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RESUMEN

En la actualidad la calidad higiénica de cualquier alimento y las superficies con las
que tiene contacto ha tomado gran importancia en los ultimos afios, debido al
papel tan importante que juegan algunos microorganismos y sus toxinas presentes
en estos y en la diseminacion de enfermedades en los seres humanos y otros

animales.

Por esta razon la determinacion de bacterias coliformes totales y fecales es de
gran utilidad como indicador de calidad sanitaria de un alimento como la leche, ya
que debido a la naturaleza de su composicion quimica es un medio 6ptimo para la
proliferacion bacteriana la cual generalmente se ve reflejada en las superficies con
las que tiene contacto, en este punto radica la importancia de un correcto

procedimiento de lavado y desinfeccion de manera rutinaria de dichas superficies.

Con el presente trabajo se determino la presencia de coliformes totales y fecales
en el tanque de conservacion de la leche de la Facultad de Estudios Superiores
Cuautittan campo 4, con la finalidad de determinar el grado de contaminacion y
eficiencia de lavado de dicho tanque por la técnica del Numero mas probable
(NMP) segin lo establecido en la “NOM-112-SSA1-1994, Bienes y servicios.

Determinacion de bacterias coliformes. Técnica de numero mas probable.”

Las muestras fueron obtenidas de toda la superficie del tanque de conservacién
de la leche en la unidad de ordefio de la FES-C4, antes y después del lavado de
la misma para posteriormente ser procesadas en el Laboratorio de Medicina
Preventiva (L-812) de la misma Facultad segun lo establecido en ia “NOM-109-
SSA1-1994, Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de
alimentos para su andlisis microbiolégico.” Y la “NOM-110-SSA1-1994,

Preparacion y dilucién de muestras de alimentos para su analisis microbiol6gico.”

Considerando que el estudio es de tipo no experimental transversal descriptivo, los
datos se estudiaron por el disefio factorial 5 x 6 en donde tomamos como Factor

A = Zona del tanque y B =Eficiencia del lavado. El modelo estadistico para los



fines de este estudio fue Andlisis de Varianza Unidireccional por la prueba de

Tukey.

Los resultados obtenidos por este estudio, mostraron que el disefio del tanque de
conservacion de la leche si influye sobre la eficiencia del proceso de limpieza y
desinfeccién, demostrado por el nivel de microorganismos coliformes totales y
fecales detectados antes y después del mismo, donde la zona con una superficie
mas accidentada como lo es la tuberia de salida de la leche resulté la mas sucia
después del lavado y no asi las demas zonas; a excepcion de la correspondiente a
la tapa del tanque, donde otras fuentes de contaminacién externas pudieron hacer
variar los resultados, aumentando las cargas bacterianas en vez de disminuirlas

como se esperaria después del lavado.

A partir de estos resultados, se procedié a dar recomendaciones para mejorar la

calidad bacteriolégica de la leche que se conserva en dicho tanque.



INTRODUCCION

La composicién quimica propia de la leche, le confiere un gran valor en la dieta del
ser humano, pero al mismo tiempo ésta rica concentracién de nutrientes la hace
un medio optimo para el crecimiento de una gran cantidad de microorganismos,
como bacterias, hongos y levaduras que pueden ser benéficas para ella, por
ejemplo en la elaboracion de una gran variedad de derivados lacteos.como el
queso en el que dichos microorganismos le confieren propiedades vy
caracteristicas diferentes a las de la leche, ademas de aumentar su valor
econémico en el mercado. Su composicion también puede ser causa de
alteraciones en la leche y hasta 6ptima para el desarrollo de patégenos que a final
de cuentas provocan rechazo por parte del consumidor o afectar su salud y por
consiguiente generar pérdidas econdémicas para el productor y para toda la
industria de la transformacién de la misma . Todo esto ha traido consigo avances
en el estudio de la microbiologia de la leche (Robinson, 1987).

La calidad higiénica de la leche “cruda” depende de las condiciones sanitarias
durante su obtencién. Asi, una leche de buena calidad sanitaria proviene de vacas
sanas, limpias, ordefiadas con un equipo que cumple los estandares funcionales y
que ‘se encuentra limpio. Empleando buenas practicas de ordefio, enfriada
rapidamente y conservada de esta manera hasta su recoleccién sin perder de
vista la correcta sanitizacién de todas las superficies que se encuentran en
contacto con ésta, por ejemplo el tanque de almacenamiento o de conservacion
(Ralph, 1998; Hayes, 1993; Congreso Nacional de mastitis y calidad de la leche,
2001; Scheaffer, 1987).

1. Definicién y composicién quimica de la leche

Se define como leche para consumo humano, a la secrecion natural de la glandula
mamaria de la vaca sana o de cualquier otra especie animal, excluido el calostro
de acuerdo al Reglamento de control sanitario de productos y servicios vigente
(1999), referido en el apéndice, apartado IIl; leche, sus productos y derivados.



Leche de consumo humano: “La leche cruda o bronca podra destinarse para

consumo humano, cuando cumpla con los requisitos sanitarios que estan
establecidos o de uso industrial, bajo las condiciones sefialadas en el mismo
reglamento” (capitulo 2. Art.4).

Entendiendo como leche “cruda” o “bronca” aquella que no ha sido sometida a
ningun tratamiento tendiente a disminuir considerablemente su carga microbiana

inicial.

La leche desde el punto de vista fisicoquimico estd compuesta por minerales,
vitaminas hidrosolubles, azicares y gases en solucién, algunas vitaminas
liposolubles y grasas en emulsion y proteinas y enzimas en suspension coloidal.
En el Cuadro No.1 se presenta la composicion quimica general de la leche de
vaca:

Cuadro No. 1. Composicién quimica de la leche de vaca:

Grupo de Constituyentes Concentracié
constituyentes n
aproximada
en pesoen 1
litro de leche
Agua 85%
Lipidos en Grasa (triglicéridos) 30a50g.
emulsion
6%
Proteinas en Caseina 25g.
dispersién Albumina 06g.
4.5% Lactoalbimina 449.
Proteina del glébulo 0.2g.
Sdlidos de la graso
leche o materia Enzimas Huellas
seca total Fosfatasa, catalasa,
15% peroxidasa




...continuacion
Sélidos de la
leche o materia
seca total

15%

Compuestos
disueltos
4.5%

Carbohidratos
Lactosa 45a50g.
Glucosa 50 mg.
Otros azlcares Huellas
lones y sales
Calcio 1.15g.
Magnesio 01g.
Potasio 15g.
_Vitaminas hidrosolubles 0.33mg
Materiales nitrogenados
Aminodcidos (nitrogeno) 3.5mg.
Urea (Como N) 100 mg
Gases
Anhidrido carbonico 100 mg.
Oxigeno 7.5 mg.
Nitrégeno 1.5 mg.

Fuente: Lopez y col (1999).

