciencia sobre la
inocuidad alimentaria entre los productores locales. La difusidén de los resultados
mediante procesos de sensibilizacion y capacitacion busca promover la adopcion
de prdcticas seguras que reduzcan el riesgo de contaminacion, contribuyendo al
desarrollo sostenible de la actividad lechera y a la protecciéon de la salud de los

consumidores (Lucumi, 2023).

La microbiologia de los alimentos constituye el fundamento cientifico del estudio, al
permitir la deteccion, identificaciéon y cuantificacion de agentes patdgenos que
comprometen la inocuidad alimentaria. En el caso de Shigella spp., el abordaje
microbioldgico resulta indispensable debido a la complejidad de su aislamiento y a
su estrecha relacion filogenética con ofros microorganismos, como Escherichia coli,
que pueden generar confusidon diagnodstica (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2025).

La confirmaciéon del patdgeno en matrices complejas, como la leche cruda, requiere
métodos capaces de superar las limitaciones de los procedimientos tradicionales. La
microbiologia aplicada permite evaluar la supervivencia del microorganismo bajo
diferentes condiciones ambientales y de almacenamiento, generando informacion
objetiva para la gestion de riesgos y el fortalecimiento de normativas sanitarias

orientadas a la proteccion del consumidor (Food and Drug Administration, 2025).

El uso de la reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa (QPCR) se sustenta en
su elevada sensibilidad, especificidad y rapidez en comparacion con los métodos
microbioldgicos convencionales. En matrices complejas como la leche cruda, la
deteccion de Shigella spp., representa un desafio debido a su baja dosis infectiva y
a su relacion filogenética con Escherichia coli, situacion que suele generar resultados

ambiguos mediante técnicas de cultivo tradicionales (Nunez et al., 2025).
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La gPCR permite la identificacion precisa de genes de virulencia especificos, como
el gen ipaH, garantizando una diferenciaciéon inequivoca incluso en muestras con
baja carga bacteriana. La reduccion de los tiempos de diagndstico, de varios dias a
pocas horas, posibilita una respuesta oportuna ante riesgos sanitarios. Al tfratarse de
un método cuantitativo, la técnica permite determinar la carga bacteriana con
precision, informacion clave para la evaluaciéon de riesgos y la toma de decisiones en
salud publica (Global Food Safety Initiative, 2024).

1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

Identificar la bacteria Shigella spp., en leche cruda y factores de riesgo en la ciudad

de Tulcdn.

1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de Shigella spp., mediante andlisis microbiolégicos en
muestras de leche bovina recolectadas en la ciudad de Tulcdn.

e Confirmar la presencia de Shigella spp., mediante técnicas moleculares
(gPCR) en muestras de leche bovina recolectadas en la ciudad de Tulcdn.

e Determinar la prevalencia de Shigella spp., en leche cruda de la ciudad de
Tulcan.

e Relacionar la presencia de Shigella spp., con los factores de riesgo

identificados en la ciudad de Tulcdn.

1.4.3. Preguntas de Investigacion

: i i iologi i i . U

e 5COmo se aisla microbioldgicamente la presencia de Shigella spp. en muestras
de leche cruda bovina?

e 3Como se confirma la presencia de Shigella spp con técnicas moleculares
gPCR en muestras de leche cruda bovina?

e 5Cudl es la prevalencia de Shigella spp., en muestras de leche cruda bovina
]
en los sitios investigados?

e 5Cudles son los factores de riesgo asociados a la presencia de Shigella spp.,
]

en la produccion de leche bovina?
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Para fundamentar adecuadamente el presente estudio, se llevd a cabo la
adaptacion de investigaciones anteriores que abordan la problemdtica en cuestion.

Por ello, se presentan a continuacién los antecedentes investigativos relevantes:

Segun Elkenany et al. (2022), en su estudio realizado en: *Caracterizacién de especies
de Shigella multirresistentes aisladas de leche cruda de vaca y productos IGcteos.” Se
organizé para investigar la prevalencia, los fenotipos y genotipos de resistencia a los
antibidticos y desinfectantes, asi como los perfiles de pldsmidos de las especies de
Shigella aisladas de la leche cruda de vaca y los productos Iacteos en Egipto. Se
realizé un andlisis genotipico para determinar la presencia de genes codificadores de
B-lactamasa (blaTEM, blaCTX-M, blaOXA-1 y blaSHV), tet(A) y gacEA. Se recuperaron
cuarentay dos (7 %) aislados de Shigella (S. dysenteriae, S. flexneriy S. sonnei), siendo
S. dysenteriae el tipo predominante. Las pruebas de sensibilidad a los antibidticos
mostraron que el 71,4 % de los aislados de Shigella eran resistentes a fres o mas clases
de antibidticos (multirresistentes). Se observaron altas tasas de resistencia a las
tetraciclinas (100 %), la ampicilina, el amoxicilina-clavuldnico (90,5 % cada uno) y el
cefaclor (66,7 %), mientras que no se detectd resistencia al imipenem, al
sulfametoxazol/tfrimetoprim y a la azitromicina. La prueba de sensibilidad a los
desinfectantes de las cepas de Shigella aisladas reveld resistencia al compuesto
fendlico (acido vanilico), mientras que el 85,7 % de las cepas de Shigella aisladas eran
resistentes al cloruro de benzalconio. El andlisis PCR Uniplex reveld la existencia de
genes codificadores de B-lactamasa (blaTEM en todas las cepas aisladas y blaCTX-M
en el 28,6 % de las cepas aisladas) y tet(A) en todas las cepas aisladas, y el 85,7 % de
las cepas aisladas dieron positivo para gacEAT, mientras que todas las cepas aisladas
dieron negativo para blaOXA-1 y blaSHV. Todos los productores de pB-lactamasas de
espectro extendido (BLEE) de Shigella spp. (12, 100 %) dieron positivo para los genes
blaTEM, blaCTX-M y gqacEA1. Ademds, el perfil de pldsmidos reveld siete patrones de
plasmidos distintos (P1-P7), que oscilaban entre 1,26 y 33,61 kb, entre todas las cepas

de Shigella; S. dysenteriae mostrd la mayor variacion. Se observd la transferencia
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conjunta de genes de R-lactamasa (blaTEM y blaCTX-M) y genes qacEA1 por
conjugaciéon de todos los productores de ESBL a una cepa receptora. Estos hallazgos
indican la aparicion en Egipto de especies de Shigella que mostraban
multirresistencia a antibidticos (en particular, cepas productoras de ESBL) o
desinfectantes. Por lo tanto, la resistencia de las especies de Shigella debe
supervisarse periddicamente y deben adoptarse las medidas adecuadas para

gestionar el problema.

La investigacion de Loor et al. (2025), “Alta contaminacion de Salmonella spp., en
leche cruda en Ecuador.” Identificacion molecular de los serovares de Salmonella
entérica Typhi, Paratyphi, Enteritidis y Typhimurium'™ analizdé un total de 600 muestras
de leche cruda recolectadas en las provincias de Pichincha y Manabi, Ecuador,
empleando tanto métodos microbioldégicos como técnicas moleculares para la
deteccion de patdégenos. Los resultados mostraron que 225 muestras (37,5 %) fueron
positivas para Salmonella spp., con predominancia de los serovares Saimonella
Typhimurium y Salmonella Enteritidis. La elevada prevalencia detectada se asocid
directamente con prdcticas de ordeno y manipulacién inadecuadas, condiciones
ambientales con presencia de materia orgdnica y ausencia de control higiénico en
equipos y superficies de trabajo. Este estudio también evidencid variacion geogrdfica
en la contaminacioén: el 42 % de las muestras de Pichincha y el 33 % de Manabi
presentaron presencia de Salmonella spp., lo que refleja heterogeneidad en las
condiciones de produccidn primaria. Los autores senalaron que la deteccion de
patdgenos entéricos en leche cruda antes de cualquier proceso de pasteurizacion
revela un serio riesgo para la salud publica. Aunque Shigella spp., no fue evaluada
especificamente, la presencia significativa de otros patdégenos entéricos de origen
fecal subraya la importancia de incorporar estudios que investiguen directamente la
presencia de Shigella y otros microorganismos zoondticos en la produccion lactea

ecuatoriana.

Puga et al. (2022), “Pardmetros de calidad de la leche cruda en Ecuador entre 2010

y 2020: Revisidn sistemdtica de la literatura y metaandilisis.” realizaron una revisiéon
sistemdtica y metaandilisis sobre la calidad microbioldgica de la leche cruda en el
Ecuador, integrando evidencias de mds de 20 estudios desarrollados entre 2010 y
2020. Los resultados sintetizados indicaron que el 28-55 % de las muestras analizadas
en diferentes regiones del pais presentd recuentos de coliformes totales superiores a

los limites aceptables, y en varios casos se detectd presencia de Escherichia coli (15—
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32 %). Esta variabilidad sugiere condiciones sanitarias deficientes durante la
produccion primaria, relacionadas con prdcticas de higiene pobres y ausencia de
controles sanitarios estandarizados en la cadena de produccién lechera. La revision
también mostrd que los pardmetros fisicoquimicos (como acidez y sdlidos totales) en
muchos casos se enconfraban fuera de valores de referencia, lo que puede
favorecer la proliferacion bacteriana antes de la llegada al consumidor final. Aunque
la evidencia no se centrdé en un patdégeno especifico como Shigella spp., los
porcentajes elevados de indicadores bacterianos enteropatdgenos reflejan un
ambiente propicio para la presencia de microorganismos entéricos de importancia
en salud publica. Estos datos avalan la necesidad de investigaciones actuales que
utilicen técnicas diagndsticas sensibles (como PCR o gPCR) para detectar Shigella
spp., directamente en leche cruda, ampliando asi el conocimiento sobre la calidad

microbioldgica del producto en Ecuador.

De la Torres et al. (2025), “Evaluacion de la calidad fisicoquimica y microbiolégica de
la leche cruda en la industria Idctea de Napo, Ecuador” evaluaron 180 muestras de
leche cruda procedentes de unidades ganaderas distribuidas en la Sierra
ecuatoriana, con el objetivo de comparar pardmetros fisicoquimicos vy
microbioldgicos con estdndares normativos de inocuidad alimentaria. En el andlisis
microbioldgico, se enconfré que el 46 % de las muestras superd los limites mdximos
permisibles de recuento de bacterias aerobias mesdfilas, indicador que refleja
contaminacién general del alimento. Ademds, el 28 % de las muestras reportd
presencia de coliformes fecales, lo que constituye un signo claro de contaminacion
de origen entferal. El estudio reveld que dichas condiciones microbiolégicas se
relacionan con prdcticas deficientes de aseo y el uso de agua sin fratamiento
adecuado para el lavado de equipos. Los investigadores destacaron que la
coexistencia de altas cargas bacterianas y pardmetros fisicoquimicos alterados crea
un ambiente favorable para la proliferacion de bacterias entéricas, lo cual constituye
un riesgo sanitario para los consumidores. Aungque no se identificaron Shigella spp., en
este estudio, la presencia de otros indicadores bacterianos relevantes sugiere la
posibilidad de que patdégenos entéricos especificos puedan estar presentes en leche
cruda, lo que justifica estudios posteriores focalizados en su deteccion por métodos

moleculares.

En la investigacion de Tenecela y Ortiz (2023): “Andlisis bacteriolégico de leche cruda

expendida en Tarqui-Ecuador” realizd un andlisis descriptivo de 100 muestras de leche
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cruda recolectadas en puntos de venta de la parroquia Tarqui, enfocdndose en
coliformes totales, Escherichia coli y Staphylococcus aureus como indicadores
microbioldgicos de calidad. Los resultados mostraron que el 52 % de las muestras
presentd recuentos de coliformes totales por encima de los limites establecidos en los
estandares de inocuidad alimentaria, lo que indica condiciones sanitarias deficientes
en la produccién y comercializacion del ldcteo. Ademds, el 31 % de las muestras fue
positiva para E. coli, evidencia clara de contaminacién de origen fecal. El estudio
también detectd Staphylococcus aureus en 18 % de las muestras, lo que refleja la
posible presencia de contaminacion asociada a manejo humano o de equipo
durante el ordeno y almacenamiento. Estos porcentajes elevan la preocupacion por
la seguridad del consumo de leche cruda y reflejan que las practicas higiénicas en el
contexto local son insuficientes para controlar microorganismos de origen entérico.
Aunque este antecedente no identificé directamente Shigella spp., la alta
prevalencia de indicadores de contaminacion bacteriana respalda la necesidad de
investigar la presencia de patdégenos como Shigella a nivel molecular, dada su alta

infectividad y su potencial impacto en la salud publica.

En el articulo Bennish y Ahmed (2020) en la definicion “Shigelosis”. La infeccion por
Shigella es una de las principales, si no la principal, causa de morbilidad y mortalidad
relacionada con la diarrea en todo el mundo. Shigella causa aproximadamente
55.000 muertes en ninos menores de 5 anos y 110.000 muertes en ninos mayores y
adultos anualmente. Shigella es un bacilo gramnegativo que comprende cuatro
especies y mdas de 50 serogrupos con diferentes grados de virulencia. Cldsicamente
asociada con la disenteria, Shigella, especialmente la menos virulenta S. sonnei,
también puede causar diarrea acuosa. S. dysenteriae tipo 1, que histéricamente ha
causado pandemias y epidemias a gran escala con alta mortalidad, ha estado
inactiva en elsiglo XXI. S.flexneri predomina en paises pobres con higiene inadecuada
que facilita la propagacién fecal-oral de la infeccién. La terapia antimicrobiana
proporciona un beneficio sustancial, especialmente a aquellos con sintomas de
disenteria, pero se ve obstaculizada por una resistencia generalizada. La
ciprofloxacina y la azitfromicina siguen siendo los fdrmacos de eleccion para el
tratamiento, pero la resistencia a estos agentes estd aumentando. A pesar de los

esfuerzos concertados, sigue siendo dificil encontrar una vacuna eficaz.

