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Resumen.

La leche cruda de vaca, ya sea que se utilicequaasumo directo, 0 como materia prima para
el procesamiento y comercializacion de otros pramyaequiere segun las normas estatales,
alcanzar ciertos estandares de inocuidad, posibiEemente si su produccion es de forma
higiénica. Muchas practicas se implementan en faalidad en las salas de ordefio, para
lograr tal fin; sin embargo el rubro de la proddeciactea, carece de un método homogéneo
para conseguir bajos niveles de recuentos bacbsremleche.

En la actualidad, casi toda la leche producidaasseprrizada, eliminando asi la mayor parte de
microorganismos que pudieran contaminarla; sin egthday cepas bacterianas resistentes a
altas y bajas temperaturas. En nuestro pais grda ga la leche producida, proviene de
explotaciones ganaderas de doble proposito; es rca@tieada de forma local sin
intermediarios, y en las zonas rurales es consumidgctamente después del ordefio, o
utilizada para la manufactura de queso o cremagediciones que suelen ser insalubres o con
poca atencion a la higiene del personal, utensjlids la misma ubre.

Observando esta realidad, es que se trazé el\abjdé estructurar un Manual de Ordefio
Higiénico, y ponerlo en préactica, para probar fctefidad en dos establecimientos lecheros,
ubicados en el departamento de Sonsonate. Se tomarmuestras, entre ellas: manos (10),
ubres (20), pezoneras (10) y leche (32); las cualeon procesadas en el Laboratorio de
Microbiologia de Alimentos del Centro de Investigac y Desarrollo en Salud
(CENSALUD), de la Universidad de El Salvador. Laggbas, sirvieron en primera instancia
para evaluar la carga bacteriana de las superfigiela leche producida en tales
establecimientos.

Luego se procedi6 a la implementacion del métodorderio higiénico seguido, de un nuevo
muestreo de las mismas superficies y leche; coréobose una disminucion en la carga
bacteriana. Esta comprobacion, se realiz6 medantettodo estadistico no paramétrico de la
prueba del signo, con un nivel de significancia@@b%. Los resultados ponen de manifiesto,
gue la aplicacion de un método de ordefio higiénieoluce la contaminacién de las
superficies en contacto con la leche durante la é&$ ordefio y también la carga bacteriana,
expresada en Unidades Formadoras de Colonias pibran{UFC/mL), en la misma leche;
asegurando asi, la produccion lactea, con un méhigiénico de bajo costo y con un
beneficio en la salud publica.



Agradecimientos.

Al concluir esta fase de nuestra educacion supadgrodemos evitar recordar a las personas
gue colaboraron en nuestra formacion académica sy pgomitieron alcanzar este punto;
quisiéramos agradecer a nuestros docentes direcBinelos cuales este proyecto de tesis no
hubiese visto la luz, gracias a: MVZ. Oscar Luisléidez Calderon, Lic. MSc. Amy Elieth
Moran Rodriguez y MVZ. Roberto Castaneda; su easnsd, experiencia y guia nos ayudo a
dar forma al proyecto en sus inicios y su constagerutinio y consejo nos permitid
concluirlo de forma satisfactoria.

Asimismo debemos agradecer al Ing. Agr. Mario Betea) cuya experiencia en el disefio de
proyectos estadisticos nos facilitd la elecciorudemétodo apropiado para la naturaleza del
estudio, ademas de apoyarnos en el correcto uscedéadistica no paramétrica.

Finalmente extendemos nuestra mas sincera gratitGeéntro de Investigacion y Desarrollo
en Salud (CENSALUD) por permitirnos desarrollar stee tesis de pregrado en sus
instalaciones y por su valiosa y amablemente bdadsuda.



Dedicatoria.

A nuestras familias, sin su apoyo constante dunaméstra vida no hubiésemos llegado a este
punto de nuestras carreras.

A nuestros amigos que siempre nos recuerdan queralos momentos dificiles siempre hay
tiempo para sonreir.

Manuel, Ricardo y Andrea.

Vi



indice general.

Contenido Pag.
RESUMEN . .. ..ttt s e e e e e e e et ettt e et e e e et aen e a e iv
AGRADECIMIENTOS . ..ottt e e e e e e e et e et e e e e e aeaeas %
DE DI C AT ORI A e e e e e e e e Vi
INDICE GENERAL......outiit i oo e e e e e e, vii
INDICE DE CUADROS. ... ittt e e e e e e e e e e iX
INDICE DE GRAFICOS.......otiiiiit ittt et et e ettt et e e e e e e Xi
INDICE DE FIGURAS ... ..ottt e e e et e, Xii
INDICE DE ANEXOS .. ... ittt et e e e et e e e e e Xiii
1. INTRODUCCION. .. ..ttt it et e e et et e ettt et e e e e e e ee e e e e e e e, 1
2. REVISION BIBLIOGRAFICA. ..o e e 2
2.1 LECNE CrUaA. ...t e e e e e e e e e e e 2
228 N\ [0 ] 2 0 = 11 V7= 3
2.3 LECNE PASIEUINZATA. .. .. et eee et e e e e e e e e e 4
2.4 Buenas practicas de produccion lechera...............ooemeeeeii i 4
28 T (o [>T 0 5
2.6 Higiene previa al Ordefio. ... . ..o 5
2.7 Método de ordefio NIgIENICO. .. .....uiuiie et et et e e s e e e e eeas 7
2.8 Bacterias aerobias mesofilas. ... ... 9
2.9 Coliformes totales y fecales. ... e 10
2. L0ESCNENTCNIA COlI ... vt e et e e e e et e e e e e e 12
2.11 Fuentes y causas de conteos bacterianosalteshe cruda.................comn... 13
2.12 Contaminacion bacteriana dentro de la ubre......oceviii i 14

2.13 Contaminacion bacteriana fuerade la ubre........coeeviiiiie 14
2.04 MEAIO AMDI N ..ttt e e e e e e —— 15

2.15 Influencia de la limpieza del equipo y lascigas de higiene.......cc..ccocvevnnnnn. 16

vii



© N O o

MATERIALES Y METODOS. ...ttt it e et e e e e e e e e 17
3.1 Localizacion del @StUTIO..........ovii it e 17
3.2 DescripCion del @StUTIO. ... ... e e e 17
3.3Metodologia de CaAMPO. ... ..ottt e e e e e e 18
3.3. 1 Muestras de [eChe. ... ... e 18
3.3.2 MUESLIaS 08 MANOS. .. ..t einetiie et e e e et e ettt e e e anenas 19
3.3.3 MUESLIas de PEZONEIAS........ouvtiiriie et eememeneeieeaeeaesenenaneeneensnennenl9
3.3.4 MUESLras de UDIe...... oot e e 19
3.4 Metodologia de 1aboratorio.............veii it e 19
3.4.1 Prueba presuntiva para coliformes tetale................cccoee i 19
3.4.2 Prueba confirmativa para coliformesl&sa.............ccocov i i, 20
3.4.3 Prueba confirmativa para coliformesega. ... 20
3.4.4 Recuento de bacterias aerobias mesofilas...........ccocoeviiiiiii i 21
3.5Metodologia @StadiStICA. . e veueae et e et e e 21
DISCUSION DE RESULTADOS...... it iieit it et e et e e e e e s 22
4.1 Resultados en establecimiento lechero con orgefhual...................ooeats 22
4.2 Resultados en establecimiento lechero con oradesftanico.................ccooeeeenn ... 28
CONCLUSIONES. .. ot e e e e e e e e e et e e e e e ae aeans 34
RECOMENDACIONES. .. ... e e e e e e e aa s 35
BIBLIOGRAFIA. .. .. e e 36
AN X O S . e 38

viii



INDICE DE CUADROS.

Cuadro 1. Requisitos microbioldgicos y clasificacde laleche.............cccocoviiiiiiinnnn, 3
Cuadro 2. Caracteristicas fisico quimicas de lad@ruda..................cooviiimeiiiiiinnnnns 3

Cuadro 3. Periodo permisible para la pasteurizadiénla leche de acuerdo al nivel de

ProducCiON O PrOCESAMIENTO. .. .. ittt een ettt et et et et e e et e r et e e e e e eaeaeeneens 4

Cuadro 4: Promedios de recuentos de UFC en la @rupbesuntiva de coliformes para
muestras de manos, ubres y leche antes de la @glicalel método de ordefio

1T =3 o o 22

Cuadro 5: Promedios de recuentos de UFC en la arpebsuntiva de coliformes para

muestras de manos, ubres y leche después de lea@phi del método de ordefio

1T = o o 23
Cuadro 6: Evaluacion de muestras de manos medé&pteeba del signo..................23

Cuadro 7: Evaluacion de muestras de ubres medapteeba del Signo..........ce..c...... 24
Cuadro 8: Evaluacion de muestras de leche medmapteieba del signo.............co...... 25

Cuadro 9: Promedio de UFC (Unidades Formadorasalen(as) detectadas en recuento de
bacterias mesodfilas en muestras de leche antes dmlicacion del método de ordefio

1o L= oo PP 26

Cuadro 10: Promedio de UFC (Unidades FormadorgSalienias) detectadas en recuento de
bacterias mesofilas en muestras de leche después agicacion del método de ordefio

10 L= o 26

Cuadro 11: Evaluacién de recuento de bacteriadbeer mesofilas por medio de la prueba del

Cuadro 12: Promedios de recuentos de UFC en labarpessuntiva de coliformes para
muestras de manos, ubres y leche antes de la @&giicadel método de ordefio

1T = o o 28



Cuadro 13: Promedios de recuentos de UFC en labarpeesuntiva de coliformes para

muestras de manos, ubres y leche después de leacpti del método de ordefio

10 =3 o o 29
Cuadro 14: Evaluacion de muestras de pezonerasneda prueba del signo...............29
Cuadro 15: Evaluacion de muestras de ubres medapteeba del signo................... 30
Cuadro 16: Evaluacion de muestras de leche medmpteeba del signo................... 31

Cuadro 17: Promedio de UFC detectadas en recuentbadterias aerobias mesofilas en
muestras de leche antes de la aplicacion del métode ordefio

1o L= 0 o 32

Cuadro 18: Promedio de UFC detectadas en recuantbadterias aerobias mesoéfilas en
muestras de leche después de Ila aplicacibn del dmétode ordefio

1T = o o 33

Cuadro 19: Evaluacion de recuento de bacteriadbeer mesofilas por medio de la prueba del



INDICE DE GRAFICOS.

Grafico 1: Composicion de laleche de vaca............c.ov v it v e e e e

Xi



INDICE DE FIGURAS.

Figura 1: Diagrama método de ordefio higi€niCo............comceeiieiie i, 6
Figura 2: Microscopia electronica &scherichia coli.............coooiiiiiiii i 10
Figura 3: Formas de contagio y prevencion de erddatdes causadas garcali.............. 13

Xii



INDICE DE ANEXOS
Lista de cuadros.

Cuadro A-1: Limites permisibles para coliformesales y patdégenos para muestras

recolectadas por medio de enjUAGUE..........oeii it it e et et e e e 220038

Cuadro A-2: Limites permisibles para coliformesales y patdégenos para muestras

recolectadas por medio de hiSOPAdO. ... ..ot e e e e e 38

Cuadro A-3: Cantidad de UFC (Unidades FormadatasColonias) detectadas en la prueba
presuntiva de coliformes en muestra de manogsupteche, en el establecimiento lechero
manual, antes de la aplicacion del método de Ard@gieNniCo...........c.ccvvviviiiiinnennenn. 39

Cuadro A-4: Cantidad de UFC (Unidades Formadora€alenias) detectadas en la prueba
presuntiva de coliformes en muestra de manos, ybteshe, en el establecimiento lechero

manual, después de la aplicacion del método ddiordigiénico..................coceveeeenn. 39

Cuadro A-5: Tubos positivos detectados en la prueldirmatoria de coliformes totales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabégtoriechero manual, antes de la aplicacion

del método de ordefio NIGIENICO. ... ......itiieie e e e e e 40

Cuadro A-6: Tubos positivos detectados en la prueldirmatoria de coliformes totales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabéedoniechero manual, después de la
aplicacion del método de ordefio NIgIENICO.........ceiiiiie it e 40

Cuadro A-7: Tubos positivos detectados en la prweidirmatoria de coliformes fecales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabégtoriechero manual, antes de la aplicacion

del método de ordefio NIgIENICO. .. ...t e e e 41

Cuadro A-8: Tubos positivos detectados en la prueldirmatoria de coliformes fecales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabéedoniechero manual, después de la
aplicacion del método de ordefio NIgIENICO.........ciiiiie it e 41

xiii



Cuadro A-9: Cantidad de tubos positivos en laslmseonfirmatorias de coliformes totales y
fecales para muestras de manos, ubres y lechetaneegmiento lechero manual; antes y

después de la aplicacion del método de ordeRorImIE. .........c.ovevviviiiiiiiiiiiiiiieeeee, 42

Cuadro A-10: Cantidad de UFC detectadas en recuwbmtbacterias aerobias mesofilas en
muestras de leche, en el establecimiento lechemuahsantes de la aplicacion del método de
(o]0 [T T I8 1T =T o oo 1 42

Cuadro A-11: Cantidad de UFC detectadas en recuwbmtbacterias aerobias mesofilas en
muestras de leche, en el establecimiento lechemuahadespués de la aplicacién del método
(o [0 o [>T aTo I o1 To =T o oo 1A O 42

Cuadro A-12: Cantidad de UFC detectadas en labprpeesuntiva de coliformes en muestra
de manos, ubres y leche, en el establecimienteteamecanico, antes de la aplicacion del
mMétodo de ordefio NIgIENICO... ... ..o e e e e 43

Cuadro A-13: Cantidad de UFC detectadas en labprpeesuntiva de coliformes en muestra
de manos, ubres y leche, en el establecimient@teahnecanico, después de la aplicacion del
MEt0do de Ordefio NIgIENICO. .. ... vttt e et e e et e et et e e annes 43

Cuadro A-14: Tubos positivos detectados en la @uwemnfirmatoria de coliformes totales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabdgtoniechero mecanico, antes de la

aplicacion del método de ordefio higIENICO..........c.oviiiiiiiicie e 44

Cuadro A-15: Tubos positivos detectados en la @uweamnfirmatoria de coliformes totales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabéedoniechero mecanico, después de la

aplicacion del método de ordefio NIgIENICO.........ciiiiie i e 44

Cuadro A-16: Tubos positivos detectados en la @weinfirmatoria de coliformes fecales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabdgtoniechero mecanico, antes de la

aplicacion del método de ordefio NIgIENICO.........ciiiiie i e 45

Cuadro A-17: Tubos positivos detectados en la @wemfirmatoria de coliformes fecales en
muestras de manos, ubres y leche, en el estabéedoniechero mecanico, después de la
aplicacion del método de ordefio NIgIENICO.........ciiiiie i e 45

Xiv



Cuadro A-18: Cantidad de tubos positivos en laglpsa confirmatorias de coliformes totales
y fecales para muestras de manos, ubres y lechstablecimiento lechero mecanico; antes y

después de la aplicacion del método de ordeRorOmIE. ..........coovvveiiiriiniie i, 46

Cuadro A-19: Cantidad de UFC detectadas en recuwbmtbacterias aerobias mesofilas en
muestras de leche, en el establecimiento lecheoamied, antes de la aplicacion del método
(o [0 o [>T aTo I o1 To =T o oo 1A 46

Cuadro A-20: Cantidad de UFC (Unidades FormadoeaSalonias) detectadas en recuento de
bacterias aerobias mesofilas en muestras de leche| establecimiento lechero mecanico,
después de la aplicacion del método de ordeforMGIE. ..........ccovvvviviiieiiineineeennes 46

Cuadro A-21: Valores CHICOS @ Z... ..o e e e e e et e e 47

Lista de figuras.