En este cuadro se observa que uno de los sélidos no grasos mas abundantes en

la leche son los carbohidratos y en especial la lactosa con 45 a 50 g por litro de

leche, el cual es un constituyente muy importante para la nutricion humana, pero

también se ha demostrado que es un importante sustrato para el metabolismo de

una gran cantidad de bacterias.

Asimismo, es uno de los alimentos mas completos ya que aporta proteinas,

grasas, carbohidratos, vitaminas y minerales, en el Cuadro 2 se muestra el valor

nutritivo de la leche en donde se observa que aporta 61 Kcal por porcion y se

considera fuente de calcio y potasio.




Cuadro No. 2 Valor nutritivo de la leche consumida en México en 100 g de

alimento crudo.

LECHE PASTEURIZADA
Composicién guimica Humedad 87.9%
Fibra O0g
Energia 61 K /cal
Hidratos de carbono 47g
Proteinas 33g
Acidos ‘grasos Grasas totales _339 -
Colesterol 14 g
Saturados totales 210g
Monosaturado (oleico) 10g
Polisaturados (linoleico) 109
Minerales Calcio 119 mg
Hierro 0.1 mg
Magnesio 13 mg
Sodio 49 mg
Potasio 152 mg
Zinc 0.38 mg
Retinol 31mg
Acido ascérbico 1mg
Tiamina 0.04 mg
Riboflavina 0.16 mg
Niacina 0.1 mg
Vitaminas Piridoxina 0.04 mg
Acido félico 5 mcg
Cianocobalamina 0.36 mcg
B - e e T g
Leucina 328 mg




Lisina 286 mg
Metionina 86 mg

Fenilalanina 185 mg
Treonina 153 mg
Triptofano 48 mg
Valina 199 mg
Arginina 113 mg
Histidina 92 mg

Tomado de Chavez de M., M.Hernandez, M. y Roldan, J.A.:Tablas de uso practico del Valor Nutritivo de los
alimentos de mayor consumo en México.

Sin embargo la composicién varia ampliamente, dependiendo de diversos
factores entre los que destacan: especie, raza, individuo, periodo de lactacion,
edad, y nutricion (Robinson, 1987).

La raza tiene un efecto muy claro sobre la composicién de la leche como se puede
observar en el Cuadro No. 3

Cuadro No. 3. Composicién de la leche de diferentes razas de ganado bovino

representada en porcentaje.

RAZA GRASA(%) |PROTEINA(%)| LACTOSA(%) | CENIZAS(%)
Holstein 3.40 3.32 487 0.68
Shorthorn 3.94 3.32 4.99 0.70
Guernsey 4.95 3.91 4.93 0.74

Jersey 5.37 3.92 493 0.71

Centro de estudios agropecuarios ( 2001).

En el cuadro anterior se observa que las vacas raza Jersey son las que mas
aportan grasa y proteina a la leche, mientras la raza Shortorn aporta mas lactosa a
la leche y la que aporta menos proteina, grasa y lactosa es la raza Holstein.



Pero el cambio mas profundo en la composicién de la leche es el que depende de
la curva de lactacion. El calostro, la primera secrecién que sale de la ubre al inicio
de la lactacién, tiene una alta concentracion de grasas y proteinas y un bajo
contenido en lactosa. Todas las fracciones proteicas presentan una concentracion
alta, pero principalmente las inmunoglobulinas solo durante uno o dos dias. A
medida que la lactacion progresa, se produce un descenso de la grasa y de las
proteinas alcanzandose el minimo entre las 6-8 semanas de lactacion; la lactosa
aumenta progresivamente hasta alcanzar el maximo entre las 2-4 semanas
después del parto.

Durante el resto de la lactacién estos cambios se invierten primero lentamente y
después de una forma muy rapida. Iguaimente, se observan cambios similares en
la concentracion de los principales minerales y demas componentes minoritarios.
La grasa del calostro tiene una proporcion muy baja de 4cidos grasos de cadena
corta, especialmente el butiico y un mayor porcentaje de palmitico, en
comparacion con la grasa de la leche segregada durante la primera semana de
lactacién. Las proporciones de los acidos grasos de cadena corta tienden a
elevarse durante las primeras 8-10 semanas de lactacion, a expensas,
principalmente de los 4cidos estearico y octadecanoico, el palmitico permanece
practicamente constante. Los siguientes cambios al progresar la lactacion son
minimos (Robinson, 1987).

Los factores ambientales también pueden afectar su composicion, de ellos la
mastitis de origen bacteriano y la composicion de la dieta son los mas importantes.
La mastitis ya sea en su forma clinica o subclinica, ocasionan un descenso
caracteristico en las concentraciones de lactosa y potasio y un incremento en las
de sodio, cloruros y en las proteinas derivadas del suero sanguineo. Existe
ademas una entrada masiva de células somaticas que pueden liberar enzimas
degradativas. Los contenidos de grasa y de proteinas especificas de la leche
pueden también modificarse, especialmente bajo la forma clinica de esta
(Robinson, 1987).



Los efectos de la dieta son complejos. El contenido de materia grasa depende de
la cantidad y tipo de grasa presente en la dieta y de la proporcion de los
componentes no lipidicos , este efecto se cree que se debe principalmente a una
alteracion de los procesos fermentativos habituales del rumen. El cambio de
dichos procesos que influye en una disminucién de la concentracién de grasa
normalmente origina también un aumento en el contenido proteico. La
modificacién de la cantidad y composicion de la dieta puede también alterar de
forma permanente durante el resto de la lactacion e influir en el destino de los
nutrientes, es decir, en su reparto entre la glandula mamaria y otros tejidos del
organismo; esto es un factor de gran importancia cuando las reservas energéticas
del organismo pueden estar extensamente movilizadas para soportar un alto nivel
de secrecion de leche (Robinson, 1987).

2. Caracteristicas organolépticas

Color: el color de la leche varia de un blanco azulado a un blanco amarillento,
dependiendo principalmente de la raza, alimentacion del ganado y contenido de
grasa presente en ella. Este color puede también verse afectado por la
pasteurizacién, homogeneizacion y descremado (Robinson, 1987).

Olor:-el olor de la leche fresca es caracteristico, pudiendo ser modificado por la
alimentacion del animal, olores obtenidos del medio ambiente o bien olores
producidos por la accién de microorganismos en el producto. Los olores ajenos se
pueden controlar parcialmente por medio de la deodorizacion (Robinson, 1987).

Sabor: el sabor de la leche fresca es ligeramente dulce debido principalmente a la
lactosa, ya que es el sélido mas abundante en ésta. Dicha caracteristica se puede
ver afectada por el medio ambiente o por accién de microorganismos, adquiriendo

un sabor acido (Robinson, 1987).



Se debe tener cuidado en la forma de obtencion y conservacion de la leche debido
a que sus caracteristicas organolépticas pueden verse modificadas
desfavorablemente si este proceso no se desarrolla de forma higiénica.

