UNIVERSIDAD POLITECNICA ESTATAL DEL CARCHI

FACULTAD DE INDUSTRIAS AGROPECUARIAS Y CIENCIAS AMBIENTALES

CARRERA DE AGROPECUARIA

Tema: “Identificacion de la bacteria Escherichia spp en leche cruda y factores

de riesgo en la ciudad de Tulcan.”

Trabajo de Integraciéon Curricular previo a la obtencion del

titulo de Ingeniero en Agropecuaria

AUTOR; Moreno Diaz Jordan Patricio

TUTOR: Ing. Ibarra Rosero Edison Marcelo, MSc.

Tulcdn, 2026.



CERTIFICADO DEL TUTOR

Certifico que el estudiante Moreno Diaz Jordan Patricio con el nUmero de cédula
0450097993 ha desarrollado el Trabajo de Integraciéon Curricular: “ldentificacion de la
bacteria Escherichia spp en la leche cruda y factores de riesgo en la ciudad de

Tulcan”

Este trabajo se sujeta a las normas y metodologia dispuesta en el Reglamento de la
Unidad de Integracién Curricular, Titulaciéon e incorporacién de la UPEC, por lo tanto,

autorizo la presentacion de la sustentacion para la calificacion respectiva.

dar Gnicamente en FirmaEC.

{EDISON MARCELO
¥IBARRA ROSERO

Ing. Ibarra Rosero Edison Marcelo, MSc.
TUTOR

Tulcdn, septiembre de 2026



AUTORIA DE TRABAJO

El presente Trabajo de Integracién Curricular constituye un requisito previo para la
obtenciéon del fitulo de Ingeniero en la Carrera de agropecuaria de la Facultad de

Industrias Agropecuarias y Ciencias Ambientales

Yo, Moreno Diaz Jordan Patricio con cédula de identidad numero 0450097993
declaro que la investigacion es absolutamente original, auténtica, personal y los

resultados y conclusiones a los que he llegado son de mi absoluta responsabilidad.

LT

Moreno Diaz Jordan Paftricio
AUTOR

Tulcdn, septiembre de 2026



ACTA DE CESION DE DERECHOS DEL TRABAJO DE INTEGRACION CURRICULAR

Yo, Moreno Diaz Jordan Patricio declaro ser autor de los criterios emitidos en el Trabajo
de Integraciéon Curricular: “ldentificacion de la bacteria Escherichia spp en la leche
cruda y factores de riesgo en la ciudad de Tulcdn” y eximo expresamente a la
Universidad Politécnica Estatal del Carchiy a sus representantes de posibles reclamos

O acciones legales.

o
NES A
Moreno Diaz Jordan Paftricio
AUTOR

Tulcdn, septiembre de 2026



AGRADECIMIENTO

Como no agradecer a Dios por la gran oportunidad de haber pasado por muchas
aventuras desde el inicio hasta el fin de mi carrera en compania de las personas que

amo.

A mis angelitos que hoy estdn en el cielo, y de manera muy especial a mis papitos,
Elizabeth y Patricio, por ser mi fuente de amor, fortaleza y sabiduria. Gracias por sus
Consejos, por creer siempre en mi, por acompanarme en cada paso y por ser mi ancla
en los momentos dificiles, su amor y sus ensenanzas han sido una guia constante
durante este camino. Este logro también es de ustedes, porque cada esfuerzo

realizado lleva consigo una parte de todo lo que me ensenaron.

A mis amigos, quienes tuve la dicha de conocer y compartir durante esta etapa de
mi vida, especialmente a mis companeros de este recorrido, Dario y Marylin. Me llevo
no solo grandes aprendizajes, sino también el valor de haber coincidido con personas

que hicieron especial este recorrido.

De manera especial, expreso mi mds sincero agradecimiento al MSc. Marcelo lbarra,
tutor de mi tesis, por estar presente cuando fue necesario, demostrando que la
amistad también puede convertirse en un respaldo fundamental durante la
formacién profesional. Asimismo, agradezco al MSc. Martin Campos por su apoyo,
por su amistad, orientacidon y acompanamiento constante durante el desarrollo de

este trabagjo.

A todoslos docentes de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi, mi mds profundo
agradecimiento por compartir sus conocimientos, experiencias y ensenanzas, las
cuales contribuyeron significativamente a mi formaciéon académica y profesional.
Cada ensenanza recibida forma parte del profesional en el que hoy me estoy

convirtiendo.

Finalmente, agradezco de corazén a todas las personas que me brindaron su apoyo,
motivacion y confianza durante este camino. De manera especial, a mis familiares, a
mi novia, por su acompanamiento incondicional, sus palabras de aliento y por estar

presentes en cada momento. A todos ustedes gracias.
“No lo pienses, hazlo ya”

Sergio Lugue



DEDICATORIA

Dedico con gran sentimiento a mi familia que sin duda fueron un gran soporte para

levantarme todos los dias con el mismo propdsito.

Elizabeth mi mamita la mujer mds maravillosa del mundo gracias por protegerme y
levantarme cuando ya me via perdido y sobre todo cuando no sabia como resolver
los problemas que mds me atormentaban solo me queda decir gracia madre de mi

vida.

Patricio mi papito el hombre mds trabajador que nunca dudo de mi, él sabia que lo
Unico que no debo de perder es mis ganas de salir adelante y la fe en Dios para que

en un futuro me sienta orgulloso de mi mismo.

Ustedes son los que han cuidado de mi fodo este tiempo, quienes me han
acompanado, aconsejado y son esas personitas tan especiales que me da orgullo
de decir que son mi mas grande regalo y orgullo de que Diosito me los haya puesto

en mi camino y sean esa campa y esa espada que todo hijo necesita.

Gracias por sus sacrificios, por cada uno de sus gestos de amor, sinceridad paciencia
que me ayudo a entregarme y tener fortaleza en este maravilloso logro, que ustedes
sean mis pilares y el ejemplo mdas bonito, noble, Unico hace que este objetivo sea un

simbolo de orgullo.

Los amo con todo mi corazon.

“El futuro pertenece a aquellos que creen en la belleza de sus suenos”

Eleanor Roosevelt

Vi



iNDICE

RESUMEN ...ttt ettt ettt et b et e e e bt e be et e sbeebeeanesbeenees 12
ABSTRACT ...ttt ettt h ettt b et e bt b et b e e bt et e eab e sbe et e e bt e bt s 13
INTRODUCCION ..ottt 14
LLELPROBLEMA ...ttt ettt b e st b e bttt et et et besaeens 17
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA ...ttt et e e e e e e e ee e 17
1.2 FORMULACION DELPROBLEMA ............ccoooomimieeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 18
1.3 JUSTIFICACION ...ttt 18
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION ...........coooovmirieieeeeeeee e, 19
1.4.1. ODJETIVO GENETQAI ...ttt e e e aba e e e e e 19
1.4.2. ObjetiVOS ESPECITICOS ..cuviiiiiiciiecieeciie ettt ettt ebe et eveens 19
1.4.3. Preguntas de INVESHGACION ......coouviieeeeeeeee e 20

II. FUNDAMENTACION TEORICA .......ooomiimiiniinriieisessesie sttt 21
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION ............cooomiiimiieieeeeeeeeeeeeee e, 21
2.2. MARCO TEORICO .....ooomiimiiniiriereia ettt 23
2.2.1. Importancia de Escherichia COli O157:H7 ..o, 23
2.2.2 Morfologia y Propiedades Tintoriales de Escherichia coli O157:H7 ............... 24
2.2.3. Fisiologia y MetaboliSMO .....cc.eieiiiciicieeeeeee ettt e 24
2.2.4. ClasificaCiON SEIrOIOQICA ...viiiuiieiieeeieeteeee ettt ve e e beesaaeereens 25
2.2.5. Via de transmision de 1a DACTENIA ...ccuieveiieieieieeee e 25
2.2.6. FOCTON A€ RIESTO wueiiieiiiiiieeiiiie ettt ettt e ettt e e et e e e s atae e e e ssbaeeeesnssaaaesnsnseaeeanns 26
2.2.7 . ZOONOSIS c.eteieeeieeeiee ettt et ste et s ettt s e et s ettt st e bt st e b e s bt e b e e et e nneesaneens 27
2.2.8. Inocuidad AlIMENTANQ ...cocviiiiiiiieieeeeeeeee et 27
2.2.9. Producciéon ganadera en €l ECUTAOTr ......ooovviievieieieeceeeeeeeeeee e 27
2.2.10. Produccion lechera en €l ECUQAON .......couivieieieieieienieeieeceeeese e 28
2.2.11. Calidad e inocuidad de 1A 1€Che......cocoviiiiiiiieiececeeceeee 28



2.2.12. Deteccidon Microbioldgica de Escherichia coli O157:H7 .....cvvvveeeeeieeeennns 29

2.2.13. PCR Cuantitativa (QPCR) weeeeeiieeee ettt ettt e 31

1. METODOLOGIHA ... 32
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO .........oovomieeiiriisioseisis s 32
BT T ENTOQUE . ettt et e e et e e e e e e e eaaaeeeenns 32
3.1.2. TIPO A€ INVESHOACION ...t e 32

3.2. IDEA A DEFENDER O HIPOTESIS...........ooriimiimrineinsireissesessessses s sssessesiseens 32
3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES ...........cocovvveeeeerenan. 33
3.4. METODOS UTILIZADOS .........ooovrmrieiieriesiesssesssss st 35
3.4.1. Localizacion de 1a iNVeSTIQACION .....ccuviiiveiiecieeceeceeee et e 35
3.4.2. Descripcion y caracterizacion de la investigacion .........cceeeveeeeecieecieeenne, 35

3.5. ANALISIS ESTADISTICO .......cooouiiriieiieriiniieiie st 38
T I o ()Y@ | 1= o o T SRR 38
3.5.2. Andlisis de factores de riesgo atribuidos a la enfermedad.........ceceeuveeneee. 39

IV. RESULTADOS Y DISCUSION ..o 4]
4.1, RESULTADOS ... ...ttt ettt e e et e e e e sttt e e e e e e e eaaaeeeeenssaeeeennnseeeeennnees 4]

4.1.1. Prevalencia total de Escherichia coli O157:H7., mediante andlisis

microbioldgico en muestras de leche de la ciudad de Tulcdn. ......ccceeveeeveiennenne. 4]

4.1.2. Prevalencia Real de Escherichia coli O157:H7., mediante técnicas

MOIECUIATES GPCR. ..ttt ee e e e e e e et e e e e e eeeeabsrareeeeeeas 4]
4.1.3. Prevalencia por parroquias de la ciudad de TUICAN. ....ccceiveveiecveeeceeeennee. 42

4.1.4. Andlisis de los factores de riesgo asociados a la Escherichia coli O157:H7.

.......................................................................................................................................... 43
4.2, DISCUSION .........oomoiiieeeeeeeeeeeee e 51
V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES..............ooovmimeeieeeieeeeeeeeeseesees e 54
5.1, CONGCLUSIONES. .........ooooviveieeeeeeeeeeeeeeeee e 54
5.2. RECOMENDACIONES ...........ocooimioeieieeieeeeeseeseeeeeese s seees s 54
VI. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .........c..oooioeieeeeeeeeeeee e 56



VIl. ANEXOS



iNDICE DE TABLAS

Tabla 1. Clasificacion tAXONOMICO ........ooieerieeieeee ettt 24
Tabla 2. Matriz de operacionalizacidn de VAriabIeS.........c...eoveeeeeeeeieeeeeeeecee e 34
Tabla 3. Comparacion de los resultados de las muestras microbioldgicas con gPCR42
Tabla 4. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Ubicacion y presencia de