Figura A-1: Evaluacion de rutina de ordefio..........c.oouviiiiciie e e 48
Figura A-2: Supervision método ordefio higieniCo.......c.ceeiiiiiiiiiiie e 48
Figura A-3: Tanque de acopio ganaderia con OrdeFEAMCO. ..........c.ccovvveiriineiimennnnn 48
Figura A-4: MUESLIEO T8 MANOS. .. ... .uciaie et et et et et e e v et e e et e eee e a e eaes 49
Figura A-5: MUESLIE0 08 PEZONEIAS. .. ... iuutit it et e e et e et et ee et aenaeaens 49
Figura A-6: MUESLIE0 € UDIES. ... ..ciii i e e e e e e e e 49
Figura A-7: Muestras transportadas en refrigeracian................c.oooov i i, 50
Figura A-8: Diagrama prueba preSUNTiVa. .. .......ooveiiiiieeiee e e s smrme e e e 50
Figura A-9: Muestras durante la incubacion..........ccccco i e 50
Figura A-10: Inoculacion de tubOS..........ooii i e e e 51
Figura A-11: Recuento de COlONIAS. .......oiuuitie it e e e e e e e 51
Figura A-12: Recuento de COlONIAS. .. ....o ittt e e e e e 51

XV



Figura A-13: Lectura de tub0S POSITIVOS. .. ....c.uiuiieiie i st i e e e 52
Figura A-14: Lectura de tubOS POSITIVOS. .....cviieiie it e s e e e v ee e 52

Lista de anexos.

Anexo A-1: Toma de muestras por el método del Edop..........cceiiiiiiiaiiiii e, 53
Anexo A-2: Toma de muestras por el método de enlag..........c.ccvevimeneeeneeennennn. 53
Anexo A-3: Preparacion de solucion de agua pep®wald%...............cccoeeeeeiiiiiiiiiiniiiee 54
Anexo A-4: Preparacion de caldo bilis verde britddan ..., 55
Anexo A-5: Preparacion de caldo EC........cooiiiiiiiie e et e e 55
Anexo A-6: Preparacion de agar bilis rojo neutiistaf violeta...............ccccoeiiineann.n. 55
Anexo A-7: Preparacion de agar Plate Count..........c..oviuiitcomcce it e e 55
Anexo A-8: Recuento de bacterias aerobias mesafilas...........cooovii i, 55
Anexo A-9: Prueba presuntiva para la deteccionoioomes.............cc.couvvviiiie i ienn, 56
Anexo A-10: Prueba confirmatoria de coliformestega............ccocoiiiii s, 57
Anexo A-11: Prueba confirmatoria de coliformesfesa.............cooooiiiiiiiiiiinnn. 57
Anexo A -12: Manual de Ordefio HIQIENICO. .c..ov it 59

XVi



1. Introduccion.

A nivel nacional, a finales del 2010, se calculé tppoblacién bovina de hembras de méas de
dos afios de edad, en etapa productiva, era de688jdra ese mismo afo la produccion

lactea se estimO@ en 457,740 millones de litros.pdno mas del 70% del hato ganadero

salvadorefio y su consecuente produccién, que aecibasta el 60% de la leche, se encuentra
en condiciones de explotacion de doble propéséwacterizada por un manejo extensivo

tradicional, con poco o ningun uso de tecnologiang practica de ordefio parcialmente

higiénica.

De acuerdo a lo expresado anteriormente, se poéste que gran parte de la leche fluida que
se produce y comercializa en el pais, proviene aleshganaderos, con pocas practicas de
higiene en los diferentes procesos que compongmolduccion lactea; mas aun, podemos
decir, que la leche por ser un alimento proclivaataminarse durante su procesamiento, se
convierte un riesgo potencial para la salud deolalgzion si no es producida de acuerdo a

normas de higiene establecidas.

A pesar de los controles impuestos por las autbeslaanitarias del pais, las Enfermedades
Transmitidas por Alimentos (ETA’s), siguen prol#fiedo, principalmente en el ambito de los
subproductos lacteos preparados de forma artesanglie generalmente estos productos no
son elaborados bajo estrictas normas de higienk, materia prima no es manejada y
almacenada en virtud de conservar sus propiedadssETA's producidas por consumo de
productos lacteos, son causadas por la contamimaeidales productos; ya sea en la sala de
ordefio o la sala de procesamiento de productosoicObservando tal situacion, es de suma
importancia estructurar una metodologia de ordégiértico simple, efectiva y respaldada por
analisis microbioldgicos, que avalen su eficiengara asegurar la inocuidad de la leche
durante la fase de extraccién u ordefio, ya qud psmeer momento en que la leche esta
expuesta a posibles agentes contaminantes. Partéenth hipotesis de que el ordefio debe
realizarse con una técnica higiénica, para logagmsbrecuentos bacteriolégicos y reducir la
posibilidad de contaminacion de la leche; se propusmétodo de ordefio higiénico de facil y
rapida aplicacion, el cual fue implementado duramtenes en cada establecimiento lechero y

se evalud a través de pruebas microbiolégicaseypetaron su efectividad.



2. Revisién bibliogréfica.

2.1 Leche cruda.

La leche cruda es la secrecibn mamaria normal oheases de produccion lactea obtenida de
uno o mas ordefios sin adicion o extraccion a syosition, adquirida para consumo como
fluido o procesamiento ulterior. (OMS, 2011). LaHe ha constituido un alimento primordial
para la humanidad desde hace 8,500 afios y ha forpate de la dieta humana en variadas
formas: quesos, mantequilla, yogurt, helado, etM$, 2011); la leche, al servir como
materia prima y fuente nutricional para la alimerda humana, debe cumplir con ciertos
requisitos sanitarios obligatorios que cada palie dsstablecer como normativas obligatorias
concernientes a mantener y proteger la salud dédbgantes y disminuir la incidencia de
ETA’s.

La leche es la Gnica materia proporcionada poataraleza para servir exclusivamente como
fuente de alimentacion. Por lo tanto, un factordamental que influye en el valor y la
aceptacion universal de la leche es la imagen gue gresenta: la de una posibilidad
nutricional no superada por ningun otro alimentibzado por el hombre. Las proteinas que
contiene la leche son ideales, tanto por su caldado por su equilibrada composicién, para
satisfacer las necesidades de aminoéacidos del leoi@brcontenido de minerales y vitaminas
es excepcional, no s6lo en proporcion, sino erdadli Dejando aparte la vitamina C y el
hierro, la leche puede considerarse como una fisegera de nutrientes para el crecimiento y

desarrollo de la poblacion humana (Magarifios, 2660:

m Agua: 86.60%
M Grasa: 4.40%
W Lactosa: 4.60%
B Caseina: 2.70%

M Proteina sérica: 0.60%

m Nitrogeno no protéico:
0.10%

Grafico 1: Composicion de la leche de vaca.



2.2 Normativa.

La normativa esta contemplada por los organismasatiel humana y animal de El Salvador,
Ministerio de Agricultura y Ganaderia (MAG) y Mitésio de Salud Publica y Asistencia

Social (MINSAL), de manera que detalla en ella lgukeche cruda de vaca, producida en las
haciendas lecheras del pais se clasificard encategjorias de acuerdo a la cantidad de
unidades formadoras de colonias de microorganisseosbios mesofilos que contenga por

mililitro.

Cuadro 1. Requisitos microbiolégicos y clasificaciode la leche.

Clasificacion Grado A Grado B Grado C
Requisito
Recuento total de UFC por| Menor o igual ¢ Mayor de 300,00 Mayor de 600,00t
ml. 300,000 y menor o igual § y menor o igual &
600,000 900,000

Tomado de NSO 67. 01. 01: 06 (CONACYT, 2006).

La Normativa Salvadorefia Obligatoria 67.01.01:06aldece también una serie de
requerimientos fisico quimicos que la leche debmptn para venderse en el mercado
nacional, tales caracteristicas son consideradas complementarias en la normativa, debido
a gque su importancia no radica de forma directia @mocuidad del producto, sino mas bien en

su calidad y palatabilidad.

Cuadro 2. Caracteristicas fisico quimicas de la lae cruda.

Caracteristica. Valor.

Acidez, 4cido lactico % 0.14-0.17
Proteinas. 3.2 (minimo)
Cenizas % 0.70.

TRAM.

Grado A 6 horas o mas.
Grado B 4 horas y menos de 6 horas.
Grado C Menos de 4 horas.
Impurezas macroscopicas (sedimento) en 500ml.

Grado A 1.0 mg

Grado B 2.0 mg

Grado C 3.0 mg

Punto de congelacion -0.530 8-0.550 °C
Ph 6.4-6.7

Conteo de células somaticas por ml. Maximo 750,00
Densidad relativa (peso especifico) 102¢-1033 a 15°!

Tomado de NSO 67. 01. 01: 06 (CONACYT, 2006).



2.3 Leche pasteurizada.

La pasteurizacion de la leche de vaca es un reguobligatorio para los procesadores que
reciben la materia prima, asi como también un s#tguile las plantas productoras industriales
y artesanales que segun el Codigo de Salud deberssede forma gradual y dependiendo de

la cantidad de leche procesada o producida.

Cuadro 3. Periodo permisible para la pasteurizaciorde la leche de acuerdo al nivel de

produccién o procesamiento.

Cantidad de leche. Periodo permisible.

Més de 10,000 botellas al dia. 3 meses.

5,001 a 10,000 botellas al dia. 6 meses.

2,001 a 5,000 botellas al dia. 24 meses.

Menos de 2,000 botellas al dia. Productor/procesador artesanal.*

Tomado de Asamblea Legislativa de la Republicaldgabrador (Codigo de Salud, 2001)

*Los productores y procesadores artesanales esaedmos de la pasteurizacion pero deberan

cumplir con los siguientes requisitos que garantlaehigiene del producto:

1. Obtener el registro de procesadores y prodgtaresanales de la Direccion General de
Salud del MINSAL.

2. Asegurar que la leche producida y procesadaepgas de hatos libres de Brucelosis y

Tuberculosis 0 que participe en los programas aaost del MAG.

3. La leche debe provenir de hatos donde se pugcgbordefio higiénico y que los operarios

mantengan un registro actualizado de su cartillsadied.

4. Para el procesamiento de la leche debe utiézzggipos y utensilios de facil limpieza y que
aseguren la buena calidad higiénica del productarfflea Legislativa Republica de El
Salvador, 2001).

2.4 Buenas practicas de produccion lechera (BPPL).

Las BPPL consisten en una metodologia enfocadsoali@ técnicas que aseguren la inocuidad
de un alimento mediante la puesta en practica deouganizacion de acciones que cercioren

la higiene de la manipulacidon de los equipos enmique intervienen en la produccion de la



leche. Cada planta productora debe contemplamestadologia segun la normativa vigente,
para asegurar la produccion de leche inocua papal&acion salvadorefia. Las normativas
consultadas son tajantes en cuanto a los requetwmsigue debe cumplir el producto final, sin
embargo fallan en proporcionar las herramientaa pagrarlo por lo que los productores
lacteos del pais adectan su metodologia de ordefibase a lo que las plantas procesadoras
exigen y utilizan como método Unico y definitivo tiegiene la pasteurizacion, proceso
obligatorio de sanitizacion del producto final, piestar atencion a las fallas de inocuidad que

pueden existir en el proceso de produccion (Ros2odta, 2009).

2.5 Ordefio.

El ordefio consiste en la extraccidon de la secredidea de la glandula mamaria bovina de
forma continua, completa e higiénica; existen désonos de ordefio: manual y mecénico. El
método manual consiste en la extraccion de la lecbeiante la presion ejercida de forma
manual sobre el pezén de la vaca, desde arriba hbejo; la forma mecéanica se fundamenta

en la aplicacidén de vacio controlado y ciclico garabtencion de la leche (Ver Figura 1).
2.6 Higiene previa al ordefio.

La higiene en la fase previa al ordefio consisttagmedidas higiénicas que se toman para
gue el establecimiento de ordefio y la manipulad@éita ubre durante éste, no constituyan un
riesgo de contaminacion (OIRSA al. 2007):

1. Uso de indumentaria adecuada.
1.1Bata pléastica limpia y seca.
1.2Botas de hule limpias y secas.
1.3Cofia o redecilla para el cabello.
1.4Tapaboca.
2 Higiene personal y salud de los operarios.
2.1 Cabello y uiias cortas.
2.2 Certificado de salud que lo acredite libre de enéstades infecciosas.

2.3 Ausencia de heridas en manos y brazos, asi compeelmy desinfeccion de manos.
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{ inicio }

Deben ser llevadas
en completa calma
sin generar estres

A

Traslado de las vacas

al sitio de ordefio
- derantal y botas
limpias, lavado y
desinfeccién de manos,
usode cofiay X
tapabocas
Ubicacién de las
vacas en la sala
Alistamiento del de espera
operario que va a
ordefiar Clasificar las
vacas para @nar primero 1as vacas
_I establecer urmos de mayor a mebnor
: - de ordefio produccion, ulimo las de
Alistar cantinas, baldes, lazos mastitis
o manilas, registros, papel l
! secante, sellador y presellador
Alistamiento de etc Permitir una hora
los equipos, de descanso pos
hemramientas y ingreso a la sala
utensilios de espera
Se debe realizar
sobre recipiente '"9""“ de la dvace
» alazonade
’ de fondo negro ol
Realizacién del despunte |
Retirar la vaca del
area de ordeno y
oS dejarla para ultimo
turno
Leche normal a la 4
| vista
Aplicar masaj Verificar Si la leche presenta
dicante 45’8 B Lavar pezones o grumos o alguna anormalidad
segundos aplicar presellador Si los pezones se e apariencia, color u olor
encuentran limpios solo
aplicar presellador
v
Secar totalmente
lo6 pazones E Verificar flujo
uj
T nggenh:o > CZ:O:; 5 # continuo de la
} v
Iniciar extraccién _| Verificar correcto ] X
de la leche escurrido Retirar pezoneras
Realizar sellado |
fin Diligenciar registro — de pezones

Figura 1: Diagrama método de ordefio higiénico.