Se observaran las disposiciones generales siguientes durante su obtencion segun
el Reglamento de control sanitario de productos y servicios vigente (1999), referido
en el apéndice apartado I

= El ganado debe estar limpio durante la ordefia.

= Las ubres se deben lavar, desinfectar y secar inmediatamente antes de la
ordefia y al terminar se deben sellar los pezones.

* Antes de la ordefia de cada animal, se deben obtener las tres primeras
extracciones de leche de cada uno de los pezones, esta leche se debe
recolectar en un recipiente especial e inutilizarla.

=  Ellugar de la ordefia debe estar limpio y provisto de un canal con declive para
recibir el estiércol y orina de las vacas mientras se ordefian. El estiércol debe
ser retirado continuamente y recolectarse en un sitio alejado del lugar de la

ordefna.

En el mismo reglamento, apéndice y apartado se mencionan las requisitos para el
personal y equipo de donde se desprende lo siguiente:

Los ordefnadores:

= Deben lavarse las manos con jabén y agua, para lo cual utilizaran cepillo y se
enjuagaran con agua que contenga alguna solucién antiséptica, antes de la
ordefia; tener limpias y cortadas al ras las ufias de las manos, mantenerse
limpios en todo el proceso y usar batas, gorros de color claro y botas de hule
limpios.

= No deben tener heridas ni infecciones en la piel, ni tener enfermedades

infectocontagiosas
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La ordefia mecanica se sujetara a las disposiciones siguientes:

= Las maquinas ordefiadoras, tubos, conexiones y pezoneras deben lavarse,
desinfectarse y enjuagarse con suficiente agua potable antes y después de
cada ordefa y dejarse escurrir en lugares apropiados.

= Las pezoneras deben lavarse, desinfectarse y enjuagarse con suficiente agua
potable antes de la ordefia de cada animal y no deben estar en contacto con el
piso.

Enseguida la leche cruda, se debe filtrar y depositar en tanques provistos con
sistema de refrigeracién o enfriamiento y solo se permitira la permanencia de la
leche en estas condiciones hasta 24 h. Dentro de este tiempo se debe transportar
a los expendios que no formen parte de los establos. Cuando no se cuente con
sistemas de refrigeracion, la leche cruda debe expenderse en un lapso no mayor
de 6 h. después de la ordefia. Una vez rebasado este tiempo, la leche cruda debe
ser sometida a un proceso de industrializacion con tratamiento térmico (Articulo 42
del Reglamento de control sanitario de productos y servicios, 1999).

La etapa de filtracion consiste en el empleo de medios fisicos que en forma
mecanica eliminen la mayor cantidad posible de elementos ajenos o extrafios a la
leche (macroparticulas, como serian polvo, pelos, estiércol etc.). La forma mas
higiénica de filtrado consiste en el empleo de filtros desechables de algodén o
nylon. En el caso de usar lienzos, se recomienda que estén perfectamente lavados
con detergentes y ademas de un recambio frecuente durante el ordefio ya que, al
ensuciarse el filtro, éste se convierte en contaminante del resto de la leche
(Keating, 1999).

Durante mucho tiempo se consideré que la leche al ser producida por la vaca era
practicamente estéril, pero estudios posteriores han demostrado que aunque
provenga de vacas sanas, siempre tiene un cierto contenido bacteriano. Si a ello
aunamos las contaminaciones subsecuentes a las que esta sujeto este producto,
es facil darse cuenta de que una gran variedad de agentes bacterianos pueden

14



estar presentes en ella. Por esta razon, es de importancia capital el someterla a un
rapido enfriamiento, ya que con ello se retardara el desarrollo acelerado de los
mismos. Por ejemplo: el Streptococcus lactis puede reproducirse cada 20 a 30
minutos si la temperatura es favorable (Keating, 1999).

Con el enfriamiento, este fenémeno se detiene considerablemente, aunque no se
impide, debido a que existen microorganismos que pueden desarrollarse a estas
temperaturas. Ejemplos: Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas trifoli y
Aeromona punctata. Se han realizado estudios en los que se ha demostrado que
las cuentas bacterianas no aumentan considerablemente en 24 horas si la leche
se ha enfriado y mantenido a 4°C. Para ilustrar lo anterior, a continuacién se
presenta el Cuadro No. 4 en el que se muestra la temperatura de conservacion de
la leche y su relacién con la cuenta de colonias por ml después de determinado
tiempo. (Keating, 1999; Robinson, 1987).

Cuadro No. 4. Relacion entre el desarrollo de bacterias en la leche (expresado en

UFC/ml) y la temperatura ( °C) en leche colectada con procedimientos higiénicos.

Temperaturd Horas
de
conservacior]
Caraa inicial 24 48 72 96
Unidades formadoras de colonias (UFC/ml)
44°C 4295 4 295 4 566 8427 19 693
10.0 °C 4295 13 961 127 727 5 725277 39 490625
15.6 °C 4 295 1587333 33 011111 326 500000 962 785714

Fuente: Keating (1999) y Memorias del Ill Congreso Nacional de Control de Mastitis y Calidad de la leche
(2001).

Del cuadro anterior se deduce que la temperatura critica de proliferacion
bacteriana es de 10°C, por ello es imprescindible disminuir la temperatura de la

leche para retardar el crecimiento y reproduccion de los microorganismos.

En la actualidad los equipos de enfriamiento usados se basan en la refrigeracion

de tipo mecanico.




Entre los mecanismos que actualmente se emplean con este fin se tienen los
siguientes:

v' Enfriadores de superficie abierta.- Los mas usados son los enfriadores
de cortina, que estan compuestos por una serie de tubos colocados en
posicién horizontal soldados entre si a lo largo de toda una linea de
contacto y por los cuales circula en su interior un medio refrigerante (que
puede ser agua fria, amoniaco etc). La leche es colocada en la parte
superior, en una cubierta de fondo perforado desde donde desciende
formando una pelicula a lo largo de los tubos enfriadores (ver figura No. 1).
En este tipo de enfriador, la leche esta en contacto con el medio ambiente,
lo cual supone la posibilidad de contaminarse ya sea con el aire, polvo y/o
moscas; ademas de enfriar sélo momentaneamente por lo que se
necesitara de la instalacion de una camara fria para conservar la
temperatura, aunado a lo anterior este tipo de enfriador es de dificil lavado y
desinfeccién, aunque con la ventaja de ser econdmico y enfriar
rapidamente la leche (Keating, 1999).

Figura No. 1. Esquema de un enfriador de superficie tipo expansion directa.