ESCNErCNIA COIN O TE7HT oot e e e aae e e e ara e e e e aaeae s 43
Tabla 5. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Tipo de ordeno y presencia de
ESCErChIQ COli OTE7:HT ottt ettt e e et e e e abe e e aaeesnneas 44
Tabla 6. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Tipo de agua y presencia de
ESCNErCNIA COIN O T 7 HT oottt e e are e e e e e e e aaae s 44
Tabla 7. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Limpia el sitio de ordeno y
presencia de Escherichia COll O T57:H7 .. 45
Tabla 8. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Aseo de manos y presencia de
ESCNENCNIA COIN O T 7HT oot e et e e et e e e e aaaea s 45
Tabla 9. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Uso de overol y presencia de
ESCNErCNIA COIN O TE7HT oottt e e e e e e e e aaa e e e e aaaeaas 46
Tabla 10. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Limpieza de ubres y presencia
de ESCheriChia COl O TE7:HT ...t e 46
Tabla 11. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Condiciones de ordeno y
presencia de EscheriChiQ COli O TO7:HT ... 46
Tabla 12. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Despunte y presencia de
ESCNENCNIA COIN O T 7HT ettt e e as 47
Tabla 13. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Prueba de mastitis y presencia
de ESCheriChia COlE O TE7:HT ...t e e e e e 47
Tabla 14. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Recipientes Unicos para el
ordeno y presencia de Escherichia COll OT57:H7 ..ot 48
Tabla 15. Odds Ratfio y Chi Cuadrado para la variable Ternero en el ordeno vy
presencia de EScheriChiQ COl O TS7 HT .. 48
Tabla 16. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Contaminacién cruzada y
presencia de Escherichia COli OT157:H7 ...t 49
Tabla 17. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Sellante después del ordeno y
presencia de EscheriChia COl O T E7:HT .. 49
Tabla 18. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Sistema tanque de frio y
presencia de EscherichiQ COli Q187 :H7 ...ttt e 50
Tabla 19. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Método de enfriamiento y
presencia de EscheriChiQ COli O TS7 HT et 50
Tabla 20. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Lavado de utensilios y presencia
de EscheriChiQ COlI O TE7:HT ettt e et e e e e e e a e e e e 51

iNDICE DE FIGURAS

Figura 1. Ubicacion geogrdfica de las parroquias Tufino y Urbind.........eeecveeeeeeneeneeee. 35
Figura 2. Cdlculos para el Odds ratio y un intervalo de confianza del 95 % para el Odds
o] 1T T PRSP 40
Figura 3. Resultados de la gPCR para la deteccidn del gen en muestras de leche
(] (8T @ TR O POOTPRRRTPR 42

10



iNDICE DE ANEXOS

Anexo 1. Certificado del abstract por parte de idiomaS........eeeeeeeeecciveeeeeieeeeeeccreeeeeeee. 60
Anexo 2. Encuesta de determinaciéon de factores de riesgo a las buenas prdcticas de
OFAENIO. 1ottt ettt e e e e e e e r e e e e e e e e e eetabbareaeaaeeseaasssssaaaaaaaeeaaasssssasaaaaeeeeaaassstaesaeasasaannnes 62
Anexo 3. Pruebas de Escherichia coli O157:H7., por QPCR. ..o, 64

11



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo identificar la presencia de Escherichia
coli O157:H7 en leche cruda y determinar los factores de riesgo asociados en sistemas
de produccion bovina de las parroquias de Urbina y Tufino, cantdn Tulcdn, Carchi. Se
analizaron 384 muestras de leche cruda provenientes de 105 hatos ganaderos,
ademds, se aplicd un cuestionario estructurado a los propietarios de las unidades
productivas para recopilar informacién sobre practicas de manejo, higiene y ordeno.
Las muestras recolectadas fueron frasladadas al Laboratorio de Diagndstico
Veterinario de la Universidad Politécnica Estatal del Carchi para su andlisis
microbiolégico, que incluyd una etapa de enriquecimiento en caldo Brain Heart
Infusion (BHI), seguida de aislamiento presuntivo en agar MacConkey con sorbitol. Los
resultados positivos al andlisis microbioldgico se confirmaron mediante PCR tiempo
real (gPCR), este Ultimo realizada en los laboratorios de investigacidon de la
Universidad de Las Américas. Mediante el andlisis microbioldgico se identificaron 45
muestras positivas, correspondientes al 11,71 %; sin embargo, la confirmacion
molecular mediante gPCR determind 22 muestras positivas, alcanzando una
prevalenciareal de 5,72 % (22/384). Por parroquia, la prevalencia obtenida mediante
cultivo fue de 6,49 % en Urbina y 5,21 % en Tufino, sin evidencia de asociacion
estadisticamente significativa con la ubicacion (p = 0,7819). El andlisis de 17 variables
mediante la prueba de chi-cuadrado de independencia y Odds Ratio no identifico
factores de riesgo con asociacion estadisticamente significativa. No obstante, la
utilizacion de agua no potable y la ausencia de un adecuado aseo de manos
presentaron valores de OR superiores a 1. Los resultados evidencian la presencia de
E. coli O157:H7 en leche cruda de las unidades productivas estudiadas y resaltan la
importancia de fortalecer las practicas de higiene y manejo durante la producciéon y
recoleccion de leche.

Palabras Claves: Escherichia coli O157:H7, leche cruda, bovinos, prevalencia,
factores de riesgo, qPCR.
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ABSTRACT

The present study aimed to identify the presence of Escherichia coli O157:H7 in raw
milk and determine the associated risk factors in bovine production systems in the
parishes of Urbina and Tufino, Tulcdn canton, Carchi province, Ecuador. A total of 384
raw milk samples from 105 cattle herds were analyzed. In addition, a structured
questionnaire was administered to the owners of the production units to collect
information on management, hygiene, and milking practices. The collected samples
were fransported to the Veterinary Diagnostic Laboratory of the Universidad
Politécnica Estatal del Carchi for microbiological analysis, which included an
enrichment stage in Brain Heart Infusion (BHI) broth, followed by presumptive isolation
on sorbitol MacConkey agar. Positive samples from the microbiological analysis were
confirmed by real-time polymerase chain reaction (QPCR) at the research laboratories
of the Universidad de Las Américas. Microbiological analysis identified 45 positive
samples, corresponding to 11.71%; however, molecular confirmation by gPCR
identified 22 positive samples, resulting in a prevalence of 5.72% (22/384). By parish,
the prevalence obtained through microbiological culture was 6.49% in Urbina and
5.21% in Tufino, with no statistically significant association between prevalence and
location (p = 0.7819). The analysis of 17 variables using the chi-square test of
independence and Odds Ratio (OR) did not identify statistically significant risk factors.
Nevertheless, the use of non-potable water and inadequate hand hygiene presented
OR values greater than 1. These findings demonstrate the presence of E. coli O157:H7
in raw milk from the production units studied and highlight the importance of
strengthening hygiene and management practices during milk production and
collection.

Keywords: Escherichia coli O157:H7, raw milk, cattle, prevalence, risk factors, gPCR.
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INTRODUCCION

La producciéon de leche cruda es una actividad importante en el sector ganadero
de Tulcdn, en la provincia de Carchi (Ecuador), donde los animales lecheros forman
parte de los sistemas de produccion agropecuarios. La produccion de leche estd
estrechamente relacionada con la salud, la alimentacién, el alojamiento y el manejo
de las vacas, asi como con las técnicas de ordeno utilizadas. En este sentido, la
presencia de agentes patdgenos en el ganado es fundamental, ya que algunos de
ellos pueden ser expulsados por los animales y detectarse posteriormente en el

entorno de las explotaciones ganaderas (Salazar et al., 2016).

El género Escherichia, que contiene bacterias capaces de colonizar el intestino de las
vacas, €s uno de los microorganismos relacionados con el tracto gastrointestinal.
Escherichia coli se encuentra en la microbiota intestinal del ganado vacuno vy, en
determinadas condiciones, algunas de sus variantes pueden ser virulentas. Entre ellas
se encuentra la Escherichia coli O157:H7, que forma parte del grupo de las E. coli
productoras de toxina Shiga (STEC) y estd reconocida como un importante agente
zoondtico. El ganado vacuno, en particular los animales aparentemente sanos,
constituye uno de los principales reservorios de la E. coli O157.H7; sin embargo, no
todas las cepas de E. coli prevalentes en el ganado vacuno presentan caracteristicas

relacionadas con la enfermedad en los seres humanos (Ferens & Hovde, 2011).

En las vacaos, la E. coli O157:H7 se encuentra principalmente en el sistema
gastrointestinal y puede persistir en el intestino sin generar signos clinicos evidentes.
Esta caracteristica permite que animales aparentemente sanos actien como
portadores, liberando la bacteria al medio ambiente a través de sus heces. La
excrecion fecal es una de las vias mas comunes por las que los microorganismos
llegan al entorno de una explotacion ganadera, contaminando el suelo, los corrales,
la cama, el agua, las superficies y otros materiales que estdn en contacto con los
animales. En consecuencia, el papel del ganado como portador intestinal
desempena un papel esencial en la epidemiologia de la E. coli O157:H7 en los

sistemas de produccién lechera (Stein & Katz, 2017).
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La excrecion de la E. coli O157:H7 por parte del ganado varia segun el animal y con
el tiempo. Algunos ejemplares excretan cantidades inusualmente elevadas de la
bacteria en momentos concretos, una condicién conocida como «superexcretoresy
o «superdispersoresy. Estos animales pueden provocar un aumento de la
contaminacion en la explotacion y contribuir a la propagacion de la bacteria entre
el ganado. Ademdas, la prevalencia de la E. coli O157:H7 en el ganado puede variar
en funcion de las caracteristicas de los animales y de factores ambientales. Se ha
demostrado que la prevalencia de esta bacteria aumenta durante los meses mds
cdlidos y varia segun el grupo de edad, siendo los terneros destetados y las novillas

los mds susceptibles (Ferens & Hovde, 2011).

La prevalencia de Escherichia spp. en el ganado vacuno también se ha relacionado
con las practicas de manejo de las vacas en las explotaciones lecheras. Las heces
de los animales pueden contaminar el entorno al liberar gérmenes intestinales.
Cuando la materia fecal entra en contacto con la ubre, las extremidades, el suelo o
las superficies de ordeno, pueden darse circunstancias que permitan la transferencia
de bacterias a los lugares implicados en la extraccion de la leche. Por consiguiente,
la limpieza de las vacas y el entorno en el que se alojan antes y durante el ordeno son
variables importantes ala hora de determinar el riesgo de contaminaciéon microbiana

de la leche y su riesgo de transmision al humano (Mesele et al., 2023).

La contaminacion de la leche por la bacteria Escherichia se produce principalmente
a través de una via fecal-ambiental durante el proceso de ordeno. Durante este
procedimiento, una vaca portadora puede eliminar gérmenes a tfravés de sus heces,
contaminando asi su entorno. A continuacién, el microbio puede propagarse a la
superficie corporal del animal, especialmente silas normas de higiene son deficientes
en la parte trasera de la vaca o en la ubre. El contacto entre estas superficies y las
manos del ordenador, el equipo o los recipientes puede facilitar la tfransmision de la
bacteria a la leche. Por consiguiente, la relacién entre la prevalencia de E. coli en el
intestino de los terneros y las condiciones higiénicas del ordeno es fundamental para

comprender la contaminacioén de la leche cruda (Smith, 2014).

La salud de las vacas también puede influir en el riesgo de contaminacién durante el
ordeno. La limpieza de la ubre y los pezones antes del ordeno es un paso fundamental

para reducir la carga microbiana en la superficie exterior de la gldndula mamaria.
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Del mismo modo, la presencia de heces en el entorno inmediato de los animales
podria favorecer la interaccion entre las vacas y las bacterias de origen intestinal. En
este sentido, la higiene de los animales, la limpieza de las instalaciones, la
disponibilidad y la calidad del agua, asi como las técnicas de ordeno, estdn
infimamente relacionadas con las condiciones microbiolégicas de la leche

producida por las vacas (Acharya Tankeshwar, 2025).

El contacto entre el ganado, la acumulacién de materia fecal, las condiciones de los
corrales, la disponibilidad de agua y la gestién de los animales pueden influir en el
potencial de exposicion a la bacteria. Ademds, la prevalencia de animales
portadores sin signos clinicos dificulta su identificacion basdndose Unicamente en su
estado de salud. Por consiguiente, la identificacion de Escherichia spp. en muestras
de la produccién bovina requiere un andlisis de las interacciones entre los animales,
su entorno vy los procedimientos de gestion aplicados en las explotaciones (Perez et
al., 2026).