Chukwu et al. (2023), “Aislamiento, identificacion y resistencia a los antibidticos perfil

de bacterias entéricas que representan una amenaza para la salud publica en
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Comercio minorista de leche y productos Idcteos en Abakaliki, sureste de Nigeria”
desarrollaron un estudio microbioldégico en el que analizaron 100 muestras de leche y
productos ldcteos mediante siembra en medios selectivos, aislamiento de colonias
bacterianas y pruebas de identificacién bioquimica para diferenciar enterobacterias.
Los patdgenos bacterianos aislados se caracterizaron e identificaron mediante
técnicas morfolégicas y bioquimicas. Se utilizd SPSS y la prueba de chi-cuadrado para
el andlisis del estudio; un valor p de 0,02 indica una diferencia significativa entre los
recuentos de patdgenos bacterianos. Se aislaron un total de 161 bacterias patdgenas
de 100 productos lacteos. Salmonella spp. (26,1%), Escherichia coli (44,1%)
y Shigella spp. (29.8%). Todos los aislados identificados mostraron una susceptibilidad
del 100 % a la ciprofloxacina y la gentamicina, con un 66,7 % para la ofloxacina. La
Augmentin, la ampicilina, el cloranfenicol y la espectinomicina presentaron una
resistencia del 100 %. A partir de este procedimiento se obtuvieron 48 aislamientos
bacterianos, dentro de los cuales Shigella spp., fue identificada como uno de los
patdgenos presentes, alcanzando una frecuencia del 29.8%. La identificacion se
realizé en funcién de las caracteristicas de crecimiento en medios selectivos y la
respuesta a pruebas bioquimicas especificas, lo que permitid confirmar la presencia
del microorganismo dentro de las muestras analizadas. Los resultados presentaron
que la deteccion de Shigella spp., se logra a partir de un proceso sistematico que
combina el cultivo bacteriano con técnicas de identificacion que permiten
diferenciarla de otras enterobacterias presentes en la leche. La proporcion
encontrada refleja un nivel considerable de contaminacién, lo que sugiere que el
microorganismo no aparece de forma esporddica, sino como consecuencia de
condiciones repetitivas dentro del manejo productivo. Este enfoque resulta pertinente
para la presente investigacion, ya que el uso de métodos de aislamiento
microbiolégico permite establecer una base comparable para la identificacion del
patdégeno, facilitando la interpretaciéon de los resultados obtenidos en funcién de las

condiciones sanitarias evaluadas en el contexto local.

Queslati et al. (2011) en su investigaciéon titulada: “Distribucidn diferencial de
patdgenos de laleche cruda y lugar de Shigella por modo de distribucion de ordeno”
los resultados relacionados especificamente con Shigella evidenciaron diferencias
notables segun el tipo de ordeno y el punto de muestreo. En la leche obtenida
mediante ordeno manual, la presencia de Shigella fue relativamente baja, con una

proporcion del 16,5 %. Sin embargo, en la leche procedente de ordefio automatico,
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la frecuencia de aislamiento de Shigella aumentd considerablemente, alcanzando
el 80,7 %, lo que la posiciond como el patdgeno predominante en este tipo de
sistema. Asimismo, se observd que, en las muestras recolectadas en tiendas de
comestibles, las proporciones de Shigella disminuyeron de forma significativa
respecto a las obtenidas directamente del ordeno, lo que sugiere una posible
reduccién de la carga microbiana durante el almacenamiento o transporte. La
distribucién de Shigella fue heterogénea en funcion del tipo de ordeno, indicando
una posible influencia del entorno y de las condiciones higiénico-sanitarias en la
persistencia del patdégeno. En sintesis, los resultados destacan que Shigella presenta
una mayor prevalencia en el ordeno automatizado frente al manual, lo que podria
relacionarse con factores ambientales o técnicos asociados a la limpieza vy
desinfeccioén del equipo de ordeno, asi como a la calidad microbiolégica del agua

utilizada en el proceso.

Contero & Cachipuendo (2021) en su investigacion: "Calidad del agua y de la leche
en sistemas de ordeno manual de la Sierra Norte del Ecuador” con el objetfivo de
determinar la influencia de las condiciones higiénico-sanitarias sobre la
confaminaciéon bacteriana en explotaciones lecheras. La investigacion compard
fincas que utilizaban agua potable con aqguellas que empleaban agua de lluvia o
agua de riego durante el proceso de ordeno. Los resultados evidenciaron que el 98
% de los productores evaluados no disponian de agua potable permanente para las
actividades de ordeno, situacion que incrementd significativamente el riesgo de
contaminacién microbioldgica. Asimismo, se identificd presencia de coliformes
fecales en aproximadamente el 29 % de las muestras analizadas, tanto en agua
como en leche, indicando contaminacién de origen fecal asociada a deficientes
prdcticas de higiene. Los autores reportaron elevados conteos bacterianos totales y
altos niveles de aerobios mesofilos en recipientes y superficies utilizadas durante el
ordeno manual, lo que evidencié condiciones inadecuadas de limpieza vy
sanitizacién. Segun los investigadores, factores como el deficiente lavado de manos,
la limpieza insuficiente de utensilios y el uso de agua contaminada favorecieron la
proliferacion de microorganismos patdégenos capaces de afectar la inocuidad de la
leche cruda. El estudio concluyd que la calidad del agua constituye un factor critico
en la contaminacién microbioldgica de la leche bovina en sistemas de ordeno

manual, recomendando la implementacion de Buenas Practicas de Ordeno (BPO),

28



confroles sanitarios y programas de capacitacién para reducir los riesgos

microbioldgicos y mejorar la calidad higiénico-sanitaria de la produccion lechera.

Retaetal. (2016), “Contaminacién bacteriana de la leche cruda de vaca consumida
en la ciudad de Jigjiga, estado regional somali, este de Etiopia.” La leche es un
complemento esencial de la dieta diaria, especialmente para las mujeres
embarazadas y los ninos en crecimiento. Al ser secretada en los alvéolos de la ubre,
es prdcticamente un fluido estéril. Sin embargo, mds alld de esta etapa de
produccion, puede producirse contaminacién microbiana proveniente de diversas
fuentes. Se realizd un estudio transversal entre marzo de 2013 y enero de 2014 en la
ciudad de Jigjiga para evaluar la contaminacion bacteriana de la leche cruda
destinada al consumo humano y determinar los patrones de susceptibilidad
antfimicrobiana de los aislados. Se recolectaron asépticamente un total de 120
muestras de leche cruda en diferentes puntos de muestreo considerados como
posibles fuentes de contaminacion. Los datos se analizaron utilizando el software SPSS
version 17. Se considerd un valor de p < 0,05 como estadisticamente significativo. En
general, los organismos identificados y sus tasas de prevalencia fueron Escherichia
coli 70 (58 %), Staphylococcus aureus 29 (24,2 %), Shigella spp. 21 (17,5 %), Proteus sp.
9 (7.5 %) y Salmonella spp., 4 (3,3 %). Las tasas de aislamiento de estas bacterias
identificadas en cada punto de muestreo son estadisticamente significativas para E.

coliy Proteus sp. ( P <0,05).

Se observd alta resistencia a los antibidticos para los aislados de E. coli frente a la
doxiciclina (42,3 %) y la ampicilina (30 %). Shigella spp., fue resistente a la ampicilina
(38.1 %). Los aislados de Saimonella spp., fueron altamente resistentes a la amoxicilina
(50 %). De un total de 29 aislamientos de S. qureus , se observd una alta tasa de
resistencia a la penicilina G (27, 93,1 %), seguida de la tetraciclina (20, 69 %), y un nivel

muy bajo de resistencia a la vancomicina (2, 6,9 %) y a la rifampicina (1, 3,4 %).

También se observd multirresistencia en el 55,2 % del total de aislamientos. Teniendo
en cuenta el alto indice de contaminacién de la leche cruda con las bacterias
aisladas mencionadas anteriormente, se recomienda adoptar prdcticas sanitarias
durante la recogida, el transporte y la venta, ya que el consumo de leche sin

pasteurizar puede suponer un importante riesgo para la salud publica.

Bustamante et al. (2023), “Calidad-inocuidad de la leche cruda de vaca que ingresa

a centros de acopio de la provincia Canar-Ecuador, en el contexto de las normativas
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Latinoamericanas”, con el objetivo de evaluar su cumplimiento con los pardmetros
establecidos en la normativa ecuatoriana y contrastarlos con regulaciones aplicadas
en otros paises de América Latina. La investigacion incluyd el andlisis de 203 muestras
de leche cruda provenientes de productores que abastecen a diferentes centros de
acopio de la provincia. En el laboratorio se determinaron pardmetros fisicoquimicos
como grasa, proteina, sélidos totales y punto de congelacién. Paralelamente se
realizaron andilisis microbioldgicos orientados a estimar el nivel de contaminacién del
producto, considerando el recuento de bacterias aerobias mesoéfilas y
enterobacterias, indicadores comUnmente utilizados para evaluar las condiciones

higiénicas durante las primeras etapas de la produccién y recoleccién de la leche.

El estudio reportdé que una parte importante de las muestras presentd recuentos
bacterianos superiores a los valores recomendados para leche cruda destinada al
consumo o procesamiento. Aunque varios pardmetros fisicoquimicos se mantuvieron
denfro de los rangos establecidos por la normativa nacional, los resultados
microbioldgicos reflejaron deficiencias en las condiciones de higiene durante el
ordeno, almacenamiento y fransporte del producto. Los autores senalaron que estas
condiciones favorecen la presencia de microorganismos asociados a contaminacion
fecal. Este antecedente resulta relevante para la presente investigacion porque
evidencia que, en sistemas de produccion lechera de América Lating, la leche cruda
puede constituir un medio favorable para la presencia de bacterias entéricas. En
consecuencia, se justifica la aplicacién de métodos microbioldgicos y moleculares
dirigidos a la deteccién de patdgenos especificos como Shigella spp., asi como el
andlisis de los factores de riesgo vinculados con las préacticas de manejo en la

produccion lechera.

Arauco et al. (2025), “Evaluacion de la calidad fisicoquimica, microbiana e higiénica
de la leche de vaca producida por rebanos en los Andes peruanos”. La investigacion
incluyd el andlisis de 40 muestras recolectadas directamente en unidades
productivas, las cuales fueron sometidas a pruebas de laboratorio para determinar
pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos. Paralelamente se aplicaron encuestas
a los productores con el propésito de identificar prdcticas de manejo, condiciones
sanitarias y procedimientos utilizados durante el ordeno y almacenamiento de la
leche. Los andlisis microbioldgicos contemplaron la determinacion de bacterias
mesofilas, coliformes totales y otros microorganismos utilizados como indicadores del

nivel de higiene en la producciéon primaria.
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Los resultados mostraron que varias muestras presentaron niveles bacterianos
superiores a los limites recomendados para leche cruda, lo que refleja problemas en
las condiciones sanitarias del proceso productivo. Los autores senalaron que factores
como la higiene durante el ordeno, el manejo del ganado y el estado sanitario de los
equipos utilizados influyen directamente en la calidad microbioldgica del producto.
La presencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal evidencia que
la leche cruda puede convertirse en un medio de transmisidon de bacterias entéricas
cuando no se aplican prdcticas adecuadas de manejo sanitario, constituyendo un
antecedente importante para la presente investigacion, ya que confirma que en
sistemas ganaderos andinos existen condiciones que favorecen la contaminaciéon
microbioldgica de la leche cruda. Tales evidencias respaldan la necesidad de aplicar
métodos diagndsticos especificos para la deteccidn de patdgenos de importancia
en salud publica, como Shigella spp., asi como de evaluar los factores de riesgo

asociados a la produccidn y manipulacion del producto.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Shigella spp.

La Shigella spp., es un tipo de bacterias Gram negativas que forma parte de la familia
Enterobacteriaceae, y se distingue por su habilidad para generar shigelosis, una
gastroenteritis aguda con posibilidad de desarrollar colitis invasiva (Taneja y Mewara,
2016). Como indica Kotloff et al. (2018) que es "“uno de los patdgenos entéricos mds
importantes en cuanto ala morbilidad mundial”. Desde el punto de vista taxondmico,
el género comprende cuatro especies principales: S. sonnei, S. boydii, S. flexneriy S.
dysenteriae. En los paises con ingresos medios y bajos, S. flexneri es mdas comun, en
cambio, S. sonnei tiene mayor presencia en dreas industrializadas. es un patdgeno
humano altamente infeccioso, que representa una de las principales causas de
diarrea sanguinolenta a nivel mundial. Shigella dysenteriae serotipo 1, productora de
toxina siga (Stx), se ha asociado a la presentacion de diarreas sanguinolentas severas

y Sindrome Hemolitico Urémico (SHU).
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Figura 1. Bacteria Shigella spp.
Fuente:(Kotloff et al., 2018)

2.2.2. Origen de la bacteria Shigella spp.

Esta bacteria segin estudios se ha identificado que se deriva del tracto intestinal
humano, el cual ha evolucionado mediante parientes inofensivos y se propaga
principalmente por la via fecal-oral, a través de alimentos o agua contaminados por
heces humanas, o por contacto directo persona a persona, afectando el colon y

causando shigelosis, una diarrea severa (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).