Entrada de
amoniaco rrquuo._.a_ Seiiibn G
Entrada de mezcia o ©
de ieche
Salida de
’/y sgua fris
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Seccibén
de agua 1
Entrada de
/ esgua fris
Sezcién de
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directa

Salids de mezclac
de leche




Tanques de enfriamiento y almacenamiento.- El mas comun. Deben ser
construidos de acero inoxidable y de ser posible con enfriamiento de
expansion directa, disefiados para enfriar la leche rapidamente a 4°C , con
una gran capacidad de hasta 2,000 litros o mas, cuando la leche es
conservada adecuadamente estos tanques permiten la recoleccion cada 2 6
3 dias a 0°C . En este tipo de sistema, la leche es enfriada directamente y
agitada después de llegar al tanque (ver figura No. 2). (Keating, 1999).

Figura No. 2. Esquema de un tanque de enfriamiento de expansion directa.

Placas de enfriamiento.- (Permutador de calor por placas) Este equipo
esta compuesto por un conjunto de placas de acero inoxidable, en forma de
paralelogramo, superpuestas verticaimente y separadas entre si por
empaques de goma. Su disposicion esta organizada de tal forma que se
establezcan corrientes de leche y agua fria de manera aiternada entre las
placas, de tal modo que el medio de enfriamiento absorba el calor de la
leche a través de la placa. El encuentro alterno entre ambos liquidos es
rapido y continuo (ver figura No. 3). Al salir fria la leche se envia al tanque
de almacenamiento o de enfriamiento como el del esquema anterior para
conservar su temperatura.



La temperatura del agua fria es por lo general de 2 a 2.5 °C y no menor a
0°C, para descartar la posibilidad de inducir la congelacién de la leche en el
interior de las placas del enfriador (Keating, 1999).

Figura No. 3. Esquema de las placas de enfriamiento.

Placa de enfriamicnio

Salida de agua tibin

Entrada de leche caliente
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Aun cuando la leche se obtenga en condiciones de higiene contiene siempre
microorganismos que son contaminantes del entorno, por ejemplo de la ubre, del
equipo de ordefio, de enfriamiento o de conservacion y de los manipuladores. Son
muy variados los microorganismos que puede contaminar la leche, tales como
Pseudomonas,  Actinobacter,  Moraxella,  Flavobacterium,  Micrococcus,
Streptococcus, Lactobacillus y Coliformes (Hayes, 1993).

Este espectro tan amplio de microorganismos puede repercutir en la salud del
consumidor final, que es el hombre; tal como se muestra en el Cuadro No. 5 en
donde se observan algunos microorganismos patégenos que llegan a causar
enfermedad en los consumidores.



Cuadro No. 5. Microorganismos patdgenos

para el humano que pueden

contaminar y han sido aislados en la leche y sus derivados.

Microorganismo

Enfermedad que produce en el
humano

Fam. Enterobacteriaceae
Escherichia coli, incluyendo O157:H7

Salmonella spp

Yersinia enterocolitica

Otras bacterias Gram negativas
Aeromonas hydrophila

Brucella spp

Campylobacter jejuni

Pseudomonas aeruginosa

Bacterias Gram positivas formadoras de
esporas

Bacillus cereus

Clostridium perfringens

Clostridium botulinum (tipo E, psicotrofa)
Cocos Gram positivos

Staphylococcus aureus

Streptococcus agalactiae

Streptococcus pyogenes

Otras bacterias Gram positivas
Corynebacterium diphtheriae var. intermedius
Listeria monocytogenes

Mycobacterium bovis

Mycobacterium tuberculosis

Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis

Gastroenteritis, Sindrome urémico
hemolitico

Gastroenteritis, Fiebre tifoidea
Gastroenteritis

Gastroenteritis
Brucelosis

Gastroenteritis
Gastroenteritis

Gastroenteritis
Gastroenteritis
Botulismo

Intoxicacion

Dolor de garganta
Fiebre escarlatina
Dolor de garganta

Difteria

Listeriosis
Tuberculosis
Tuberculosis
Micobacteriosis no
(Enf. Pulmonar
Linfadenitis)

tuberculosa
crénica,

Fuente: Adaptado de Boor (1997) y Johnson et al. (1990), tomado de Marth y Steele (2001) y de Acha

(2001).

Cabe mencionar que algunas de las bacterias antes citadas no son eliminadas por

la vaca, como es el caso de Mycobacterium tuberculosis y algunas especies de

salmonellas como Salmonella typhi y Salmonella paratiphy, pero al abarcar

también a los derivados lacteos se hace referencia a productos que ya han sido

procesados y por lo mismo han tenido contacto con la mano del hombre con la

consiguiente posibilidad de haber sido contaminados por este y pasar a

convertirse en vehiculos de estos microorganismos.
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Como se observa también en el cuadro anterior la mayoria de los
microorganismos Gram negativos mencionados producen gastroenteritis en el
hombre. Dentro de este grupo, una familia que merece especial atencion es la
Enterobacteriaceae, ya que algunos de los microorganismos pertenecientes a ella
forman parte de un grupo denominado coliformes, que tiene importancia desde el
punto de vista de la alteracion de los alimentos y de la salud publica, aunque no
todas las bacterias que conforman este grupo se consideren patégenas para el ser

humano.

En el Cuadro No. 6 se mencionan los géneros de la familia Enterobacteriaceae
que merecen una consideracion especial debido a las alteraciones que producen
en la leche asi como por ser causantes de enfermedades en el ser humano.

Dentro de las propiedades que determinan que las bacterias coliformes sean
importantes en las alteraciones que experimentan los alimentos estan las
siguientes:

= Su capacidad para crecer en sustratos muy distintos y para utilizar como
fuente de energia algunos carbohidratos y otros compuestos organicos.

= Su capacidad para sintetizar la mayoria de las vitaminas que necesitan.

= La capacidad de las bacterias de este grupo para crecer perfectamente
dentro de un intervalo de temperaturas bastante amplio, desde
temperaturas inferiores a 10°C hasta una temperatura préxima a los 46°C.

= Su capacidad para producir importantes cantidades de &cido y gas a partir
de azlcares.

= Su capacidad para producir sabores desagradables.

= La capacidad de Enterobacter aerogenes para producir mucosidad y
viscosidad (Fraizer, 1993)
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De manera general el grupo llamado coliformes, incluye a todos los bacilos Gram
negativos, aerobios o anaerobios facultativos, oxidasa negativa, no esporulados,
capaces de fermentar la lactosa con produccién de gas y acido en su mayoria en
48 horas a 37°C, en medios de cultivo sélidos o liquidos. Los géneros que integran
este grupo son Escherichia, Enterobacter, Citrobacter y Klebsiella pertenecientes a
la familia ya citada e incluso especies de Aeromonas, siendo las especies mas
importantes de este grupo Escherichia coli y Enterobacter aerogenes (Fraizer,
1993; Londinsky, 2004).