3 Higiene de los utensilios.

3.1Sala de ordeiio limpia y seca.

3.2Pezoneras limpias y secas (cubetas limpias endeasaleiio manual).
2.7 Método de ordefio higiénico.

El método de ordefio higiénico busca evitar la aqoimtacion de la leche durante el proceso de
extraccion, mediante una preparacion y manipulagjde asegura la desinfeccion de las
superficies del pezén y el equipo (SAGARPA y SEN2&| 2009).

El lavado de los pezones, previo al ordefio, esnattumento fundamental para reducir la
contaminacién microbiana de la leche. El agua emlglalebe ser limpia y de ser posible con
algun desinfectante, utilizando toallas desechapéga el secado. Lavar con agua y pafios
reusables no proporciona ninguna ventaja sobre évar. Los objetivos del lavado son los

siguientes:

1. Reducir la contaminacion microbiana de la leche.

2. Disminuir la contaminacion entre cuartos y entreaga

3. Eliminar toda suciedad visible de la base de |& yljpezones.

4. No ocasionar irritacion de la piel.

5. Ser de bajo costo.

6. Ser de facil aplicacion durante la rutina de ord€Ragarifios, 2000:31)
La metodologia de ordefio higiénico debe desarsalan el siguiente orden:
Ordefio mecanico (OIRSAt al. 2007).

1. Preparacion de la ubre (preordefio). Lavado y exanseial en busca de anormalidades en

cada pezon.

1.1 Examen de superficie. Eliminar impurezas del peifiorma manual y examinarlo en

busca de lesiones, tumefacciones u otras anorrdakda

1.2Despunte. Descarte de los 3 6 4 primeros chorrdedthe, a fin de: eliminar el sellado

del ordefo anterior, eliminar la leche conteniddaetisterna, establecer el estado fisico



del pezén y ubre y, finalmente, la manipulacionecdr un estimulo al pezén para

facilitar el ordefo.

1.3Presello. Inmersién del pezon en una solucion &@Egente, que se realiza con una

parte de Solucion yodada al 2% en dos partes dg pgulo menos por 30 segundos.

1.4Secado. Secar y limpiar el pezon después del fmdeeton una toalla de papel

desechable.
2 Colocacion de la estacion de ordefio mecanico.

2.1Asegurarse de que el pezon este limpio, seco ynféetado; aproximadamente un
minuto después de realizar la desinfeccion del mezé coloca la unidad de ordefio o

pezonera.
2.2 Colocar la pezonera, asegurandose de evitar ladentie aire al sistema.
3 Ordefio.

3.1El ordefio tendra una duracion promedio de 5-7 rogwior vaca; el operario puede
auxiliarse en el reconocimiento de este tiempo amdila observacion del flujo de
leche desde la pezonera, una vez el flujo dismirawya&audal considerablemente se

debe retirar la pezonera.

3.2Durante el ordefio se debe evitar deslizamientasprdndimientos de la pezonera, esto
ocurrira si la colocacion de la pezonera fue irexig y podra ocasionar dafos en el

tejido mamario.
4 Sellado.

4.1Al retirar la pezonera, el esfinter del pezon queberto, lo que hace necesaria la
aplicacion de una solucion desinfectante que éwvib®ntaminacion del pezén y la ubre;
el sellado se realiza por inmersion, en un rectpiimpio que contenga la solucion de

presellado, para cubrir toda la superficie debpez

4.2 Evitar que los animales se postren en corralegrenes por espacio de 30-40 minutos,
la manera mas facil de lograr esto es ofreciendnida al momento de finalizar el

ordefio.



Ordefio Manual (OIRSAet al. 2007).

1. Lavado e inspeccion de la ubre.

2. El operario debera lavar sus manos antes, despliagte (si se requiere) el ordefio.
3. Hacer uso de la indumentaria adecuada.

4. Utilizar recipientes adecuados y bien desinfectados

5. Sujetar la cola y patas del animal para evitaramirtacion.

6. La desinfeccion se debera extender hasta abardataléddad de la glandula mamaria y

zona inguinal.

7. Realizar el ordefio de forma regular, ininterrumpydeon presion constante de toda la

mano sobre el pezon.
2.8 Bacterias aerobias mesdfilas (BAM).

Las bacterias aerobias mesobfilas, son la flord tmatenida en el alimento analizado. La
determinacion de estos microorganismos puede aporéaidea acerca de la calidad sanitaria
y calidad higiénica de la materia prima y de cérataéa sido manipulada a lo largo del
proceso productivo. Son un indicador de valor kit ya que su recuento no indica el género
de bacterias presentes, si éstas son patégendsayg presencia de toxinas bacterianas en el
alimento; sin embargo, recuentos altos de BAM sowopdeseables en todos aquellos

alimentos que no sean elaborados a través denteriéacion (Pascual y Calderén, 2001).

Un nuamero elevado de flora total por lo generaldadjue la materia prima esta demasiado
contaminada o que durante la elaboracion de loduptos finales no se han aplicado normas
higiénicas efectivas; ademas cuando se encueritralespor encima de 110" UFC/mL en

un alimento, se considera que éste ha entrado proetso de descomposicién (Pascual y
Calderon, 2001).

La leche recolectada de forma aséptica de vacgsiaimy sanas obtiene generalmente
recuentos de menos de 1000 UFC/mL. Recuentos nids sligieren que las bacterias
contaminantes acceden a la leche por una variedagubsibles vias. Aunque es imposible
eliminar todas las fuentes de contaminacion, rédogete 5000 o 1000 UFC/mL son posibles.

La mayoria de explotaciones suelen alcanzar urerg@gule menos de 10,000 UFC/mL.
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Una de las causas mas frecuentes de recuentodalt®88M en agar es la poca higiene del
sistema de ordefio y sus componentes, sea éste Intamuacanico; residuos de leche de
ordefios previos en los utensilios proveen de ustmtb para el crecimiento y desarrollo de
bacterias que contaminan la leche de ordefios pwster Entre otras practicas que pueden
contribuir a la alza en el recuento estan: el avd##ivacas con mastitis subclinica o clinica, la
falta de higiene en el alojamiento o recinto deedia] y la falta de refrigeracion de la leche

recién extraida (Murphy, 2008).
2.9 Coliformes totales y fecales.

La calidad microbioldgica de la leche es de grapartancia en Salud Publica, ya que ésta
puede servir como vehiculo para microorganismoggeains, sobre todo cuando ésta se
utiliza para fabricar productos de forma artesafdigunos de los microorganismos patdgenos
gue comunmente se encuentran en la leche son gienantérico, es decir, proceden de la

materia fecal del humano y los animales (Trigo Tayv£998).

Ciertas especies de bacterias, particularmé&stderichia coli, y otros microorganismos
similares, denominados coliformes fecales, sont&iata@s normales del intestino grueso de
humanos y animales y en consecuencia siempre @sti@as materias fecales. La presencia de
cualquiera de estas especies en la leche es eiddincontaminacion fecal reciente (Madigan
y Martinko, 2003).

Figura 2: Microscopia electrénica #scherichia coli.
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Las bacterias coliformes fecales son normalmenteretadas en las heces de bovinos
saludables, por lo tanto, la falta de higiene emahejo del hato, el uso de agua contaminada,
las practicas de ordefio antihigiénicas, y la inadéa limpieza y mantenimiento del equipo
son causas comunes de recuentos altos de colif@emleshe cruda.

Ya que los recuentos elevados de coliformes fealeleche cruda sugieren una miriada de
practicas no higiénicas en los establecimientoseles su uso como indicador de

contaminacién fecal es de extrema importancia [@asalud publica debido a que la mayoria
de agentes patdgenos en alimentos provienen deoritarsinacion con heces fecales,

condicién que debe ser atendida y corregida de drate mediante la implementacion de

practicas sanitarias estrictas que minimicen edgoede contaminacion de la leche cruda
(Murphy, 2008).

Los coliformes totales son bacterias Gram negatidasmorfologia bacilar, aerobias o

anaerobias facultativas, oxidasa negativas, queewgreen presencia de sales biliares y
fermentan la lactosa a una temperatura de 37° @nié@odose como productos de

fermentacion el acido lactico y gas. Aunque algwuwgormes se encuentran en la naturaleza,
la mayoria son de origen entérico, por esta raadrcensiderados un indicador importante de
la calidad de los alimentos y el agua; su preseincica que existe una alta probabilidad
contaminacion fecal reciente. Debido a que no tddsscoliformes son de origen fecal, es
necesario distinguir los coliformes totales de tmtiformes fecales (Pascual y Calderon,
2001).

Los coliformes totales poseen las caracteristicesriarmente mencionadas y agrupa los
siguientes géneros bacteriandsscherichia, Klebsiella, Enterobacter y Citrobacter. Los
coliformes fecales se diferencian de los coliformtetales porque fermentan la lactosa
produciendo &cido y gas a 44.5 °C tras 24 hordaaldbacion, por esta razon se denominan
coliformes termotolerantes. Dentro de este grupoimduyen cepas deKlebsiela y
Escherichia, siendo la especigscherichia coli el indicador méas especifico de contaminacion
fecal (Madigan y Martinko, 2003).

El recuento de coliformes permite seleccionar lastdrias relacionadas comunmente con

contaminacion medioambiental (coliformes totales)aieria fecal (coliformes fecales) en una
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muestra. La leche se coloca en un medio de culfinopropicia el crecimiento de coliformes
a la vez que inhibe el crecimiento de otras baderia contaminacion de la leche con
bacterias coliformes puede suceder al ordefiar vamasibres sucias o cuando el equipo de
ordefio ha tenido contacto con materia fecal, usertinlos recuentos mas altos se obtienen
por causa de equipos contaminados 0 con una higiegaria y es raro que provengan de

vacas con mastitis provocada por coliformes (Muy2®08).

2.10Escherichia coli.

La mayoria de cepas descherichia coli no son patdégenas, tampoco resisten temperaturas
frias (exceptuando las cepas psicrotréficas) yestrayen por medio de la pasteurizacion, por
tanto no representan un riesgo para quienes comslatige y productos lacteos que han sido
pasteurizados. Sin embargo, algunas personas, smiween el area rural consumen leche
cruda y productos elaborados a partir de la miseste grupo de personas puede verse
afectado por enfermedades provocadas por las ap&scherichia coli enterovirulentas.
Entre las cepas enterovirulentas destacan aquellasson capaces de elaborar toxinas
(enterotoxigénicas), las citopatogénicas y lasrehtamorragicas; estas cepas virulentas estan
asociadas a numerosos casos de ETA, entre lossa&lacluyen: leche, queso, carne de ave

y ensaladas (Pascual y Calderén, 2001).

Las cepas d&. coli enterotoxigénicas ejercen su accion patogenaaligler una toxina labil
y/o una toxina estable; la toxina labil ha sido residiada que la toxina estable, pero se cree
gue ambas actuan de forma analoga. La toxina #tala la funcion celular del epitelio
intestinal ocasionando diarrea acuosa profusa icwonsas similares al célera. Tanto la toxina
labil como la toxina estable son causa de diantzeniil y de la enfermedad llamada diarrea de
los turistas, los sintomas suelen aparecer enyrel® horas luego de consumir el alimento
contaminado; los sintomas incluyen diarrea acuasa mucosidad y sin sangre, dolores
abdominales, vomitos y fiebre (Pascual y Calde26@1). Las cepas citopatogénicas invaden
las células del epitelio intestinal causando laneuge las mismas, esto provoca Ulceras cuya
consecuencia es la diarrea sanguinolenta. Loswséstsuelen ser escalofrios, dolor de cabeza,
mialgia, fiebre, dolores abdominales y diarrea ysafcon sangre, y se presentan entre las 8 y

24 horas posteriores a la ingestion del alimentog&neral las cepas citopatogénicas producen
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enfermedades de curso mas largo y de mayor gravedadas cepas enterotoxigénicas
(Madigan y Martinko, 2003).

Bacteria Escherichia coli

enterohemorragica (Eceh) La bacteria puede propagarse

de una persona a otra a través
de los restos fecales

Precauciones para evitar
la transmision de la bacteria:

= Lavado de las superficies
de trabajo y de los platos

P = Higiene estrica
f de las manos,
en especial después
de la manipulacion de
cames y verduras crudas

pw—wug m Evitar el consumo de
'm‘ tomates, pepinos y
lechugas crudas

= Consumir la carne
de buey bien asada

= Calentar la leche hasta
que hierva

El contagio

se produce por:

- ingestion de alimentos

contaminados,

- coNsumo

de agua contaminada

2 - contacto

e con un animal
sone

de la bacteria © unainpfeel;:stggg

E.coli

[ Destruccion de las células
sanguineas, trastornos renales
graves, potencialmente mortales

Diarrea simple o diarrea
hemorragica

Figura 3: Formas de contagio y prevencion de erddatles causadas farcoli.

Las cepas mas importanteslecoli enterovirulentas son las enterohemorragicas, efiag
destaca el serovar 0157:H7 productor de la veméxeste microorganismo produce varias
manifestaciones patdgenas: la colitis hemorragisaaausa diarrea acuosa sanguinolenta, el
sindrome urémico hemolitico que también produceehasanguinolenta y fallo renal agudo,
y la parpura trombadtica trombocitopénica que cw@a diarrea, fallos en el sistema nervioso
central y codgulos cerebrales. Esta cepa procddgadado bovino, por esta razén la carne
mal cocida y la leche cruda son los alimentos nmé®lucrados en los brotes de esta

enfermedad (Pascual y Calderon, 2001).
2.11 Fuente y causas de conteos bacterianos altodexhe cruda.

La leche es virtualmente estéril al ser secretaddgs alvéolos de la ubre, la contaminacion
puede ocurrir por tres fuentes principales: demteola ubre, fuera de la ubre y por las
superficies del equipo de almacenamiento y mah@j@alud e higiene de la vaca, la higiene
del alojamiento y lugar de ordefio y la limpieza dguipo usado para la extraccion y

almacenamiento de la leche son los factores claeerfluencian el nivel de contaminacion
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bacteriana en la leche cruda; igualmente imporsasten la temperatura y el tiempo de
almacenamiento que pueden condicionar la multiglice de bacterias en leche (Murphy,
2008)

2.12 Contaminacion bacteriana dentro de la ubre.

En vacas sanas la cisterna, el canal y el apite ulere pueden estar colonizados por una gran
variedad de bacterias, sin embargo esta carga ria@ete natural no suele aportar
significativamente al recuento de BAM ni de colifegs; mientras que las ubres de vacas con
mastitis tienen el potencial de contaminar la lecben grandes cantidades de
microorganismos. Aun en el caso de que la glanchalmaria se encuentre sana, se reconoce
qgue las primeras porciones de leche ordefiada pentimicroorganismos, disminuyendo su
numero a medida que el ordefio avanza. Esto secayyrque el canal del pezén se encuentra
colonizado por muchos microorganismos, como por meije Saphylococcus,
Corynebacterium, Coliformes, Bacilus, Pseudomonas, etc. Esta contaminacién se ve
acrecentada por el reflujo producido por la ordef@dle tipo convencional, arrastrando con

esto microorganismos que colonizan la punta dedmezacia el interior de la ubre.
2.13 Contaminacion bacteriana fuera de la ubre.