La bacteria Shigella spp., llega ala leche principalmente a fravés de manos sucias de
manipuladores infectados o por agua y alimentos contaminados con heces
humanas, siendo el hombre el reservorio principal. En la leche, el origen suele ser
una manipulacién higiénica deficiente, especialmente en lIdcteos crudos (no
pasteurizados), donde las moscas también pueden transmitila desde desechos
fecales a los alimentos, causando brotes por consumo de leche y productos Idcteos
contaminados (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la
Agricultura, 2025).

2.2.3. Morfologia y Propiedades Tintoriales.

Desde un punto de vista microbioldégico, las especies del género Shigella
corresponden a bacilos delgados que no forman esporas y que, al someterse a la
coloracion de Gram, adquieren tonalidad rosada o rojiza debido a su naturaleza
Gram negativa. Asimismo, una propiedad clave para distinguirlas de otras
enterobacterias filogenéticamente cercanas como Salmonella o Escherichia coli
consiste en su falta de motilidad, ya que no poseen flagelos del antigeno H (Lampel
et al., 2018).
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2.2.4. Fisiologia y Metabolismo

Desde una perspectiva fisioldgica, se frata de microorganismos con metabolismo
anaerobio facultativo, lo que significa que pueden multiplicarse tanto cuando el
oxigeno estd disponible como cuando estd ausente. En términos bioquimicos,
exhiben un patron metabdlico caracteristico que facilita su diferenciacion e

identificaciéon en pruebas diagndsticas de laboratorio:

e Fermentacion: Utiliza glucosa y otros carbohidratos generando principalmente
compuestos dcidos; sin embargo, a diferencia de la mayoria de las
enterobacterias, suelen llevar a cabo este proceso sin liberar gas como
subproducto.

e Lactosa: La mayor parte de las especies se caracteriza por no utilizar lactosa, por
lo que se clasifican como lactosas negativas; esta propiedad resulta fundamental
para distinguirlas en medios selectivos como MacConkey o Salmonella-Shigella
(SS), donde se observan como colonias sin pigmentacion. No obstante, Shigella
sonnei constituye una excepcion relevante, ya que puede metabolizar lactosa de
manera lenta.

e Pruebas enzimdticas: Son oxidasas y ureasas negativas (ELIKA, 2025).
2.2.5. Taxonomia

Tabla 1. Clasificacion taxondmica de la bacteria Shigella spp

Nombre Descripcion
Dominio Bacteria
Filo Pseudomonadota (Protecbacteria)
Clase Gammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriaceae
Género Shigella

Fuente: (Lampel et al., 2018)

2.2.6. Clasificacion Serologica

Basdandose en el antigeno O (parte dellipopolisacdrido de la pared celular), el género
se divide en cuatro serogrupos o especies principales, tal como lo establece la

clasificacién internacional(Organizacion Panamericana de la Salud, 2023).
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Tabla 2. Clasificaciéon Seroldgica

Serogrupo  Especie Caracteristicas Destacadas

Grupo A S. dysenteriae  Es la mds virulenta; produce la potente toxina Shiga.

Grupo B S. flexneri Causa comun de shigelosis endémica en paises en desarrollo.
Grupo C S. boydii Menos comun, distribucién geogrdfica limitada.

Grupo D S. sonnei La mds frecuente en paises industrializados; enfermedad mds leve.

Fuente: (Organizacién Panamericana de la Salud, 2023)

2.2.7. Via de transmision de la bacteria

La transmisién, desde una perspectiva epidemioldgica, se produce principalmente a
través de la via fecal-oral, ya sea por contacto entre personas, alimentos o agua
contaminada. Su elevada capacidad de transmision se explica por la baja dosis
infectiva, que va de 10 a 100 células son suficientes para causar infecciéon.(Mayo
Clinic, 2025).

2.2.8. Prevalencia

La prevalencia se define como la proporcién de individuos o unidades de muestreo
en una poblacion determinada que tienen una condicidn, enfermedad o
contaminante particular en un momento determinado o dentro de un periodo de
tiempo determinado. Cuantifica la carga total del evento en la poblacién, siendo un
indicador estatico esencial para la planificacion sanitaria y la evaluacion de riesgos

en inocuidad alimentaria (Pfeiffer, 2021).
2.2.8.1. Prevalencia Mundial

A nivel global, la shigelosis persiste como la principal causa de disenteria bacteriana
e inflamacion intestinal. Segun datos de OMS (2024) y CDC (2024) se calcula que el
numero de casos anuales oscila entre 80 y 165 millones, con una tasa de mortalidad
que llega a los 600000 fallecimientos. Este fendmeno impacta sobre todo a ninos

menores de cinco anos en naciones con ingresos bajos y medios.
2.2.8.2. Prevalencia en América Latina

En Latinoamérica y el Caribe, la presencia de Shigella tiene una notable disparidad
relacionada con el acceso a agua potable y servicios de saneamiento. De acuerdo
con la Organizacién Panamericana de la Salud (Organizacion Panamericana de la
Salud, 2025).
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El andlisis segun Lubeck et al. (2025), indica que la prevalencia agrupada en casos
de diarrea es del 3.1% mediante cultivo tradicional, pero asciende al 16.5% cuando
se emplean métodos moleculares (QPCR). En Sudamérica, se identifica como la
tercera causa mds comun de hospitalizaciones por diarrea, con una fraccion
atribuible del 11.8% (Ministerio de Salud Publica, 2025).

En cuanto a la matriz Idctea, estudios de inocuidad en el pais reportan que la leche
cruda informal presenta altos indices de contaminacion por enterobacterias.
Investigaciones recientes destacan que la prevalencia de patdégenos como
Salmonella spp., y Shigella spp., en leche cruda ecuatoriana estd vinculada a la falta
de higiene en el ordeno y la mala calidad del agua en zonas rurales, alcanzando
niveles criticos que superan los limites del Codex Alimentarius (Albuja Karina et al.,
2021).

2.2.8.3. Prevalencia en Ecuador

En Ecuador, la vigilancia epidemioldégica de la shigelosis se reporta a través del
sistema SIVE-ALERTA. Hasta la semana epidemiolégica 20 de 2025, se han notificado
75 casos confirmados a nivel nacional, con la mayor concentracién en la provincia

de Pichincha (Ministerio de Salud Publica, 2025).
2.2.9. Inocuidad Alimentaria

El concepto de inocuidad alimentaria es de naturaleza multidimensional y va mas allé
de la mera ausencia de contaminantes visibles. Segun el punto de vista normativo y
técnico, se entiende como la seguridad de que un alimento no tendrd
consecuencias negativas en la salud del consumidor si es preparado y/o consumido

conforme a su uso previsto(Organizacidon Mundial de la Salud, 2023).
2.2.10. Produccion ganadera en el Ecuador

La produccion ganadera se define como el conjunto de actividades orientadas a la
cria, manejo, alimentacion y aprovechamiento de animales domésticos con fines
productivos, principalmente para la obtencidn de carne, leche vy sus
derivados(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura,
2022). Este sistema constituye uno de los pilares del sector agropecuario ecuatoriano,
tanto por su conftribucidon al Producto Interno Bruto Agropecuario (PIBA) como por su

papel en la seguridad alimentaria y generacién de empleo rural (MAGAP, 2025).
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En este contexto, el Ecuador presenta una diversidad de sistemas ganaderos
asociados a sus condiciones agroecoldgicas. En la regidn Sierra predominan sistemas
de produccién bovina doble propdsito (leche y carne), mientras que en la Costa y
Amazonia se desarrollan sistemas extensivos de carne, generalmente con menor

tecnificacion(Burgos et al., 2014).
2.2.11. Produccion lechera en el Ecuador

La produccion de leche en Ecuador es parte de una infrincada cadena productiva
que incluye numerosos eslabones: produccidén primaria, acopio, procesamiento,
distribucion y consumo. Los ganaderos de leche, en particular los medianos vy
pequenos, cumplen una funcién esencial a nivel primario, ya que muchos habitan en
zonas rurales donde la ganaderia lechera es la principal fuente de ingresos (MAG,
2024).

2.2.12. Calidad e inocuidad de la leche

La calidad higiénica de la leche es un componente critico para la competitividad,
especialmente si se considera la formalizacion y las exportaciones. Segun reportes
recientes, parte de la produccion debe cumplir con altos estdndares de calidad e

inocuidad para acceder a mercados mds exigentes (Albuja Karina et al., 2021).

La informalidad dificulta implementar controles sanitaros eficaces, 1o que puede
traducirse en variabilidad en pardmetros como células somdticas, bacterias u otros
contaminantes. Por ello, es tedricamente relevante analizar cémo la formalizacion
conftribuye a mejorar la calidad del producto y el valor agregado de la industria
(Albuja et al., 2021).

2.2.13. Factor de Riesgo
2.2.13.1 Identificacion de factores de riesgo

La identificacion de factores de riesgo en la contaminacion microbiolégica de la
leche cruda constituye un proceso fundamental dentro del andlisis sanitario, debido
a que permite reconocer las condiciones que favorecen la presencia y diseminacion
de microorganismos patdégenos en la cadena productiva. Desde un enfoque
epidemioldgico, los factores de riesgo se definen como caracteristicas o prdcticas
que incrementan la probabilidad de ocurrencia de un evento adverso, en este caso,
la contaminacion bacteriana del producto Idcteo. En el dmbito de la inocuidad

alimentaria, estas condiciones no actiuan de forma aislada, sino que se presentan
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como un conjunto de variables interrelacionadas que influyen directamente en la

calidad microbioldgica del alimento.

Se ha evidenciado que la contaminacion bacteriana en leche cruda se encuentra
estrechamente asociada con deficiencias en las prdcticas de higiene durante el
ordeno y la manipulacion del producto. En este sentido, Elkenany et al. (2022)
demostraron la presencia de Shigella spp., en leche cruda y derivados lacteos,
senalando que, como la higiene deficiente del personal, el uso de utensilios
contaminados y las condiciones inadecuadas de almacenamiento favorecen la
proliferacién de este patdgeno, la contaminacidon no depende Unicamente de Ia
presencia del microorganismo en el ambiente, sino de las condiciones que facilitan

su ingreso y permanencia en la cadena de produccion.

A nivel de sistemas productivos, se ha determinado que prdcticas especificas de
manejo tienen una influencia directa sobre la calidad microbiolégica de la leche.
Chimuti et al. (2024), identificaron que variables como el tipo de recipiente utilizado,
la calidad del agua, la frecuencia de limpieza de los equipos, el fiempo de
almacenamiento y las condiciones del drea de ordeno presentan una relacion
significativa con la carga bacteriana del producto. Este andlisis evidencia que los
factores de riesgo deben ser evaluados considerando tanto aspectos técnicos del
proceso como condiciones del entorno productivo, ya que ambos inciden en la

inocuidad del alimento.

Desde una perspectiva mdas amplia, estudios de revision sistemdatica han senalado
que los factores de riesgo asociados a la contaminacién de la leche incluyen
dimensiones estructurales y socioecondmicas, tales como el nivel de capacitacion
de los productores, el acceso a servicios bdsicos, la infraestructura del sistema lechero
y las prdcticas tradicionales de manejo. Belayneh et al. (2025), concluyeron que la
contaminacion bacteriana en leche cruda estd significativamente relacionada con
deficiencias en bioseguridad, condiciones higiénicas inadecuadas y limitaciones en
la formacidén técnica de los productores, lo que refuerza la necesidad de abordar el

problema desde un enfoque integral.

Por ofra parte, el componente humano ha sido identificado como un elemento
determinante en la transmision de patdgenos en alimentos. Amare et al. (2024),
evidenciaron que prdcticas como el inadecuado lavado de manos, la manipulaciéon

directa de alimentos sin condiciones higiénicas apropiadas y el consumo de
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productos no pasteurizados se asocian significativamente con la presencia de

bacterias como Shigella spp.

La identificaciéon de factores de riesgo en la produccién de leche bovina enla ciudad
de Tulcdn implica analizar variables como el tipo de ordeno, la calidad del agua
utilizada, las condiciones del lugar de ordeno, la higiene del personal, la limpieza de
utensilios, la presencia de enfermedades en los animales y las medidas de
bioseguridad implementadas. La evaluacion de estos elementos permite establecer
relaciones entre las practicas productivas y la presencia de Shigella spp., aportando
evidencia cientifica para la interpretacion de resultados y la formulaciéon de

estrategias de control sanitario.

Un factor de riesgo constituye cualquier atributo, condicion o conducta que
incrementa la probabilidad de padecer una enfermedad, sufrir una lesion o enfrentar
un problema de salud. En términos bioldgicos, ambientales, sociales o conductuales,
estos elementos pueden modificar la vulnerabilidad de una persona. En el dmbito de
las enfermedades infecciosas, este tipo de factores puede favorecer el contacto con
agentes patdégenos, aumentar la susceptibilidad a la transmisién o influir en la
evolucion clinica del cuadro. Reconocerlos permite elaborar medidas de prevencion

y control mds precisas y eficientes (Rojas et al., 2021).
2.2.13.2. Factores de riesgo de Shigella spp.