Nota: Algunas cepas de Arizona hainshawii y de Hafnia alvei fermentan
accidentalmente la lactosa, pero generalmente no la fermentan en 48 horas y
algunas cepas de Pantoea agglomerans son lactosa positiva a las 48 horas. Lo
anterior es importante mencionar ya que generalmente la lectura de resultados se
realiza 48 h. después de sembradas las muestras ( Jay. 1994).
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Cuadro No.6. Géneros de la familia Enferobscteriaceae que pueden contaminar y han sido aislados en la leche y sus

derivados.
GENERO | ESPECIES IMPORTANTES CARACTERISTICAS FUENTE DE OBSERVACIONES
GENERALES CONTAMINACION!
ORIGEN

Escherichia | Escherichia coli (E. coli) Produce una fermentaclén | Se encuentra en intestino|=  Algunas cepas pueden ser palégenas
féormica mixta (forma Acldo | grueso de la mayoria de los oportunistas  produciendo  masiilis
tactico, acético y férmico), | animales de sangre caliente aguda. El inadecuado manejo de los
esla  caracteristica le |y por lo tanto contamina fa animales y las instalaciones donde se
permite  diferenciar de | leche directa o encuventran, tales como muchs
otros coliformes por medio | indirectamente a iravés de humedad e inadecuado manejo de
de pruebas bioguimicas |la matena (ecal. excretas agudizan el problema
como IMVIC (Produccién = Ecoli s las condiciones son
de Indol. rojo de metilo, favorables, puede allerar la leche y
Voges-Proskauer sus denvados produciendo gas y olor
utilizacién de  clitrato) fecaloide.
dando como resultado (++ = Algunas cepas capsuladas de E. coli,
-) Citrobscter y Klebslelle, pueden
Algunas cepas presentan producir viscosidad en la leche aun
cépsula. cuando ésta haeya sido mantenida a

bajas temperaturas.
Salmonelta | Satmonelia typhimunum No requiere faclores de|Contamina la leche & iravés |* Salmonella lyphi, conta,mina la leche a
Salmonells dublin crecimiento especiafes. de la materia fecal y en |través del contacto con el hombre, ya que
Satmonelis typhi* La mayoria de las ocepas|cledas clrcunstancias las|esta especie sélo es eliminada por el
producen gas a excepcién | vacas que padecen | mismo.
de S. lyphi. salmonelosis eliminan
microorganismos viables en
la leche.
Enterobacter | Enterobacter aerogenes Algunas cepas presentan |Pueden tener origen fecal o[+ Algunas cepas producen viscosidad

capsula

Fermenta la glucosa por (a
via butanediol/férmica, por
ello en la prueba Voges-
Proskauer es
habitualmente positiva.

pueden provenir del suelo,
vegetales y del agua. Y la
lache puede contaminarse a
partir de cualquiera da esias
fuentes.

en la leche.




Yersinia

Yersinla enterocolitica
Yersinio pseudolubercuiosis

Inmdviles a 37°C.

No tienen capsula.
Aunque estos
microorganismos crecen
major enire 30 y 37 °C, su
tempsratura de
crecimiento puede oscifar
de -2 °C a 45 °C

Contamina la leche ya sea
directamente por el hombre
o Indirectamente por medio
de aguz contaminada con
heces y orina ( tanto del
hombre como de animales)
o0 através de insectos.

Todas las  especies son patdgenas
para el hombre y/o los animates.
Y. entarocolitica es un

microorganismo psicotrofo.
Le leche solo
vehlculo

funciona como

Fuenle: Adaplado de Robinson (1987)y Acha { 2001).
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Como se menciond en el cuadro no. 6 la leche cruda se contamina cominmente
con bacterias coliformes, esta contaminacion puede provenir del estiércol, polvo,
suelo, alimentos del ganado, agua, insectos (especialmente moscas), de las
manos del ordefiador o del contacto con residuos lacteos que quedan en los
utensilios de ordefio y tanques de transporte o almacenamiento, mal lavados y
desinfectados; donde estas bacterias suelen desarrollarse con gran facilidad. Por
lo anteriormente expuesto es dificil obtener leche cruda libre de coliformes y
aunque es indeseable, se toleran hasta cierto punto. No obstante, altas cuentas
bacterianas de coliformes son indicativas de condiciones no higiénicas de
produccién, transporte o almacenamiento y producen alteraciones en la leche,
razones suficientes para evitar su desarrollo. Mediante buenas practicas de
produccion. (Fraizer,1993; Londinsky; Jay, 1994).

Como se acaba de mencionar, la cuestion no es simplemente la presencia de
coliformes, sino sus cifras relativas, si estas cifras tienden a ser muy bajas carecen
de importancia real desde el punto de vista de la salud publica, pero si por el
contrario se tiene cuentas elevadas de coliformes, se estaria hablando de un
posible dafio a la salud del consumidor, tomando en cuenta por ejemplo que de
manera general la minima dosis infectante (MDI) de E. coli es de 10°%g 6 ml de
alimento y la de Salmonella sp es de 10° o mas/ g 6 ml de alimento (Jay, 1994)
que se consideran MDI altas, aunque también hay sus excepciones como
Salmonella typhi con una MDI en humanos de tan solo 108 bacterias y E. coli
0157:H7 con una MDI de tan sélo 100 bacterias, que por la cantidad se
consideran tienen MDI bajas ( Moore and Griffith, 2002; ICMSF, 1981). Cabe
mencionar que el termino MDI hace referencia a la cantidad minima de bacterias
necesarias para causar un sindrome o enfermedad en un individuo, expresado por
g o ml de alimento (Lépez y col., 2005).
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Este grupo de bacterias dependiendo de su origen contaminante se puede a su
vez subdividir en coliformes fecales que como su nombre lo dice tiene origen en la
materia fecal y en coliformes no fecales, que tienen su origen en otras fuentes
como el agua, suelo y vegetales (Fraizer,1993; Jay, 1994).

El grupo de coliformes fecales incluye a los coliformes capaces de crecer a
temperatura elevada es decir entre 44.5-45 °C (ya que los coliformes totales
crecen a temperatura de 37°C y para poder diferenciar los de origen fecal se
requiere reincubar a dicha temperatura). Por lo tanto, el primer objetivo de las
pruebas de incubacién a temperatura elevada fue la diferenciacién de los
coliformes de origen fecal de los que no tienen origen fecal. Cabe hacer mencion
que las denominaciones “coliforme fecal” y “coliforme” no tienen validez
taxonémica; estos términos sirven mas bien para designar a grupos de bacterias
capaces de crecer en las condiciones experimentales que ya se han
especificado anteriormente (Fraizer,1993; Jay, 1994).

El medio que generalmente se usa para determinar coliformes fecales es el caldo
EC (Escherichia coliy a las temperaturas antes mencionadas al observar la
produccion de 4cido y gas. Es fundamentalmente una prueba para el tipo | de E.
coli, aunque algunas cepas de Cifrobacter y de Klebsiella también crecen muy
bien en este medio. Constituyen excepciones notables las cepas
enterohemorragicas de E. coli (EHEC) que no crecen a 44.5 °C en la formulacién
convencional del medio EC, pero crecen cuando el porcentaje de sales biliares del
medio se reduce de 0.15% a 0.112% (Jay, 1994).