En el ganado vacuno, es necesario analizar la presencia de E. coli O157:H7, teniendo
en cuenta que la mayoria de los animales portadores pueden presentar un cuadro
clinico normal. Esta situacion permite que la bacteria se propague de forma
asinfomdatica por las explotaciones, principalmente a través de las heces y la
consiguiente  contaminacidn ambiental.  Ademds, la  supervivencia  del
microorganismo en los corrales y su transmision a los animales puede contribuir a
perpetuar los ciclos de contaminacion dentro de las unidades de producciéon. Por
consiguiente, el estudio de Escherichia spp. en los sistemas de produccién lechera
requiere correlacionar la presencia de la bacteria con la salud de las vacas vy las

caracteristicas de su gestion (Acharya Tankeshwar, 2025)
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I. EL PROBLEMA
1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La produccién de leche actividad pecuaria en el Carchi, en especial en la ciudad
de Tulcdn de la provincia del Carchi, Ecuador. Sin embargo, los problemas higiénicos
del ganado lechero constituyen una barrera importante para garantizar la calidad
del producto vy la salud de los consumidores. En este contexto, la contaminacion de
la leche por bacterias del género Escherichia spp es un problema creciente, ya que
estas bacterias, en particular algunas cepas patdgenas como Escherichia coli
O157:H7, pueden causar importantes problemas de salud publica y pérdidas

econodmicas en la cadena de produccion (AECOSAN, 2022).

El ganado puede tener Escherichia spp a nivel intestinal, lo que permite su fransmision
a la leche durante el ordeno debido a métodos de manejo y condiciones sanitarias
ambientales insuficientes. Factores como la salud de los animales, la limpieza del
equipo de ordeno, la calidad del agua utilizada, la alimentaciéon y la existencia de
enfermedades bovinas como la mastitis contribuyen a aumentar el riesgo de
contaminacién. Sin embargo, en los cantones mencionados no se sabe nada de la
asociacion entre los problemas sanitarios del ganado vy la prevalencia de Escherichia

spp. en la leche cruda (Ahmed Khafagy, 2017).

El manejo inadecuado por parte de los ganaderos aumenta la prevalencia de
gérmenes, reduciendo el bienestar de las vacas, requiriendo fratamientos costosos y
aumentando las pérdidas por bacterias. Esta actividad no solo sustenta a numerosas
familias, sino que también confribuye al desarrollo econdmico local. Sin embargo, la
calidad de la leche cruda es una preocupacion creciente debido a los riesgos
asociados a la contaminacién microbioldgica, especialmente por patdégenos como
Escherichia coli O157:H7. Esta bacteria es conocida por su potencial para causar
enfermedades graves en los seres humanos, incluyendo infecciones gastrointestinales
severas, colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico, que pueden tener
consecuencias fatales, especialmente en poblaciones vulnerables como ninos y

ancianos (Loor-Giler et al., 2025)
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Ademds, su presencia en la leche podria estar relacionada con problemas de salud
en el ganado, como infecciones del fracto digestivo y mastitis, asi como con malas
circunstancias de manipulacion y normas sanitarias insuficientes en las instalaciones

de produccion.

La produccién de leche cruda es una actividad econdmica clave en la ciudad de
Tulcdn, que sirve de sustento a las familias y al crecimiento econdmico local. Sin
embargo, la calidad microbioldégica de la leche cruda es una preocupacion clave,
particularmente dada la posibilidad de presencia de bacterias del género
Escherichia spp, algunas de las cuales son patdgenas y representan un peligro

sustancial para la salud publica (Aguilar, 2015).
1.2 FORMULACION DEL PROBLEMA

sCudles son los factores de riesgo que estdn asociados a la presencia de la bacteria
Escherichia spp?, en la leche proveniente de los hatos ganaderos de la ciudad de

Tulcdn, provincia del Carchi.
1.3 JUSTIFICACION

La ganaderia lechera constituye una actividad importante en la provincia de Carchi,
especialmente en el canton Tulcdn, donde contribuye significativamente a la
economia agricola local. Segun Ipiales Oscar y Cuichdn Maritza (2024), Carchi
cuenta con aproximadamente 28 392 vacas lecheras y una produccion de 285 074
litros de leche al dia. Asimismo, Benitez Bueno & Estrada Puetate (2025) senalan que
el cantén Tulcdn produce alrededor de 122 400 litros diarios, lo que representa
aproximadamente el 30 % de la produccion provincial. Estas cifras evidencian la
importancia de la producciéon lechera en la zona y la necesidad de mantener
adecuadas condiciones de manejo, higiene y salud durante el ordeno para preservar

la calidad microbioldgica de la leche cruda.

La calidad microbiolégica de la leche puede verse influenciada por la salud de los
animales y por las prdcticas empleadas durante su manejo y ordeno. En este
contexto, resulta importante investigar la presencia de bacterias del género
Escherichia spp. en la leche cruda, debido a que el ganado bovino constituye un
reservorio de determinadas especies y cepas de este género, particularmente
Escherichia coli, que se encuentra principalmente en el tracto gastrointestinal y

puede ser eliminada al ambiente mediante las heces (Sanz, 2021).
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La contaminaciéon de la leche puede producirse cuando existe contacto con materia
fecal durante el ordeno o la manipulacion del producto. Entre las principales fuentes
potenciales se encuentran una higiene deficiente de las ubres y de las manos del
ordenador, asi como la contaminacién de equipos, utensilios y superficies que entran
en contacto con la leche. Por ello, determinar la presencia de Escherichia spp. y su
relacion con las condiciones de manejo permitird identificar posibles fuentes de
contaminacion asociadas con la gestion del ganado vy el proceso de obtencién de

la leche (Wang et al., 2013).

En este sentido, el andilisis de los factores de riesgo permitird establecer qué prdcticas
de manejo y ordefo podrian estar relacionadas con la presencia de Escherichia spp.
en la leche cruda. Enfre estos factores se consideran la limpieza de la ubre, las
condiciones del lugar de ordeno, la higiene de las manos del ordenador, la limpieza
de utenisilios y equipos, la calidad del agua, la presencia del ternero durante el
ordeno, asi como las condiciones de almacenamiento y enfriamiento de la leche. El
andlisis conjunto de estas variables permitird identificar aquellas que presentan mayor
relacion con la contaminacién y que, por tanto, requieren especial atencidén dentro

de las explotaciones lecheras (ElImoslemany et al., 2010).
1.4. OBJETIVOS Y PREGUNTAS DE INVESTIGACION
1.4.1. Objetivo General

ldentificar la bacteria Escherichia spp en leche cruda mediante técnicas
microbioldgicas y moleculares, y los factores de riesgo asociados en la ciudad de

Tulcdn.
1.4.2. Objetivos Especificos

e Determinar la presencia de Escherichia coli O157:H7., mediante andlisis
microbioldgicos en muestras de leche bovina recolectadas en la ciudad
de Tulcdn.

e Determinar la prevalencia de Escherichia coli O157:H7., en leche cruda de
la ciudad Tulcdn mediante la confirmacién por gPCR de las muestras
positivas obtenidas por andlisis microbioldgico.

e Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de Escherichia
coli O157:H7.
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1.4.3. Preguntas de Investigacion

5Cudl es la presencia de Escherichia coli O157:H7 en muestras de leche
cruda bovina recolectadas en la ciudad de Tulcdn mediante andilisis
microbioldgicos?

5Cudl es la prevalencia de Escherichia coli O157:H7 en leche cruda bovina
de la ciudad de Tulcdn mediante la confirmacion por gPCR de las muestras
positivas obtenidas por andlisis microbioldgico?

5Qué factores de riesgo relacionados con las practicas de manejo, higiene
y ordeno estdn asociados con la presencia de Escherichia coli O157:H7 en
la leche cruda bovina de la ciudad de Tulcdn?

sExiste una relaciéon estadisticamente significativa entre los factores de
riesgo identificados y la presencia de Escherichia coli O157:H7 en la leche

cruda bovina de la ciudad de Tulcan.
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Il. FUNDAMENTACION TEORICA
2.1. ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

En la investigacion denominada “Una investigacion epidemioldgica sobre la
aparicion de Escherichia coli enterohemorrdgica en leche cruda”. Desarrollada por
Vanitha et al. (2018) ElI estudio evalud la presencia de Escherichia coli
enterohemorrdgica (EHEC) en leche cruda mediante PCR multiplex, ufilizando 125
muestras de leche y muestras de estiércol, pelo y ubre de las vacas, ademds de
utensilios, manos del ordenador, agua, suelo y pienso. Se detecté EHEC en el 8,8 % de
las muestras de leche cruda, identificdndose como principales fuentes de
contfaminacion el estiércol (19,84 %), los hisopos de ubre (16,67 %) y el pelaje de las
vacas (15 %). Entre los genes de virulencia enconfrados, predomind stx2 (73,33 %),
seguido de sfx1 (53,33 %), eaeA y hlyA (36 % cada uno). Los principales factores de
riesgo estuvieron relacionados con la calidad del agua, una higiene inadecuada de
la ubre y las manos del ordenador, y la limpieza insuficiente de los utensilios de ordeno.
Los resultados evidencian que las vacas y su entorno pueden constituir fuentes
importantes de contaminacion de la leche cruda, por lo que se recomienda

fortalecer las practicas higiénicas durante el ordeno.

Segun Patino Burbano (2013) en su investigacion “Deteccion de Salmonella spp.,
Escherichia coli O157:H7 vy Listeria monocytogenes, en muestras de leche bovina del
sistema de produccidn doble propdsito colombiano™. El estudio evalud la presencia
de Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 vy Listeria monocytogenes en 600
muestras de leche cruda bovina, mediante métodos microbioldgicos tradicionales y
PCR multiplex. Los resultados mostraron una prevalencia de 3,7 % (22/600) para E. coli
O157:H7,0,8 % para Salmonella spp. y 0,3 % para L. monocytogenes. La PCR multiplex
presentd mayor sensibilidad que el método convencional para detectar E. coli
O157:H7, con una sensibilidad de 1 UFC/ml, ademds de reducir el tiempo de
deteccion de Salmonella a 10 horas. Asimismo, la presencia de E. coli O157:H7 estuvo
relacionada significativamente con la ubicacion geogrdfica, evidenciando que su

presencia en la leche cruda representa un riesgo potencial para la salud publica.
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Blanco et al. (2016) mencionan una investigacion denominada “Prevalencia, factores
de riesgo asociados y patrones de susceptibiidad a los antimicrobianos de
Escherichia coliy Escherichia coli O157 aisladas de leche de vaca y productos Idcteos
y prdcticas de higiene en ciudades seleccionadas de la regién de Oromia, Etiopia™.
El estudio evalud la prevalencia, factores de riesgo y resistencia antimicrobiana de
Escherichia coliy E. coliO157:H7 en leche y productos Iacteos de West Shewa, Efiopia.
Se anadlizaron 556 muestras de leche y productos ldcteos, ademds de 145
cuestionarios sobre prdcticas higiénicas. Se encontré E. coli en el 33,8 % de las
muestras, mientras que E. coli O157:H7 presentd una prevalencia de apenas 0,2 %. La
contaminacién fue mayor en la leche de tanque a granel (47,4 %) que en la leche
de ubre (34,7 %) y ofros productos Iacteos. Entre los factores relacionados con la
contaminacion se identificaron los recipientes utilizados, el lavado de las ubres, la
limpieza y las prdacticas de manipulacion de la leche. Ademds, los aislados analizados
presentaron multirresistencia a los antimicrobianos y los recuentos de coliformes
superaron las recomendaciones internacionales. Los autores concluyeron que las
deficientes prdcticas higiénico-sanitarias durante la produccién y manipulacion de la
leche pueden representar un riesgo para la salud publica, por lo que recomiendan
mejorar la higiene en toda la cadena Idctea y promover el uso adecuado de

antimicrobianos.

La investigacion “Escherichia coli O157:H7, un contaminante comun de la leche
cruda de Ecuador: aislamiento e identificacion molecular”. desarrollada por Loor-
Giler et al. (2025) estudio evidencia un importante riesgo para la salud publica por la
contaminacién de la leche y productos ldcteos con Escherichia coli O157:H7 en
Ecuador, especialmente en leche cruda de Manabi y Pichincha. Los resultados
resaltan la necesidad de fortalecer las medidas de bioseguridad y seguridad
alimentaria, principalmente en pequenos productores. Ademds, la gPCR demostrd
ser un método rdpido, sensible y rentable para detectar este patdégeno. El andlisis
también identificd cepas hiperpatdgenas y resistencia a antimicrobianos, por lo que
se recomienda mantener una vigilancia continua para prevenir la aparicién de

cepas multirresistentes.