En la parte externa de la ubre y pezones, es poditectar estiércol, barro, paja u otros
residuos de la cama del corral. Si bien la florarabiana del interior de la ubre es, casi en su
totalidad, de tipo mesofilo, en el exterior se samacroorganismos psicroéfilos y termofilos,

de los cuales los formadores de esporas, tantd®iasreomo anaerobios, provocan serios

problemas en la industria.

Entre los microorganismos que pueden llegar acleel@or la via externa, son importantes de
sefalar aquellos que son patogenos para el horobney el Bacillus cereus que tiene la
capacidad de generar esporas con cierta termaemses y que produce cuadros toxicos en el
humano, debido a la produccion de enterotoxinaCl&dtridium perfringens, formador de
esporas, anaerobio y termorresistente, provocdgmals a nivel de la industria quesera y en

la salud publica, ocasionando problemas de digrfiedre.
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La OMS, ha confeccionado una lista en la que salaefilos agentes patdgenos que,
transmitidos por la leche, pueden originar enfeladed en el ser humano. Los mas
importantes son eMycobacterium bovis, microorganismo que puede habitar en la leche;
Brucella abortus, que se localizan en los ganglios linfaticos mamsatiberandose a traves de
la leche por periodos de tiempo muy prolonga@osjella burnetti, rickettsia que provoca la
Fiebre Q y que se libera durante meses en la leehevacas enfermasPseudomona
aeruginosa, muy resistente a los antibidticos y desinfecgmessente en la glandula mamaria
y que afecta a la salud publica en asociacion g¢erios Staphylococcus. Saphylococcus
aureus es el agente causal de numerosos casos de madstitiaracter subclinico, produce
toxinas resistentes al cal@treptococcus agalactiae, tipico de mastitis, presentandose por lo
general el de tipo B, provoca enfermedades en mlahao, principalmente en los recién
nacidos, debido a que el aparato urogenital ferosergonstituye un reservorio; las
enterobacterias, como Eoli capaz de producir mastitis, pueden originar geastayitis

debido a la produccion de enterotoxinas. (Magari#oe0)

También existen otros agentes que provocan masiitiso otras especies 8&phylococcus,
Streptococcus, bacilos, Mycoplasmas, Corinebacterium, hongos, levaduras, etc. que,

contribuyen a la contaminacion de la leche.
2.14 Medio Ambiente.

Si bien el lavado de los pezones es fundamenta pltener una leche de buena calidad
microbiologica, no lo es menos el medio ambienéé gquipo de ordefio y de almacenamiento
de la leche, ya que frecuentemente suelen ser datdumas importante en cuanto a
contaminacion microbiana se refiere. Con respedtanadio ambiente, es importante
considerar al ordefiador, el aire y el agua dispenikl ordefiador puede transmitir
contaminantes que le sean propios, si es que seemng enfermo, actuando de vector al
tomar contacto con superficies, utensilios, etegb que éstos han sido desinfectados, o por
el empleo de malas técnicas de ordefio, como el decimiento de las manos con los
primeros chorros de leche, no lavar las pezonergol de su caida al suelo y previo a su

colocacion, entre otros. (Murphy, 2008)
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Debe reconocerse que el ordefiador presenta elgairmomponente de todas las operaciones
de ordefio y por ello, si se quiere alcanzar ebéait la produccion de leche de calidad, la
preocupacién debe centrarse en asegurar el cabatiotento por parte de éste de todas las
operaciones de rutina, de su higiene personal, desovestimenta adecuada y el no

padecimiento de ninguna enfermedad de tipo infecotdagiosa.

En cuanto a los microorganismos aportados porrelaia leche, durante el ordefio, resulta
muy pequefia su cantidad, pudiendo tener algunartenma algunos tipos de bacterias, como
Bacillus cereus, Clostridium spp y Stpahyilococcus aureus. Esto es posible de evitar no dando

alimentos durante el ordefio (Magarifios, 2000)
2.15 Influencia de la limpieza del equipo y las picas de higiene.

Los residuos de leche de ordefios previos sobulasficies de contacto del equipo, pueden
propiciar el crecimiento de una gran variedad dereorganismos mediante la formacién de

condiciones adecuadas para la proliferacion deebastespeciales, como por ejemplo, las
bacterias terméfilas pueden resistir limpieza cgoaacaliente cuando no se eliminan los

residuos con detergentes o antisépticos. EI mimnitemto de los equipos también cuenta ya

gue los recipientes con marcas, raspaduras, goetiserias con concreciones lacteas actian
como sitios de persistencia microbiana que a @algueden contaminar la leche almacenada
en ellos (Murphy, 2008)

Si el equipo tiene un adecuado disefio, correctalatson y buena higiene, no debe presentar
un elemento preocupante en cuanto a contaminad@obirana. La flora microbiana existente
en un equipo de ordefio puede resultar variablstoyse relaciona con el tipo de detergente y
desinfectante, la técnica de limpieza, las tempeaatde lavado y el estado de las partes de
caucho. Con respecto a estas Ultimas, debe tgm@Esente que se encuentran inevitablemente
en una elevada proporcion, lo cual es perjudicaide el punto de vista higiénico, ya que su
superficie puede absorber hasta un 30% de su peg@ea y tienen una vida Util limitada por
la accion de las temperaturas elevadas aplicadala dmpieza y el uso de detergentes

fuertemente oxidantes (Magarifios, 2000)

El disefio y montaje del equipo de ordefio es unlmsléactores que posteriormente incidira

fuertemente sobre la facilidad de limpieza y, enseguencia, sobre la multiplicacion de
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microorganismos en la instalacién. Por ello, eketitp primordial en toda instalacion y sala
de ordefio es la sencillez, evitando en lo posi® elemento que implique ser desarmado
para su limpieza; en el caso en que no sea fadtleque asegurar que su desarme y montaje
resulte facil. Para el caso de ordefio a mano esnewdable el uso de baldes de boca estrecha
y con tapa, con el objeto de disminuir la posibitidie caida de sustancias extrafias a la leche
(Murphy, 2008)

3. Materiales y métodos.
3.1 Localizacion del estudio.

La investigacion se llevo a cabo en dos establecitos lecheros ubicados en el departamento
de Sonsonate, desde junio hasta noviembre del @ty 2| primero de ellos realiza la rutina
de ordefio de forma manual y se encuentra ubica@b @anton Agua Caliente, municipio de
Caluco; el otro establecimiento lechero practicardefio mecénico y se encuentra ubicado en

el Valle de Zapotitan, municipio de San Julian.

El analisis de las muestras obtenidas en dichablestmientos y la preparacion de los medios
de cultivo fueron realizados en el LaboratorioMierobiologia de Alimentos del Centro de
Investigacion y Desarrollo en Salud (CENSALUD) arUniversidad de El Salvador (UES).

3.2 Descripcion del estudio.

Antes de poner en marcha la investigacion se ezalizvisitas en ambos establecimientos
lecheros con la finalidad de conocer y documerdgrcbndiciones higiénicas y metodologia
sanitaria que se aplicaba en el personal de ordafsala de ordefio, maquinaria de ordefio,

manejo animal y almacenamiento de la leche (Vex@regura A-1).

Luego de haber visitado los dos establecimientdsel®s se inicid con la primera toma de
muestras en el establecimiento lechero manual. magstras fueron trasladadas al
CENSALUD para determinar la carga bacteriana ptesem ellas. Posteriormente a la
determinacion de la calidad microbioldgica de mandses y leche cruda producida en el
establecimiento lechero manual, se solicité alqgeaka cargo de llevar a cabo el ordefio un

cambio en su metodologia sanitaria; se implemeéatante un mes la metodologia propuesta
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por los investigadores y a partir de ese momentealearon visitas peridédicas para verificar

su cumplimiento (Ver anexo, figura A-2).

Luego de haber implementado el nuevo método deiorbigiénico, se realizd una segunda
toma de muestras, las cuales fueron sometidas maenva a un analisis microbiolégico para
demostrar si el método de ordefio higiénico prodajmbios en la carga bacteriana medida
originalmente. Al concluir con la investigacion eh establecimiento lechero con ordefio
manual, se procedié de la misma manera el estabéstio lechero con ordefio mecénico. Los
resultados obtenidos fueron comparados con la N&enaana (Ver anexo, cuadro A-1 y A-2)

y analizados con el método estadistico no paracoéde la Prueba del signo.

Las muestras que constituyeron las unidades expetaies en el caso del establecimiento
lechero manual fueron las provenientes de: las mdeocinco ordefiadores, cinco ubres de
vacas en ordefio y su respectiva muestra de lechesymuestras de leche obtenidas del
tanque de acopio. En el caso del establecimierdioete mecanico se muestrearon: cinco
pezoneras, cinco ubres de vacas en ordefio y sectespmuestra de leche y tres muestras de
leche obtenidas del tanque de acopio. Para un getaral de 72 muestras, el nUmero de
muestras fue representativo debido a que las nmerdealaboratorio exigieron realizar

duplicados y diluciones, donde las muestras adejuign comportamiento multiplicativo.
3.3. Metodologia de campo.
3.3.1 Muestras de leche

Las muestras de leche se tomaron directamenteadglé o recipientes de acopio, una
muestra por dia durante tres dias consecutivosnomshente al ordefio y homogenizacion del
contenido (Ver anexo, figura A-3). Para obtenegaautilizaron jeringas estériles de 50 ml
con las que se muestreo en diferentes puntos tpheade acopio de ambos establecimientos
lecheros; asi mismo se tomaron muestras de lecbaddevaca, todas las muestras de leche se
depositaron en recipientes estériles, y se tratempor al laboratorio para su analisis,

refrigerandolas y manteniéndolas entre 2° a 4°C.
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3.3.2 Muestras de manos.

Las muestras provenientes de las manos de losrmeise tomaron Unicamente en el
establecimiento lechero que practica el ordefio mlamara cada muestra se utilizaron 100
mL de agua peptonada al 1% contenidos en un fiestéail, se vertieron en una bolsa plastica
en la cual el operario introdujo sus manos y lggag® durante un minuto, el liquido se vertié
nuevamente en el frasco para transportar la nauesir una hielera manteniendo una

temperatura inferior a 10°C (Ver anexo, figura A-4)
3.3.3 Muestras de pezoneras.

Se tomaron muestras de pezoneras Unicamente establegimiento lechero mecéanico, se
obtuvieron mediante hisopado de los bordes y sgpsfinternas de cada pezonera con un
hisopo estéril humedecido en agua peptonada abigoluego fue sumergido en un tubo con
la solucién de agua peptonada en el cual se traidslpomuestra a una temperatura inferior a
10°C (Ver anexo, figura A-5).

3.3.4 Muestras de ubre

El procedimiento se realiz6 efectuando el hisopadta totalidad de la ubre bovina, haciendo
énfasis en cada uno de los pezones (Ver anexcoafigtb); el hisopo fue transportado en
tubos con solucién de agua peptonada al 1%, erigtera a menos de 10°C (Ver anexo,
figura A-7).

Las muestras de ubres y leche obtenidas de cada fuacon recolectadas del mismo
espécimen en concordancia con lo establecido eretfadologia estadistica, de manera que en
el establecimiento lechero de ordefio manual losengsncorrelativos de muestras de ubre y
leche del 1 al 5 corresponden a los siguientesnbgyil: Manzana, 08; 2: Chicharra, 13; 3:
Pirata, 04; 4: Canelona, 01 y 5: Chilipuca, 19. @anto que los correlativos para el
establecimiento lechero de ordefio mecanico sa201l;:2: 118; 3: 112; 4: 132 y 5: 166.

3.4. Metodologia de laboratorio.

3.4.1 Prueba presuntiva para coliformes totaled?ara realizar esta prueba, se procesaron las

muestras de las manos, pezoneras, ubres y lecha, silguiente manera: se realizaron tres



20

diluciones para cada muestra, posteriormente s& tam mililitro de cada dilucion para
colocarlo en una placa de Petri a la que se leggagsa 20 ml de agar bilis rojo neutro cristal
violeta (VRBA). Cada placa y su respectivo duplcae incubaron a 35°C durante 24 horas
(Ver anexo, figura A-8 y A-9).

Las placas incubadas fueron sometidas a un an&isiml para identificar las colonias
sospechosas, con ayuda de un contador de colanialstsvo el recuento de UFC por placa
considerando colonias sospechosas aquellas quentaban las siguientes caracteristicas:
color rojo intenso o rojo purpura con precipitado shles biliares alrededor y con diametro
mayor a 0.5 mm. El nimero obtenido se multiplicé @lofactor de dilucién para obtener el

numero de Unidades Formadoras de Colonias poitroilde muestra (FDA, 2001).

3.4.2 Prueba confirmativa para coliformes totalesLa prueba confirmativa de coliformes
totales consistid en inocular diez colonias sospezh de cada una de las muestras de la
prueba presuntiva, en tubos de ensayo conteniemdtio @Bilis Verde Brillante; los tubos
fueron incubados durante 24 a 48 horas a 35°Corssideraron tubos positivos aquellos que
presentaron turbidez y acumulacién de gas en lgpaaande Durham. En base a los tubos

positivos se corrigio el recuento presuntivo cositmiente férmula:

Rcto. de coliformes = Rcto. Estimadd®de colonias confirmadas

N° de colonias inoculadas

3.4.3 Prueba confirmativa para coliformes fecales.

Finalmente la prueba confirmatoria de coliformesafes se llevo a cabo inoculando tubos que
contenian caldo EC con una pequefia muestra detuaalgositivo de la prueba anterior; se
consideraron tubos positivos aquellos que presamtarbidez y acumulacion de gas en la
campana de Durham luego de incubarse por 24 hata¥&(Ver anexo, figura A-10, A-13 y
A-14). En base a los tubos positivos se corrigiGesgluento presuntivo con la siguiente

formula:

Rcto de coliformes = Rcto. Estimado®dd colonias confirmadas

N° de colonias inoculadas
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3.4.4 Recuento de bacterias aerobias mesodfilas.

Este analisis fue realizado Unicamente a las mageske leche y consistio en realizar tres
diluciones para cada muestra, posteriormente s& tam mililitro de cada dilucion para

colocarlo en una placa de Petri a la que se legagyva entre 10 a 15 ml de agar Plate Count.
Cada placa y su respectivo duplicado se incuba®if@ durante 24 horas y luego se realizé

el recuento de colonias en placa. (Ver anexo, digudl y 12).
3.5. Metodologia estadistica.
La prueba del signo.