La inocuidad alimentaria y la shigelosis (causada por Shigella spp.) son ejemplos
claros de cémo interactuan los factores de riesgo conductuales y ambientales. Los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades (CDC) han identificado
factores clave que contribuyen a las Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETA)

(Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades, 2024).
2.2.13.3. Riesgos asociados a la higiene del entorno y equipos de ordeno

La presencia de bacterias patdégenas en la leche cruda se relaciona directamente
con las condiciones en las que se realiza el ordeno y el estado de los equipos
utilizados. Durante este proceso, los utensilios como baldes, filiros o recipientes
pueden convertirse en fuentes de contaminacién cuando no son sometidos a una
limpieza y desinfeccidon adecuada. Fahed (2024), senala que los equipos de ordeno
mal higienizados favorecen la transferencia de microorganismos hacia la leche,

especialmente cuando existen residuos orgdnicos que facilitan su supervivencia. Bajo
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estas condiciones, los microorganismos no solo ingresan al producto, sino que pueden

mantenerse activos y contaminar de manera continua diferentes lotes.

A esta situacion se suma la formacién de biopeliculas en superficies que no han sido
correctamente sanitizadas. Estas estructuras permiten que las bacterias se adhieran y
resistan los procesos de lavado, lo que dificulta su eliminacién total. Ahmed et al.
(2025) explican que la persistencia bacteriana en equipos de contacto directo con
la leche constituye un factor determinante en la calidad microbiolégica del
producto. En relacién con los resultados obtenidos en la presente investigacion, la
identificacion de Shigella spp., puede entenderse como consecuencia de estas
condiciones, donde la falta de control en la higiene del entorno y los utensilios

favorece la presencia y permanencia del patégeno.
2.2.13.4. Riesgos asociados al manejo y comercializacion de la leche cruda

El manejo posterior al ordeno representa otra etapa critica en la que la leche puede
contaminarse o mantener microorganismos ya presentes, durante el transporte y la
comercializacion, el producto suele pasar por diferentes condiciones que influyen
directamente en su calidad microbioldgica. Segun Elkeany et al. (2022), la presencia
de bacterias patdégenas en leche cruda y productos ldcteos estd asociada a
prdcticas inadecuadas durante la manipulacion y distribucion, donde el control
sanitario no siempre es constante, este tipo de condiciones facilita la permanencia
de microorganismos como Shigella spp., incluso cuando su presencia inicial pudo

haber sido limitada.

El tiempo de almacenamiento y las condiciones en las que se mantiene la leche
también influyen en el comportamiento bacteriano. Cuando no existe control sobre
estos factores, la carga microbiana puede incrementarse progresivamente,
afectando la inocuidad del producto. En este sentido, Chimuti et al. (2024), destacan
que la leche cruda constituye un medio favorable para el crecimiento bacteriano
cuando no se establecen medidas adecuadas de conservacion. En relacion con la
presente investigacion, estos elementos permiten comprender que la deteccion de
Shigella spp., no responde Unicamente al momento de produccion, sino a un
conjunto de condiciones que intervienen a lo largo de toda la cadena, consolidando

el riesgo sanitario asociado al consumo de leche cruda.
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2.2.14. Deteccion Microbioldgica de Shigella spp.

El andlisis microbioldgico orientado a la deteccion de Shigella spp., en leche cruda
cobra relevancia debido al riesgo sanitario que implica su presencia en alimentos de
consumo directo, el microorganismo posee una dosis infectiva baja, lo que
incrementa su peligrosidad en contextos donde los controles de higiene vy
procesamiento resultan limitados. La complejidad de la matriz Idctea, caracterizada
por su composicidon orgdnica y carga microbiana diversa, exige el empleo de
procedimientos que permitan distinguir con precision la presencia del patdégeno

frente a ofras enterobacterias con comportamiento similar.

El aislamiento bacteriano mediante técnicas convencionales continia siendo una
fase inicial necesaria dentro del proceso diagndstico. El uso de medios selectivos,
como el agar Hektoen Enteric, permite observar caracteristicas diferenciadoras en las
colonias, entre ellas la coloracion verde-azulada y la ausencia de produccion de
sulfuro de hidréogeno. Las particularidades facilitan una primera aproximaciéon al
reconocimiento del microorganismo, apoydndose en criterios fenotipicos y
metabdlicos. No obstante, cuando en la muestra coexisten bacterias con perfiles
similares, como Escherichia coli, la interpretacion de los resultados puede verse
comprometida, lo que limita la confiabilidad del diagndstico basado Unicamente en

cultivo (Amare et al., 2024).

Evidencia reciente ha puesto en discusion la suficiencia de los métodos tradicionales
cuando se emplean de manera aislada. Elkenany et al., (2022), reportaron la
presencia de cepas multirresistentes de Shigella en leche cruda, advirtiendo que la
identificacion fenotipica puede conducir a errores si no se complementa con
herramientas de mayor resolucion. Este planteamiento conduce a la necesidad de
intfegrar metodologias que permitan confirmar la identidad del microorganismo con
mayor exactitud, especialmente en estudios donde se evalUan riesgos para la salud

publica.

Dentro de ese marco, las técnicas moleculares han adquirido protagonismo en el
diagndstico microbioldgico. La reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real
(gPCR) permite detectar secuencias genéticas especificas del patdégeno, como el
genipaH, el cual se encuentra presente en multiples copias en el genoma de Shigella.
Dicha caracteristica incrementa la sensibilidad del método, facilitando la deteccion

incluso en muestras con baja carga bacteriana. A ello se suma la reduccién
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significativa del tiempo de andilisis, lo que representa una ventaja frente a los

procedimientos convencionales que requieren periodos prolongados de incubacion.

La literatura especializada ha senalado que la combinacion de enfoques constituye
la alternativa mds robusta para la identificacion de patdgenos en alimentos.
Rodriguez et al. (2021), destacaron que la integracion entre cultivo microbiolégico y
técnicas moleculares permite mejorar la precision del diagndstico y ampliar la
caracterizacion del microorganismo, fortaleciendo asi la interpretacion de los
resultados. Aunque dicho estudio se desarrolld en el dmbito clinico, sus aportes
resultan pertinentes para el andlisis de matrices alimentarias, donde la deteccion

oportuna adquiere un valor preventivo.

El control de calidad en cada etapa del proceso analitico también incide
directamente en la validez de los resultados obtenidos. La manipulacion de las
muestras, las condiciones de transporte y el cumplimiento de protocolos de asepsia
representan factores determinantes en la conservacion de la viabilidad bacteriana.
Sanders (2022), advierte que errores en estas fases pueden generar contaminacion
cruzada o pérdida de microorganismos, afectando la confiabilidad del andlisis

microbioldgico.

A partir de estos elementos, el procedimiento aplicado en la presente investigacion
se sustenta en la articulaciéon de técnicas complementarias, el aislamiento en medios
selectivos permite identificar caracteristicas preliminares del microorganismo,
mientras que la confirmacién mediante gPCR asegura la verificacion de su presencia
a nivel genético, la combinacién metodoldégica aporta solidez al estudio, al reducir
la probabilidad de falsos resultados y permitir una interpretacion mads precisa de la
prevalencia de Shigella spp., en relacidon con las condiciones de produccion

evaluadas en el contexto local.
2.2.14.1. Fase de pre-enriqguecimiento bacteriano

El medio BHI (Infusién de Cerebro y Corazén) se emplea principalmente como etapa
de pre-enriquecimiento y reactivacién de cepas de Shigella spp., antes de su
transferencia a medios selectivos, como el agar Salmonella-Shigella (SS). Dado que
se trata de un medio nutritivo y no selectivo, no permite la identificacion directa del
patdgeno; mds bien, favorece el crecimiento general de microorganismos,
especialmente aquellos con mayores requerimientos nutricionales. Su uso resulta

particularmente adecuado para reactivar cultivos conservados por congelacién o
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liofilizacion, los cuales se incuban entre 35y 37 °C antes de proceder a su siembra en
medios selectivos destinados al aislamiento y posterior identificacion de Shigella

spp.(Nunez et al., 2025).
2.2.14.2. Fase de aislamiento selectivo y diferencial

El agar entérico Hektoen (HE) constituye un medio de cultivo selectivo y diferencial
para bacterias entéricas Gram negativas, en particular Salmonella y Shigella, a partir
de matrices como heces y alimentos. Este medio inhibe el crecimiento de
microorganismos Gram positivos y permite distinguir especies bacterianas mediante
cambios cromdaticos y la deteccidn de produccién de sulfuro de hidrégeno (H,S). Su
formulacién incorpora carbohidratos —lactosa, sacarosa y salicina— que, al ser
fermentados, generan colonias de tonalidad amairillo-anaranjada, como ocurre con
Escherichia coli. En contraste, Shigella y Salmonella no fermentan estos azdcares y
forman colonias de color verde, aunque en el caso de Salmonella suele observarse

un centro ennegrecido debido a la produccion de H,S (Hektoen, 2020).
2.2.14.3. Diagndstico Diferencial

El diagndstico diferencial de Shigella spp., en matrices Idcteas es un reto critico para
la seguridad alimentaria, debido a la coexistencia de microbiota competidora que
comparte caracteristicas bioquimicas. Estudios gendmicos recientes confirman que
Shigella spp., y E. coli son filogenéticamente la misma especie, lo que dificulta su
separacion en el laboratorio clinico y de alimentos. Segun Taneja y Mewara (2016), la
distincion principal sigue basdndose en el cardcter metabdlico "inerte" de Shigella (no
movil, no fermentadora de lactosa y negativa para lisina descarboxilasa), aungue se
han reportado cada vez mds variantes de E. coli anaerogénicas e inmodviles que
mimetizan a Shigella spp., comparten un ancestro comin tan cercano que
técnicamente son la misma especie (clados especializados), la gPCR se enfoca en el

patotipo mds que en la taxonomia por lo que se recomienda este tipo de técnica.
2.2.15. Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La introduccion de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) en 1983,
desarrollada por Kary Mullis, representd un cambio de paradigma en la biologia
molecular al permitir la replicacion exponencial de fragmentos de ADN. Esta
metodologia ha demostrado ser esencial en dreas como la medicina diagndstica, la

genética vy la criminalistica, gracias a su capacidad para analizar material genético
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a partir de muestras minimas. Debido a la relevancia de este hallazgo para las

ciencias biomoleculares, Mullis fue distinguido con el Premio Nobel en 1993
2.2.16. PCR Cuantitativa (QPCR)

Principio general de la técnica de amplificacion en tiempo real. La reaccién en
cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR) es la técnica de eleccidon para la
deteccion e identificacion rapida y sensible de patdégenos gastrointestinales como
las especies del género Shigella. El fundamento de esta técnica radica en la
amplificaciéon exponencial de un fragmento especifico del dcido desoxirribonucleico
(ADN) del patégeno, y la cuantificacion simultdnea de esta amplificacion mediante

la emisidon de fluorescencia(Lin et al., 2010).
2.2.16.1. Principio de Deteccion mediante Sondas TagMan (Texas Red)

La gPCR se readliza frecuentemente utilizando un formato de sondas de hidrdlisis,
comuUnmente conocidas como sondas TagMan. Estas sondas son oligonucledtidos
disenados para unirse especificamente a una secuencia diana, como el gen ipaH de
Shigella spp., un marcador universal para la identificacion del género (Lindsay et al.,
2013).

Cada sonda estd marcada en sus extremos con dos componentes criticos:

Fluoréforo Reportero (como ejemplo: Texas Red): Ubicado en el extremo 5', este

componente es el emisor de la senal de deteccion.

Supresor (Quencher): Situado en el extremo 3', este componente inhibe la senal del

fluordoforo mientras la sonda se mantiene intacta.
2.2.16.2. Texas Red

Es un fluoréforo de gran valor en biologia molecular, perteneciente a la familia de las
tetrametilarrodamina (TRITC). Su popularidad radica en su excelente estabilidad y su
espectro de emision distintivo, caracterizado por tener su pico de fluorescencia en
torno a'los 615 nandmetros (nm) (que define su longitud de onda de deteccidn). Esta
particularidad cromdtica (emisidon roja-anaranjada) permite su facil diferenciaciéon de
otros marcadores fluorescentes de uso comun, como el FAM (que emite en el verde).
Gracias a esta separacion espectral, el Texas Red es ideal para su uso en la deteccion
multiplex, permitiendo la identificacion simultdnea de multiples blancos genéticos en

una Unica reaccion, como ocurre en la PCR cuantitativa (QPCR) (Lindsay et al., 2013).
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lll. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

La investigacion fue desarrollada con un enfoque mixto, por una parte, el enfoque
cuantitativo se sustentd en la utilizacidon de datos numéricos y procesos estadisticos
que permitié identificar la bacteria Shigella spp., en la leche cruda y factores de
riesgo en la ciudad de Tulcdn mediante una encuesta estructurada (Anexo 2). Por
ofra parte, el enfoque cualitativo se basd en identificacién fenotipica por medio del
aislamiento bacteriano en muestras de leche cruda considerando caracteristicas
macroscopicas de las colonias, tales como color y morfologia, observadas de

manera visual.
3.1.2. Tipo de Investigacion
3.1.2.1. Exploratoria

En este estudio se desarrolld con un alcance exploratorio, debido a la escasa
informacion sistematizada existente sobre esta bacteria presente en el alimento
ldcteo en el contexto en la ciudad de Tulcdn. Este tipo de estudio permite una
aproximacion inicial al fendmeno, orientada a identificar caracteristicas de

prevalencia.
3.1.2.2. De campo

Este tipo de investigaciéon permitié entrar en contacto con el problema de estudio, es
decir, con la presencia de la bacteria de estudio en varias muestras de leche, para
ello, se recolectd muestras de leche cruda en las parroquias de la ciudad de Tulcdn
con el fin de identificar la presencia de Shigella spp., ademds de indagar a ganaderos
sobre prdacticas de manejo e identificar los factores de riesgo de esta bacteria e
identificar las prdcticas agricolas y el cuidado del sector ganadero frente a la

bacteria Shigella spp.
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3.2. HIPOTESIS

Hipotesis nula (Ho): No existe asociacion entre la presencia de Shigella spp., con los

factores de riesgo en la ciudad de Tulcdn.