Segun Ka Praja et al. (2026) en su investigacion "Desarrollo de una estrategia
terapéutica basada en siRNA dirigida al factor de virulencia IpfA de Escherichia coli
O157:H7 zoondtico". El estudio tuvo como objetivo disenar compuestos de ARNip

capaces de silenciar el gen de virulencia IpfA de Escherichia coli O157:H7, un
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patdégeno zoondtico asociado a enfermedades gastrointestinales graves. Mediante
herramientas bioinformdticas se identificaron 10 candidatos a siRNA, con una
eficiencia de silenciamiento prevista entre 93,73 % y 94,66 %. Ademds, presentaron
estructuras estables y una adecuada unién al ARNm, destacando un candidato con
una energia de —26,5 kcal/mol. Estos resultados sugieren que los siRNA podrian reducir
la expresion del gen IpfA y constituyen una base para futuras investigaciones sobre

terapias dirigidas a factores de virulencia de E. coli O157:H7.

La investigacion "Caracterizacion molecular de la resistencia mdltiple a los
medicamentos en Escherichia coli O157:H7 a partir de heces de terneros y leche de
vaca en Bangladesh". desarrollada por Samad et al. (2026) Escherichia coli O157:H7
es una bacteria zoondtica de importancia para la salud publica, cuyo principal
reservorio es el ganado bovino, desde donde puede eliminarse mediante las hecesy
contaminar alimentos de origen animal. En un estudio realizado en Bangladés con
290 muestras de ganado lechero, el 20 % resulté positivo, con una mayor frecuencia
en las muestras fecales (24,8 %) que en la leche (7.5 %). Las cepas aisladas
presentaron genes de virulencia como stx2 y eae y, ademds, el 50 % mostrd
multirresistencia a antimicrobianos. Los resulfados evidencian el riesgo de fransmision
de E. coli O157:H7 desde el ganado y los productos ldcteos hacia las personas,
destacando la necesidad de mejorar la higiene, realizar vigilancia y promover el uso

responsable de antimicrobianos bajo el enfoque de «Una sola saludy.
2.2. MARCO TEORICO
2.2.1. Importancia de Escherichia coli O157:H7

La Escherichia coli O157:H7 es una bacteria Gram-negativa productora de toxina
Shiga que representa un patdégeno alimentario significativo con implicaciones
globales para la salud publica. Este microorganismo se caracteriza por su capacidad
de contaminar alimentos de origen animal, siendo identificado en diversos productos
como carne de res, pescado y potencialmente en leche cruda, aunque estudios
recientes en Etiopia no encontraron aislados en muestras de leche pasteurizada. La
prevalencia de E. coli O157:H7 varia significativamente segun el tipo de alimento y las
prdcticas de higiene; en un estudio realizado en Hawassa y Yirgalem, Sidama Region,
Etiopia, se encontrd una prevalencia general de 3.7% en alimentos de origen animal,

con tasas de aislamiento del 6.25% en pescado y 5.6% en carne de res, siendo la
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carne de carnicerias mds contaminada (7.6%) que las muestras de matadero (3.4%)
(Chala et al., 2025)

2.2.2 Morfologia y Propiedades Tintoriales de Escherichia coli O157:H7

Bacilo recto de aproximadamente 1-3um de longitud y 0.5um de ancho, que se
presenta de forma individual o en pares al microscopio tras la tincion de Gram. Su
pared celular estd compuesta por una capa delgada de peptidoglicano y una
membrana externa rica en lipopolisacdridos que no retienen el violeta cristal,
tinéndose de rosa/rojo con safranina. Esta cepa patdégena posee flagelos
peritriquicos, que le permiten movilidad, y pilis de tipo 4 (conocidos como HCP,
hemorrhagic coli pili), estructuras delgadas filamentosas polares implicadas en la
adherencia a células epiteliales, formacidon de biopeliculas, invasidon, rol en la
hemaglutinacion y motilidad de fipo "twitching". Estas propiedades tintoriales y
morfoldgicas son claves para su identificacion en laboratorio —no fermenta sorbitol
en agar MacConkey modificado— y para su gran capacidad patogénica,
destacdndose su implicacion en cuadros de colitis hemorrdgica y sindrome urémico
hemolitico (Vegano, 2020). En la tabla 1 se evidencia la taxonomia de la bacteria
Escherichia coli O157:H7.

Tabla 1. Clasificacion taxondmica

Nombre Descripcion
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Grammaproteobacteria
Orden Enterobacterales
Familia Enterobacteriacea
Género Escherichia

Fuente: (Rodriguez, 2021)

2.2.3. Fisiologia y Metabolismo

Patdgeno facultativamente anaerobio con una fisiologia adaptativa que le permite
colonizar el intestino y sobrevivir en ambientes adversos. En condiciones intestinales,
puede fermentar simultdneamente multiples azicares derivados del moco, como
arabinosa, fucosa, N-acetilglucosamina, galactosa, hexuronatos, manosa vy ribosa, lo
que optimiza su crecimiento y colonizacion. Ademds, emplea tanto respiracion
aerdbica (a través de la ATP sintasa y el citocromo bd bajo condiciones de oxigeno
limitado) como anaerdbica (usando reductasas de nitrato y fumarato), lo que le
confiere gran flexibilidad metabdlica en microambientes variables del intestino. La

utilizacién de L-malato derivado del huésped y de la microbiota como senal y sustrato
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para la respiracién anaerdbica mediante fumarato mejora su capacidad de
adherencia y activacién de genes LEE, reforzando asi su virulencia. En respuesta a
ambientes dcidos (como el estbmago o alimentos acidulados), O157:H7 activa
sistemas de resistencia al dcido basados en descarboxilaciones de aminodcidos y
bombas de protones dependientes de ATP, manteniendo su pH intracelular y
promoviendo la supervivencia frente a bajos niveles de pH. En conjunto, su
capacidad para metabolizar diversos carbohidratos, adaptarse a multiples rutas
respiratorias y resistir entornos hostiles permite a E. coli O157:H7 colonizar con eficacia,
sobrevivir en el tracto gastrointestinal y facilitar la expresion de sus factores de

virulencia (Fabich et al., 2008).
2.2.4. Clasificacion Serologica

Se clasifica seroldgicamente mediante la deteccidon de fres tipos principales de
antigenos: somdatico (O), flagelar (H) y capsular (K). En este caso, el antigeno O se
corresponde con el serogrupo O157, identificado en la polisacdrida somdatica del
lipopolisacdrido (LPS), mientras que el antigeno H corresponde al flagelo tipo 7 (H7),
formando asi el serotipo O157:H7, caracteristico de las cepas enteronemorrdgicas
productoras de toxinas Shiga (STEC). Dentro de H7 se han identificado variantes
serolégicas especificas, como H7a,c y H7a,b, pero las cepas de E.coli O157:H7
clinicamente relevantes portan exclusivamente el subtipo H7a,c. En términos
epidemioldgicos, existen cerca de 186 grupos O y 53 tipos H en E. coli; solo un niUmero
limitado —entre 100 y mds de 100 serotipos STEC— se asocian con enfermedades,
siendo O157:H7 el mds predominante en Norteamérica. Esta clasificacion serolégica
es esencial tanto para la identificacion en laboratorio mediante aglutinacion de
antisueros como para la vigilancia epidemioldgica de brotes alimentarios y sanitarios
(Ratiner et al., 2003).

2.2.5. Via de transmision de la bacteria

Se transmite principalmente por via fecal-oral, con una dosis infectiva muy baja (entre
50y 100 UFC), lo que facilita su propagacion. Las principales fuentes de infeccién en
humanos incluyen carne de res cruda o mal cocida (especialmente hamburguesas
de carne molida), leche y productos ladcteos no pasteurizados, asi como vegetales
frescos o brotes contaminados con heces. También es comun la fransmisiéon siguiente
al contacto directo o indirecto con animales portadores (como bovinos, ovinos y

cerdos) o sus superficies contaminadas. Igualmente se ha documentado Ia
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transmisién persona a persona, especialmente en contextos de cuidado infantil o
instituciones cerradas, donde la higiene es deficiente. Brotes han sido vinculados no
solo a carne y ldcteos, sino también a agua no tratada y actividades recreacionales
en agua contaminada. Estas multiples vias de transmisién subrayan la importancia de
medidas preventivas como la coccidon adecuada, la pasteurizacion, el lavado de
frutas y verduras, la higiene al manipular animales o excretas, y el refuerzo de

prdcticas de higiene personal (Puligundla & Lim, 2022).
2.2.6. Factor de Riesgo

Los factores de riesgo en la leche cruda relacionados con Escherichia coli O157:H7 se
deben principalmente a prdcticas inadecuadas de higiene durante el ordeno,
almacenamiento y transporte, asi como a la ausencia de procesos de pasteurizacion.
Estudios realizados en Ecuador han evidenciado una alta prevalencia de esta
bacteria en leche sin pasteurizar, lo que indica que la contaminacién fecal
proveniente de animales portadores es una fuente importante. Otros factores
incluyen el uso de agua no tratada para la limpieza de equipos, la falta de
refrigeracién adecuada y la manipulacion sin medidas sanitarias, que favorecen la
supervivencia y multiplicacion del patégeno. Debido a que E. coli O157:H7 puede
causar enfermedades graves como colitis hemorrdgica y sindrome urémico
hemolitico, la implementacion de Buenas Prdcticas Ganaderas, controles
microbioldgicos y la pasteurizacion obligatoria son esenciales para garantizar la

inocuidad de la leche cruda (tlover tonet, 2023).
2.2.6.1 Factores de riesgo de Escherichia coli O157:H7.

Los factores de riesgo asociados a la infeccion por Escherichia coli O157:H7 estan
relacionados principalmente con prdcticas alimentarias y condiciones higiénicas
deficientes. Entre los mds importantes se encuentran el consumo de carne de res
cruda o insuficientemente cocida, leche y productos ldcteos no pasteurizados, asi
como vegetales frescos contaminados durante el cultivo o procesamiento. Otros
factores incluyen la exposicidén directa a animales portadores (especialmente
bovinos) en granjas o ferias, el contacto con superficies contaminadas y la ingesta de
agua no fratada. La baja dosis infectiva (menos de 100 células) incrementa el riesgo
incluso ante una minima contaminacion, lo que explica la frecuencia de brotes en
entornos donde no se aplican medidas estrictas de higiene y control alimentario. Estos

factores subrayan la necesidad de educacidén sanitaria, buenas prdcticas de
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manipulacién de alimentos y sistemas de control en la cadena agroalimentaria para

reducir la incidencia de esta infeccion (Cai et al., 2022).
2.2.7. Loonosis

Es considerada una zoonosis porque su principal reservorio son los rumiantes,
especialmente el ganado bovino, que porta la bacteria de manera asintomdtica en
su intestino. Estos animales eliminan el microorganismo a través de las heces,
contaminando el ambiente, el agua vy los alimentos durante el sacrificio o la
manipulaciéon de productos cdrnicos. Ademds de bovinos, ofros animales como
ovinos, caprinos y cérvidos también pueden actuar como reservorios, contribuyendo
a la diseminacién en sistemas agropecuarios y entornos naturales. La transmision al
ser humano ocurre principalmente por contacto directo con animales infectados,
superficies contaminadas en granjas o zooldgicos, o indirectamente mediante
alimentos y agua contaminados con heces animales. Esta caracteristica zoondtica
convierte a E. coli O157:H7 en un patdgeno de importancia tanto veterinaria como
en salud publica, requiriendo estrategias intfegradas de control bajo el enfoque “Una
Salud” (Tankeshwar, 2025).