Esta prueba se utiliza para un disefio relacionadalas condiciones cuando los mismos
sujetos igualados se desempeiian en ambas condiclesta prueba se maneja para probar
pares igualados a fin de determinar si los puntdgesna condicion son menores, mayores 0
iguales que los puntajes de otros. Esta pruebausedeputilizar siempre y cuando los dos

puntajes de cada par se puedan jerarquizar (Boh8ib).

Con dicho método se compararon las dos muestrae gstablecid la diferencia de los dos
tratamientos, primero antes de instaurar la metadalde ordefio higiénico, y el siguiente
después de instaurarlo. La variable consisti6 emghero de UFC en las muestras
recolectadas de manos, pezones, pezoneras y lecheyariable cuantitativa y continua,
siendo la requerida por este tipo de estudio. ladsre@s numéricos se convirtieron a signos
antes de continuar el andlisis. Lo cual estableck snetodologia de ordefio higiénico
propuesta proporciona una mejora (+), un empeordmi¢) o ningun cambio (0). La
hipotesis nula se establecio diciendo que no erisguna diferencia entre los puntajes de los
dos grupos, mientras que la hipotesis alterna otéss de investigacion se establecio
diciendo que se ha generado un cambio. Para needisparidad de signos, se emplearon las
siguientes férmulas:

Célculo de la media: p=nP Célculo de la desviacion tipies nP.Q

Célculo de Z: Z= Xi-pu
(e}

Donde: n es el tamafio de la muestra, P= 0.5, Q= 0.5
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4. Resultados y discusion.

El 100% de las 72 muestras recolectadas en amkaisiezsmientos, antes y después de la
implementacion del manual de ordefio higiénico, ltesan positivas a la presencia de

coliformes fecales.

De forma general y respondiendo a la hipétesisngestigacion, se afirma que aunque la
metodologia de ordefio higiénico, no garantizkeacia de coliformes fecales; si disminuyo
significativamente la presencia de Unidades Formasdde Colonias (UFC), en todas las

muestras recolectadas.

4.1 Establecimiento lechero manual.

Los siguientes cuadros detallan, los promedios BE de coliformes totales, de acuerdo a
cada dilucién y que se obtuvieron en las muesteasmanos, ubres y leche antes y después

de aplicar el método de ordefio higiénico.

Cuadro 4: Promedios de recuentos de UFC en la prualpresuntiva de coliformes totales
para muestras de manos, ubres y leche antes de lplieacion del método de ordefio
higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 total.
Manos 1 Incontable 14,65( 29,50( 22,07t
Manos 2 Incontable 45,10( 310,50( 177,80(
Manos 3 50t 2,65( 0 1,052
Manos4 63C 50C 0 377
Manos 5 790 50 5C0 447
Ubre 1 11F 15C 0 89 (81)
Ubre 2 16C 50 50C 237
Ubre 3 23C 30C 50C 344
Ubre 4 12C 50 0 57 (52)
Ubre 5 21F 10C 50C 272 (245
Lechel 1,26¢ 2,55( 3,00( 2,40¢
Leche2 33t 1,70( 1,50( 176¢
Leche 3 72~ 2,40( 3,00( 3,06:
Leche 4 39C 1,95( 1,50( 3,84(
Leche 5 69t 2,85( 2,00( 2,77:

*Se muestran entre paréntesis los recuentos corregidos en base a los tubos positivos de la prueba confirmatoria de coliformes totales.
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Cuadro 5: Promedios de recuentos de UFC en la prualpresuntiva de coliformes totales
para muestras de manos, ubres y leche después deafdicacion del método de ordefio
higiénico.

Muestra. Promedio 1:1C | Promedio 1:10( Promedio Promedio total.
1:1000
Manos 1 95 40C 0 165 (149
Manos 2 13E 50 0 62 (50)
Manos 3 15E 50 0 69 (53)
Manos 4 19t 50 50C 24¢ (200;
Manos 5 85 0 50C 19t (137
Ubre 1 35 50 0 29(27)
Ubre 2 20 50 0 35(28)
Ubre 3 50 0 0 17 (16)
Ubre 4 65 0 0 22
Ubre 5 50 0 0 17 (14)
Leche 1 29C 85(C 50C 54¢€ (383
Leche 2 45C 95C 0 467 (281
Leche 3 23C 69C 50C 474 (427
Leche ¢ 34t 81C 50C 1,65 (1,332
Leche 5 49t 77C 1,00( 75t (529

*Se muestran entre paréntesis los recuentos corregidos en base a los tubos positivos de la prueba confirmatoria de coliformes totales.

Como se observa en el Cuadro 4, antes de aplidanétedo, las muestras que presentaron
una mayor cantidad de UFC/mL fueron: las muesteamanos, seguidas por las muestras de
leche y finalmente las muestras provenientes desulkl efectuar nuevamente el analisis
microbiologico de las mismas muestras, se obseng reduccion UFC/mL en todas las
muestras; sin embargo, el recuento mas alto se@letn las muestras de leche (Ver Cuadro
5).

Cuadro 6: Evaluacion de muestras de manos de losenarios mediante la prueba del
signo.

Promedio de Promedio de UFC/manos
UFC/manos antes dg¢  después de aplicar el Signode | Valorde Z Valor
aplicar el método de método de Ordefio cambio calculado critico de
Ordefio Higiénico Higiénico Z tabla
Totales Fecales Totales Fecales
22,07" 22,07t 14¢ 132 -
177,80 | 177,80( 5C 5C -
1,052 1,052 53 49 - 1.78 0.4625
377 377 20C 20C -
447 447 137 137 -
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Célculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Célculo de la desviacion estandar:
6= VnP.Q=/5x0.5x0.5= 1.12
Célculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12

Interpretacion del cuadro 6: Como el valor de Z£ulaldo, es mayor al valor critico de Z de la
tabla, rechazamos la hipotesis nula y podemos afique existe una reduccion significativa

de UFC, en las muestras evaluadas luego de aplioaétodo de ordefio higiénico.

Cuadro 7: Evaluacion de muestras de ubres de las s@s mediante la prueba del signo.

Promedio de Promedio de
UFCl/ubres antes de| UFC/ubres después de Signo de| Valor de Z Valor
aplicar el método de| aplicar el método de | cambio calculado critico de
Ordefio Higiénico Ordefio Higiénico Z tabla

Totales | Fecales | Totales Fecales

81 81 27 27 -

237 237 28 28 -

344 344 16 14 - 1.78 0.4625

52 52 22 20 -

245 245 14 14 -

Célculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Célculo de la desviacion estandar:
6= VnP.Q=/5x0.5x0.5= 1.12
Célculo del valor de Z:

Z= Xi-) = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12
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Interpretacion del cuadro 7: Como el valor de Zwlaldo, es mayor al valor critico de Z de la
tabla, rechazamos la hipotesis nula y podemos afique existe una reduccion significativa

de UFC, en las muestras evaluadas luego de aplioaétodo de ordefio higiénico.

Cuadro 8: Evaluacion de muestras de leche cruda deca mediante la prueba del signo.

Promedio de UFC/ml Promedio de UFC/ml
antes de aplicar el después de aplicar el | Signode | Valorde Z Valor
método de Ordefio método de Ordefio cambio calculado critico de Z
Higiénico Higiénico tabla
Totales Fecales Totales Fecales
2,405 2,40¢ 382 3832 -
1,768 176¢ 281 327 -
3,063 3,06: 427 427 - 1.78 0.4625
3,840 3,84( 1,32¢ 1,32¢ -
2,773 2,77: 52¢ 52¢ -

Célculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Célculo de la desviacion estandar:
6= YnP.Q=v5x0.5x0.5= 1.12

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12

Interpretacion del cuadro 8: Como el valor de Z£wlaldo, es mayor al valor critico de Z de la
tabla, rechazamos la hipotesis nula y podemos afique existe una reduccion significativa

de UFC, en las muestras evaluadas luego de aplioaétodo de ordefio higiénico.

Como puede observarse en los cuadros 6, 7 y 8etoentos superiores a la norma, fueron
producto de ciertas practicas y condiciones quetafen negativamente la higiene de las
instalaciones y de las herramientas usadas antesntd y después del ordefio, como por
ejemplo: los ordefiadores tenian multiples tareasralele la explotacion y su actividad no

estaba restringida a la sala de ordefio; el usosdmismos lazos para la sujecién de animales
dentro y fuera de la sala de ordefio, el uso dévaslitubricantes como manteca de origen

animal durante el ordefio y principalmente la renizede los operarios a adoptar un nuevo
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método de ordefio para ellos desconocido; segunhHyui008), el ordefiador representa el
principal componente de la rutina de ordefio, pdaido debe de estar familiarizado con las
practicas higiénicas dentro y fuera de la salardef, para garantizar que no se convierta en

un vector de microorganismos.

En el 100% de las muestras, se comprobo la presd¢anto de coliformes totales como
fecales, mediante la prueba confirmativa en tubasnormativa consultada, establece que
ciertas bacterias como las coliformes fecales, etzed estar presentes en ninguna superficie
viva o inerte en contacto con los alimentos (DIGEX®®7). Estos datos junto al recuento de
UFC en manos Yy superficie de la prueba presuntiga, indican que el método de ordefio
higiénico propuesto es efectivo en la reducciérioderecuentos bacterianos de coliformes

totales; mas no produce una ausencia de colifototales y fecales en un 100%.

En las muestras de leche, también se efectué wrenmtx de microorganismos aerobios
mesofilos, para determinar si el método de ordedpuyesto, generaba reduccién en la carga
bacteriana que se encuentra normalmente en la tguba. Los resultados de ésta prueba se

detallan en los cuadros 9y 10:

Cuadro 9: Promedio de UFC (Unidades Formadoras de @onias) detectadas en recuento
de bacterias mesofilas en muestras de leche antedgspués de la aplicacion del método
de ordeiio higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 Total.
Dia 1 Incontables 21,450 28,500 24,875
Dia 2 Incontables 26,650 77,500 52,075
Dia 3 Incontables 29,550 55,500 42,525

Cuadro 10: Promedio de UFC (Unidades Formadoras deColonias) detectadas en
recuento de bacterias mesofilas en muestras de lectiespués de la aplicacién del método

de ordefio higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 total.
Dia 1 Incontables 20,750 51,500 36,125
Dia 2 Incontables 24,800 70,000 47,400
Dia 3 Incontables 26,250 63,500 44 875
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Se observé que la variacion en el recuento de UEG#mes y después de aplicar el método
de ordefio higiénico fue minima, lo cual se corrébmon la prueba estadistica detallada en el
Cuadro 11.

Cuadro 11: Evaluacién de bacterias aerobias mesiafs en leche cruda de vaca por
medio de la prueba del signo.

Promedio de UFC/m Promedio de UFC/ml Signode | Valorde Z Valor
antes de aplicar el después de aplicar el cambio calculado critico de Z
método de Ordefio método de Ordefio tabla

Higiénico Higiénico
24,975 36,12t +
52,075 47,40( - -1.14 -0.4573
42,525 44,87¢ +

Calculo de la media:

M= nP= 3x0.50= 1.5

Calculo de la desviacion estandar:
6= YnP.Q=v0x0.5x0.5= 0.87

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-y = Xi-nP = 1.5-0.5= -1.14

s nP.Q 0.87

Interpretacion del cuadro 11: Como el valor de Ewado, es menor al valor critico de Z de
la tabla, aceptamos la hipotesis nula y podemasnafi que no existe una reduccion
significativa de UFC, en las muestras evaluadagoluge aplicar el método de ordefio
higiénico.

Al evaluar el Manual de Ordefio Higiénico, se demdogtie la metodologia implementada, no
produce cambios significativos en los recuentosbdeterias mesoéfilas. Los resultados
obtenidos se encuentran en concordancia con loptardean ciertos autores: ya que se
considera que la leche es estéril al ser secrgmdids alvéolos de la glandula y es invadida
por bacterias mesdfilas, al pasar por la cistereh ganal de la ubre (Murphy, 2008), tales

microorganismos no representan un riesgo para llad,s@pero recuentos elevados, son
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asociados a leche de mala calidad o a fallas eefiggeracion. Asi mismo pueden observarse

en leche que ha iniciado el proceso de descompagiBiascual y Calderon, 2001).

Aunque no hubo cambios significativos, cabe destgga los recuentos de bacterias aerobias
mesofilas, obtenidos en las muestras de leche prvwes del establecimiento lechero
manual, son inferiores a 300,000UFC/MI; por tardgim la Norma Salvadorefia Obligatoria
(CONACYT, 2006), la leche producida en este estailiento es de clase A. Se atribuye que
la variacion fue minima, debido a que no existengtodo de desinfeccidn interna del pezén y

la ubre.

4.2 Establecimiento lechero mecanico.

Al igual que en el establecimiento lechero mansal, presentan los promedios que se
obtuvieron en cada dilucion de cada muestra (Cud@oy 13), aclarando que en este
establecimiento, se muestrearon las pezoneras gyotos objetos que se encuentran en
contacto mas directo con la leche. Se observé qtes ale aplicar el método de ordefio
higiénico los valores més altos en el recuento BE,lse obtuvieron en las muestras de ubre,
seguidas por las de leche y siendo las muestrasyamor cantidad de UFC, las de las

pezoneras.

Cuadro 12: Promedios de recuentos de UFC en la prba presuntiva de coliformes
totales para muestras de pezoneras, ubres y lechetes de la aplicacion del método de
ordefio higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 total.
Pezonera 1 75 150 1,000 409
Pezonera 2 50 50 500 300
Pezonera 3 60 100 0 54
Pezonera 4 100 200 1,500 600
Pezonera 5 65 150 1,000 405
Ubre 1 705 6,200 19,000 8,635
Ubre 2 845 6,600 21,000 9,482
Ubre 3 680 6,150 1,600 7,610
Ubre 4 685 4,900 13,500 6,362
Ubre 5 685 6,050 13,500 6,745
Leche 1 120 700 1,000 607
Leche 2 220 350 1,500 690
Leche 3 120 150 1,500 590 (531)
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Leche 4 135 200 0 112

Leche 5 185 350 500 345

*Se muestran entre paréntesis los recuentos corregidos en base a los tubos positivos de la prueba confirmatoria de coliformes totales.

Cuadro 13: Promedios de recuentos de UFC en la prba presuntiva de coliformes

totales para muestras de pezoneras, ubres y lechespués de la aplicaciéon del método de

ordefio higiénico.

