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RESUMEN. Se recolectaron 200 muestras de leche cruda a nivel 
de cántaras en receptorías ubicadas en tres zonas de alta producción 
lechera del estado Zulia-Venezuela. Se aplicaron las pruebas del 
cloruro de trifenil tetrazolio (CTT) y el disco ensayo para detectar 
presencia de anti microbianos. Las muestras positivas se sembraron 
en caldo soya tripticasa, agar sangre humana y agar manitol salado 
para realizar el aislamiento de bacterias Gram positivas. La 
identificación de especies se realizó a través de pruebas bioquímicas. 
Se encontró que 45 muestras (22,5%) de leche analizadas contenían 
antimicrobianos, obteniéndose crecimiento bacteriano en 35 de 
ellas. Se aislaron 100 cepas, que se distribuyeron en los siguientes 
géneros: 44 Staphylococcus, 19 Streptococcus, 17 Enterococcus, 9 
Bacillus, 4 Micrococcus, 4 Corynebacterium y 3 Lactococcus, La 
especie más frecuentemente aislada fue el S. aureus, principal 
agente productor de m astitis bovina en el estado Zulia, y 
m icroorganism o frecuentem ente asociado en el país con 
intoxicaciones alimentarias vehiculizadas por queso elaborado con 
leche cruda. Se recomienda aplicar programas de control para el 
uso de antibióticos.
Palabras clave: Leche cruda, antimicrobianos, bacterias Gram 
positivas.

INTRO DUCCIO N

L a  p r e s e n c ia  en  le c h e  d e  r e s id u o s  d e  p r o d u c to s  
f a r m a c o ló g ic o s  u t i l i z a d o s  c o m o  m e d io  te r a p é u t ic o  o 
profilác tico , rev iste  gran im portancia  po r los efectos que éstos 
p roducen  en la  salud  del consum idor, la  inh ib ición  de cu ltivos 
u t i l i z a d o s  en  la  m a n u f a c tu r a  d e  p r o d u c to s  lá c te o s  
ferm en tados, y la  se lec tiv idad  de pob lac iones m icrob ianas 
resisten tes (1-4).

En m uchos países esta  situación  ha  sido reg lam en tada , la  
C om unidad  E conóm ica  E u ropea  considera  ilegal la  p resencia  
de residuos de  an tim icrob ianos en leche destinada  al consum o 
hum ano , y penaliza  con  m ultas a los p roducto res que  incurren  
en ello  (5). P o r su parte , la  O rgan ización  de las N aciones 
U n id as p a ra  la  A g ricu ltu ra  y A lim en tac ió n / O rgan izac ión  
M und ia l de  la  S a lu d  y la  A dm in istrac ió n  de  A lim en to s y 
D ro g a s  d e  lo s  E s ta d o s  U n id o s  d e  A m é ric a , e s ta b le c e n  
concen trac iones de  residuos acep tab les, consideradas com o 
n iv e le s  s e g u ro s  p a ra  e l c o n su m o  h u m a n o  (6 ,7 ) . E s ta s

SUMMARY. Isolation of Gram-positive bacteria from raw milk 
with antimicrobial residues. Two hundred samples of raw milk 
were collected at the receiving plants located in three areas of high 
milk production in Zulia state, Venezuela. The CTT test and trial 
disk were used in order to detect the presence of antimicrobials. 
The positive samples were inoculated in tripticase soy broth, human 
blood agar and manitol salt agar in order to isolate Gram-positive 
bacterias. The identification of species was performed through 
biochemical tests
It was found that 45 samples (22,5%) of analyzed milk contained 
antimicrobials, and bacterial growth was obtained in 35 of them. 
100 strains were isolated namely: 44 Staphylococcus, 19 
Streptococcus, 17 Enterococcus, 9 Bacillus, 4 Micrococcus, 4 
Corynebacterium and 3 Lactococcus. The most frecuently isolated 
specie was S. aureus, the main producing agent of bovine mastitis 
in Zulia state, a microorganism frequently associated in the country 
to food-borne intoxications, associated to cheese processed from 
raw milk. It is recommended to apply control programs for the use 
of antibiotics.
Key words: Raw milk, antimicrobial, Gram-positive bacterias.