2.2.8. Inocuidad Alimentaria

Es un aspecto critico debido a su alta virulencia y baja dosis infectiva, que puede
causar enfermedades graves como colitis hemorrdgica y sindrome urémico
hemolitico. Esta bacteria se asocia principalmente con alimentos de origen animal,
como carne de res mal cocida y leche no pasteurizada, asi como vegetales frescos
contaminados durante el cultivo o procesamiento. Las prdcticas de inocuidad
incluyen la coccién completa de carnes (alcanzando temperaturas internas seguras),
la pasteurizacion de Iacteos, el lavado y desinfeccion de frutas y verduras, y la
prevencion de la contaminacién cruzada en superficies y utensilios de cocina.
Ademdas, la implementacion de sistemas como HACCP (Andlisis de Peligros y Puntos
Criticos de Control) en la industria alimentaria es fundamental para reducir el riesgo
de brotes. Estas medidas son esenciales porque E. coli O157:H7 puede sobrevivir en
ambientes frios y dcidos, lo que aumenta su persistencia en alimentos y entornos de

procesamiento (Xicohtencatl-Cortes et al., 2009).
2.2.9. Produccién ganadera en el Ecuador

En Ecuador, la produccién ganadera desempena un papel relevante en la dindmica

de Escherichia coli O157:H7 como zoonosis y vector alimentario. Un estudio reciente
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sobre leche cruda de las provincias de Manabi y Pichincha detecté una alta
prevalencia de la cepa O157:H7 (728 % y 54,3 %, respectivamente) mediante
métodos de enriguecimiento y confirmacién por gPCR, lo que evidencia que la
ganaderia lechera es un importante reservorio de este patdégeno. Asimismo, en
mercados municipales de Quito se reportaron hallazgos de E. coli O157 en muestras
de carne molida de res, demostrando la contaminacién en puntos de venta locales.
Estas investigaciones subrayan los riesgos sanitarios en la cadena productiva
ganadera ecuatoriana, donde la falta de prdcticas adecuadas de higiene durante
el ordeno, transporte y comercializacién favorece la transmision de O157:H7. Por
tanto, resulta indispensable implementar acciones integrales desde la finca hasta el
consumidor —como el uso de leche pasteurizada, confroles microbioldgicos
regulares y capacitacion en Buenas Practicas Ganaderas— para disminuir la carga

bacteriana y proteger la inocuidad alimentaria en el pais (Loor-Giler et al., 2025).
2.2.10. Produccion lechera en el Ecuador

La produccién lechera en Ecuador representa un sector clave de la economia
agropecuaria, pero también constituye una fuente potencial de contaminacién por
Escherichia coli O157:H7. Investigaciones recientes han demostrado una alta
prevalencia de esta bacteria en leche cruda proveniente de las provincias de
Manabi y Pichincha, con tasas de aislamiento superiores al 50 %, confirmadas
mediante técnicas moleculares como PCR en tiempo real. Esta situacion se relaciona
con prdcticas inadecuadas de higiene durante el ordeno, almacenamiento vy
transporte, lo que favorece la persistencia del patégeno en la cadena lactea. La
presencia de E. coli O157:H7 en leche sin pasteurizar implica un riesgo significativo
para la salud publica, dado que su consumo puede causar infecciones graves como
colitis hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico. Por ello, se recomienda la
implementacion estricta de Buenas Practicas Ganaderas, la pasteurizacion
obligatoria y controles microbioldgicos periddicos para garantizar la inocuidad de los

productos ldcteos en el pais (Garcia & Alvarado, 2022).
2.2.11. Calidad e inocuidad de la leche

La calidad e inocuidad de la leche frente a Escherichia coli O157:H7 es un tema
prioritario en salud publica, ya que la leche cruda puede actuar como vehiculo de
transmision de este patdgeno. Estudios realizados en Ecuador han reportado una alta

prevalencia de E. coli O157:H7 en muestras de leche sin pasteurizar, lo que evidencia
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deficiencias en las prdcticas de ordeno, almacenamiento y transporte. La presencia
de esta bacteria compromete la calidad microbioldgica del producto y representa
un riesgo grave para el consumidor, dado que su ingestion puede causar colitis
hemorrdgica y sindrome urémico hemolitico. Para garantizar la inocuidad, se
recomienda la pasteurizacién obligatoria, la implementaciéon de Buenas Practicas
Ganaderas y controles microbiolégicos periddicos en toda la cadena lactea. Estas
medidas son esenciales para cumplir con estdndares internacionales de calidad vy
reducir la incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos (Loor-Giler et al.,
2025).

2.2.12. Deteccidon Microbioldgica de Escherichia coli O157:H7

El cultivo microbiolégico es un método convencional para detectar Escherichia coli
O157:H7 en alimentos, productos Idcteos y otras matrices. El proceso suele incluir una
fase de enriquecimiento de la muestra, seguida de la inoculacién en medios de
cultivo selectivos y diferenciales que favorecen el aislamiento de E. coli O157:H7
frente a ofras bacterias presentes en la muestra. Las colonias sospechosas pueden
someterse posteriormente a pruebas bioquimicas y serolégicas para validar su
identificaciéon. En el andlisis de la leche cruda, el enriguecimiento aumenta la
concentraciéon de bacterias presentes antes del aislamiento, lo que incrementa las
posibilidades de detectar el microbio. Aungue este método lleva mds tiempo que
ofros procedimientos moleculares, presenta una ventaja significativa: produce
células bacterianas vivas, que pueden utilizarse posteriormente para la validacion y
caracterizacién moleculares. Los estudios realizados con leche cruda emplearon el
enriquecimiento bacteriaono seguido de medios selectivos para extraer E. coli
O157:H7, que posteriormente se verificaron mediante gPCR. Como resultado, la
investigacion microbioldgica y la seguridad alimentaria siguen dependiendo en gran

medida de los cultivos (Loor-Giler et al., 2025).
2.2.12.1. Etapa de pre - enriquecimiento bacteriano

El método BHI (Brain Heart Infusion) es un medio de cultivo enriquecido ampliamente
utilizado para el aislamiento y crecimiento de Escherichia coli O157:H7 debido a su
alta concentracidon de nutrientes, que favorece la proliferacion de bacterias
exigentes y patégenas con un 80 a 95 % se sensibilidad y especificidad del 85%. Este
medio contiene extractos de cerebro y corazdn, peptonas y carbohidratos que

proporcionan un ambiente 6ptimo para la recuperacién de células danadas por
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procesos de estrés, como refrigeracién o desinfeccion, lo que lo convierte en una
herramienta clave en andlisis microbioldgicos de alimentos y muestras clinicas. En
estudios sobre E. coli O157:H7, el BHI se emplea tanto para el enriquecimiento previo
antes de pruebas confirmatorias (como PCR o cultivos selectivos) como para
mantener la viabilidad de la bacteria en condiciones experimentales, asegurando

una alta tasa de recuperacion y deteccion (Loor-Giler et al., 2025).
2.2.12.2. Etapa de aislamiento selectivo y diferencial

El agar MacConkey con sorbitol (SMAC) es un medio de cultivo selectivo y diferencial
ampliamente utilizado en microbiologia clinica para la deteccién de Escherichia coli
productor de toxina Shiga (STEC), particularmente el serotipo O157:H7, que se asocia
con colitis hemorrdgica y sindrome hemolitico urémico (SHU). A diferencia de la
mayoria de las cepas de E. coli, el serotipo O157:H7 no fermenta sorbitol, lo que
permite su diferenciacion en este medio. En ensayos clinicos, el SMAC demostré una
sensibilidad del 100%, especificidad del 85% y precision del 86% en la deteccion de E.
coli O157:H7 en cultivos de heces, permitiendo el reconocimiento facil del patégeno
como colonias incoloras no fermentadoras de sorbitol, en contraste con la flora fecal
normal que fermenta sorbitol y aparece de color rosa en el medio. Sin embargo, el
SMAC presenta limitaciones importantes, ya que solo detecta de manera confiable
el serotipo O157:H7 y no identifica otfros serotipos patdgenos de STEC que fermentan
sorbitol, como 026, O103 y O111. Debido a estas limitaciones, algunos laboratorios
han adoptado métodos complementarios que combinan el cultivo en SMAC con
pruebas de deteccion de toxina Shiga mediante ensayos inmunoenzimdaticos (ELISA),
lo que permite una deteccidon mas sensible de todos los serotipos de STEC patdgenos.
A pesar de sus limitaciones, el SMAC sigue siendo un método simple, econdmico,
rdpido y confiable para la deteccion de E. coli O157:H7, especialmente en el cultivo

de muestras de heces con sangre (tlover tonet, 2023).
2.2.12.3. Control positivo.

El control positivo de Escherichia coli O157:H7 es un componente esencial en los
procedimientos de deteccion y diagndstico microbioldgico, ya que permite validar
la sensibilidad y especificidad de los métodos de cultivo y deteccidn molecular
utilizados en laboratorios clinicos. Los controles positivos deben consistir en cepas de
referencia de E. coli O157:H7 confirmadas, preferiblemente con genotipo stx2, eae,

fliCH7 y ehxA, que son los marcadores de virulencia mas frecuentemente asociados
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con enfermedad hemorragica y sindrome urémico hemolitico (SUH). En el cultivo en
agar MacConkey con sorbitol (SMAC), el control positivo debe producir colonias
incoloras no fermentadoras de sorbitol, permitiendo verificar que el medio selectivoy
diferencial funciona correctamente para la identificacion presuntiva de este
patdgeno. Adicionalmente, los controles positivos son fundamentales para validar
técnicas de deteccion molecular como PCR multiplex para la amplificacion de genes
de virulencia (stx1, stx2 y rfoO157), asi como para ensayos inmunoenzimdaticos (ELISA)
que detectan la toxina Shiga producida por el microorganismo. Es importante que los
laboratorios mantengan cepas de control positivo viables, preferiblemente
conservadas a —70°C, para garantizar la confiabilidad de los resultados diagndsticos
y permitir la deteccidon consistente de E. coli O157:H7 en muestras clinicas de
pacientes con diarrea hemorrdgica y complicaciones asociadas al sindrome urémico

hemolitico (Washington, 2015).
2.2.13. PCR Cuantitativa (qPCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real (QPCR) es una
técnica molecular de alta sensibilidad y especificidad para la deteccion vy
cuantificacion de Escherichia coli O157:H7, permitiendo amplificar y monitorear el
ADN bacteriano durante el proceso de amplificacion mediante fluorescencia en
tiempo real con una sensibilidad de del 90-99% y una especificidad del 95-100%. El
gPCR presenta ventajas significativas sobre la PCR convencional, con un fiempo de
operacion de 30 a 40 minutos para la amplificacién y deteccién de resultados, en
comparacion con aproximadamente tres horas requeridas por la PCR convencional
incluyendo electroforesis. La especificidad del ensayo se logra mediante el uso de
marcadores genéticos Unicos como el marco de lectura abierto (ORF) 23276, que es
un gen de fimbrias especifico de E. coli O157:H7, permitiendo detectar tan solo
algunas copias del genoma bacteriano sin reactividad cruzada con ofras cepas no
O157 o patdégenos como Salmonella y Shigella. Adicionalmente, el gPCR puede
combinarse con el fratamiento de monoazida de propidio (PMA) para la deteccion
selectiva de células vivas, inhibiendo casi completamente la amplificacién de ADN
de células muertas mientras mantiene prdacticamente sin afectar la amplificacion de
ADN de células vivas, lo que evita lecturas falso-positivas por presencia de ADN

residual (Yepes-Pérez et al., 2022).
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lIl. METODOLOGIA
3.1. ENFOQUE METODOLOGICO
3.1.1. Enfoque

La investigacién adopta un enfoque mixto, ya que combina elementos cualitativos y
cuantitativos. La prevalencia de la infestacion por la bacteria Escherichia coli
O157:H7 en la leche cruda se examinaria en la investigacion cuantitativa; la
investigacion cualitativa ha revisado previamente los datos sobre variables de riesgo

obtenidos a partir de entrevista a los productores.
3.1.2. Tipo de Investigacion

La investigacion corresponde a un estudio de campo, con enfoque cuantitativo,
debido a que la informacién y las muestras fueron obtenidas directamente en las
condiciones habituales de recoleccion de leche a nivel de finca. La toma de
muestras se realizd en los vehiculos recolectores de leche durante su recorrido y
permanencia a pie de finca, permitiendo evaluar la leche en condiciones reales de

recoleccion y transporte.