Muestra. Promedio 1:10 Promedio Promedio Promedio
1:100 1:1000 total.
Pezonera 1 40 50 500 197 (177)
Pezonera 2 45 100 0 49
Pezonera 3 25 0 0 9 (8)
Pezonera 4 45 100 500 215 (194)
Pezonera 5 79 200 0 90 (81)
Ubre 1 95 250 500 282 (254)
Ubre 2 105 100 1,000 402 (362)
Ubre 3 65 150 0 72 (51)
Ubre 4 100 50 0 50 (40)
Ubre 5 80 0 0 27 (25)
Leche 1 120 100 500 240
Leche 2 95 100 0 65 (52)
Leche 3 150 450 500 367
Leche 4 100 50 0 50 (40)
Leche 5 125 200 500 275 (248)

*Se muestran entre paréntesis los recuentos corregidos en base a los tubos positivos de la prueba confirmatoria de coliformes totales.

De igual forma se efectud un andlisis estadistise gbservaron los siguientes resultados:

Cuadro 14: Evaluacion de muestras de pezoneras madie la prueba del signo.

Promedio de UFC Promedio de UFC
antes de aplicar el después de aplicar el Signode | Valorde Z Valor
método de Ordefio método de Ordefio cambio calculado critico de Z
Hig_;iénico Hig_;iénico tabla
Totales Fecales Totales Fecales
409 40¢ 17¢€ 17¢ -
300 27C 49 49 -
54 54 f?) 9 - 1.78 0.4625
600 54( 194 194 -
405 324 81 81 -
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Calculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Calculo de la desviacion estandar:
6= VnP.Q=15x0.5x0.5= 1.12

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12

Interpretacion del cuadro 14: Como el valor de Euwdado, es mayor al valor critico de Z de
la tabla, rechazamos la hipétesis nula y podenmiosafjue existe una reduccion significativa

de UFC, en las muestras evaluadas luego de aplioaétodo de ordefio higiénico.

Cuadro 15: Evaluacion de muestras de ubres de lassas mediante la prueba del signo.

Promedio de UFC Promedio de UFC

antes de aplicar el después de aplicar el Signode | Valorde Z Valor
método de Ordefio método de Ordefio cambio calculado critico de Z

Higiénico Higiénico tabla

Totales Fecales Totales Fecales

8,635 8,63t 254 254 -

9,482 9,48: 362 362 -

7,610 7,61( 51 51 - 1.78 0.4625
6,362 6,36: 40 40 -

6,745 6,74 25 25 -

Calculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Calculo de la desviacion estandar:
o= YnP.Q=V5x0.5x0.5= 1.12

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12
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Interpretacion del cuadro 15: Como el valor de Ewado, es mayor al valor critico de Z de
la tabla, rechazamos la hipotesis nula y podemasnaf que existe una reduccion
significativa de UFC, en las muestras evaluadagoluge aplicar el método de ordefio

higiénico.

Cuadro 16: Evaluacion de muestras de leche cruda deica mediante la prueba del signo.

Promedio de UFC Promedio de UFC
antes de aplicar el después de aplicar el Signode | Valorde Z Valor
método de Ordefio método de Ordefio cambio calculado critico de Z
Higiénico Higiénico tabla
Totales Fecales Totales Fecales
607 607 24C 24C -
69C 621 52 52 -
531 531 367 367 - 1.78 0.4625
112 101 40 40 -
345 34E 24¢ 24¢ -

Célculo de la media:

M= nP=5x0.50= 2.5

Célculo de la desviacion estandar:
6= VnP.Q=v5x0.5x0.5= 1.12

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 4.5-2.5=1.78

s nP.Q 1.12

Interpretacion del cuadro 16: Como el valor de EEudado, es mayor al valor critico de Z de
la tabla, rechazamos la hipotesis nula y podemasnaf que existe una reduccion
significativa de UFC, en las muestras evaluadagoluge aplicar el método de ordefio

higiénico.

Luego de analizar la metodologia de ordefio propysst los investigadores, se evidencio una
reduccidn significativa en el recuento de UFC,anduperficies muestreadas; pero solo en el
20% de las muestras de pezoneras (Ver cuadraséd4btuvieron recuentos inferiores a los
permitidos por la normativa consultada. Al iguakgen establecimiento lechero manual, el

principal factor involucrado en la persistencia ldecontaminacion, fue el operador de la
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estacion de ordefio, quien atendia diferentes tagsrse de la calibracion, colocacién y retiro
de las pezoneras. Segun Murphy (2008), los resid@oteche de ordefios previos, en la
superficie de contacto del equipo de ordefio y deseitsicos como grietas o acumulacién de
concreciones, pueden propiciar el crecimiento degran variedad de microorganismos, que
contaminan la leche con la que estan en contactw squipo tiene un adecuado disefio y se
higieniza correctamente, no debe ser un elememtocppante en cuanto a la contaminacion
bacteriana. Sin embargo, la desinfeccion dependesdeperarios y por ende pueden existir
fallas en el proceso. También se observo que lbsssal vacio de las pezoneras son de
caucho, material que tiene una vida util limitgdaquiere de reemplazos periodicos cosa que
no se realiza por aminorar costos de produccionarterior es confirmado por Magarifios,
gue ha descrito que el caucho es capaz de abswstarun 30% de su peso en grasa, lo cual
lo convierte en un factor importante de contamibiacde la leche durante el ordefio
(Magarifios, 2000).

Tanto en la prueba de coliformes totales, comaeirdeba de coliformes fecales, se observé
gue hubo menos tubos positivos, luego de aplicandtodologia de ordefio higiénico. Se

comprobo6 que la mayoria de las colonias sospechmsmadtaron ser positivas; por lo tanto

siempre existio contaminacion fecal en el 100% ds muestras, luego de haberse
implementado el manual. Al igual que en el casoedthblecimiento lechero manual, los

recuentos de bacterias aerobias mesofilas, andespués del método fueron muy similares
(Ver Cuadro 17 y 18); y esto permite afirmar consnsalidez, que el método de ordefio

higiénico, no influye significativamente en la redidn de la flora normal, que se encuentra
en la leche cruda; pues la variacion en los redodtano es significativa. Sin embargo, los

recuentos de bacterias aerobias mesofilas, percetiatogar a la leche producida como clase
A (CONACYT 2006), pues todos son inferiores a 300,0FC/ml.

Cuadro 17: Promedio de UFC (Unidades Formadoras deColonias) detectadas en
recuento de bacterias mesdéfilas en muestras de lecantes de la aplicacion del método de
ordefio higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 total.
Dia 1 Incontables 23,150 25,500 24,325
Dia 2 Incontables 24,250 28,000 26,125
Dia 3 Incontables 27,050 26,000 26,525
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Cuadro 18: Promedio de UFC (Unidades Formadoras deColonias) detectadas en
recuento de bacterias mesofilas en muestras de lectiespués de la aplicacién del método

de ordeiio higiénico.

Muestra. Promedio Promedio Promedio Promedio
1:10 1:100 1:1000 total.
Dia 1 Incontables 23,750 19,000 21,375
Dia 2 Incontables 30,000 28,000 29,000
Dia 3 Incontables 25,300 28,000 26,650

Cuadro 19: Evaluaciéon de bacterias aerobias mest#s en leche cruda de vaca por
medio de la prueba del signo.

Promedio de UFC Promedio de UFC Signode | Valorde Z Valor
antes de aplicar el después de aplicar el cambio calculado critico de Z
método de Ordefio método de Ordefio tabla
Higiénico Higiénico
24,32t 21,375 -
26,125 29,000 + -1.14 -0.4573
26,525 26,650 +

Calculo de la media:

M= nP=3x0.50= 1.5

Calculo de la desviacion estandar:
6= YnP.Q=/ 3x0.5x0.5= 0.87

Céalculo del valor de Z:

Z= Xi-u = Xi-nP = 0.5-1.5=-1.14

s nP.Q 0.87

Interpretacion del cuadro 19: Como el valor dealtulado es menor al valor critico de Z de
la tabla, aceptamos la hipotesis nula y podemosnafique no existe una reduccion
significativa de UFC en las muestras evaluadasolugg aplicar el método de ordefio

higiénico.
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5. CONCLUSIONES.

En el 100% de las muestras recolectadas duranievéstigacion, se observé una
reduccion en el nimero de Unidades Formadoras deni@s (UFC); sin embargo
todas resultaron positivas a la presencia de colés totales y fecales, es decir que la
implementacion del manual de ordefio higiénicoggujo la carga bacteriana presente
en la leche cruda, pero no garantizé la ausencieolii®ermes totales y fecales en la

leche cruda de vaca.

Los recuentos de bacterias aerobias mesofilasnidbte en las muestras de leche
cruda de vaca, después de haber implementado elamamdican que la metodologia
de ordefio higiénico propuesta, no genera cambgsfisativos en la cantidad de

bacterias presentes en la leche cruda.

Las practicas higiénicas y sanitarias, influyen ecimmente en la calidad

microbioldgica de la leche cruda de vaca.

Con la aplicacion de la metodologia de ordefio higeé propuesta en los
establecimientos lecheros, se redujo la cargaebaot de coliformes en las

superficies en contacto con la leche, es decigauprmanos de los operarios.

Con la aplicacion del método de ordefio higiénicdosrestablecimientos lecheros, se

redujeron los niveles de contaminacion bacteriania éeche ahi producida.

El uso de una metodologia de ordefio higiénico, perabtener materia prima lactea
inocua, para el consumo directo y su procesamiaeidiciendo asi el riesgo de
padecer enfermedades transmitidas por alimentosogosis en las poblaciones en

riesgo.
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6. RECOMENDACIONES.

Implementar una metodologia higiénica, para sucagibn en concordancia con las
normas internacionales de Buenas Practicas de €idduLechera, que abarque no
solo la fase de ordefio sino también el alojamidetbovinos, el transporte de la leche
y el procesamiento de la misma; para garantizarequedas sus fases la produccion

lactea sea inocua.

Realizar muestreos secuenciales de distintos moseat la produccién lactea, como
son: transporte, almacenamiento y procesamientdpmiea que se obtengan datos

relevantes con respecto al manejo sanitario decteel como materia prima.

Se recomienda que los ordefiadores u operarios @sstiaciones de ordefio, ingresen a
la sala de ordefio Unicamente cuando utilicen launmehtaria adecuada, y sus

instrumentos de trabajo se encuentren limpios.

Proponer que la metodologia de ordefio higiénicd dgscrita, se adopte como un
método comprobado y estandarizado para su aplita@n los establecimientos
lecheros y se refuerce su importancia por lasmega reguladoras de salud animal y

humana de nuestro pais.

Recomendar a los productores de la zona, la impiEmién de una metodologia de
ordefio higiénico; no solo para la prevencion deemmédades transmitidas por
alimentos, sino también como un método eficientelstener un producto inocuo, y la
consecuente ventaja de optar a premios por desengpdfigiene por parte de las

compafias procesadoras.
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8. Anexos.

Cuadro A-1: Limites permisibles para coliformes toales y patdgenos para muestras
recolectadas por medio de enjuague.

SUPERFICIES
Método del
enjuague Vivas Pequeias o internas
Limite de Limite Limite de Limite
Ensayo deteccion del permisible deteccion del permisible
método método
Coliformes 25 UFC/ 25 UFC/
totales 100 UFC/mano{ 100 superficie superficie
UFC/manos muestreada muestreada
Ausencia / Ausencia /
Patdgeno Ausencia/mano Ausencia superficie superficie
/manos muestreada muestreada

(Tomado de DIGESA. 2007.)

Cuadro A-2: Limites permisibles para coliformes toales y patdgenos para muestras

recolectadas por medio de hisopado.

SUPERFICIES INERTES

Método del
Hisopo Superficie regular Superficie irregular
Limite de Limite de
Ensayo deteccion del Limite deteccion del Limite
método permisible método permisible
10 UFC/ 10 UFC/
Coliformes 0.1 UFC/cmz 1 UFC/cm?2 superficie superficie
totales muestreada muestreada
Ausencia/ Ausencia / Ausencia / Ausencia /
Patégeno superficie superficie superficie superficie
muestreada er] muestreada el muestreada muestreada
cm?2 cm?2

(Tomado de DIGESA. 2007.)
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Cuadro A-3: Cantidad de UFC detectadas en la prueb presuntiva de coliformes en
muestra de manos, ubres y leche, en el establecini® lechero manual, antes de la

aplicacion del método de ordefio higiénico.

flucion Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Manos 1 [ Incontables | Incontables 13,40( 15,90( 35,00( 24,00(
Manos 2 | Incontables | Incontables 47,50( 42,70( 261,00( 360,00(
Manos 3 67C 34C 4,30( 1,00( 0 0
Manos 4 52C 74C 80C 20C 0 0
Manos 5 82C 760 10C 0 1,000 0
Ubre 1 12C 11C 20C 10C 0 0
Ubre 2 19C 13C 10C 0 100C¢ 0
Ubre 3 25C 21C 40C 20C 100( 0
Ubre 4 15C 90 10C 0 0 0
Ubre 5 23C 20C 10C 10C 100( 0
Leche 1 74C 1,79( 2,60( 2,50( 3,00( 3,00(
Leche 2 46C 21C 2,30( 1,10( 2,00( 1,00(
Leche ¢ 89C 56C 2,80( 2,00( 3,00( 3,00(
Leche ¢ 40C 38C 2,10 1,80( 2,00( 1,00(
Leche ¢ 87C 52C 3,00( 2,70( 3,00( 1,00(

Cuadro A-4: Cantidad de UFC detectadas en la pruebgresuntiva de coliformes en
muestra de manos, ubres y leche, en el establecintie lechero manual, después de la

aplicacion del método de ordefio higiénico.

flucion Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién

Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Manos 1 11C 80 50C 30C 0 0
Manos 2 14C 13C 10C 0 0 0
Manos & 21C 10C 10C 0 1,00( 0
Manos 4 23C 16C 10C 0 1,00( 0
Manos & 70 10C 0 0 1,00( 0
Ubre 1 50 20 10C 0 0 0
Ubre 2 30 10 10C 0 0 0
Ubre 3 60 40 0 0 0 0
Ubre 4 80 50 0 0 0 0
Ubre 5 40 60 0 0 0 0
Leche 1 31C 27C 90C 80C 1,00( 0
Leche 2 48C 42C 1,00( 90C 0 0
Leche 3 26C 20C 71C 67C 1,00( 0
Leche 4 39C 30C 84C 78C 1,00( 0

Leche 5 51C 48C 81C 73C 1,00( 1,00(
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Cuadro A-5: Cantidad de tubos positivos detectadogn la prueba confirmatoria de
coliformes totales en muestras de manos, ubres yche, en el establecimiento lechero

manual, antes de la aplicacion del método de ordefigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues

Manos1

Manos2

Manos3

Manos4

+[+]|+]|+]|+

Manos5

Ubre 1

Ubre 2

+l+ [+ [+ + ||+ [+

Ubre 3

S5 RS N N R B ) I

Ubre 4

Ubre 5

Lechel

Leche 2

Leche ¢

Leche 4

S S S S R I S (S S S I [ I R S
S S S S R I S (S S S I [ I R S
S5 N S (R ) R [ (S I I S [ ) R
S5 N NS [ ) R [ (S I R S [ ) R S
S0 S S S S ) S (S S S I [ I R
S0 S S S S ) S (S S S I [ I R
S5 N NS [ ) R [ (S I R S [ ) R S