H.: Existe asociacién entre la presencia de Shigella spp., con los factores de riesgo en

la ciudad de Tulcdn.

3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
3.3.1. Definicion de las variables

Variable dependiente:

La prevalencia de la bacteria Shigella spp., en leche cruda proveniente de fincas

productoras ubicadas en las parroquias aledanas a la ciudad de Tulcan.

Se conceptualiza como la proporcion de muestras de leche que resultan positivas a
la deteccidén del microorganismo respecto del total de muestras analizadas en un
periodo determinado. Este indicador cuantifica la carga de contaminacion
microbiolégica en la cadena primaria de produccion lactea y permite evaluar el

riesgo sanitario asociado al consumo de leche sin pasteurizar.
Variables independientes:
Factor de Riesgo

Un factor de riesgo se entiende como cualquier caracteristica bioldgica, ambiental,
conductual o socioecondmica que aumenta la probabilidad de que un individuo,

poblacion o sistema sea afectado por una enfermedad o evento adverso.
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Tabla 3. Matriz de operacionalizacion de variables

Variable Instrumentos

Dimensiéon

Indicador

Técnica

Instrumentos

Variable Dependiente:

Prevalencia de Shigella spp.

Variable Independiente
Factores de riesgo

Muestra de leche de Acopios
de las UPAs

-Ubicacion

-Tipo de ordeno

- Calidad del agua

- Lugar de ordeno

-Higiene personal
-Enfermedades de la ubre
-Presencia de animales
enfermos

- Aseo de utensilios

- Medidas de bioseguridad

-Medio de cultivo Nutritivo

BHI (Brain Heart Infusion
agar)
-Medio cullivo selectivo

Hektoen Enteric Agar

-gPCR

Odds ratio

OR=1: no existe factor de
riesgo.

OR>1: El factor aumenta el
riesgo del suceso.

ORK1: El factor disminuye el
riesgo del suceso

-El medio se toma de color amairillo turbio
-Se mira el crecimiento de las colonias con
caracteristica fenotipica color azul verdoso

Entrevista

-Tubos 50ml estériles con
tapa azul
-Caja Petri estériles

Cuestionario (Anexo 2)
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3.4. METODOS UTILIZADOS
3.4.1. Localizacion de la investigacion

La investigacion tuvo lugar en las parroquias de Tufino y Urbina pertenecientes a la

ciudad de Tulcdn, Provincia del Carchi, Ecuador como se representa en la figura 2.
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Figura 2. Ubicacion geogrdfica de las parroquias Tufino y Urbino
Fuente:(Google Earth, 2025)

Tabla 4. Caracteristicas geogrdficas de las parroquias Urbina y Tufino

Caracteristica Parroquia Tufifio Parroquia Urbina
Frontera con Colombia .
Ubicacion (Oeste de Tulcdn), al Suroeste ?el Iq ciudad de
pie del Volcan Chiles. vican.
Altitud 3200 m.s.n.m. 2.987 m.s.n.m.
Latitud 0° 47' 25" Norte 0° 49' 15" Norte
Longitud 77° 52' 35" Oeste 77° 45' 20" Oeste
Clima Frio de Alj[o Montana / Frio Andino / Templado-Frio
Paramo
Temperatura 6°C all°C 10°C a 13°C
Precipitacién (Anual) 1.000 mMm - 1.750 mm 750 mm = 1.250 mm

Fuente: (GAD Municipal de Tulcdn, 2023)

3.4.2. Descripciéon y caracterizacion de la investigacion

La investigacion se desarrolld mediante aplicaciéon de la férmula para poblaciones
finitas, con el objetivo de determinar el tamano de la muestra donde se identifico la
cantidad de ganaderos en la zona de la cuidad, se utilizd un margen de error del
95%, lo cual permitid recolectar un total de 384 muestras de leche en diferentes UPAs

de las parroquias antes aledanas a la cuidad de Tulcdn.
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3.4.3. Fase I: Levantamiento de informacién epidemioldgica (Encuesta)

Con el propdsito de identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de
Shigella spp., en la produccién de leche boving, se aplicé una encuesta estructurada
dirigida a los productores de las Unidades de Produccidén Agropecuaria (UPAS)
incluidas en el estudio. El instrumento permitié recopilar informacion relacionada con
las practicas de manejo higiénico-sanitario durante el ordeno, el uso de agua, las
condiciones de limpieza de los utensilios, el manejo del ganado vy los procedimientos
de enfriamiento de la leche. La informacién obtenida fue utilizada para analizar la
posible asociacién entre estas practicas productivas y la presencia de Shigella spp.,

en las muestras de leche cruda analizadas.

La encuesta se realizd a cada uno de los predios para determinar los factores de
riesgo mediante un cuestionario estructurado (Anexo 2), donde se indago acerca de
como es su tipo de ordeno, presencia de donde proviene el agua, alimentacion,
refrigeraciéon de la leche, lavado de manos, condiciones de sanidad y del lugar del

ordeno.
3.4.4. Fase lI: Trabajo de campo y recoleccidon de muestras
3.4.4.1. Materiales necesarios para muestreo

e Guantes de examinacion.

e Papeltoalla o papel de limpieza.

e Tubos falcon estériles pldsticos con tapa

e Marcador permanente.

e Planilla o libreta para registro.

e Conservadora de espumaplast o cooler para transporte de muestras.

e Refrigerantes o botellas pldsticas con agua congelada

e Tener la coordinacion del dia de que se recolecto la muestra, con el traslado

y llegada al laboratorio
3.4.4.2. Procedimiento para la toma de muestras:

e Se recolecto la muestra donde se usdé medidas de bioseguridad, utilizando
equipo de proteccion personal correspondiente. La recoleccidn de la muestra
requirid la implementacion de: guantes de manipulacion, overol antifluido,

cofia para la contencidon del cabello y mascarilla de proteccidon respiratoria.
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e Donde se tomd la muestra directamente del recipiente o canting, luego de
haber terminado la jornada de ordeno en un tubo falcon estéril de 50 ml, se
coloca aproximadamente de 30 mL de muestra.

e Luego terminada la recolecciéon se colocd en una gradilla y en un cooler o
caja de espuma (espumaplast) para su traslado. Esto asegura de que se
mantengan protegidas, organizadas y en una temperatura de 4 — 12°C

adecuada durante el transporte (Shialer, 2019).

Figura 3. Luor devocpio
3.4.4.3. |dentificacion, conservacién y traslado de muestras

Las muestras fueron enumeras en tubos falcdn estéril con un marcador por orden de
muestreo, se anotd en una hoja a que numero de finca y sector corresponde cada

una. Esta planilla, se traslada al laboratorio junto con las muestras.
Datos que se usd para enviar al laboratorio

e Fecha de recolecciéon de las muestras.

o Datos del establecimiento: Nombre, ubicacion, nUmero de muestra

Las muestras fueron trasladadas a los laboratorios de la Universidad Politécnica Estatal
del Carchi.
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3.4.5. Fase lll: Procedimiento de laboratorio

3.4.5.1. Procedimiento de laboratorio microbiolégico (Pre-enriquecimiento y

Aislamiento)

Enriguecimiento: Con las muestras recolectadas, se realizd el proceso de
crecimiento de la bacteria que se quiere identificar para lo cual se aplicd la
fase de pre-enriquecimiento bacteriano: disolver 37gr en 1000ml de agua
destilada dispensarlo en botellas autoclavable a 121°C durante 15min a una
presion atmosférica 15 psi (BRAIN HEART INFUSION AGAR, 2023). Esto ayudo a

promover el crecimiento de ciertas bacterias incluyendo la Shigella spp.

e 3

Figura 4. Medio de cultivo Infusidon Cerebro-Corazén. (BHI)

Una vez preparado el medio de cultivo, se transfirieron 36 ml de caldo Brain
Heart Infusion (BHI) y 4 mL de muestra de leche cruda a un tubo Falcon estéril
en la cabina de flujo laminar. Cada tubo fue debidamente rotulado al nUmero

correspondiente de muestra.
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Figura 5. Transfiriendo 36 mL de caldo (BHI) y 4 mL de muestra de leche cruda a un
tubo Falcon estéril

e Posteriormente, los tubos fueron colocados en una incubadora con agitacion,
donde se mantuvieron a una temperatura de 37 °C durante un periodo de 18

a 24 horas, con el fin de favorecer el crecimiento de la bacteria de interés.

Figura 6. Muestras colocadas en la incubadora con agitacién

e Aislamiento selectivo: Transcurrido el tiempo se prepard el medio selectivo agar
Hektoen Enteric agar en el cual se calcula lo siguiente: Disolver 76.67gr en
1000ml agua destilada. Caliente suavemente para disolver el medio por

completo y no estabilizar en autoclave ni sobrecalentar. Enfrie a 45-50°C y se
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vierte en las cajas Petri estériles que nos facilita para el aislamiento vy
diferenciacion de bacterias enteropatdégenas, especialmente del género
Shigella y Salmonella, a la identificacion de la bacteria Shigella (Hektoen
Enteric Agar, 2020).

S
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Figura 7. Agar Hektoen Enteric

El medio se enfrio bajo condiciones estériles, una vez enfriado, se utiliza un asa
previomente esterilizada al rojo vivo para tomar la muestra que se desea
procesar, y se readlizd la siembra empleando la técnica de estriado en

superficie todo realizado en la cdmara de flujo laminar (Sanders, 2012).
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Figura 8. Estriado en la superfici del medio

Se pasa la incubadora senalando la caja Petri con el nUmero de muestra,
fechay se espera resultados de 19 a 24 horas.

Después de la incubacion se examind a una comparacion fenotipica y luego
procedid arecoger la colonia donde suele ser de color azul verdoso, hUmedas
y elevadas (Biotech, 2020).

En el caso de las muestras que resultaron positivas, se prepard el medio BHI.
Utilizando el asa esterilizada al rojo vivo, se recogid la colonia y se mezcld con
glicerol (previamente autoclavado dos veces) para su posterior congelacion,

asegurando asi su almacenamiento a -20 C°.
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3.4.5.2. Extraccion de ADN
Materiales

e Tubos 1.5 L

e Centrifuga refrigerada

e Vortex

o TE buffer

e Puntas 200 uL

o Termobloque

e Placa de cultivo con colonias aisladas
e Asa metdlica

e Mechero

e Tubos de 200 uL

Protocolo
e Colocar 10 yL en 5ml de BHI (incubar por 19 horas a 37 °C).
e Tomar Iml de este sembrado en un tubo eppendorf de 2 ml.
e Centrifugar 5 a 10 mins por 3 a 4 mil rpm.
¢ Se forma pelet se bota sobrenadante.
e Diluir el pelet en 500 uLde TE.
e Calentar termobloque a 95 °C por 1 min.
e Congelar a-20 °C overnight (o -80°C por 10 min).
e Centrifugar a 10,000 rom, 4 °C, 10min.
e Colocar 200 uLde sobrenadante en tubos rotulados de 200 pL.

e Almacenar a-20 °C
3.4.5.3. Traslado de material genético para andlisis molecular

Acabo el proceso de extraccion de ADN las muestras se trasladaron bajo condiciones
a los laboratorios de la Universidad de las Americas (UDLA)- Quito para realizacion de

la gPCR donde tomaron estos procedimientos.
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3.4.5.4. |dentificacién molecular por gPCR para Shigella spp.