r e g la m e n ta c io n e s ,  a s í  c o m o  la  p u e s ta  en  p r á c t ic a  d e  
p rogram as de v ig ilancia , han  ten ido  resu ltados benefic iosos 

(8).
E n V en ezu e la , no  se  d is p o n e  d e  u n a  re g la m e n ta c ió n  

espec ífica  p ara  lo s lím ites p erm isib les  d e  an tim icro b ian o s 
en leche , tam poco  se ap lican  p rog ram as de con tro l, y peo r 
aun, en  m uchos caso s no  se  rea liza  la  p rác tic a  com ún  de  
retiro  de  la  leche p roven ien te  de an im ales que  se encuen tran  
bajo  tra tam ien to , s iendo  p o r tan to  p ro b ab le  q u e  u n a  parte  
im portan te  de  la  leche  c ru d a  p roduc ida  en el país se  encuen tre  
co n tam in ad a  con  re s id u o s  d e  a n tim ic ro b ian o s , lo s cua le s  
p o d ría n  e s ta r  e je rc ie n d o  u n a  p re s ió n  s e le c tiv a  h a c ia  la  
p r e s e n c ia  en  é s ta  d e  b a c te r ia s  p a tó g e n a s  a n t ib ió t ic o -  
resisten tes.

L a  p a s te u riz a c ió n  es e l p ro c e so  m ás  fre c u e n te m e n te  
u tilizado  p ara  la destrucción  de la  flo ra  pa tó g en a  de  la  leche; 
sin em bargo  en algunos casos no es ap licado . En el país, un 
55%  de la leche que  se p roduce  se destina  a la  e laboración  
de  quesos, y cerca  de  un 40%  de ésta  es u sada  cru d a  en la
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producción de queso artesanal (9). Por o tra parte, se ha 
demostrado que la pasteurización no afecta la concentración 
de un an tim icrobiano  en leche, y sólo en algunos casos 
modifica su actividad (10,11).

Dentro del grupo de bacterias Gram positivas que suelen 
aislarse de leche cruda se encuentran los principales agentes 
etiológicos causantes de la mastitis bovina, así como especies 
implicadas en numerosos brotes de enfermedades alimentarias 
(12,13).

El objetivo de esta investigación fue realizar el aislamiento 
e identificación de bacterias Gram positivas presentes en leche 
cruda, producida en el estado Zulia-Venezuela, en aquellas 
muestras que resultaron positivas a la prueba de detección de 
residuos de antimicrobianos.

M ATERIALES Y M ETODOS

M uestras de leche: Las m uestras consistieron en 25 mi 
de leche cruda recolectada en form a aséptica en frascos de 
vidrio esterilizados, a nivel de cán taras, en recep to rías 
ubicadas en tres zonas de alta producción lechera del estado 
Zulia, entidad donde se genera el 40% del total nacional. De 
El Laberinto, municipio Jesús Enrique Lossada, provinieron 
88 m uestras, 62 de M achiques de Perijá y 50 de la Costa 
Oriental del Lago de M aracaibo (COL), para un total de 200 
muestras. La leche fue transportada bajo refrigeración, en un 
tiempo no m ayor a 3 horas, hasta el Laboratorio de Ciencia y 
Tecnología de la Leche de la Facultad de Ciencias Veterinarias 
de la Universidad del Zulia, donde fueron analizadas.

Detección de antinaicrobianos: Se utilizaron dos m étodos 
para la detección de antim icrobianos en las muestras de leche 
analizadas, e l m étodo de óxido-reducción con cloruro de 
tr ife n il  te tra z o l io  (C T T ) (N u tr i t io n a l  B io c h e m ic a l 
Corporation, Cleveland, Ohio) y Streptococcus thermophilus
(14), y el m étodo del disco ensayo propuesto por la AOAC
(15), u tilizando  el B acillus stearo therm oph ilus  variedad 
calidolactis (D ifeo Laboratories, Detroit, M ichigan, USA). 
Se c o n s id e ra ro n  m u e s tra s  d e  le c h e  con  p re se n c ia  de 
antimicrobíanos aquellas que dieron resultado positivo a las 
dos pruebas aplicadas.