[+ ]|+ [+ ]+ ]+

+ |+ [+ [+]+
++[+[+]+

Leche 5

Cuadro A-6: Cantidad de tubos positivos detectadogn la prueba confirmatoria de
coliformes totales en muestras de manos, ubres yche, en el establecimiento lechero

manual, después de la aplicacion del método de ofiehigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Manos1 4 4 + - + + 4 4 4 +
Manos2 - + + + + + + - + +
Manos3 a4 - + + + + a4 a4 - +
Manos4 + + + + - + + + + +
Manos5 + + + + + - + + + -
Ubre 1 + - + + + + + + + +
Ubre 2 3 3 - + + + - 3 3 +
Ubre 3 + + + - + + + + + +
Ubre 4 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Ubre 5 - + + + + + + + + -
Lechel + - + + - + + + + -
Leche 2 - + + - + - + - + +
Leche 3 3 - + + + + 3 3 3 +
Leche 4 + + + + + + + - + -
Leche ¢ + - - + + + - + + +
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Cuadro A-7: Cantidad de tubos positivos detectadogn la prueba confirmatoria de
coliformes fecales en muestras de manos, ubres gHe, en el establecimiento lechero

manual, antes de la aplicacion del método de ordefigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues

Manos1

Manos2

Manos3

Manos4

+[+]|+]|+]|+

Manos5

Ubre 1

Ubre 2

+l+ [+ [+ + ||+ [+

Ubre 3

S5 RS N N R B ) I

Ubre 4

Ubre 5

Lechel

Leche 2

Leche ¢

Leche 4

S S S S R I S (S S S I [ I R S
S S S S R I S (S S S I [ I R S
S5 N S (R ) R [ (S I I S [ ) R
S5 N NS [ ) R [ (S I R S [ ) R S
S0 S S S S ) S (S S S I [ I R
S0 S S S S ) S (S S S I [ I R
S5 N NS [ ) R [ (S I R S [ ) R S

[+ ]|+ [+ ]+ ]+

+ |+ [+ [+]+
++[+[+]+

Leche 5

Cuadro A-8: Cantidad de tubos positivos detectadogn la prueba confirmatoria de
coliformes fecales en muestras de manos, ubres gHhe, en el establecimiento lechero

manual, después de la aplicacion del método de ofiehigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Manos1 4 4 + - + + 4 4 4 +
Manos2 - + + + + + + - + +
Manos3 a4 - + + + + a4 a4 - +
Manos4 + + + + - + + + + +
Manos5 + + + + + - + + + -
Ubre 1 + - + + + + + + + +
Ubre 2 3 3 - + + + - 3 3 +
Ubre 3 + + + - + + + + + -
Ubre 4 3 3 3 3 3 3 3 3 - 3
Ubre 5 - + + + + + + + + -
Lechel s + + s + s + s + +
Leche 2 - + + - + - + - + +
Leche 3 3 - + + + + 3 3 3 +
Leche 4 + + + + + + + - + -
Leche ¢ + - - + + + - + + +
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Cuadro A-9: Cantidad de tubos positivos en las prdsas confirmatorias de coliformes
totales y fecales para muestras de manos, ubreseche; antes y después de la aplicacion
del método de ordefio higiénico.

Muestra Coliformes totales Coliformes fecales
Antes Después Antes Después
Manos 1 10 9 10 8
Manos 2 10 8 10 8
Manos = 10 8 10 7
Manos 4 10 8 10 8
Manos £ 10 7 10 7
Ubre 1 9 9 9 9
Ubre 2 10 8 10 8
Ubre 3 10 9 10 8
Ubre 4 9 10 9 9
Ubre 5 9 8 9 8
Leche ] 10 7 10 7
Leche 2 10 6 10 7
Leche 3 10 9 10 9
Leche 4 10 8 10 8
Leche 5 10 7 10 7

Cuadro A-10: Cantidad de UFC detectadas en recuemtde bacterias mesofilas en
muestras de leche, en el establecimiento lechero mu@l, antes de la aplicacion del

método de ordefio higiénico.

ilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Dia 1 Incontables] Incontables| 21,800 21,100 11,000 46,000
Dia 2 Incontables) Incontables] 27,600 25,700 78,000 77,000
Dia 3 Incontables] Incontables| 28,200 30,900 61,000 50,000

Cuadro A-11: Cantidad

muestras de leche, en el establecimiento lechero mul, después de la aplicacion del

de UFC detectadas en recuemtde bacterias mesofilas en

método de ordefio higiénico.

ilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Dia 1 Incontables] Incontables| 21,000 20,500 55,000 48,000
Dia 2 Incontables] Incontables| 26,100 23,500 73,000 67,00(0
Dia 3 Incontables] Incontables| 28,300 24,200 66,000 61,000
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Cuadro A-12: Cantidad de UFC detectadas en la pruma presuntiva de coliformes en
muestra de pezoneras, ubres y leche, en el estabi@ento lechero mecénico, antes de la

aplicacion del método de ordefio higiénico.

flucion Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Pezoneral 80 70 20C 10C 1,00( 1,00(
Pezonera2 50 50 10C 0 1,00( 0
Pezonera3 70 50 20C 0 0 0
Pezonera4 11C a0 30C 10C 2,00( 1,00(
Pezonerab5 70 60 20C 10C 1,00( 1,00(
Ubre 1 78C 63C 6,50( 5,90( 21,00( 17,00(
Ubre 2 85( 84( 7,20( 6,00( 24,00( 18,00(
Ubre 3 70C 66C 6,90( 5,40( 19,00( 13,00(
Ubre 4 69C 68C 5,10(C 4,70( 16,00( 11,00(
Ubre 5 77C 60C 6,30( 5,80( 15,00( 12,00(
Leche 1 13C 11C 80C 60C 1,00( 1,00(
Leche ¢ 24C 20C 40C 30C 2,00( 1,00(
Leche ¢ 14C 10C 20C 10C 2,00( 1,00(
Leche 4 15C 12C 30C 10C 0 0
Leche 5 20C 17C 50C 20C 1,00( 0

Cuadro A-13: Cantidad de UFC detectadas en la prueb presuntiva de coliformes en

muestra de pezoneras, ubres y leche, en el establ@ento lechero mecanico, después de

la aplicacion del método de ordefio higiénico.

flucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién Dilucién

Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Pezonera: 40 40 10C 0 1,00( 0
Pezonera: 50 40 10C 10C 0 0
Pezonerax: 30 20 0 0 0 0
Pezonera4 60 30 10C 10C 1,00(C 0
Pezonerab 80 60 20C 200 0 0
Ubre 1 10C aC 30C 20C 1,00( 0
Ubre 2 13C 80 10C 10C 2,00( 0
Ubre 3 80 5C 20C 10C 0 0
Ubre 4 12C 80 10C 0 0 0
Ubre 5 °[0) 70 0 0 0 0
Leche 1 13C 11C 20C 0 1,00( 0
Leche 2 10C aC 10C 10C 0 0
Leche 3 180 120 700 200 1,00C 0
Leche 4 12C 8C 10C 0 0 0
Leche 5 13C 12C 20C 20C 1,00( 0
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Cuadro A-14: Cantidad de tubos positivos detectadosn la prueba confirmatoria de
coliformes totales en muestras de pezoneras, ubrgdeche, en el establecimiento lechero

mecanico, antes de la aplicacion del método de ofaehigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Pezoneral + + + + + + + + + +
Pezonera2 + + + + + + + + + +
pezonera3 4 4 + 4 4 + + 4 + 4
pezonera4 + + + + + + + + + +
pezonerab + + + + + + + + + +
Ubre 1 + + + + + + + + + +
Ubre 2 + + + + + + + + + +
Ubre 3 + + + + + + + + + +
Ubre 4 A A + A A + + A + A
Ubre 5 + + + + + + + + + +
Leche 1 A A + A A + + A + A
Leche 2 + + + + + + + + + +
Leche ¢ A A + A - + + A + A
Leche 4 + + + + + + + + + +
Leche 5 A A + A A + + A + A

Cuadro A-15: Cantidad de tubos positivos detectadosn la prueba confirmatoria de
coliformes totales en muestras de pezoneras, ubngdeche, en el establecimiento lechero

mecanico, después de la aplicacion del método delefio higiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Pezoneral + + + + + = + + + +
Pezonera2 + + + + + + + + + +
pezonera3 + + = + + + + + + =
pezonera4 + - + + + + + + + +
pezonerab + + + + + + + - + +
Ubre 1 - + + + + + + + + +
Ubre 2 3 3 + 3 - + + 3 + 3
Ubre 3 + + + + - - + + + -
Ubre 4 3 - 3 3 3 3 3 - 3 3
Ubre 5 + + + - + + + + + +
Leche 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Leche 2 - + + + + + + + + -
Leche 3 3 3 + 3 3 + + 3 + 3
Leche 4 + - + + + + - + + +
Leche ¢ + + + + - + + + + +
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Cuadro A-16: Cantidad de tubos positivos detectadosn la prueba confirmatoria de
coliformes fecales en muestras de pezoneras, ubseteche, en el establecimiento lechero

mecanico, antes de la aplicacion del método de ofaehigiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Pezoneral + + + + + + + + + +
Pezonera2 | + - + + + + + + + +
pezonera3 4 4 + 4 4 + + 4 + 4
pezonera4 + + + + + - + + + +
pezonerab + + + = + + + + + =
Ubre 1 + + + + + + + + + +
Ubre 2 + + + + + + + + + +
Ubre 3 + + + + + + + + + +
Ubre 4 A A + A A + + A + A
Ubre 5 + + + + + + + + + +
Leche 1 A A + A A + + A + A
Leche 2 + + + + + + + + - +
Leche ¢ A A + A - + + A + A
Leche 4 + + - + + + + + + +
Leche 5 A A + A A + + A + A

Cuadro A-17: Cantidad de tubos positivos detectadosn la prueba confirmatoria de
coliformes fecales en muestras de pezoneras, ubseteche, en el establecimiento lechero

mecanico, después de la aplicacién del método delefio higiénico.

ubo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Mues
Pezoneral + + + + + = + + + +
Pezonera2 + + + + + + + + + +
pezonera3 + + = + + + + + + =
pezonera4 + - + + + + + + + +
pezonerab + + + + + + + - + +
Ubre 1 - + + + + + + + + +
Ubre 2 3 3 + 3 - + + 3 + 3
Ubre 3 + + + + - - + + + -
Ubre 4 3 - 3 3 3 3 3 - 3 3
Ubre 5 + + + - + + + + + +
Leche 1 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3
Leche 2 - + + + + + + + + -
Leche 3 3 3 + 3 3 + + 3 + 3
Leche 4 + - + + + + - + + +
Leche ¢ + + + + - + + + + +
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Cuadro A-18: Cantidad de tubos positivos en las prebas confirmatorias de coliformes
totales y fecales para muestras de pezoneras, ubrgsleche; antes y después de la
aplicacion del método de ordefio higiénico.

Muestra Coliformes totales Coliformes fecales
Antes Después Antes Después
Pezonera 1 10 9 10 9
Pezonera 2 10 10 9 10
Pezonera . 10 8 10 9
Pezonera - 10 9 9 9
Pezonera! 10 9 8 9
Ubre 1 10 9 10 9
Ubre 2 10 9 10 9
Ubre 3 10 7 10 7
Ubre 4 1C 8 10 8
Ubre 5 10 9 10 9
Leche ] 10 10 10 1C
Leche 2 10 8 9 8
Leche 3 9 10 9 10
Leche 4 10 8 9 8
Leche 5 10 9 10 9

Cuadro A-19: Cantidad de UFC (Unidades Formadoras @ Colonias) detectadas en

recuento de bacterias mesoéfilas en muestras de lechen el establecimiento lechero

mecanico, antes de la aplicacion del método de ofdehigiénico.

ilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Dia 1 Incontables] Incontables| 23,500 22,800 28,000 23,000
Dia 2 Incontables] Incontables| 25,000 24,300 30,000 26,000
Dia 3 Incontables] Incontables| 27,200 26,900 27,000 25,000

Cuadro A-20: Cantidad de UFC (Unidades Formadoras @ Colonias) detectadas en

recuento de bacterias mesoéfilas en muestras de lechen el establecimiento lechero

mecanico, después de la aplicacién del método delefio higiénico.

ilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
Muestr 1:10 1:10 1:100 1:100 1:1000 1:1000
Dia 1 Incontables) Incontables] 24,900 22,600 20,000 18,000
Dia 2 Incontables) Incontables] 30,200 29,800 31,000 25,000
Dia 3 Incontables) Incontables] 26,500 24,100 28,000 28,000




Cuadro A-21: Valores criticos de Z.
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Figura A-4: Muestreo de manos.
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Figura A-7: Muestras transportadas en refrigeracion

Figura A-8: Diagrama prueba presuntiva.
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Figura A-10: Inoculacion de tubos.

Figura A-12: Recuento de colonias.
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Figura A-13: Lectura de tubos positivos.

Figura A-14: Lectura de tubos positivos.
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Anexo A-1: Toma de muestras por el método del hisago.

a) Descripcion: Consiste en frotar un hisopo dspeeviamente humedecido en una solucién

diluyente, el &rea determinada en el muestreo.

b) Materiales:

Hisopos de algodon u otro material equivalentdadge aproximado de 12cm.
Tubos de ensayo con tapa hermética conteniendd @6 solucién diluyente estéril.
Plantilla estéril con un area abierta en el cet&rd 00 6 25 cm cuadrados.
Guantes descartables de primer uso.

Protector de cabello.

Mascarillas descartables.

Plumén marcador indeleble.

Caja térmica.

Refrigerante.

c¢) Procedimiento:

1.

Humedecer el hisopo en la solucién diluyente yipres ligeramente en la pared del
tubo con un movimiento de rotacion para quitarxekeo de solucion.

Con el hisopo inclinado en un angulo de 30°, frdtaeces la superficie, cada una en
direccion opuesta a la anterior. Asegurar el hidogan toda la superficie.

Colocar el hisopo en el tubo con la solucién dihtge quebrando la parte del hisopo
gue estuvo en contacto con los dedos del muestrdadmal debe ser eliminada.

Para superficies irregulares, en el caso de uiensse repetira la operacion con 3
utensilios méas, con el mismo hisopo considerandareh en contacto con los

alimentos o la boca

Anexo A-2: Toma de muestras por el método de enjuag.

a) Descripcion: Dependiendo de la muestra, el neétoahsiste en realizar un enjuague

(botellas, frascos, utensilios) o inmersion (manobjetos pequefios) en una solucion

diluyente.
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b) Materiales:

Frascos con tapa hermética de boca ancha de 2% mm&pacidad con 100 ml de
solucion diluyente estéril.