De manera complementaria, se recopild informacion relacionada con las
caracteristicas y prdcticas de los sistemas de produccidén mediante entrevistas
estructuradas dirigidas a los propietarios de las fincas involucradas. Para este
componente, se retornd a las unidades productivas con el propdsito de aplicar las

enfrevistas y obtenerinformacion directamente de los responsables de la produccion.
3.2. IDEA A DEFENDER O HIPOTESIS

Ho: La presencia de Escherichia coli O157:H7 en la leche cruda recolectada a pie de
finca no estd asociada significativamente con las condiciones y practicas de manejo,

y ordeno.

H;: La presencia de Escherichia coli O157:H7 en la leche cruda recolectada a pie de
finca estd asociada significativamente con las condiciones y prdcticas de manejo, y

ordeno
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3.3. DEFINICION Y OPERACIONALIZACION DE LAS VARIABLES
Variable dependiente

La presencia de Escherichia coliO157:H7 enla leche cruda en la poblacién ganadera
de la ciudad de Tulcdn, determinada mediante ensayos microbioldégicos vy

moleculares.
Variables independientes

Factores de riesgo asociados a las condiciones y prdcticas de manejo, y ordeno de

las fincas.
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Tabla 2. Matriz de operacionalizacion de variables

Variable

Dimensidén

Indicador

Técnica

Instrumentos

Variable dependiente:

Prevalencia microbiolégica de
Escherichia coli O157:H7.

Prevalencia molecular de
Escherichia coli O157:H7.

Variable Independiente:

Factores de riesgo

Muestras de leche de Acopios
de las UPAs

Muestras de leche positivas a
Escherichia coli O157:H7 en
cultivo microbiolégico

-Ubicacién

-Tipo de ordeno
-Calidad del agua
-Lugar de ordeno
-Higiene deficiente
-Contaminacion fecal

-Presencia de animales
enfermos.

-Medio de cultivo Nutritivo
BHI (Brain Heart Infusion
agar)

-Medio cultivo selectivo
MacConkey con Sorbitol
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

- En el control positivo, se debe
observar la formacién de
colonias incoloras, debido a la
incapacidad del
microorganismo para fermentar
el sorbitol.

-Los resultados positivos se
pueden observar mediante las
curvas de amplificacion
generadas en tiempo real.

Entrevista

-Tubos de 50 ml estériles con
tapa azul

-Cajas Petri estériles

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

La investigacion se desarrolld en las parroquias rurales de Tufino y Urbing,
pertenecientes al cantén Tulcdn, provincia del Carchi, Ecuador. Estas parroquias
fueron consideradas como dreas de estudio debido a que en ellas se identificaron
resulfados positivos en las muestras de leche recolectadas mediante vehiculos
tanqueros a pie de finca. Posteriormente, se realizaron visitas a las unidades
productivas para complementar la informacion mediante enfrevistas a los

propietarios de las fincas.

La parroquia Tufino se caracteriza por presentar un territorio con una marcada
variaciéon altitudinal, que se extiende aproximadamente entre los 2.920y 4.720 m s. n.
m., mientras que su cabecera parroquial se encuentra alrededor de los 3.200 m s. n.
m. Las condiciones climdaticas corresponden a un ambiente frio de alta montana,

con temperaturas que generalmente fluctian entre 6y 11 °C.

Por su parte, la parroquia Urbina se encuentra en un rango altitudinal aproximado de
2.760 a 3.005 m s. n. m., con un clima predominantemente frio y temperaturas
reportadas entre 10y 11 °C. La actividad productiva de la parroquia estd vinculada
principalmente con la agricultura y la ganaderia, incluyendo la produccién de

ganado bovino y pastos, como se representa en la figura 1.

MAPA DE RUTAS DE RECOLECCION DE LECHE BOVINA DE LAS PARROQUIAS TUFINO Y URBINA

RUTAS DE RECOLECCION DE LECHE BOVINA

Figura 1. Ubicacién geogrdfica de las parroquias Tufino y Urbina
Fuente: (ArcGis Pro, 2026)
3.4.2. Descripcidn y caracterizacion de la investigacion

La investigacion se desarrolld en varias etapas. Inicialmente, se realizé la socializacion

del proyecto con los productores participantes, explicando los objetivos vy
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procedimientos del estudio. Posteriormente, se efectud la toma de muestras de leche
directamente en los vehiculos recolectores, a pie de finca, durante el proceso
habitual de recoleccion. A partir de los resultados obtenidos, se retornd a los predios
seleccionados para realizar el levantamiento de informacién mediante entrevistas a
los propietarios, considerando aspectos relacionados con las practicas de manejo,
ordeno, almacenamiento y recolecciéon de la leche. Finalmente, las muestras fueron
sometidas a andilisis microbioldgico para la identificacion de microorganismos de
interés y, posteriormente, a diagndstico molecular mediante técnicas de extraccion
de ADN y amplificacion especifica, con el propdsito de confirmar la presencia de los

agentes identificados.
3.4.2.1. Procedimiento para la toma de muestras

La toma de muestras se realizd de acuerdo con los protocolos establecidos de
bioseguridad, utilizando el equipo de proteccidén personal (EPP) correspondiente.
Como elementos bdsicos de proteccion se emplearon guantes desechables, overol
resistente a fluidos, gorro para la contencién del cabello y mascarilla de proteccién

respiratoria.

Las muestras de leche fueron recolectadas directamente del tanque de
almacenamiento de los vehiculos recolectores, una vez finalizada la jornada de
ordeno y durante el proceso de recoleccion a pie de finca. Para cada unidad de
muestreo se recolectaron aproximadamente 50 mL de leche en frascos estériles de
50 mL.

Una vez obtenida la muestra, se procedié a su identificacion mediante un cédigo
previamente establecido, registrando ademds la informacidon correspondiente al
propietario y la ubicacion de la unidad productiva. Posteriormente, los frascos fueron
colocados en una gradilla y tfransportados en condiciones de refrigeracion, utilizando
una nevera portdtli o caja  térmica de  poliestreno  expandido
(espumaflex/espumaplast), hasta el Laboratorio de Diagndstico Veterinario (LDV) de
la Universidad Politécnica Estatal del Carchi (UPEC), donde se realizd el andlisis

microbioldgico.
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3.4.2.2. Entrevista

Posteriormente a la identificacién de las unidades productivas de interés, se realizaron
visitas a los predios correspondientes para efectuar el levantamiento de informacién
mediante entrevistas directas a los propietarios o responsables de las fincas. Para este
proposito, se utilizd un cuestionario estandarizado, presentado en el Anexo 2, que
incluyé variables relacionadas con las préacticas de manejo, ordeno, higiene,
almacenamiento y recoleccidén de la leche, consideradas potencialmente

relacionadas con la calidad microbioldgica del producto.
3.4.2.3. Diagndstico microbiolégico

El diagndstico microbiologico se realizd en el Laboratorio de Diagndstico Veterinario
(LDV) de la UPEC. Para el enriguecimiento inicial de las muestras se utilizd caldo Brain
Heart Infusion (BHI). El medio se prepardé mediante la disolucion de 37 g de medio
deshidratado en 1.000 mL de agua destilada. Posteriormente, el medio preparado se
distribuyd en recipientes autoclavables y se esterilizd a 121 °C durante 15 minutos, a

una presion de 15 psi.

Una vez que el medio alcanzd una temperatura adecuada, se distribuyeron 36 mL de
BHI en recipientes individuales. Previomente, cada muestra de leche fue
homogeneizada mediante inversion y se transfirieron 4 mL al recipiente que contenia
el medio de enriquecimiento. Las muestras fueron incubadas a 37 °C durante 24

horas, con agitacién constante a 200 rom.

Después del periodo de enriquecimiento, se realizé la siembra en agar MacConkey
con sorbitol, utilizado como medio diferencial para la deteccion presuntiva de
Escherichia coli O157:H7. El medio se prepard de acuerdo con las indicaciones del
fabricante, disolviendo 51,5 g del medio deshidratado en 1.000 mL de agua destilada.
Posteriormente, el medio fue esterilizado en autoclave a 121 °C durante 15 minutos y

15 psi.

Una vez preparado y enfriado el medio, se distribuyd en cajas Petri estériles de 100
mm de didmetro. A partir de los cultivos enriquecidos en BHI, se realizd la siembra
sobre el agar MacConkey con sorbitol. Las placas fueron incubadas a 37 °C durante
24 horas. Las colonias que presentaron caracteristicas compatibles con E. coli O157
fueron seleccionadas para los andlisis posteriores, incluyendo el diagndstico

molecular.
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Una vez obtenidas las colonias bacterianas, estas fueron conservadas en medio BHI
suplementado con glicerol y almacenadas a -20 °C hasta el momento de la
extraccion de ADN. Para la extraccion, se tomd 1 mL del cultivo bacteriano vy se
transfirié a un tubo Eppendorf de 2 mL. La suspension fue centrifugada durante 5-10
minutos a una velocidad de 3.000-4.000 rom, con el propdsito de concentrar las
células bacterianas y obtener un pellet. Posteriormente, se descartd el sobrenadante

y el pellet se resuspendidé en 500 uL de solucién TE.

La suspensidn bacteriana se sometié a un tfratamiento térmico en un termobloque a
95 °C durante 1 minuto. Posteriormente, las muestras fueron congeladas a —20 °C
durante toda la noche; como alternativa, se empled congelacién a =80 °C durante
10 minutos. Después del fratamiento de congelaciéon, las muestras fueron
cenfrifugadas a 10.000 rom durante 10 minutos a 4 °C, con el fin de separar los restos

celulares del material genético liberado.

Finalmente, se recuperaron 200 yL del sobrenadante y se transfiieron a tubos
Eppendorf de 2 mL previamente rotulados. Los extractos de ADN obtenidos fueron

almacenados a =20 °C hasta su utilizacion en los andlisis moleculares posteriores.
3.5. ANALISIS ESTADISTICO
3.5.1. Prevalencia

La prevalencia se define como la proporcion de la poblacion que padece una
enfermedad en un momento determinado (prevalencia puntual) o a lo largo de un
periodo de tiempo determinado. La prevalencia aumenta cuando se descubren
nuevos casos de la enfermedad (incidencia) y disminuye cuando un paciente recibe
tratamiento o fallece. En muchas circunstancias, la prevalencia periddica ofrece una
imagen mads realista de la prevalencia general, ya que abarca a todas las personas
gue padecian la enfermedad entre dos fechas: los casos antiguos y nuevos
(incidentes), asi como los que se curaron o fallecieron durante ese tiempo (Hunt &
Kaloshin, 2023).

numero de casos positivos
P= X 100%
total de poblacion en ese momento

Fuente: (Hunt & Kaloshin, 2023).
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3.5.2. Andilisis de factores de riesgo atribuidos a la enfermedad

Se aplicd la prueba de chi-cuadrado de independencia (x?) para determinar la
existencia de asociacion estadisticamente significativa entre las variables
categdricas evaluadas. La hipdtesis nula (He) establecid la independencia entre las
variables, mientras que la hipdtesis alternativa (H;) planted su dependencia. Se
considerd un nivel de significancia de a = 0,05; valores de p < 0,05 se interpretaron
como evidencia de asociacion estadisticamente significativa, mientras que valores
de p > 0,05 indicaron que no existid evidencia suficiente para rechazar la hipotesis

nula.
3.5.2.1. Odds ratio

El andlisis de la asociacidon entre una exposicion y un desenlace se sustenta en el uso
del oddsratio (OR), unindicador que compara la probabilidad del evento en el grupo
expuesto con la del grupo no expuesto, permitiendo estimar la fuerza y direccion de

la relaciéon entre ambas condiciones (Norton et al., 2018).

En los estudios de casos y conftroles, el odds ratio (OR) se utiliza como medida principal
para determinar si una exposicion estd asociada con la ocurrencia de un desenlace.
Valores altos del OR indican que el evento es mds comun entre los individuos
expuestos, mientras que valores bajos sugieren que la exposicion podria reducir la

probabilidad del desenlace (Norton et al., 2018).