A nálisis m icrobiológicos: Para el a islam iento  de las 
bacterias una alícuota de las m uestras de leche fue sem brada 
en caldo soya tripticasa, agar sangre hum ana y agar manitol 
salado. Para identificar los M icrococcus y Staphylococcus se 
caracterizaron las colonias aisladas del agar sangre hum ana 
compatibles con los m iem bros de la fam ilia M icrococaceae, 
y a las colonias de Staphylococcus  recuperadas del agar 
manitol salado, de acuerdo a su m orfología, producción de 
hemolisis y tinción de Gram.

Las co lon ias aisladas se sem braron en agar nutritivo

(cepario) y posteriormente la diferenciación se realizó mediante 
pruebas bioquímicas de glucosa, coagulasa, manitol y Dnasa. 
La identificación hasta especie se realizó utilizando pruebas 
de azúcares, descarboxilación de ornitina, urea y Voges- 
Proskauer. Para identificar cocos Gram positivos, catalasa 
negativa se realizaron las siguientes pruebas: susceptibilidad a 
bacitracina, disco de optoquina, test de camp, producción de 
hemolisis en agar sangre de carnero, prueba de crecimiento en 
bilis e hidrólisis de la esculina y crecimiento en caldo salado 
(6,5% de NaCl). También se aplicaron pruebas de utilización 
de azúcar, descarboxilación de arginina y piruvato, urea, Voges- 
Proskauer, motilidad y agar sangre telurito.

P ara  id e n tif ic a r  B a c illu s  se  ap lica ro n  p ru eb as 
com plem entarias com o ca ta lasa , g lucosa , reducción  de 
azúcares, motilidad, hemolisis, indol, citrato, Voges-Proskauer 
y urea.

En el caso de Corynebacterium  adem ás de las pruebas 
de fermentación de azúcares y producción de ureasa se aplicó 
reducción de nitratos.

T odos lo s  a n á lis is  m ic ro b io ló g ic o s  se re a liz a ro n  
u tilizando principalm ente m edios de la casa BBL (BBL 
M icrobiological System, Cockeysville, M D ), así com o las 
metodologías propuestas por la ICM SF (16).

RESULTADOS Y DISCUSIO N

En la Tabla 1 se presentan los resultados de las pruebas del 
cloruro de trifenil tetrazolio (CTT) y el disco ensayo (DE), 
utilizadas en la detección de residuos de antimicrobianos en 
las muestras de leche provenientes de El Laberinto, M achiques 
y la Costa Oriental del Lago (COL) de Maracaibo. En ésta se 
observa que en las muestras de leche de El Laberinto se encontró 
el mismo número de resultados positivos al utilizar el CTT y 
el DE; mientras que, en las muestras de leche provenientes de 
M achiques y la COL el número de resultados positivos fue 
m ayor con el CTT.

TABLA 1
Resultados de las pruebas de detección de residuos de 

antim icrobianos aplicadas a las m uestras de leche cruda 
producida en el estado Zulia-Venezuela

Muestras Muestras Porcentaje
Origen N positivas a positivas a muestras

CTT(l) DE(2) Positivas

El Laberinto 88 14 14 16
Machiques 62 15 10 16
La COL(3) 50 23 21 42
Total 200 52 45 23

1 CTT= Prueba del Cloruro de Trifenil Tetrazolio. 2 DE = Disco 
Ensayo de la AOAC. 3 COL= Costa Orientai del Lago de 
Maracaibo. Edo. Zulia-Venezuela
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Diversas investigaciones (1,17,18), han dem ostrado que 
las pruebas m icrobiológicas com únm ente utilizadas para la 
d e te c c ió n  de re s id u o s  d e  a n tim ic ro b ia n o s  p re se n ta n  
diferencias en los lím ites de detección; y que además, los 
m icroorganism os utilizados com o indicadores, generalm ente 
difieren en los niveles de concentración inhibitoria mínima. 
Es p robable que el m ayor núm ero de m uestras positivas 
e n c o n tra d a s  con  el C T T  se h a y a  d e b id o  a su m ay o r 
se n s ib ilid a d  p a ra  d e te c ta r  la p re se n c ia  de d ife re n te s  
inh ib idores m icrobianos. Es im portan te  resa lta r que las 
diversas pruebas disponibles para la  detección de residuos 
de antib ió ticos, casi siem pre tienen una sensibilidad por 
d eb a jo  de los lím ite s  p e rm is ib le s  e s ta b le c id o s  en  las 
normativas de diversos países.