Se utilizan mucho las técnicas de recuento de coliformes totales y de recuento de
coliformes fecales e incluso la de recuento de E. coli en lo relacionado a los
alimentos, habiéndose admitido como “recuentos indicadores del grado de

contaminacién”. El concepto de microorganismos indicadores se basa en la
afirmacion hecha por Schardiger en el afio 1892 seguln la cual la bacteria E. coli
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podia ser utilizada como indice o indicador de contaminacion fecal, ya que podian
ser aisladas con mayor facilidad que las especies de Salmonella (Fraizer, 1993).

La facilidad en general con que los coliformes pueden ser cultivados y
diferenciados los hace ideales como indicadores, con la excepcion de que su
identificacién se puede complicar por la presencia de cepas atipicas, no obstante
estas cepas atipicas tienen una importancia higiénica dudosa, ya que no se han
relacionado con dafio al consumidor (Jay. 1994).

Es importante hacer hincapié en que los microorganismos indicadores se emplean
con mayor frecuencia para evaluar la inocuidad y la higiene de los alimentos que
para determinar su calidad ( Jay. 1994).

En los productos lacteos, las pruebas de coliformes no estan ideadas para indicar
la contaminacion fecal, pero reflejan la higiene general del establo lechero y de la
planta procesadora de é sta (Jay, 1994).

3. Limpieza y desinfeccién del equipo para controlar el crecimiento

microbiano.

La calidad microbiolégica de un alimento no se garantiza Uinicamente mediante el
control del producto final, sino también a través de medidas consecuentes para
asegurar la higiene en la empresa (Ellner, 2000).

Por eso mismo la higiene en la empresa debe abarcar el control del personal en

este caso el ordefiador, las materias primas es decir las vacas, todo el equipo (el
cual incluye la ordefiadora, los filtros, el equipo de enfriamiento y el tanque de
almacenamiento), el material de embalaje, el aire y el agua. Y para lograr este
objetivo una de las medidas tendientes a controlar esta posible contaminacion
estan la limpieza y la desinfeccion (Eliner, 2000).
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El lavado y desinfeccién tanto de las vacas como del equipo utilizado tienen la
finalidad de reducir y minimizar el aporte microbiolégico, para lograrlo es necesario
conocer la eficacia de la rutina de lavado y desinfeccion y la eficiencia de estas
operaciones ejerce una enorme influencia en la calidad final del producto (Paez,
2003).

Entendiendo por limpieza al proceso de separacion y alejamiento de la suciedad
existentes en las superficies y paredes, de tal modo, que al menos aparentemente
se pueda considerar desaparecida. (Sainz, 1990), y como superficie limpia,
aquella que se encuentra de forma visible libre de cualquier sustancia o materia
diferente al material intrinseco del que esta hecha (NOM-093-SSA1-1994).

Es decir una superficie limpia es la que esta libre de suciedad de cualquier tipo y
no emite olores. Por lo tanto, es aquella en la que se han eliminado restos
alimenticios, detergentes y desinfectantes. No contaminara los alimentos que
contacten con ella y los microorganismos que posee, no afectaran a la calidad del
producto durante su elaboracién. Una superficie limpia no es necesariamente
estéril (Bibek, 2001).

Es esencial para evitar la contaminacion microbiana de la leche la limpieza e
higiene de las superficies que entran en contacto con ellas. Esta precaucién es
importante no sélo desde el punto de vista de calidad sino también de salud
publica. (Robinson, 1987)

La eficacia de la limpieza, tanto de los equipos como de la planta tiene importantes
consecuencias sobre la calidad higiénica del producto. Los locales (suelos,
paredes y techos) deben estar construidos con materiales que acumulen la
minima suciedad posible y sean faciles de limpiar. Los equipos también tienen que
cumplir estos requisitos, ademas de las siguientes caracteristicas:
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v" Todas las superficies que estan en contacto con los alimentos serén inertes
en las condiciones de fabricacion empleadas. El material mas adecuado es
el acero inoxidable.

Las llaves de salida pueden, a veces estar muy contaminadas aunque su
apariencia no lo demuestre, debido a que, el metal y los tapones de goma
estan unidos de manera insatisfactoria. Por esto mismo se recomienda que
al menos una vez al mes estos tapones se sumerjan en agua hirviendo

durante dos minutos para su efectiva limpieza.

v Las superficies que contactan con los alimentos seran lisas y no porosas
para que no se acumulen restos alimenticios dificiles de eliminar durante la
limpieza. A este respecto son mas adecuadas las juntas y codos de
soldadura que las superpuestas o las de rosca; las entradas y salidas de los
tanques deberan estar alineadas con las superficies interiores. También los
agitadores, sondas y dispositivos para controlar el nivel son superficies que
facilitan la acumulacion de suciedad. En estas zonas ya citadas, radica
gran importancia el recuento de organismos coliformes y de enterococos,
ya que precisamente la acumulacién de suciedad facilita la multiplicacion de
microorganismos vy por lo tanto su presencia en la leche refleja las malas
condiciones sanitarias del equipo.

Se ha dicho con frecuencia que el equipo de ordefio debe estar muy
contaminado para que origine un incremento marcado del recuento de
bacterias por ml de leche que pasa a través del mismo. Pero por otra parte,
rara vez el equipo de ordefio estd contaminado de una manera uniforme;
las bacterias y los residuos lacteos se acumulan en zonas dificiles de
limpiar y en los sitios de los componentes mal disefiados ejemplo de estos
puntos son hendiduras, finales ciegos y empalmes, los que se necesitan
desmontar periédicamente porque no se pueden limpiar ensamblados. Por
el contrario las superficies lisas se limpian con facilidad, simplemente
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haciendo circular soluciones limpiadoras 6 desinfectantes a través de las
maquinas. (Robinson, 1987; Early, 2000; Hayes, 1993).

En el caso de los tanques de almacenamiento, conservacion o recepcion de la
leche la mayoria de estos son de superficie lisa, de acero inoxidable mas faciles
de limpiar que las maquinas ordefiadoras; pero los accesorios tales como el
agitador, llaves de salida, valvulas

y en algunos modelos, las juntas de los orificios de inspeccién pueden a veces ser
causa de acumulo de materia organica dificil de retirar (Robinson, 1987).

En la practica, la contribuciéon de la contaminacion del equipo de ordefio a la flora
total de la leche no se puede determinar con precision mediante los recuentos en
la leche obtenida, debido a la amplia variacién tanto en nimero como en tipo, de
los microorganismos procedentes de las ubres de las vacas. El método mas eficaz
de determinar el grado de contaminacién de la leche derivada de las paredes del
equipo es mediante lavados con un liquido esterilizado y la determinacion de la
tasa bacteriana en el liquido tras el lavado (Robinson, 1987).