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 exposicion estd asociada a un menor riesgo.
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(Odds del evento en el grupo expuesto)

Qs vatip= (odds del evento en el grupo no expusto)
L _ad
0dds ratio el b
Event
Yes No
Yes a b
X ure
Expos NoO c d

Odds Ratio = —2dds of the event in exposed group
odds of the event in non-exposed group

- ab _ ad
Odds Ratio = o Be

Upper 95% CI = e [IN(OR) + 1.96 v (17a) + (1/b) + (1/c) + (1/d)]

Lower 95% Cl = e [In(OR) - 1.96 v (1/7a) + (1/b) + (1/c) + (1/d)]

Figura 2. Cdlculos para el Odds ratfio y un intervalo de confianza del 95 % para el

Odds ratio.
Fuente:(Norfon et al., 2018).
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RESULTADOS

4.1.1. Prevalencia total de Escherichia coli O157:H7., mediante andlisis microbiolégico

en muestras de leche de la ciudad de Tulcdn.

Tras la evaluacion de 384 muestras de leche cruda obfenidas de 105 hatos
ganaderos, en las parroquias de Urbina y Tufino, se identificaron 45 muestras positivas
representa 11.71%, del total analizado, proporcién que indica la circulacion del

patdégeno en la cadena de produccion de leche cruda.

. 45
Prevalencia (cultivo microbiolégico) = 384 X 100% =11,71%

4.1.2. Prevalencia Real de Escherichia coli O157:H7., mediante técnicas moleculares
gPCR.

Tras el aislamiento primario y la seleccidon fenotipica en medios selectivos, las muestras
sospechosas fueron sometidas a confirmaciéon molecular mediante gPCR. De las 45
muestras positivas al cultivo microbioldgico, 22 fueron confirmadas como positivas por
gPCR, lo que correspondié a una prevalencia confimada de 5,72% (22/384) en las

muestras de leche cruda analizadas.

Las curvas de amplificacion del control positivo y de las muestras confirmadas como
positivas evidenciaron el comportamiento esperado del ensayo, respaldando la

especificidad de la deteccion molecular.

Prevalencia (QPCR) = % X 100% = 5.72%

En la Figura 3 se observa el comportamiento de las muestras analizadas mediante Ia
técnica molecular gPCR para la deteccion de Escherichia coli O157. Las curvas que

presentan un incremento progresivo de la fluorescencia y una clara tendencia
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ascendente durante los ciclos de amplificacion corresponden a resultados positivos
para la presencia de la bacteria. Por ofro lado, las curvas que permanecen en la
parte inferior de la grdfica, sin presentar un incremento significativo de la

fluorescencia, corresponden a resultados negativos.

Amplification
B0 o e e e e

600 4
BOO oo

RFU

100 F A

Cycles

Figura 3. Resultados de la gPCR para la deteccidon del gen en muestras de leche
cruda.

4.1.2.1. Comparacién de los resultados de andlisis microbioldgicas vs. gPCR para el
diagndstico de Escherichia coli O157:H7

La comparacién de los resultados microbioldgicos vs. gPCR permitieron identificar
que 22 muestras fueron positivas a los dos ensayos y 23 fueron positivos al cultivo

microbioldgico per negativas a gPCR como muestra la tabla 3.

Tabla 3. Comparacion de los resultados de las muestras microbiolégicas con gPCR

Cultivo selectivo MacConkey con sorbitol qPCR Total
+ + 22
+ - 23
Total 45

4.1.3. Prevalencia por parroquias de la ciudad de Tulcdn.

La evaluacion se llevd a cabo sobre una poblacion de 384 muestras bovinos,

pertenecientes 154 a la Parroquia de Urbina y 230 a la Parroquia de Tufino.

Del total se obtuvieron 45 resultados positivos al cultivo microbiolégico, por lo que el

indice de prevalencia de Escherichia coli O157:H7 es 11.71% (45/384); de los cuales
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10 fueron positivos en la parroquia de Urbina, con una prevalencia 6.49% y en la

parroquia de Tufino se identificaron 12 positivos con una prevalencia del 5.21%.

Prevalencia = % X 100% = 6.49% Parroquia de Urbina

Prevalencia = % X 100% = 5.21% Parroquia de Tufifio

4.1.4. Andlisis de los factores de riesgo asociados a la Escherichia coli O157:H7.

4.1.4.1. Ubicacion

La variable ubicacion no presentd una asociacion estadisticamente significativa con
la presencia de Escherichia coli O157:H7, debido a que se obtuvo un P-valor 0,7819.
En el andlisis de OR se obtuvo un valor 1,14, lo que indica que esta variable se
comporta como un factor de riesgo para la presencia del microorganismo, en donde
la parroquia Tufino presenta un riesgo 1,14 veces mds que en la parroquia Urbing,

como se observa en la tabla 4.

Tabla 4. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Ubicacién y presencia de

Escherichia coli O157:H7
Escherichia coli O157:H7 Chi-cuadrado

Positivo Negativo P-valor Odds ratio
o Tufino 12 48 '
bicacion  yping 0 By 0,7819ns 1,14 (0,45 a 2,89 IC: 95%)

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica altfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.2 Tipo de ordeno

La variable tipo de ordeno no presentd una asociacion estadisticamente significativa
con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,1896. Asimismo, el andlisis de
OR mostré un valor de 0,46; por lo tanto, de acuerdo con los criterios establecidos
para el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo para la presencia

de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 5.
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Tabla 5. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Tipo de ordeno y presencia de
Escherichia coli O157:H7

s . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
Tipo de Manual 18 56 .
ordefio Mecdnico 4 07 0.1896ns 0,46 (0,150 1,421C: 95%)

Nota: *: asociacién estadistica significativa; **: asociaciéon estadistica altamente
significativa; ns: no asociaciéon estadistica

4.1.4.3 Fuente de agua para limpieza de instalaciones y equipos

La variable fuente de agua utilizada para la limpieza de las instalaciones y equipos
no presentd una asociacion estadisticamente significativa con la presencia de
Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,7184. Sin embargo, el andlisis de OR mostrd un valor
de 1,23, lo que indica que, de acuerdo con los criterios establecidos, esta variable se
comporté como un factor de riesgo. En este sentido, Los hatos productivos que
utilizaron agua no potable presentaron 1,23 veces mas probabilidad de presentar
Escherichia coli O157:H7 en comparacién con aquellas que utilizaron agua potable,

como se observa en la tabla 6.

Tabla 6. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Tipo de agua y presencia de
Escherichia coli O157:H7

. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
. No potable 5 22 .
Tipo de agua Potable 17 6] 0,7184ns 1,23 (0,42 a 3,59 IC: 95%)

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.4 Limpieza del sitio de ordeno

La variable limpieza del sitio de ordeno no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,1031. Por otfra
parte, el andlisis de OR mostrd un valor de 0,46; por lo tanto, de acuerdo con los
criterios establecidos para el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de

riesgo para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 7.
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Tabla 7. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Limpia el sitio de ordeno y
presencia de Escherichia coli O157:H7

s . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Limpia el sitio de No Limpia 11 26 0,1031ns 0,46 (0,18 1,17 1C: 95%)
ordeno Limpia 11 57 ’ ’ ’ ’ )

Nota: *: asociacién estadistica significativa; **: asociacién estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.5 Aseo de manos

La variable aseo de manos no presentd una asociacion estadisticamente significativa
con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,7145. Por otra parte, el andlisis
de OR mostrd un valor de 1,29, lo que indica que, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andlisis, esta variable presentd un comportamiento compatible
con un factor de riesgo. En este sentido, las unidades productivas en las que no se
realizd un adecuado aseo de manos presentaron 1,29 veces mds probabilidad de
presentar Escherichia coli O157:H7 en comparacién con aquellas en las que se realizé

un adecuado aseo de manos, como se observa en la tabla 8.

Tabla 8. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Aseo de manos y presencia de
Escherichia coli O157:H7

. . . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Aseo demanos O 5€lava 3 14 0,7145ns 1,29 (0,36 a 4,58 IC: 95%)
Se lava 19 69

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.6 Uso de overol

La variable uso de overol no presentd una asociacion estadisticamente significativa
con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,4318. Asimismo, el andlisis de
OR mostréd un valor de 0,64; por lo tanto, de acuerdo con los criterios establecidos
para el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo para la presencia

de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 9.
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Tabla 9. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Uso de overol y presencia de
Escherichia coli O157:H7

L . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Uso de overol 'O ufiliza 17 57 04318ns 0,64 (0,22 a 1,87 IC: 95%)
Utiliza 5 26

Nota: *: asociacién estadistica significativa; **: asociacién estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.7 Limpieza de ubres

La variable limpieza de ubres no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,8508. Asimismo, el
andlisis de OR mostrd un valor de 0,90; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andilisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 10.

Tabla 10. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Limpieza de ubres y presencia
de Escherichia coli O157:H7

s . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
Limpieza de No limpia 6 21 0.8508ns 0,90 (0,32 a 2,53 IC: 95%)
ubres Limpia 16 62

Nota: *: asociacién estadistica significativa; **: asociacién estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.8 Condiciones de ordeno

La variable condiciones de ordeno no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,5610. Asimismo, el
andlisis de OR mostrd un valor de 0,74; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andilisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 11.

Tabla 11. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Condiciones de ordeno y
presencia de Escherichia coli O157:H7

.. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Condicién No techado 15 51 .
de ordefo Techado 7 30 0.5610ns 0,74 (0,28 a 1,97 1C: 95%)

Nota: *: asociaciéon estadistica significativa; **: asociacion estadistica alfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica
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4.1.4.9 Despunte

La variable despunte no presentd una asociacion estadisticamente significativa con
la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,8508. Asimismo, el andlisis de OR
mostrd un valor de 0,90; por lo tanto, de acuerdo con los criterios establecidos para
el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo para la presencia de

Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 12.

Tabla 12. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Despunte y presencia de
Escherichia coli O157:H7

. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
No realiza 6 21 .
Despunte Realiza 16 62 0,8508ns 0,90 (0,32 @ 2,53 IC: 95%)

Nota: *: asociacién estadistica significativa; **: asociacién estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.10 Prueba de mastitis

La variable prueba de mastitis no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,1411. Asimismo, el
andlisis de OR mostrd un valor de 0,48; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andilisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 13.

Tabla 13. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Prueba de mastitis y presencia
de Escherichia coli O157:H7

i . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Prusbade  Norealiza 15 42 0.1411ns 0,48 (0,18 a 1,26 IC: 95%)
mastitis Realiza 7 41

Nota: *: asociaciéon estadistica significativa; **: asociacion estadistica altfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.11 Recipientes para el ordeno

La variable recipientes para el ordeno no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,3492. Asimismo, el
andlisis de OR mostrdé un valor de 0,57; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 14.
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Tabla 14. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Recipientes Unicos para el
ordeno y presencia de Escherichia coli O157:H7

. . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
Recipientes No son 5 12
Unicos para Unicos 0,3492ns 0,57 (0,19 a 1,78 1C: 95%)
el ordeno Son Unicos 17 71

Nota: *: asociaciéon estadistica significativa; **: asociacién estadistica altfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.12 Ternero en el ordeno

La variable presencia del ternero durante el ordeno no presentd una asociacion
estadisticamente significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor
0,3492. Asimismo, el andlisis de OR mostrd un valor de 1,74, lo que indica que, de
acuerdo con los criterios establecidos para el andlisis, esta variable presentd un
comportamiento compatible con un factor de riesgo. En este sentido, las unidades
productivas en las que el ternero no estuvo presente durante el ordeno presentaron
1,74 veces mds probabilidad de presentar Escherichia coli O157:H7 en comparacion
con aquellas en las que el ternero estuvo presente durante el ordeno, como se

observa en la tabla 15.

Tabla 15. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Ternero en el ordeno y
presencia de Escherichia coli O157:H7

. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
Terneroenel  No esta 17 71 03492ns 1,74 (0,56 a 5,39 IC: 95%)
ordeno Esta 5 12

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica alfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.13 Contaminacidén cruzada

La variable contaminacién cruzada no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,9220. Asimismo, el
andlisis de OR mostré un valor de 0,95; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andilisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 16.
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Tabla 16. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Contaminacion cruzada y
presencia de Escherichia coli O157:H7

. .. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
i No se
Orsgggsde ordenan al 9 33
final 0,9220ns 0,95 (0,37 02,44 1C: 95%)
enfermas al -
. Se ordenan
final . 13 50
al final

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica alfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.14 Sellante después del ordeno

La variable uso de sellante después del ordeno no presentd una asociacion
estadisticamente significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor
0,9414. Asimismo, el andlisis de OR mostrd un valor de 0,97; por lo tanto, de acuerdo
con los criterios establecidos para el andlisis, esta variable no fue considerada un
factor de riesgo para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en
la tabla 17.