De las tres regiones consideradas se encontró la m ayor 
incidencia de residuos de antim icrobianos en la leche de la 
COL (42%). Este resultado coincide con un estudio previo 
realizado por Rivero y col.(19), donde al analizar muestras 
de leche cruda  p roven ien te  de M araca ibo  y la C O L se 
encontró para esta últim a un resultado positivo en 68,6%  de 
las muestras.

L a  p re v a le n c ia  g lo b a l e n c o n tra d a  (2 3 % ), p u e d e  
considerarse bastante elevada al com pararse con valores 
reportados para otros países latinoamericanos com o Barbados 
(8%), Jam aica (10% ) y Costa Rica (0%)(2). Resultado que 
hace evidente la existencia de un serio problem a de salud 
pública, por ser la leche un alimento de alto valor nutritivo y 
de am p lio  co n su m o  p o r  p a r te  de u n a  p o b la c ió n  
particularm ente vulnerable com o los niños.

Diversos factores han sido asociados con este problem a; 
sin em bargo, se ha reconocido  que el cum plim ien to 'de l 
tiem po m ínim o de retiro de la leche proveniente de animales 
que se encuentran bajo tratam iento, suele proveer de un alto 
grado de seguridad al consum idor, a pesar de lo cual en 
muchas regiones del país esto no es puesto en práctica, lo 
qu e  p ro b a b le m e n te  se d e b a , en a lg u n o s  c a so , al 
desconocim ien to  de las consecuencias, y en o tros, a las 
pérdidas económicas que esto implicaría para los productores.

De las 45 muestras con residuos de antimicrobianos, se 
obtuvo crecim iento de bacterias Gram  positivas en 35 de ellas 
(Tabla 2), esto podría deberse, a que el nivel del inhibidor 
presente no era lo suficientem ente elevado para im pedir el 
crecimiento, o al desarrollo de resistencia frente al inhibidor 
por parte de esta flora m icrobiana. Es evidente, que además 
de los problem as com únm ente asociados con la presencia de 
residuos de antim icrobianos en leche, estos también pueden 
a fe c ta r  la u t i l id a d  de los re s u lta d o s  de lo s  a n á lis is  
m icrobiológicos com o indicadores de la calidad higiénico 
sanitaria de la leche, debido a la alteración de los mismos.

TABLA 2
M uestras de leche con residuos de antim icrobianos que 

presentaron crecim iento de bacterias gram positivas

Origen Muestras Muestras
con antimicrobianos(l) con crecimiento

El Laberinto 14 13
Machuques 10 10
La COL 21 12
Total 45 35

1 Muestras positivas al CTT y Disco Ensayo.

En la Tabla 3 se m uestran los resultados del aislamiento 
e  iden tificac ión  de g éneros y espec ies G ram  positivas 
p re se n te s  en las m u e s tra s  de le c h e  co n  re s id u o s  de 
antim icrobianos. Se observó un claro  predom inio de los 
Staphylococcus frente a los dem ás géneros, al pertenecer a 
é s te  44  d e  la s  100 c e p a s  a is la d a s , se g u id o  p o r  los 
S tre p to c o c c u s  y E n te ro c o c c u s ,  con  19 y 17 c e p a s , 
r e s p e c tiv a m e n te , y en  un m e n o r n ú m e ro  B a c illu s ,  
M icrococcus, C orynebac terium  y L actococcus. E scasa  
inform ación se reporta en la literatura sobre los géneros y 
especies predom inantes en la flora m icrobiana de la leche 
cruda producida en el estado Zulia, con o sin residuos de 
antim icrobianos.