Diseino de cebadores: Utilizaron cebadoresy sondas de hidrdlisis para la identificacion
molecular de Shigella spp., en la Tabla 5 centrados en el gen ipaH, el cual codifica el
antigeno del pladsmido de invasion H y se encuentra conservado en las cuatro

especies del género (S. dysenteriae, S. flexneri, S. boydiiy S. sonnei)(Liu et al., 2024).
e Cebadoresy sondas para la deteccion de Shigella spp., mediante gPCR

Tabla 5. Cebadores y sondas para la deteccion de Shigella spp., mediante gPCR

Tamano
Gen Nombre del . \ . del
Blanco Cebador Secuencia (5~ 3) Amplicén Fuente
(pb)
Taneja
Neelamy
ipaH-F . : 64 pb Mewara
5-GCT GGA AAA ACT CAG TGC CT-3
(Forward) Abhishek
ipaH (2016)
ipaH-R 5-CCA GTC CGG AAT ATT GCT CC-3
(Reverse)
FAM-TCATCG CCTTIG CTG ATG ACTTGC-
Sonda TagMan BHQ1
ipaH-L " o
o (Forward) 5-CCTTIG CGC ATT TGT CAT T-3 - Halimeh  ef
P ipaH-R . . P al. (2020)
5-TGG AAT GTT GAT GAG TAT CCA-3
(Reverse)
virA-F (Forward) 5'-CTG CAG TIT CGA GGT GGT TC-3' LU Duofei ef
VirA VirA-R 120 pb
5-GTC AAC GCTTGC ACT ACC AT-3' al. (2025)
(Reverse)

Detecciéon molecular de Shigella spp., mediante qPCR: Para la identificacion
molecular de Shigella spp., se prepararon reacciones de gPCR utilizando un volumen
final de 10 uL, compuesto por 2X TagMan™ Universal Master Mix Il con UNG (Thermo
Fisher Scientific, Carlsbad, CA, EE. UU.), 0,2 um de cada cebador especifico para el
genipaH, 0,1 um de la sonda de hidrdlisis (Tabla 5) y 1uL de ADN molde diluido 1:5. La
amplificacion se llevd a cabo bajo las siguientes condiciones térmicas: un ciclo inicial
a 50 °C durante 2 min para la accién de la enzima UNG, seguido de 1 ciclo a 95 °C
durante 5 min para la desnaturalizacion inicial. Posteriormente, se realizaron 45 ciclos
gue consistieron en 95 °C durante 15 s para la desnaturalizacion, 60 °C durante 45 s
para la hibridacion de la sonda y los cebadores (lectura de fluorescencia), y 72 °C
durante 30 s para la extension. Las corridas se ejecutaron en el termociclador CFX%6
Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EE.

UU.) como indica en la Figura 9 (Nunez et al., 2025).

55



SHIGELLA_Y_E

—

Figura 9. Condiciones de termociclador en tiempo real para la deteccién molecular
de Shigella spp.

Este protocolo se empled para detectar la presencia del genipaH en el ADN extraido
a partir de las muestras de leche cruda enriquecida y para la confirmacién genética
de los aislados bacterianos obtenidos en medios de cultivo selectivos. En el andlisis de
datos, las muestras que presentaron amplificacion para el gen diana se clasificaron
como positivas para Shigella spp. / E. coli enteroinvasiva (EIEC), dado que el gen del
plasmido de invasion es un marcador genético altamente especifico y conservado

en ambas poblaciones patdégenas (Nunez et al., 2025).
3.4.5.5. Conteo de muestras positivas tanto microbiolégica y gPCR.

Para garantizar la precision en la identificacién de Shigella spp., se empled una cepa
de confrol positivo como referente comparativo durante toda la fase de aislamiento

en medios selectivos.

El uso de esta cepa de confrol, fenotipicamente idéntica a la bacteria objetivo,
permitid establecer un patron morfoldgico estandar para la lectura de las placas de
Agar Hektoen Enteric (HE). Los resultados de las muestras aisladas coincidieron con las

caracteristicas del control:
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e Morfologia de la colonia: Se observaron colonias elevadas y hUmedas.

e Coloraciéon: Presentaron un tono azul-verdoso caracteristico, debido a la
ausencia de fermentacién de lactosa y sacarosa en el medio, coincidiendo
plenamente con el comportamiento fenotipico de la cepa de control.

En la Figura 10 se observa la cepa de control positivo con colonias azul-verdosas
tipicas y se compard con las positivas de la Figura 11y 12.

Figura 11. Muestra positiva proveniente de la Parroquia de Tufino.
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Figura 12. Muestra positiva proveniente de la Parroquia de Urbina.

En esta situacion se realizd una comparacion de los positivos con las muestras
realizadas microbioldgicamente y pcr que se quiere indicar que el ensayo fue
técnicamente vdlido (control positivo y NTC correctos). Las muestras muestran
amplificacion

3.5. ANALISIS ESTADISTICO

3.5.1. Prevalencia

La prevalencia es la proporcidon de casos existentes de una enfermedad en una

poblacién determinada en un momento dado(Rodriguez et al., 2020)

namero de casos positivos

= — x 100%
total de poblacion en ese momento

Fuente: (Ward, 2013)
3.5.2. Andlisis de factores de riesgo atribuidos a la enfermedad

La recoleccion de informacion sobre estos factores se llevd a cabo a través de una
enfrevista estructurada, los datos se ingresaron en una base de datos en Excel. Para
examinar y comprender los resultados, se empled en el estudio se empled un diseno
de cohortes que permitid sistematizar la informacién a través de procedimientos
analiticos basados en férmulas y matrices. Asimismo, se incorporaron métodos propios
de la investigacion de tipo fransversal, orientados a la caracterizacion y medicion de

las variables de interés dentro del periodo evaluado.
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e Prueba de chi cuadrado

Las probabilidades vinculadas a que un evento se produzca en presencia de una
exposicion dependen directamente del valor del Odds Ratio. Sin embargo, cuando
esta razdn es menor que 1, se interpreta que la exposicidn reduce la posibilidad de

que el evento ocurra (Ruiz Mitjana, 2019).

La prueba de chi cuadrado se utiliza para analizar la posible asociaciéon entre dos
variables de naturaleza categdrica, constituyendo un procedimiento estadistico
destinado a contrastar la hipdtesis nula. Desde el punto de vista interpretativo, se
compara el valor de significancia con el umbral convencional de 0,05. Cuando dicho
valor es superior a este nivel, se mantiene la hipdtesis nula, lo que indica que no existe
relacion entre las variables. Por el contrario, cuando el valor es igual o inferior al nivel
de significancia establecido, se rechaza la hipdtesis nula, sugiriendo la presencia de

dependencia entre las variables.
e ValorP

Constituye un estimador probabilistico fundamental para evaluar la evidencia
empirica frente a la hipdtesis nula. En términos formales, el valor p se define como la
probabilidad de obtener un estadistico de prueba igual o mds extremo que el

observado, bajo el supuesto de que la hipbdtesis nula es cierta. Segun Romero (2018)

El valor p se compara con un nivel de significancia preestablecido (a), que es la
probabilidad mdaxima de cometer un Error de Tipo | (falso positivo) que el investigador

estd dispuesto a tolerar (tipicamente a=0.05).

- Si p< a Rechaza la HO: El resultado es estadisticamente significativo. Se
considera que la diferencia/efecto no es atribuible al azar.

- Sip > a Norechazar la HO: El resultado no es estadisticamente significativo. La
evidencia es insuficiente para descartar que la diferencia/efecto se deba al

azar (Romero, 2018).

El andlisis de la relaciéon entre una exposicion y un desenlace se fundamenta en el uso
del Odds Ratio (OR). Este indicador se obtiene al comparar la probabilidad relativa
del evento en el grupo expuesto frente a la probabilidad correspondiente en el grupo
no expuesto, permitiendo asi estimar la magnitud de la asociacidon entre ambas

condiciones (Tenny y Hoffman, 2023).
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En los estudios de casos y conftroles, el Odds Ratio se emplea como un indicador clave
para evaluar siuna determinada exposicion se vincula con la apariciéon de un evento.
Cuando este coeficiente presenta valores elevados, sugiere que el desenlace es mds
frecuente entre los individuos expuestos; por el contrario, valores menores reflejan una
menor probabilidad de que el evento se relacione con dicha exposicion (Tenny vy
Hoffman, 2023).

Para poder interpretar se baso:

- OR= 1: No existe asociacion entre exposicidon y evento.
- OR>1: La exposicidon estd asociada a un mayor riesgo del evento.

- OR<1: La exposicidn estd asociada a un menor riesgo

Odds ratio =
Odds del evento en el grupo expuesto
Odds del evento en el grupo no expuesto
Odds ratio =
a/b ad
c/d  bc
Tabla 6. Tabla de contingencia
Event
Yes No
Yes A b
Exposure No c d
Odds Ratio =
odds of the event in exposed group
odds of the event in non-exposed group
Odds Ratio =
a/b _ad
c/d  bc
Upper 95% CI =
e[ln(OR)+1.96J(1/a)+(1/b)+(1/c)+(1/d)J
Lower 95% CI =

e [In(OR)-1.96,/(1/a)+(1/b)+(1/c)+(1/d)]

Fuente: (BioDatev, 2025)
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Presencia de Shigella spp., mediante andlisis microbioldgico en muestras de

leche

Tras la evaluacidon de 384 muestras de leche cruda obtenidas de 105 hatos

ganaderos, en las parroquias de Urbina y Tufino.

La identificacion de 37 muestras positivas representa 9,63%, del total analizado,
proporcion que indica la circulacion del patdégeno en la cadena de producciéon de
leche cruda. La presencia de Shigella spp., en alimentos de consumo humano se
considera relevante debido a su alto potencial de transmision fecal-oral y riesgo para
la salud publica. Por ello, incluso presencias moderadas adqguieren importancia
epidemioldgica al evidenciar posibles deficiencias en las prdcticas de higiene vy
manejo sanitario en los hatos productores. Del total de la muestra, se obtuvieron 37

resultados positivos, distribuidos de la siguiente manera:
e Parroquia de Urbina: De 154 muestras (45 hatos), se identificaron 17 positivos.
e Parroquia de Tufino: De 230 muestras (60 hatos), se identificaron 20 positivos.
4.1.2. Deteccion Shigella spp., mediante técnicas moleculares gPCR.

Tras el aislamiento primario y la seleccion fenotipica en medios selectivos, se procedid
a la confirmaciéon molecular de las muestras sospechosas mediante la técnica de

Reaccion en Cadena de la Polimerasa en tiempo real (QPCR).

El andilisis molecular se centrd en la deteccién del gen ipaH (invasion plasmid antigen

H), el cual es un marcador altamente especifico y conservado para el género Shigella

spp.
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Se observan las curvas de amplificacién del control positivo y las muestras positivas
de los hatos evaluados, demostrando la especificidad de la prueba como indica en

la figura 13.

Amplification

3000 +

2000 o3 evcesssns

RFU

4000 e e

Figura 13. Resultados de la gPCR para la deteccion del gen ipaH en muestras de
leche cruda.

4.1.2.1 Resultado de las pruebas microbiolégicas y su comparacion con la prueba
gPCR.

Como indica la Tabla 7 tenemos un resultado al 100% de la poblacidon debido que
ambas pruebas como en el caso de la microbioldgica es una prueba especifica
comparando el control positivo con las colonias fenotipicamente y en gPCR teniendo
en porcentaje se considera igual una prueba especifica dadndonos a confirmar que
son la bacteria de Shigella spp., incluso en la grafica del Figura 13 existe las curvas

pronunciadas.

Tabla 7. Comparacion de resultados entre microbiolégico con gPCR
Medio de Cultivo Selectivo qPCR Total

Hektoken Enteric Agar

+ + 37
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4.1.3. Determinacion Prevalencia

La evaluacidon se llevd a cabo sobre una poblacidn de 384 muestras de

ganaderos, 154 en la Parroquia de Urbina y 230 en la Parroquia de Tufino. Las muestras

provinieron de 105 hatos ganaderos, de los cuales 45 pertenecen a Urbina y 60 son

de Tufino.

Del total de muestras positivas se obtuvieron 37 resultados positivos, por lo que el

indice de prevalencia total de Shigella spp., es 9,63%, de los cuales 17 positivos

obtuvieron en la parroquia de Urbina, por lo que el indice de prevalencia de Shigella

spp., €s del 11.03% vy en la parroquia de Tufino se identificaron 20 positivos con una

prevalencia del 8.69%.

namero de casos positivos
~ total de poblacién en ese momento

X 100%

37
P = 384 X 100% = 9.63% Prevalencia Total

17
P = o2 X 100% = 11.03% Prevalencia Total en la Parroquia de Urbina

P = 230 X 100% = 8.69% Prevalencia Total en la Parroquia de Tufifio

4.1.4. Andlisis de los factores de riesgo asociados a la presencia de Shigella spp.

4.1.4.1. Ubicacion.

Como se muestra en la Tabla 8 no existe asociacion entre la presencia de Shigella

spp., Yy la ubicacion o fuente de la muestra, ya que obtuvo un p-valor de 0,6371.

Tabla 8. Chi cuadrado para la relacion entre Shigella spp., y los factores de riesgo

de las parroquias.

Shigella spp
No Si
Ubicacién TUFINO 40 20
URBINA 28 17
Chi cuadrado 0,22
p-valor 0,6371 ns
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4.1.4.2. Tipo de ordeno

Como se muestra en la Tabla 9 el tipo de ordeno (manual) se considera un factor de

riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo un valor de Odds Ratio de 1,56.

Tabla 9. Odds Ratio de Tipo de ordeno en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Tipo de ordeno Manual 50 24
Mecdnico 18 13
Odds Ratio 1.56
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.3. Tipo de Fuente de agua

Como se muestra en la Tabla 10 el agua no potable utilizada en las actividades de

ordeno se considera un factor de riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo un valor
de Odds Ratio de 2,21.

Tabla 10. Odds Ratio de Tipo de Agua en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Fuente de Agua No Potable 18 9
Potable 50 28
Odds Ratio 2.21
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.4. Aseo del ordeno

En la Tabla 11 por la falta de limpieza adecuada en el ordeno antes de usar se

considera un factor de riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo un valor de Odds
Ratio de 3,57.