Bolsas de polietileno de primer uso.

Pinzas estériles.

Guantes descartables de primer uso.

Protector de cabello.

Mascarillas descartables.

Plumén marcador indeleble.

Caja térmica.

Refrigerantes.

c¢) Procedimiento (manos):

1. Vaciar el diluyente del frasco (100ml) en una bglsestica de primer uso.

Introducir las manos a muestrear hasta la altuta deifieca.

3. Solicitar al manipulador que realice un frotado lds dedos y particularmente

alrededor de las ufias y la palma de la mano, awitieente el muestreador debera
realizar la misma operacién a través de las parddek bolsa, durante 1 minuto
aproximadamente.

Luego de retirar las manos se regresa el liquidoaato o se anuda la bolsa y esta se
coloca en otra bolsa para que este segura; erca&ste la bolsa que se utilice debera
ser estéril.

Anexo A-3: Preparacion de solucion de agua peptonadal 1%.

WD P

Disolver un gramo del medio de cultivo en cada lide agua.
Calentar levemente para asegurar la completa disolael medio.
Distribuir en recipientes estériles.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos
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Anexo A-4: Preparacion de caldo bilis verde brillare.

WD P

Disolver 40 gramos del medio de cultivo en cada lite agua.
Calentar levemente para asegurar la completa disolael medio.
Distribuir en tubos de ensayo con tapon de rosesiles.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos

Anexo A-5: Preparacion de caldo EC.

N

Disolver 40.5 gramos del medio de cultivo en cédda tle agua.
Calentar levemente para asegurar la completa disolael medio.
Distribuir en tubos de ensayo con tapon de rosesiles.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos

Anexo A-6: Preparacion de agar bilis rojo neutro cistal violeta.

e

Disolver 41.5 gramos del medio de cultivo en cada tle agua.
Calentar hasta conseguir la ebullicion para ased¢mi@mpleta disolucion del medio.
Distribuir en Placas de Petri estériles.

No autoclavar.

Anexo A-7: Preparacion de agar Plate Count.

e

Disolver 24 gramos del medio de cultivo en cada lite agua.
Calentar hasta conseguir la ebullicion para ase¢m@mpleta disolucion del medio.
Distribuir en Placas de Petri estériles.

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minutos

Anexo A-8: Recuento de bacterias aerobias mesdfilas

1. Realizar una dilucion madre con 90ml de soludémagua peptonada al 0.1% y afadir 10

ml de la muestra de leche. Esta dilucién constitayebién la primer dilucién de la serie10

(1:10).

2. Con una pipeta estéril tomar 1 ml de la dilucidi (1:10) y verterlo en un tubo que

contenga 9ml de agua peptonada al 0.1% para obtedéucion 107 (1:100), con la misma



56

pipeta tomar 1ml de la dilucién 1Q1:10) y verterlo en una caja Petri estéril, vagia
debidamente identificada.

3. Con otra pipeta estéril tomar 1 ml de la dilacit0? (1:100) y verterlo en un tubo que
contenga 9ml de agua peptonada al 0.1% para obted#ucién 10° (1:1000), con la misma
pipeta tomar 1ml de la dilucion £Q1:100) y verterlo en una caja Petri estéril, vagia
debidamente identificada.

4. Con una pipeta estéril tomar 1 ml de la diluclé (1:1000) y verterlo en una caja Petri
estéril, vacia y debidamente identificada.

5. A cada una de las cajas de Petri correspongientada dilucion, afiadir 15 ml de agar plate
count a 35°C, homogenizar adecuadamente y dejdifisal.

6. Incubar las placas a 32° C durante 24-48 heridsccionar las placas que contienen entre
30-300 colonias y ese numero se multiplica poaeldr de dilucion para obtener el nimero de

Unidades Formadoras de Colonias por mililitro deestia (OMS, 2011).

Anexo A-9: Prueba presuntiva para la deteccion deatiformes.

1. Para cada una de las muestras de manos, pezoueres y leche, realizar una dilucién
madre con 90ml de solucién de agua peptonada % 9.10 ml de muestra. Esta dilucion
constituye también la primer dilucion de la sefé (1:10).

2. Con una pipeta estéril tomar 1 ml de la diluckdi (1:10) y verterlo en un tubo que
contenga 9ml de agua peptonada al 0.1% para obtedducion 10 (1:100), con la misma
pipeta tomar 1ml de la dilucién 1Q1:10) y verterlo en una caja Petri estéril, vagia
debidamente identificada.

4. Con otra pipeta estéril tomar 1 ml de la dilaci0? (1:100) y verterlo en un tubo que
contenga 9ml de agua peptonada al 0.1% para obged#éucién 10° (1:1000), con la misma
pipeta tomar 1ml de la dilucién £Q1:100) y verterlo en una caja Petri estéril, vagia
debidamente identificada.

5. Con una pipeta estéril tomar 1 ml de la dilucl® (1:1000) y verterlo en una caja Petri
estéril, vacia y debidamente identificada.

6. A cada una de las cajas de Petri correspongdientada dilucion, afiadir 15 ml de agar Bilis

rojo neutro cristal violeta a 47° C, homogenizae@thdamente y dejar solidificar.



57

7. Cuando el agar este solidificado agregar apradamente 5 ml de agar bilis rojo neutro
cristal violeta sobre la superficie del agar, fantio una nueva capa para prevenir el
crecimiento superficial y facilitar el recuentoa#onias.

8. Incubar las placas a 35° C en el caso de lastnasede manos, pezoneras y ubres, y a 32°C
si se trata de muestras de leche, durante 24 teeiegcionar las placas que contienen entre
25-250 colonias tipicas (color rojo intenso o rpjarpura con precipitado de sales biliares
alrededor y con diametro mayor a 0.5 mm) y ese naise multiplica por el factor de dilucion
para obtener el nUmero de Unidades Formadoras &i&€® por mililitro de muestra (FDA,
2001).

Anexo A-10: Prueba confirmatoria de coliformes totées.

1. Seleccionar al menos 10 colonias tipicas e iaocoada una de ellas en un tubo
conteniendo 10 ml de caldo bilis verde brillantieilyo de Durham.

2. Incubar durante 24-48 horas a 35°C (0.5 °C).

3. Luego del periodo de incubacion observar losgupsi se observa turbidez y produccion
de gas la prueba se considera positiva. Si no serad produccion de gas, aun cuando se
observe turbidez se considera que la prueba esiveega

4. Cuando todas las colonias sometidas a confignatan un resultado positivo, significa que
el recuento presuntivo fue confirmado totalmentsok algunas colonias resultan positivas,

es necesario calcular el recuento de coliformedastde la siguiente forma:

Rcto de coliformes = Rcto. Estimadodsd colonias confirmadas

N° de colonias inoculadas

Anexo A-11: Prueba confirmatoria de coliformes feclkes.

1. Inocular en un tubo conteniendo 10 ml de cal@oyHubo de Durham tres asadas de cada
tubo positivo de la prueba confirmatoria para oofifes totales, para comprobar la presencia
de coliformes fecales.

2. Incubar durante 24-48 horas a 45°C.
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3. Luego del periodo de incubacion observar lososuly si se comprueba turbidez y
produccién de gas la prueba se considera posgivao se comprueba producciéon de gas, aun

cuando se observe turbidez se considera que labapres negativa (FDA, 2001).
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Introduccion:

En un esfuerzo por gue la leche sea producida por animales sanos, hajo
condiciones sanitarias éptimas satisiaciendo las expectativas de la
industria alimentaria y de los consumidores; hemos convenido realizar el
presente manual de ordeio higiénico.

Es imprescindible un control eficaz en la produccion primaria de leche, a fin
de evitar las consecuencias para la salud humana y la economia gue
derivan de las enfermedades y los daiios provocados por la contaminaciony
el deterioro de la misma.

Todos los productores y manipuladores de leche tienen la responsabilidad
de asegurarse de gue la misma sea apla para su procesamiento, gque sea
producida por animales sanos, bajo condiciones aceptables para éstos
ultimos y en equilibrio con el medio ambiente, satisiaciendo las
expectativas de la industria alimentariay de los consumidores; apoyandose
en la implementacion de las Buenas Practicas de Ordeiio Higiénico
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Ambito de aplicacion.

los protocolos explicados en el presente manual pretenden ser
aplicados en cualquier tipo de ganaderia de nuestro pais, siendo
concisos y enfaticos en la importancia de ejecutar un ordeiio higiénico,
asi mismo esta adaptado a la realidad de dichos productores.

Conscientes de la importancia gue tiene la implementacion de
técnicas higiénicas en todas las fases de la producciéon y
procesamiento de productos de origen animal y sabedores de la
importancia detodas las fases que la produccion lactea contiene, hemos
decidido restringir este manual a el proceso de ordeiio, por su especial
importancia en ser lafase donde la leche tiene su primer contacto con el
medio ambientey por tanto esta expuesta a posibles contaminantes.
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Ofrecer un meétodo asequible y eficiente para garantizar 1a produccion
higiénica de la leche en establecimientos lecheros de ordeiio manual y

-

- - < £2 . S o

Capacitar a los ordenadores en la ejecucion del metodo de ordeno higienico
- - R

establecimientos lecheros de ordeiio manual y mecanico.
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Contaminacién: Es la introduccion accidental o premeditada de
agentes contaminantes durante el proceso de extraccion o en la leche
misma.

Contaminante: cualquier agente fisico, hiolégico o quimico ajeno a
Ia compesicion de la leche o a las superficies que estén en contacto
con la misma y que comprometen su integridad

Desinfeccién: ks la reduccion de la presencia de microorganismos
contaminantes por medios guimices o fisicos en superficies o
alimentos.

Leche: Es Ia secrecién de la glandula mamaria del bovino sin
alteraciones ni adulteraciones, recolectada mediante el ordeiio.
Limpieza: Remocién de suciedad, residuos y otras sustancias
impropias en las superficies de utensilios y la ubre hovina.

Ordeiio: Consiste en la extraccion de la secrecion lactea através de la
glandula mamaria bovina mediante el empleo de la presion manual en
les pezones o la colocacion de estaciones de succion al vacio.
Presellado: sumergir parte del pezon en una solucion desinfectante
antes del ordeiio y después de la limpieza de la ubre.
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Limpieza del personal.

-No tener ninguna enfermedad contagiosa.
-Mantener las manos y hrazos limpios en todo momento.
-Usar ropa limpia, redecilla para el cabello, tapabocas,
guantes de latex (ordeiio mecanicol y hotas de hule.
-Mantener uiias, cahello y harba corta.

-Banarse diariamente.

-No comer ni fumar durante el ordeiio.

-No escupir, estornudar o toser sobre la ubre, la leche,
utensilios y equipos gue tienen contacto directo con la leche.
-No tocarse la nariz, hoca, oidos, cabello, ni otras areas
desnudas del cuerpo que puedan ser causa de
contaminacion, en caso de hacerio lavarse las manos o
cambiar guantes de latex (ordefioc mecanico).
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Sala de ordeiio.

De suma importancia es el hecho de gue existan ciertas medidas
higiénicas en la sala o corral de ordeiio como son:

-Evitar la presencia de animales de otras especies cuya
presencia podria significar l1a contaminacion del proceso de
ordeiio o el producto final.

-Mantener pisos y paredes limpios de materia organica de
cualquier tipo (heces, comida, vegetacion, etc.)

-Comederos y hehederos, de haberlos, debhen ser vaciados y
limpiados al final de cada ordeiio.

-Mantener la infraestructura en buen estadoy libre de chatarray
otros pertrechos no utilizables durante el ordeiio.

-Ordeiiar primero a las novillas y recien paridas, luego a las que
van a media produccion, despues a las que van a secado y por
ultimo a las gue tienen mastitis y estan hajo tratamiento de
medicamentos.
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-

-Batas plasticas.

.

—

-Guantes de Litex.

Y

-Tapahoca.

e e

-Jabén antibacterial.

-Solucion de yodo al 2% en dos partes de agua.

-Taza fondo oscuroe.

L 3

-Botas de hule.

-Redecilla para el pelo.

-Papel toalla desechable.
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Preparacion de la ubre.

Lavado e inspeccion: Lavar con agua potable (solamente el pezon)
y examinar en husca de anormalidades en cada pezon.

Despunte de la ubre: Descarte de los 3 6 4 primeros chorros de
leche, a fin de eliminar el sellado del ordeiio anterior.

Eliminar la leche contenida en la cisterna, establecer el estado fisico
del pezon y ubre y, finaimente el manipuleo ofrece un estimulo al
pezon para facilitar el ordeno.

Probar en una taza de fondo oscuro el estado de la leche [si no posee

grumos, color, olor) de manera de no ordeiiar de cuartos con mastitis.
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Presello: Inmersién del pezén en una solucion desifectante que se
realiza con una parte de solucion de yodo al 2% en dos partes e agua,

por lo menos por 30 segundos.
Sumergir por lo menos 3/4 del pezén en la solucion.

Secado: Secar y limpiar el pezon después del presellado con una
toalla de papel desechable.
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Ordeno manual:
-

-Primero sujetar hien la cola y patas de la vaca, después lavarse las
manes.

-No se dehe pellizcar ni halar los pezones para evitar daiios en los
tejidos de Ia glandula mamaria.

= o < s

-El ordeno manual se debe realizar a manos lienas si el pezon es
Z A &

normal, o con dos dedos Si el pezon es pequeno.

-De igual manera, no sobreordeiiar a la vaca, ya que se puede incurrir
en daios en el pezon.
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c I i0 d I i0 d d

-Asegurarse de gue el pezon este limpio, seco y desinfectado,
aproximadamente 1 minuto desde iniciada la preparacién de la
ubre.

-Colocar Ia unidad de ordeiio [(pezoneras) a fin de aprovechar el
estimulo del preordeiio, logrando con ello un tiempo de ordeiio
menor, contemplandose entre 4 a 7 minutos el tiempo de ordeiio
ideal.

-Controlar el ordeiio, observar posibles caidas de pezoneras,
pisado de mangueras y otras.

-inmediatamente terminada la ordeiia, retirar Ia unidad, cortando
previamente el vacio, de esta manera se evita el sobreordeiio.
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-Al retirar la pezonera o finalizar el ordeiio manual, el esfinter del
pezén gueda abierto, lo que hace necesaria la aplicacion de una
solucion desinfectante gue evite la contaminacion del pezonyla
ubre; el sellado se realiza por inmersion, en un recipiente limpio
ue contenya la solucion de presellado, para cubrir toda la
superficie del pezon.

-Evitar que los animales se postren en corrales o potreros por
espacio de 30-40 minutos, la manera mas facil de lograr esto es
ofreciendo comida al momento de finalizar el ordeiio.
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