Se desconoce la relacién precisa entre la tasa de bacterias recogidas por el lavado
de la maquina ordefiadora y la contribucion de la flora presente en este equipo al
recuento total de la leche. Sin embargo, a partir de los resultados de lavados
repetidos y de otros métodos se puede deducir que la proporcion de bacterias
recogidas en los lavados es, al menos del 10% de la flora total de la leche. Este
porcentaje sera aun mayor si las bacterias se han multiplicado en las superficies
humedas o en los residuos del equipo insuficientemente limpio (Robinson, 1987).

Para verificar la limpieza y controlar asi la presencia de microorganismos se
pueden utilizar diferentes técnicas:
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v La inspeccion visual, se puede emplear para detectar peliculas,
incrustaciones o depésitos visibles, cuando el acero inoxidable se ve opaco
se debe al uso o a la accion de agentes quimicos lo cual es posible limpiar,
pero la opacidad también puede ser debida a una pelicula o incrustacién de
material residual.

v En la inspeccién mediante el tacto se detectan residuos de suciedad
pasando los dedos por las superficies, siempre y cuando se tenga acceso a

estas.

v" Olor, la leche no debe presentar ni olores metalicos, ni el equipo oler a
leche. La presencia de cualquier olor prueba que ha habido una

contaminacion u oxidacion.

v Las pruebas con un pafio seco, los residuos de leche y las incrustaciones
debidas al agua se ven blanquecinos sobre un pafio negro. La herrumbre o
los 6xidos metélicos se aprecian mejor sobre un pafio blanco (Robinson,
1987).

La limpieza debe llevarse a cabo, sino continuamente, al menos a intervalos
regulares y frecuentes de forma que se mantenga aceptable la buena calidad del
producto. La forma en que debe realizarse la limpieza depende principalmente de:

v La naturaleza de la suciedad o mugre que debe eliminarse, la leche deja
mas residuos de grasa y lactosa que de cualquier otro componente.

v El tipo de superficie a limpiar, en este caso el tanque es de acero
inoxidable, y debe tenerse en cuenta que hay ciertos detergentes que
pueden causar corrosion intensa y extensa a este material como los
elaborados a base de acido clorhidrico.
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v' Los materiales empleados para la limpieza, ya sean escobas, zacétes, etc.

v El grado de dureza del agua, ya que esta puede ayudar a que se adhieran
sales minerales en la superficie e inactivar o disminuir las propiedades de

algunos detergentes y desinfectantes (Bibek, 2001).

Las fases basicas de un programa de limpieza pueden resumirse asi:

v" Eliminacién de la suciedad mas grosera,

v" Eliminacion con detergentes de todo resto de mugre o suciedad

v' Arrastre o enjuagado con agua para eliminar los detergentes y la suciedad.

v Secado de las superficies por exposicion al medio ambiente (Bibek, 2001 y
Hayes, 1993).

Frecuentemente la limpieza debe ir seguida de la desinfeccion y/o esterilizacion,
segun el grado de eliminacion de microorganismos deseado.

La desinfeccion (Sanitizacion) Se define como la reduccién del nimero de
microorganismos presentes en una superficie inanimada o alimento, a un nivel que
no dé lugar a contaminacién nociva, mediante agentes y/o métodos quimicos,
fisicos 0 ambos (NOM-093-SSA1-1994).

El principal objetivo de la desinfeccién es minimizar el acceso de microorganismos
a los alimentos de diferentes origenes y en cualquier etapa del procesamiento
(Bibek, 2001).

La correcta desinfeccién ayuda a reducir la contaminaciéon microbiana a niveles
deseados en cualquier proceso de alimentos. Un ejemplo de esto es que los bajos
niveles microbianos en leche cruda producidos en ambientes poco contaminados y
con una efectiva desinfeccion ayuda a que cuando la leche sea pasteurizada
obtenga los niveles microbiologicos seguros, ya que mientras mas altos sea el
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numero de microorganismos en la leche antes de su pasteurizacion mayor sera el
numero de bacterias que sobrevivan después de la misma. Aunado a esto, una
correcta desinfeccion prolongara la vida de anaquel de un producto y reducira la
incidencia de enfermedades transmitidas por alimentos (ETA) (Bibek, 2001).

De manera general la eficiencia de estos procesos (lavado y desinfeccién), se
juzga por el calculo de microorganismos que quedan en la superficie del equipo
que entra en contacto con la leche (Keating, 1999).

Un adecuado proceso de limpieza y desinfeccion en toda la linea de produccion
es primordial ya que las superficies del equipo mal sanitizado podrian convertirse
en una importante fuente de contaminacién de un sinnimero de microorganismos
para la leche cruda. Por lo que este estudio pretende determinar la eficiencia del
proceso de limpieza y desinfeccion del tanque de conservacion de la leche, por ser
la dltima superficie de contacto con la misma antes de su industrializacién, para lo
que se emplearan como indicadores los microorganismos del grupo coliformes

tanto totales como fecales.
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OBJETIVOS

1. Determinar el grado de contaminacién por coliformes totales y coliformes fecales
previo al proceso de limpieza de la superficie interna del tanque de conservacion

de la leche en la unidad de orderio de la FES-C4.

2.0btener las cuentas de organismos coliformes totales y fecales posterior al
proceso de limpieza de la superficie interna del tanque de conservacion de la

leche en la unidad de ordefio de la FES-C4.

3.Determinar la eficiencia del proceso de limpieza del tanque de conservacion de
la leche en la unidad de ordefic de la FES-C4 con base en los datos que se

obtendran de los objetivos anteriores.

4.Sentar las bases para que se implemente un sistema de evaluacién

bacteriolégica del proceso de limpieza en la unidad de ordeno de la FES-C4.
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MATERIAL Y METODOS

1. De acuerdo a la clasificacion realizada por Canales (1986), este estudio fue

considerado como observacional, descriptivo, transversal y prospectivo.

a) Ubicacion del estudio. Sala de ordefio de la Facultad de Estudios

Superiores Cuautitlan Campo 4 -UNAM.

b) Los analisis bacterioldgicos se hicieron en el Laboratorio de Medicina
Preventiva (L-812) de la Facultad de Estudios Superiores Cuautitlan

Campo-4.

2. Duracién del Estudio.

La investigacion se realizo de Noviembre del 2003 a Diciembre del 2004.

3. Sujeto de Estudio.
La unidad de analisis fue la superficie interna def tanque de conservacién de la
leche cruda, el cual cuenta con las siguientes caracteristicas; fabricado en
acero inoxidable por Alfa Laval, con una capacidad total de 1, 700 I, este tipo
de tanque no cuenta con sistema de refrigeracion o enfriamiento, pero si con

doble pared para poder conservar la temperatura a la que se recibe la leche .