Tabla 11. Odds Ratio de la Limpieza del ordeno en los hatos ganaderos

Shigella spp
Limpia el sitio de No Si
ordeno No 27 10
Si 54 14
Odds Ratio 3.57
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.5. Aseo de manos

Como muestra en la Tabla 12 en el no lavado de manos es una de las actividades de

ordeno que se considera un factor de riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo un
valor de Odds Ratio de 5.04.
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Tabla 12. Odds Ratio de la Limpieza de las manos en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Se lava las manos
antes de ordefar No ? 8
Si 59 29
Odds Ratio 5.04
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.6. Medidas de bioseguridad

Como muestra la Tabla 13 por la falta de uso de overol o mandil durante el ordeno

es un factor de riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo un valor Odds Ratio de 7,97.

Tabla 13. Odds Ratio del uso de mandil u overol en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Utiliza overol No 43 31
Si 25 6
Odds Ratio 7.97
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.7. Limpieza de ubres

Como lo muestra la Tabla 14 en la parte de no revisar la condicion fisica de las ubres

es un factor de riesgo para Shigella spp., ya que obtuvo Odds Ratio de 2.21.

Tabla 14. Odds Ratio y chi-cuadrado de limpieza de ubres en los hatos ganaderos

Shigella spp
Limpia y revisa las No Si
ubres No 18 4
Si 50 28
Odds Ratio 2.21
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.8. Lugar donde ordena se encuentra en condiciones

Como muestra lo muestra la Tabla 15 tiene relaciéon a los factores de riesgo para
Shigella spp., las condiciones del lugar donde ordena no tengan un adecuado aseo
por el valor de Odds Ratio de 2.16.

Tabla 15. Odds Ratio y chi-cuadrado de las condiciones del lugar en los hatos

ganaderos
Shigella spp
El lugar este seco, No Si
techado y sin No 43 23
animales sueltos Si 25 14
Odds Ratio 2.16
Interpretacion Factor de Riesgo
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4.1.4.9. Desecho del despunte

En la Tabla 16 sugiere que en esta actividad del despunte se considera un factor de

riesgo para Shigella spp., estar realizando de una forma inadecuada o contaminante

para un valor de Odds Ratio de 4.10.

Tabla 16. Odds Ratio del desecho del despunte en los hatos ganaderos

Shigella spp
Redliza el despunte No Si
en un recipiente No 15 12
Si 53 25
Odds Ratio 4.10
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.10. Prueba de Mastitis.

En la Tabla 17 se muestra que puede ser un factor de riesgo para Shigella spp., de
manera indirecta por no hacer la prueba constituye un riesgo real lo que tiene un
Odds Ratio de 5.35.

Tabla 17. Odds Ratio de la prueba de mastitis en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Prueba de Mastitis No 32 25
Si 36 12
Odds Ratio 5.35
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.11. Uso de recipientes durante el ordeno

Como indica en la Tabla 18 puede ser un factor de riesgo para Shigella spp., por el
uso de los recipientes que solo son exclusivos para el ordeno por mala higiene

deficiente con valor de Odds Ratio de 6.73.

Tabla 18. Odds Ratio al uso de recipientes en los hatos ganaderos

Shigella spp
Los baldes o bidones No Si
son de solo uso del No 8 9
ordeno Si 60 28
Odds Ratio 6.73
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.12. Vacas enfermas las ordena al final

Como indica en la Tabla 19 existe un factor de riesgo para Shigella spp., tenemos que

a ordenar las con tratamiento al inicio puede ser vinculado con Odds Ratio de 2.32.
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Tabla 19. Odds Ratio de contaminaciéon cruzada en los hatos ganaderos

Shigella spp
Si dispone de vacas No Si
enfermas las ordefia  No 27 15
al final Si 41 22
Odds Ratio 2.32
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.13. Sellante después del ordeno

Como indica en la Tabla 20 hay un factor de riesgo a Shigella spp., los que no aplican

sellante pueden tener a un mayor riesgo con un valor de Odds Ratio de 2.82.

Tabla 20. Odds Ratio con aplicacion de sellante en los hatos ganaderos

Shigella spp
Aplicacion de No Si
sellador N.o 29 18
Si 39 19
Odds Ratio 2.82
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.14. El recipiente (cantina) al traslado de enfriamiento

Como indica en la Tabla 21 existe factor de riesgo a Shigella spp., por lo que no es
traslada de manera inmediata la cantina a un método de enfriamiento con un valor
de Odds Ratio de 8.05.

Tabla 21. Odds Ratio sobre el fraslado al tanque de enfriamiento en los hatos

ganaderos
Shigella spp
Al finalizar el ordeino No Si
la cantina se No 7 16
transfiere al Si 61 89
enfriamiento
Odds Ratio 8.05
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.15. Método de enfriamiento

Como indica en la Tabla 22 existe un factor de riesgo a Shigella spp., por los que
comparten en el mismo tanque de enfriamiento, este mal calibrado la temperatura
requerida o existe en un manejo inadecuado de aseo con un valor de Odds Ratio de
2.82.
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Tabla 22. Odds Ratio sobre al fipo de enfriamiento en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Método de Enfriamiento por agua 24 15
enfriamiento Enfriamiento por 44 22
tanque
Odds Ratio 2.82
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.16. Lavado de utensilios

En la Tabla 23 indica que existe un factor de riesgo con Shigella spp., por no lavar los

y desinfectar los utensilios fiene mayor riesgo con un valor de Odds Ratio de 4.98.

Tabla 23. Odds Ratio sobre el lavado de utensilios en los hatos ganaderos

Shigella spp
No Si
Lavado de utensilios No 12 11
Si 56 26
Odds Ratio 4.98
Interpretacion Factor de Riesgo

4.1.4.17. Aseo del ordeno al finalizar

En la Tabla 24 indica un factor de riesgo para Shigella spp., donde no existe la debida

limpieza del lugar donde ordena por el valor de Odds Ratio de 2.60.

Tabla 24. Odds Ratio aseo del ordeno al finalizar en los hatos ganaderos

Shigella spp
Limpia el area de No Si
ordeno terminadala  No 34 20
jornada Si 34 17
Odds Ratio 2.60
Interpretacion Factor de Riesgo
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4.2. DISCUSION

4.2.1. Aislamiento de Shigella spp., mediante andlisis microbioldgicos en muestras de

leche bovina recolectadas en la ciudad de Tulcdn.

En el andlisis microbioldgico de 384 muestras de leche cruda, utilizando pre-
enriquecimiento en caldo BHI y posterior siembra en agar selectivo Hektoen Enteric
(HE), se logro aislar 37 cepas compatibles con Shigella spp., Las colonias presentaron
caracteristicas macroscopicas acordes al comportamiento del microorganismo, con
crecimiento elevado, aspecto hUmedo y tonalidad azul-verdosa, lo que permitié
distinguirlas frente a otras enterobacterias presentes en la muestra. Los resultados
coinciden con lo reportado por Chukwu et al. (2023), quienes, a partir del andlisis
microbiolégico de leche y productos lacteos, identificaron Shigella spp., con una
frecuencia del 29.8% dentro de los aislamientos obtenidos. La presencia del patégeno
en ambos contextos evidencia que la contaminacién no ocurre de manera aislada,
sino que se relaciona con fallas en las condiciones higiénicas durante el ordeno, la
manipulaciéon y el almacenamiento, lo que confirma el riesgo sanitario asociado al

consumo de leche cruda.

La efectividad de este paso fenotipico también es respaldada por Elkenany, et al.
(2022) “Caracterizacion de especies de Shigella multiresistentes aisladas de leche
cruda de vaca y productos ldcteos” quienes lograron recuperar y caracterizar
exitosamente diversas especies del patdgeno a partir de leche cruda bovina
utilizando protocolos dependientes de cultivo bacterioldgico. El éxito en la
recuperacion de las cepas en el agar Hektoen Enteric demuestra que el uso de
medios altamente selectivos permite discriminar visualmente a Shigella spp., frente al
abundante microbiota competidora tipica de la leche cruda sin pasteurizar. No
obstante, como lo indica la literatura técnica, la gran similitud bioquimica vy
flogenética que este patdgeno comparte con otras enterobacterias,
particularmente con variantes anaerogénicas e inmaoviles de Escherichia coli, subraya
que este riguroso diagndstico microbioldgico diferencial debe actuar como el filtro
indispensable y complementario previo a la confirmacién mediante ensayos

moleculares.
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4.2.2. Confirmacion de Shigella spp., mediante técnicas moleculares (QPCR)

La identificacion inicial de Shigella spp., readlizada mediante aislamiento
bacteriolégico en agar Hektoen Enteric fue posteriormente confirmada a fravés de
reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR), obteniéndose
concordancia total en las 37 muestras positivas detectadas durante el andlisis
microbioldgico. La coincidencia entre ambas metodologias confirma la presencia
del microorganismo en las muestras analizadas y respalda la confiabilidad de los

resultados obtenidos.

El uso de gPCR permitid realizar una identificacidn molecular especifica del
patdbgeno, reduciendo la posibilidad de confusidn con otras enterobacterias que
pueden presentar caracteristicas fenotipicas similares en medios de cultivo selectivos.
En estudios microbioldgicos de matrices alimentarias, la utilizacion conjunta de
métodos microbioldgicos tradicionales y técnicas moleculares constituye una
estrategia ampliamente utilizada para mejorar la precision diagndstica y la

confirmacién de patdgenos.

Resultados similares fueron reportados por Chukwu et al. (2023),quienes analizaron
leche y productos ldcteos mediante aislamiento microbioldgico y lograron identificar
Shigella spp., con una frecuencia del 29.8% dentro de las bacterias encontradas. El
procedimiento empleado, basado en cultivo y recuperacion en medios selectivos,
permitid confirmar la presencia del patdgeno en este tipo de alimentos, lo que
coincide con lo obtenido en el presente estudio. La aparicién de Shigella spp., en
ambos casos no responde a un evento aislado, sino a condiciones de manejo que
favorecen su ingreso y permanencia en la leche. La relacion entre los resultados
apunta a fallas durante el ordeno, la manipulacion o el almacenamiento, factores
gue influyen directamente en la calidad microbioldgica del producto y que deben

considerarse dentro del andlisis del riesgo sanitario.

Finalmente, la utilizacion conjunta de métodos tradicionales y técnicas moleculares
constituye la estrategia mds robusta para garantizar la inocuidad alimentaria. Estos
hallazgos coinciden con lo planteado por (Nunez et al., 2025), quienes demostraron
que los métodos basados en gPCR permiten superar las limitaciones de especificidad
de los cultivos en matrices ldcteas complejas. Al haber amplificado exitosamente el
gen ipaH —marcador considerado el estédndar de oro por su conservacion en el

género (Taneja y Mewara, 2016), se elimina cualquier ambigUedad taxondmica
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frente a otfras enterobacterias, confirmando la circulacidén de cepas con potencial

invasivo en la produccion primaria de Tulcdn.
4.2.3. Determinacién de la prevalencia de Shigella spp.

El andlisis microbiolégico realizado permitié identificar una prevalencia total de 9,63
% (37/384) de Shigella spp., en muestras de leche bovina provenientes de hatos
ganaderos de la ciudad de Tulcdn. Este hallazgo evidencia la presencia del
patdgeno en sistemas de produccidn primaria de la zona y confirma que la leche
cruda puede actuar como un vehiculo potencial para la transmisién de bacterias
entéricas hacia el consumidor, especialmente cuando el producto se manipula o

comercializa sin procesos adecuados de conftrol sanitario.

La presencia observada en el presente estudio resulta ligeramente superior a la
reportada por Elkkenany, et al. (2022), en la investigacion titulada *Caracterizacion de
especies de Shigella multiresistentes aisladas de leche cruda de vaca y productos
ldcteos”, en la cual se identificd una prevalencia cercana al 7 % mediante
aislamiento bacteriolégico y andlisis molecular en productos Iacteos. Las diferencias
entre ambos estudios pueden relacionarse con variaciones en las condiciones
sanitarias del proceso de ordeno, el manejo de los hatos ganaderos o el uso de agua
durante la limpieza de equipos e implementos de recoleccion. En sistemas
productivos donde las medidas de bioseguridad no se aplican de manera constante,
la probabilidad de contaminacién microbioldégica del producto tiende a
incrementarse, favoreciendo la presencia de microorganismos patdégenos enlaleche

cruda.

La distribucion de Shigella spp., también presentd variaciones porcentuales entre
parroquias. En Urbina se registré una prevalencia de 11,03 % (17/154), mientras que
en Tufino se identificd 8,69 % (20/230). A pesar de estas diferencias numéricas, el
andlisis estadistico mediante chi-cuadrado indicd que la variable de ubicacion
geogrdfica no presenta asociacién significativa con la presencia de la bacteria (p =
0,6371).
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4.2.4. Relacion entre la presencia de Shigella spp., y los factores de riesgo

identificados en la ciudad de Tulcdn.

El andlisis de los factores de riesgo asociados a la presencia de Shigella spp.,
evidenci6 que diversas prdcticas relacionadas con la manipulaciéon de la leche y el
manejo sanitario durante el proceso de ordeno incrementan significativamente Ila

probabilidad de contaminacion del producto.