La especie encontrada en m ayor núm ero fue el S. aureus, 
principal agente etio lógico  en la producción de m astitis 
bo v in a  en el es tado  Z u lia  (12 ,20 ), y agen te  causa l de 
n u m e ro sa s  in to x ic a c io n e s  a l im e n ta r ia s  en e l p a ís  
vehiculizadas por quesos elaborados con leche cruda (13, 
21). Aun cuando son num erosos los factores relacionados 
con la efectividad de los antibióticos en el tratam iento de la 
mastitis causada por estafilococos, se ha reconocido que ésta 
puede ser m enor a causa de la tolerancia y adaptabilidad 
que han dem ostrado frente a varias drogas antibacterianas, 
lo cual, de acuerdo a algunos autores, pudiera estar siendo 
fav o rec id o  p o r  la  p re se n c ia  en le c h e  de re s id u o s  de 
antibióticos y antimicrobianos.

Brady y col. (22), dem ostraron que hasta los niveles de 
concentración considerados por la  FDA com o seguros, tienen 
un fuerte  po tencial para  la  se lec tiv idad  de poblaciones 
resistentes, señalando en otro estudio (23), que la exposición 
de S. aureus ATCC 9144 por 14 días a niveles residuales de 
u n a  m ezc la  d e  o x ite tra c ic l in a , ty lo s in a , p e n ic il in a  y 
virginiamicina, provocó un increm ento en la concentración 
inhibitoria mínima. Es im portante resaltar que en el estado 
Zulia la oxitetraciclina es un antibiótico de prim era elección 
en el tratamiento de la mastitis bovina.

P or o tra  p arte , d ich a  se lec tiv id ad  e in c rem en to  de 
resis ten c ia , p u d ie ra  p ro v o car un aum en to  de casos de 
intoxicaciones alimentarias causadas por estafilococos, por
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cuanto las cepas an tib ió tico  resisten tes de S. aureus  son 
capaces de producir toxinas con m ayor frecuencia que las 
cepas sensibles (24).

TABLA 3
Géneros y especies Gram positivos aislados de las muestras 

de leche cruda con residuos de antimicrobianos

Genero N°
Especies

identificadas
Total de cepas 
para el género

15 S. aureus
12 S. haemolyticus
6 S. Intermedius 44

Staphylococcus 4 S. schleifen
3 S. hyicus
2 S. lugdunensis
2 S. epidermidis

Streptococcus 10 S. bovis
6 S. Mitis 19
2 S. mutans
1 S. equinus

7 E. avium
4 E. faecium

Enterococcus 2 E. faecalis 17
2 E. durans
1 E. raffinosus
1 E. solitarius

4 B. circulans
Bacillus 3 B. cereus

1 B. Firmus 9
1 B. alvei

Micrococcus 3 M. varians
1 M. luteus 4

Corynebacterium 4 C. pseudotuberculosis 4

Lactococcus 2 L. lactis
1 L. cremoris 3

Total general 100

T am bién  s e  e n c o n tra ro n  en la  le c h e  c e p as  d e  S. 
haem olyticus, S. hy icus  y S. ep iderm id is, que han sido  
reconocidos com o patógenos oportunistas capaces de adquirir 
genes de resis ten c ias  los antibióticos (25).

De acuerdo con algunas investigaciones los Streptococcus 
ocupan el seg u n d o  lu g a r d e  p reva lenc ia  com o agen tes 
etiológicos de la m astitis bovina en la  cuenca del lago de 
M araca ibo  (20 ), s ien d o  im p licad o s p rin c ip a lm e n te  las

especies S. agalactiae, S. dysgalactiae y S. uberis, las cuales 
no fueron aisladas de las m uestras de leche analizadas en 
este estudio. El S. bovis, especie encontrada en m ayor número 
dentro del género, se ha aislado del tracto digestivo de vacas 
y o tros rum ian tes y tam bién se ha encon trado  en gran 
proporción en heces humanas, lo que podría corresponderse 
con la baja calidad higiénico sanitaria que ha sido reportada 
para la leche producida en el estado Zulia (26).