Tabla 17. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Sellante después del ordeno y
presencia de Escherichia coli O157:H7

s . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
Aplicacion No aplica 10 37 .
de sellador Aplica 12 46 0.9414ns 0,97 (0,38 a 2,44 1C: 95%)

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica alfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.15 Sistema tanque de frio

La variable sistema de tangue de frio no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,2716. Asimismo, el
andlisis de OR mostré un valor de 0,52; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andlisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 18.
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Tabla 18. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Sistema tanque de frio y
presencia de Escherichia coli O157:H7

. . . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
La leche va No va
directamente directamente 5 1
0,2716ns 0,52 (0,17 a 1,63 IC: 95%)

al tanque de Va

. . 17 71

frio directamente

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.16 Método de enfriamiento

La variable método de enfriamiento de la leche no presentd una asociacion
estadisticamente significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor
0,3641. Asimismo, el andlisis de OR mostrd un valor de 0,64; por lo tanto, de acuerdo
con los criterios establecidos para el andlisis, esta variable no fue considerada un
factor de riesgo para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en
la tabla 19.

Tabla 19. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Método de enfriamiento y
presencia de Escherichia coli O157:H7

Escherichia coli Chi-
O157:H7 cuadrado Odds ratio
Positivo Negativo P-valor
No tiene tanque de
Método de enfriamiento 10 29
L . 0.3641ns 0,64 (0,250 1,641C: 95%)
enfriamiento Tiene tanque de

. 12 54
enfriamiento

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica alfamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.1.4.17 Lavado de utensilios

La variable de lavado de utensilios no presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de Escherichia coli O157:H7 P-valor 0,0651. Asimismo, el
andlisis de OR mostré un valor de 0,39; por lo tanto, de acuerdo con los criterios
establecidos para el andilisis, esta variable no fue considerada un factor de riesgo

para la presencia de Escherichia coli O157:H7, como se observa en la tabla 20.
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Tabla 20. Odds Ratio y Chi Cuadrado para la variable Lavado de utensilios y
presencia de Escherichia coli O157:H7

. .. . . Chi-
Escherichia coli O157:H7 cuadrado 0dds ratio
Positivo Negativo P-valor
ey - feeer E
desinfecta L 0,0651ns 0,392 (0,14 a 1,06 IC: 95%)
- avay
los utensilios - 14 68
desinfecta

Nota: *: asociacion estadistica significativa; **: asociacion estadistica altamente
significativa; ns: no asociacion estadistica

4.2. DISCUSION

El presente estudio identificdé una prevalencia de Escherichia coli O157:H7 de 5,72%
(22/384 muestras) mediante confirmacion molecular por gPCR en leche cruda
procedente de hatos ganaderos de las parroquias Urbina y Tufino, en Tulcdn,
Ecuador. Este resultado se encuentra dentro del rango descrito en diferentes estudios
internacionales, aunque es considerablemente inferior a las prevalencias
recientemente reportadas en otras regiones del Ecuador. Loor-Giler et al. (2025)
reportaron prevalencias de 72,8% en Manabi 'y 54,3% en Pichincha, lo que evidencia
una importante variabilidad geogrdfica en la contaminacion de leche cruda por este

microorganismo.

En el contexto latinoamericano, la prevalencia observada en Tulcdn fue superior a la
reportada por Patino Burbano (2013) en Colombia, quien encontré 3,7% de E. coli
O157:H7 en sistemas de produccion de doble propdsito, y se encuentra dentro del
rango descrito en ofros paises. En Brasil, Vendramin et al. (2014) reportaron una
prevalencia de 31,1% de STEC en leche cruda mediante métodos moleculares,
mientras que Shrestha et al. (2024) reportaron 1,1% en Nepal. Estas diferencias pueden
estar relacionadas con las caracteristicas de los sistemas productivos, las condiciones
ambientales, las practicas de manejo, la poblacién estudiada y, particularmente, con

las metodologias empleadas para la deteccidon del microorganismo.

Ademds, un aspecto metodoldgico relevante del presente estudio fue la diferencia
entre la deteccidén presuntiva mediante cultivo en agar MacConkey con sorbitol y la
confirmacién molecular. Mientras que el cultivo identificdé 45 muestras positivas
(11,71%), la confirmacion mediante gPCR permitié establecer 22 muestras positivas
(5.72%). Esta diferencia evidencia que la utilizaciéon exclusiva de caracteristicas
fenotipicas puede conducir a una sobreestimacion de la presencia de E. coli

O157:H7, debido a que la incapacidad para fermentar sorbitol no constituye una
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caracteristica exclusiva de este serotipo. En este sentido, la confirmacién molecular
proporciona mayor especificidad para la identificacion del microorganismo.
Resultados similares fueron descritos por Murphy et al. (2007), quienes demostraron la
presencia de aislados de E. coli O157 no virulentos entre aquellos obtenidos mediante
procedimientos microbioldgicos. Asimismo, Patino Burbano (2013) senalé una mayor
capacidad de deteccidn de las técnicas moleculares frente a los métodos

microbioldégicos convencionales.

Por otrolado, la prevalencia observada fue similar entre Urbina (6,49%; 10/154) y Tufino
(5.21%; 12/230), sin diferencia estadisticamente significativa (p=0,7819). El Odds Ratio
de 1,14 indica Unicamente una diferencia pequena en la ocurrencia observada entre
ambas localidades, pero no permite establecer que la ubicacidon en una parroquia
determinada constituya un factor de riesgo para la presencia de E. coli O157:H7. La
similitud encontrada entre ambas parroquias podria estar relacionada con
caracteristicas compartidas de los sistemas de produccidn, incluyendo condiciones
ambientales, caracteristicas climdticas de la zona altoandina y practicas de manejo
ganadero. Ambas localidades forman parte de una importante zona de produccién

lechera de Carchi, donde predominan sistemas de pequena y mediana escala.

En lo que respecta a los factores de riesgo asociados, de las 17 variables evaluadas
mediante la prueba de Chi-cuadrado y Odds Ratio no identificd ninguna variable
gue pudiera considerarse un factor de riesgo estadisticamente significativo para la
presencia de E. coli O157:H7 en los 105 hatos estudiados. Dos variables presentaron
OR superiores a 1: ausencia de aseo de manos (OR=1,29; p=0,7145), y utilizacién de
agua no potable (OR=1,23; p=0,7184).

De estas variables, la relacionada con el agua utilizada durante el ordeno merece
especial consideracion desde el punto de vista epidemioldégico ya que el agua
constituye un elemento fundamental durante el ordeno, debido a que puede entrar
en contacto con las ubres, manos, utensilios, superficies y equipos utilizados para la
obtencion y manipulacion de la leche. Por esta razdn, su calidad microbioldgica
puede desempenar un papel relevante en la contaminacion de la leche cuando se
emplea agua de fuentes no controladas o con calidad sanitaria deficiente. Ribeiro
et al. (2019), por ejemplo, detectaron STEC en muestras de agua utilizada en salas de
ordeno en Brasil, evidenciando que este recurso puede constituir una fuente

potencial de contaminacién en los sistemas lecheros.
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De manera similar, la ausencia de aseo de manos presentd un OR de 1,29 (p=0,7145).
Aunque desde una perspectiva de buenas prdcticas de ordeno la higiene de las
manos es relevante para evitar la tfransferencia de microorganismos, teniendo esta

variable una asociacién significativa con el tipo de agua utilizada.
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5.1.

5.2.

V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
CONCLUSIONES

Mediante el andlisis microbiolégico de 384 muestras de leche cruda, se
identificaron 45 muestras con caracteristicas compatibles con Escherichia coli
0157, correspondientes a una prevalencia presuntiva de 11,71 %. La
confirmacién mediante gPCR establecid 22 muestras positivas, equivalente a
una prevalencia real de 5,72 %.

La prevalencia confirmada mediante gPCR fue de 6,49 % en Urbina y 5,21 %
en Tufino. La diferencia entre ambas parroquias no fue estadisticamente
significativa (p = 0,7819), por lo que, bagjo las condiciones y poblacion
estudiadas, no se evidencié una asociacion entre la ubicacién de la unidad
productiva y la presencia de E. coli O157.

De las 17 variables evaluadas relacionadas con las prdcticas de manejo,
higiene y ordeno, ninguna presentd una asociacion estadisticamente
significativa con la presencia de E. coli O157. La utilizacion de agua no potable
(OR = 1,23) y la ausencia de un adecuado aseo de manos (OR = 1,29)
presentaron valores de OR superiores a 1, confirmando estas dos variables

como fatores de riesgo asociados a E. coli O157.
RECOMENDACIONES

Promover el control de la calidad microbioldgica del agua utilizada durante el
ordeno vy la limpieza de instalaciones, equipos y utensilios, considerando que el
agua constituye un elemento que puede entrar en contacto directo o
indirecto con la leche.

Fortalecer las Buenas Prdcticas de Ordeno en las unidades productivas de
Urbina y Tufino, con especial énfasis en la higiene de las manos, limpieza de las
ubres, condiciones del sitio de ordeno vy limpieza de utensilios y equipos que

entran en conftacto con la leche.
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Implementar programas periddicos de vigilancia microbiolégica y molecular
de la leche cruda en los sistemas de producciéon estudiados, utilizando
métodos de cultivo

como herramienta de aislamiento presuntivo y técnicas moleculares para la
confirmacién de los resultados.

Realizar estudios posteriores con un mayor niUmero de unidades productivas y
muestreos en diferentes periodos del ano, con el propdsito de evaluar posibles

variaciones temporales y ambientales en la presencia de E. coli O157.
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Anexo 2. Encuesta de determinacion de factores de riesgo a las buenas practicas de

ordeno.

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

DEL ORDENO)
Datos del productor:
Nombre:

Nombre de la finca/UPA:

Fecha: [/ /
Tipo de prdefio:
Manusl
Mecanico

¢ A.Antes del ordeno

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

a) Agua potable

b) Agua No potable
¢Limpia el sitio de ordeno antes de
comenzar?

a) Si

b) No
¢(Se lava las manos antes de
ordenar?

a) Si

b) No

¢Utiliza overol al momento de
ordenar?

a) Si

b) No
¢(Limpia, revisa los pezones y la ubre
antes de empezar a ordenar?

a) Si

b) No

¢ B.Durante el ordeno

¢Ellugar donde ordena esta techado,
seco y sin animales sueltos
alrededor?

a) Si

b) No
¢Tira los primeros chorros de leche
(despunte) en un recipiente?

a) Si

b} No

¢Hace prueba de mastitis?

a} Si

b) No
¢Los baldes o bidones solo los utiliza
exclusivamente para el ordeno?

a) Si

b} No
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UPELC
¢Se permite la interaccion directa
entre la vaca y el ternero durante el
momento del ordeno?

a) Si

b) No

Sidispone de vacas enfermas, ¢las
ordena al final de la rutina para evitar
contaminacion cruzada?

a) Si

b) No

¢ C.Después del ordeno

¢Les aplica un sellador o
desinfectante a los pezones después
de ordenar? (como yodo)

a) Si

b) No
¢Alfinalizar el ordeno, la cantina se
transfiere inmediatamente a un
meétodo de enfriamiento?

a) Si

b) No

¢Cusl es el método de enfriamiento
que utiliza para la leche en su
produccion?

a) Enfriamiento por sgua y hielo
(banera de enfrismiento).

b) Enfriamiento en tanques de
almacenamiento refrigerados.

¢Lava y desinfecta los utensilios
apenas termina de ordenar?

a) Si

b) No
¢Limpia el area de ordeno después
de su uso?

a) Si
b} No
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Anexo 3. Pruebas de Escherichia coli O157:H7., por gPCR.
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