Considerando que los hatos incluidos en esta investigacion presentan caracteristicas
productivas similares de manejo, infraestructura y prdcticas de ordeno manual, la
distribucion homogénea de los casos positivos entre parroquias sugiere la existencia

de factores de riesgo microbioldgico comunes dentro del sistema pecuario local.

En el factor de riesgo con valor obtenido en el tipo de ordeno manual (OR= 1.56)
indica una mayor probabilidad de presentacion de contaminacién o infeccion
asociada al ordeno manual, posiblemente relacionada con deficiencias higiénico-

sanitarias durante la manipulaciéon de la leche.

En concordancia con este hallozgo, Contero y Cachipuendo (2021) en su
investigacion, “Calidad del agua y de la leche en sistemas de ordeno manual de la
Sierra Norte del Ecuador”, reportaron presencia de coliformes fecales en el 29 % de
las muestras analizadas en sistemas de ordeno manual de la Sierra Norte del Ecuador,
asociando esta contaminacién con el uso de agua no potable y deficientes practicas
de higiene durante el ordefo. Este antecedente respalda la hipdtesis de que las
condiciones operativas compartidas entre explotaciones pueden favorecer la
persistencia y diseminacion de agentes microbioldgicos dentro de los sistemas

lecheros tfradicionales.

Entre los factores con mayor asociacion se identifico el traslado tardio de la leche all
sistema de enfriamiento (OR = 8,05), la falta de uso de overol por parte del ordenador
(OR =7,97) y el uso de recipientes no exclusivos para la recoleccion de leche (OR =
6,73). Estas condiciones favorecen la exposicion del producto a fuentes externas de
contaminaciéon y facilitan la introduccion directa de microorganismos patégenos

durante las primeras etapas de manejo de la leche cruda.

Hallazgos similares fueron reportados por Tenecela y Ortiz (2023), en el estudio “Andilisis
bacterioldégico de leche cruda expendida en Tarqui-Ecuador”, donde se identificd

que las deficiencias en las condiciones higiénicas durante el ordeno constituyen uno
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de los principales factores asociados a la contaminacién microbioldgica en sistemas

locales de produccidén lechera.

El andlisis de las prdacticas sanitarias también mostré que la omisién del lavado de
manos antes del ordeno incrementa considerablemente el riesgo de contaminacion
(OR = 5,04), debido a que facilita la transferencia directa de bacterias entéricas
desde el manipulador hacia la leche cruda. Este resultado respalda lo reportado por
Puga et al. (2022), en el estudio “Pardmetros de calidad de la leche cruda en Ecuador
entre 2010 y 2020: revision sistemdtica de la literatura y metaandlisis”, donde se
concluye que la presencia de microorganismos indicadores de contaminacion fecal
en la produccién primaria se relaciona estrechamente con deficiencias en las

prdcticas bdsicas de higiene del personal encargado del ordeno.

Otro factor identificado en la investigacion fue el uso de agua no potable durante el
proceso de ordeno (OR = 2,21). El empleo de agua sin tratamiento sanitario en la
limpieza de utensilios y equipos puede actuar como un vehiculo directo para la
tfransferencia de bacterias hacia la leche cruda, comprometiendo su calidad
microbioldgica. Este resultado coincide con lo observado por De la Torres et al. (2025)
en la investigacion “Evaluacion de la calidad fisicoquimica y microbiolégica de la
leche cruda en la industria Idctea de Napo-Ecuador”, donde se determind que el uso
de fuentes hidricas sin fratamiento y la limpieza deficiente de los equipos de ordeno
influyen directamente en el deterioro microbioldgico de la leche cruda producida en

sistemas ganaderos.

Los resultados obtenidos también evidenciaron que el manejo sanitario del ganado
constituye un factor importante en la contaminacion bacteriana del producto. En
particular, se identificd que la omision de la prueba de mastitis (OR = 5,35) y el manejo
inadecuado de vacas enfermas durante el ordeno (OR = 2,32) incrementan la
probabilidad de contaminaciéon microbioldgica. Aunque Shigella spp., no es un
patdgeno propio del ganado bovino, el contacto con superficies contaminadas, el
ambiente del establo y la contaminacién fecal cruzada pueden facilitar la

intfroduccién del microorganismo en la leche durante el proceso de ordeno.

Una situacion similar fue descrita por Arauco Villar et al. (2025) en el estudio
“Evaluacion de la calidad fisicoquimica, microbiana e higiénica de la leche de vaca
producida por rebanos en los Andes Peruanos”, donde se confirmd que las prdcticas

de manejo sanitario y profildctico del ganado influyen directamente en la calidad
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microbiolégica final de la leche producida en sistemas ganaderos de la regiéon

andina.
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5.1.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

La investigacion demostrd en el andlisis microbiolégico en la leche cruda
recolectadas en hatos ganaderos de las parroquias Urbina y Tufino donde
se evidencio la presencia de Shigella spp., donde se aislaron 37 muestras.
El uso de métodos microbiolégicos de cultivo posibilitd la identificacion de
muestras positivas para Shigella spp., las cuales fueron confirmadas
mediante la técnica molecular gPCR. Esta alta concordancia entre ambas
metodologias evidencia la confiabilidad del diagndstico bacterioldgico
inicial, y respalda que la combinacién de técnicas tradicionales y
moleculares constituye una herramienta complementaria alfamente
efectiva para la identificacion precisa de patdégenos en matrices
complejas como la leche cruda.

Se obtuvo una Prevalencia total de 9,63 %, que la produccidon lechera en
estos sectores aledanos a la ciudad de Tulcdn presenta condiciones que
permiten la introduccién y persistencia de bacterias entéricas en el
producto. La distribucidon de los casos positivos entre ambas parroquias
(11,08 % en Urbina y 8,69 % en Tufino) y la ausencia de asociacion
estadistica con la ubicacién geogrdfica indican que la presencia del
patdgeno no responde a un patrén territorial especifico, sino a condiciones
sanitarias compartidas en los sistemas de produccion evaluados.

El andlisis epidemiolégico de factores de riesgo evidencid que la presencia
de Shigella spp., se relaciona principalmente con prdcticas de manejo
higiénico-sanitario durante el ordeno y la manipulacion de la leche.
Variables como el uso de agua no potable, la ausencia de lavado de
manos, la falta de indumentaria de proteccion, el uso de recipientes no
exclusivos para la recoleccion de leche y el traslado tardio hacia sistemas
de enfriamiento mostraron valores elevados de riesgo. Lo que indican que

la contaminacién bacteriana detectada en las parroquias Urbina y Tufino

75



5.2.

estd asociada a prdacticas operativas dentro de los hatos ganaderos, lo que
senala la responsabilidad directa de los procedimientos de manejo

sanitario en la inocuidad del producto.
RECOMENDACIONES

e Redlizar exdmenes en los ordenadores para que identificacion bacteriana
a nivel de especie para los aislamientos del género Shigella para
determinar su densidad poblacional.

e Promover un control técnico a los hatos que integren buenas prdcticas
sanitarias continuas y se lleven acorde a la realidad del pequeno
productor.

¢ Enfriar la leche lo mds pronto posible después del ordeno

e |dentificar molecularmente las especies y serotipos circulantes de Shigella
spp. (como S. flexneri 0 S. sonnei) en sistemas de produccion lechera para

su caracterizacion epidemioldgica.
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Anexo 2. Encuesta de determinacion de factores de riesgo a las buenas practicas de

ordeno.

ENCUESTA DE BUENAS PRACTICAS DE ORDENC (ANTES, DURANTE Y DESPUES

DEL ORDENO)
Datos del productor:

Mombre:

Mombre de la finca/UPA:

Fecha: [/ [/
Tipo de prdefo:
Manual

Mecanico

+ A, Antes del ordeno

¢ De donde proviene el agua de utiliza
para lavar los instrumentos (baldes,
cantinas, pezoneras, Mangueras,
ate.)?

a} Agua potable

b} Agus Mo potable

gLlimpia el sitio de ordefo antes de

comenzar?

a} Si

B} Mo
£5elava las manos antes de
ardenar?

a} Si

By Mo

(Utiliza overol al momento de

ordenar?
a) Si
B} Mo

fLimpia, revisa los pezones y la ubre
antes de empezar a ordenar?

a) 5i

B} Mo

# B.Durante el ordeno

LEllugar donde ordena esta techado,
seco y sim animales sueltos
alrededor?

a} Si

B} Mo
LTira los primeros chorros de leche
(despunte) en un recipiente?

a} Si

b} Mo

fHace prueba de mastitis?

a) Si

Bl Mo
fLos baldes o bidones solo los utiliza
exclusivamente para el ordeno?

a) Si

B} Mo
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5i dispone de vacas enfermas, jlas

ordena al final de la rutina para evitar

contaminacion cruzada?

&) Si
by Mo

+ C.Despues del ordeno

JiLles aplica un sellador o

desinfectante a los pezones después

de erdenar? ([como yodo)

&) Si

bl Mo
LAl finalizar el ordeno, la cantina se
transfiere inmediatamente a un
metodoe de enfriamiento?

&) i

bl Mo

JCual es el metodo de enfriamiento
que utiliza para la leche en su
produccian?

=) Enfrismiento por agus vy hielo
[barera de enfriamiento].

b} Enfrismiente an tangques de
slmacenamiento refrigerados.

i Lava y desinfecta los utensilios
apenas termina de ordenar?

&) Si

bl Mo
iLimpia el area de ordeno después
de su uso?

a) 5
bl Mo
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Anexo 3. Pruebas de Shigella spp., por gPCR

Well Fluor
|01 Texas Red
A03 .Texas Red
A10 Texas Red
A12 Texas Red
BO1 Texas Red
BO3 Texas Red
B10 Texas Red
B12 Texas Red
co1 Texas Red
co3 Texas Red
c10 Texas Red
ci2 Texas Red
D01 Texas Red
Do3 Texas Red
D10 Texas Red
D12 Texas Red
EO1 Texas Red
EO3 Texas Red
E10 Texas Red
E12 Texas Red
FO1 Texas Red
FO3 Texas Red
F10 Texas Red
F12 Texas Red
GO1 Texas Red
G03 Texas Red
GO5 Texas Red
A C
: Well Fluor
59| |GOB "Texas Red
30| (G10 Texas Red
31| |G12 Texas Red
32 | |HO1 Texas Red
33 | |HO3 Texas Red
34 | |HOS Texas Red
35 | |HO8 Texas Red
35 |H10 Texas Red
37| |H12 Texas Red

Target

D

Target

Content

Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
Pos Ctrl

E

Content

Paos Ctrl
Unkn-1
Unkn-2
Unkn-1
Unkn-2
NTC

NTC

Unkn-1
Unkn-2

Sample

Sample

22,58
23,22
35,56
32,54
24,12
2447
29,40
27,44
28,30
35,73
26,13
21,71
250,87
35,14
30,20
29,39
36,08
4275
25,26
28,26
40,02

28.94
28,50
21,33
28,23
30,94

29,61
38,83
3776
21,74
28,01

42,71
43,96

Cq Mean

29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82
31,14
29,82

0,00
29,82
31,14
29,82
31,14
30,94

Cq Mean

29,61
29,82
31,14
29,82
31,14

0,00

0,00
29,82
31,14

Cq Std. Dev

6,826
6,700
6,826
6,700
6,826
6,700
6,826
6,700
6,826
6,700
6,826
6,700
6.826
6,700
6.826
6,700
6.826
6,700
6.826
6,700
6.826
0,000
6.826
6,700
6.826
6,700
0,000

Cq Std. Dev

0,000
6,826
6,700
6,826
6,700
0,000
0,000
6,826
6,700
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  𝑷 =   n ú m e r o   d e   c a s o s   p o s i t i v o s  t o t a l   d e   p o b l a c i ó n   e n   e s e   m o m e n t o ​ × 100 %


    Odds del evento en el grupo expuesto  Odds del evento en el grupo no expuesto


    a / b  c / d =   a d  b c


    odds of the event in exposed group  odds of the event in non-exposed group


    a / b  c / d =   a d  b c


    e   [ ln ⁡ ( OR ) + 1 . 96   ( 1 / a ) + ( 1 / b ) + ( 1 / c ) + ( 1 / d ) ]


    e   [ ln ⁡ ( OR ) − 1 . 96   ( 1 / a ) + ( 1 / b ) + ( 1 / c ) + ( 1 / d ) ]


  𝑷 =   n ú m e r o   d e   c a s o s   p o s i t i v o s  t o t a l   d e   p o b l a c i ó n   e n   e s e   m o m e n t o ​ × 100 %


  𝑷 =  37 384 ​ × 100 % = 9 . 63 %   P r e v a l e n c i a   T o t a l


  𝑷 =  17 154 ​ × 100 % = 11 . 03 %   P r e v a l e n c i a   T o t a l   e n   l a   P a r r o q u i a   d e   U r b i n a


  𝑷 =  17 154 ​ × 100 % = 11 . 03 %   P r e v a l e n c i a   T o t a l   e n   l a   P a r r o q u i a   d e   U r b i n a


  𝑷 =  20 230 ​ × 100 % = 8 . 69 %   P r e v a l e n c i a   T o t a l   e n   l a   P a r r o q u i a   d e   T u f i ñ o


  𝑷 =  20 230 ​ × 100 % = 8 . 69 %   P r e v a l e n c i a   T o t a l   e n   l a   P a r r o q u i a   d e   T u f i ñ o
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