Los Enterococcos por provenir del tracto intestinal del 
hom bre y los animales suelen usarse com o indicadores de 
contaminación fecal de los alimentos (27). También se les 
reconoce com o la especie responsable del 10 al 15% de la 
e n d o c a rd it is  b a c te r ia n a , co n  u n a  m o r ta lid a d  de 
aproxim adam ente el 20%(28).

La antibioticoterapia de infecciones enterococicas severas 
usualm ente depende del efecto sinèrgico de la com binación 
de antimicrobianos, y esto adem ás de encontrarse en cepas 
de origen hospitalario, ha sido reportado en cepas aisladas 
de agua y animales com o el cerdo, en form a especial para E. 
faeca lis  (29), la que además ha sido reconocida com o una 
especie propagadora de resistencia a través de la cadena 
alimentaria. Perreten y col.(30), encontraron que cepas de 
E. faecalis, con resistencia m últiple a los antibióticos, aislada 
d e  q u e so  e la b o ra d o  co n  le c h e  c ru d a , t r a n s f ir ió  p o r 
conjugación genes de resistencia a  tetraciclina, al crom osom a 
de otras cepas de E. faecalis, Lactococcus lactis subs lactis 
b io v a r  d ia c e ty la c tis ,  L is te r ia  in n o c u a , L e u c o n o s to c  
mesenteroides y Staphylococcus aureus, señalando el m ismo 
autor en otro estudio (31 ) en otro estudio, que tam bién cepas 
de E. faeciun  transfieren genes de resistencia a tetraciclina, 
concluyendo el autor que en la cadena alim entaria del hombre 
se encuentran genes de resistencia a los antibióticos iguales 
a  los conocidos en especies de origen clínico.

Los Bacillus se encuentran am pliam ente distribuidos en 
la naturaleza y pueden llegar a la leche por diversas vías. 
Una de las especies de este género más aislada es el B. cereus, 
e l cual rev iste  una g ran  im p o rta n c ia  p a ra  la  in d u stria  
a lim en taria , deb ido  p rin c ip a lm en te  a la  p ro d u cc ió n  de 
to x in a s , la  p ro d u cc ió n  d e  un a  p ro te a sa  ex tra c e lu la r  y 
fosfolipasa que suelen causar deterioro de los alim entos; así 
com o, por la formación de esporas term oresistentes (27,32).

Los M icrococcus forman parte de la flora norm al de la 
leche, siendo las especies encontradas en este estudio las 
a is la d as  con  m ay o r f re c u e n c ia , las c u a le s  ad e m á s se 
caracterizan por no ser patógenas.

Dentro de los Lactococcus se identificaron el L. lactis y 
L. cremoris, que son cepas utilizadas con m ucha frecuencia 
en la elaboración de productos ferm entados, diversos estudios 
han sido realizados con el fin de dem ostrar com o la presencia 
de residuos de antim icrobianos en leche causan la inhibición 
de su crecim iento (3,33,34). También se ha com probado que 
el Lactococcus lactis aislado de queso elaborado con leche
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cruda , transfie re  genes de resis tenc ia  a estrep tom icina , 
tetraciclina y cloram fenicol (35), este último antimicrobiano, 
al cual se le atribuye que sus residuos en leche podrían 
aum en ta r la  ap aric ió n  de re s is ten c ia  b ac te ria n a  en las 
personas, ha sido retirado  en m uchos países de la línea 
veterinaria por la inducción de anem ia aplástica en individuos 
s u s c e p tib le s , c o n s id e rá n d o s e  su  p re se n c ia  en  le c h e  
potencialm ente letal para el consumidor.

Los resultados encontrados en esta investigación hacen 
evidente la necesidad de realizar investigaciones tendientes 
a determ inar la p revalencia, tipo  y concentración de los 
antim icrobianos presentes en la leche cruda producida en el 
país, con el fin de establecer las bases para el desarrollo de 
las normativas legales; así com o la aplicación de program as 
de control para el uso racional de los antibióticos.
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