4. Tamafno de muestra.
Debido a que el tanque de conservacion no esta contaminado de una manera
uniforme, ya que las bacterias y los residuos lacteos se acumulan en zonas
dificiles de limpiar y en los sitios de los componentes mal disefiados, el tanque
se dividi6 en 6 zonas fisicas de acuerdo a sus caracteristicas de forma,
realizandose el censo bacteriologico por zona y por la categorizaciéon de
riesgo en la que se clasifican los organismos coliformes totales y fecales
(ICMSF, 1981). Se programaron 5 repeticiones, tal como se representa en el

Cuadro No. 7 y Figura No. 4
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Cuadro No. 7. Zonas del Tanque.

ZONA | AREA CORRESPONDIENTE
Tapa

Parte superior (techo del tanque de recepcién)
Pared superior del cuerpo del tanque de recepcién
Pared inferior del cuerpo del tanque de recepcion
Parte inferior (piso del tanque)

O 0N &~ OGN =

Tuberia de salida de la leche del tanque de recepcion

Figura no. 4. Diagrama del tanque de conservacion de la leche dividido en 6 zonas
para su muestreo

Zona |

Zona?2

Zona3l

Zona 4

Zona 5
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El muestreo de superficie es no probabilistico, se hizo de forma secuencial y
ordenado. Para fines de muestreo se dividié el tanque en seis zonas especificas
para determinar su limpieza ( Zona 1, Zona 2, Zona 3, Zona 4, Zona 5 y Zona 6)
de las cuales se hicieron 5 repeticiones, cada repeticion se realizé semanalmente.
El muestreo por zona a su vez se realizd antes del Lavado o Tanque de

conservacion “sucio” y después del Lavado o Tanque de conservaciéon “limpio”.

6. Tipo de variable estudiada.
Cuantitativa discreta.

¢ Identificacion de los microorganismos indicadores de contaminacion
(Coliformes totales y coliformes fecales), sefalando cuentas
bacterianas expresadas como Nimero mas probable por centimetro

cuadrado (NMP/cm?) antes de lavado y después de éste.

7. Toma y manejo de muestras.

Se realizé una variante de la técnica descrita por Collins y Lyne para la toma de
muestras de superficies por la “técnica de frotacion” (Microbiological methods,
1999) usando esponjas estériles de la marca comercial Nasco WHIRL-PAK® y
auxiliandose de un aditamento de aluminio fabricado especialmente para este fin.
Inmediatamente de conseguidas las muestras se llevaron al laboratorio y fueron
sometidas a refrigeracion hasta el momento de ser procesadas.

También se tom6 como referente la metodologia sefalada en la “NOM-109-SSA1-
1994, Procedimientos para la toma, manejo y transporte de muestras de alimentos

para su andlisis microbiolégico”(ver anexo 1).

8. Analisis Bacteriolégico.

Para su andlisis, las muestras se procesaron en el laboratorio de Medicina
Preventiva realizando su preparacion y dilucion en base a lo establecido en la
“NOM-110-SSA1-1994, Preparacién y Dilucion de Muestras de alimentos para su

andlisis microbioldgico” (ver anexo 1).
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Las determinaciones bacteriolégicas para coliformes totales y coliformes fecales
se realizaron segun lo dispuesto en la “NOM-112-SSA1-1994, Bienes y servicios.
Determinacién de bacterias coliformes. Técnica del numero mds probable’,
usando para el fin de determinar coliformes totales, tubos de serie de tres de caldo
launf sulfato de sodio al doble de la concentracion establecida por el fabricante e
incubadas 48 h. a 37°C y caldo EC para determinar coliformes fecales a la
concentracién establecida por el fabricante e incubadas 48 h. a 45-45.5°C {ver

anexo 2).

9. Anélisis de resultados.
Las pruebas estadisticas realizadas para el analisis de resultados fueron bajo un

diserio factorial 5 x 6 donde:

o Factor A= Zona del tanque.

e Factor B = Eficiencia de lavado.
De donde se obtuvieron:

¢ Medidas de tendencia central y de dispersion {media y desviacion
estandar).

¢ Analisis de varianza unidireccional (Hernandez; Fernandez ; Baptista,
2003).

¢ Prueba de Tukey con un nivel de significancia de 0.001 {Daniel, 2002).

Para realizar la interpretacion de la prueba estadistica, se postularon las

siguientes hipotesis:

Ho: El grado de contaminacion determinado por el nimero de microorganismos
coliformes totales y coliformes fecales sobre la superficie interna del tanque de
conservaciéon de la leche, independientemente de la zona del mismo, es igual

tanto antes como después del lavado.
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Hi: El grado de contaminaciéon determinado por el nimero de microorganismos
coliformes totales y coliformes fecales sobre la superficie interna del tanque de
conservacién de la leche, tanto antes como después del lavado, dependera de la

zona del tanque de la que se trate.
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RESULTADOS

De la observacion que se hizo del proceso antes y después del lavado se
desprende lo siguiente:

El llenado del tanque de conservacion de la leche, se realiza diariamente después
de cada ordefia, previo enfriamiento de la leche al pasar por placas
intercambiadoras de calor, generalmente la cantidad de leche contenida, no pasa
de la mitad de la capacidad total del tanque (1, 700 I), que es lo comrespondiente
alas zonas 4y 5.

Por el contrario el vaciado del tanque no se realiza diariamente, sino en dias
terciados, es decir solo los dias lunes, miércoles y viernes. Lo que significa que la
leche contenida el dia lunes antes del lavado, corresponde a la leche recolectada
de la ordefia del viernes en la tarde, las dos ordefias del sabado, las dos.ordefas
del domingo y la del lunes en la mafana, por lo tanto parte de la leche contenida
en el tanque pasa mas de 60 horas en su interior. Cabe mencionar que el tanque
sblo almacena la leche fria (en promedio llega a una temperatura de 7.8°C y
después de 48 horas su temperatura aumenta hasta los 12.5°C), ya que no cuenta
con sistema de refrigeraciéon. Después del vaciado se procede ai lavado de la

manera siguiente:

1. Eliminacién de materia mas grosera por arrastre con agua a temperatura
ambiente

2. Lavado con detergente alcalino auxiliandose con un cepillo de material plastico
y una fibra de material sintético

3. Enjuagado con agua a temperatura ambiente

4. Aplicaciéon de vapor (por lo general una vez por semanay)

5. Secado por exposiciéon al medio ambiente
Nota: No se mencionan tiempos de duracion de cada etapa del proceso porque

no estan estipulados. Este proceso solamente se realizaba los dias lunes,

miércoles y viernes.
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Debido a que el personal encargado no tiene un horario fijo para lavar el tanque,

las 5 repeticiones del muestreo no se tomaron a una hora determinada.

Las muestras que se trabajaron se dividieron en dos categorias: Antes del lavado

(tratamiento 1) y después de lavado (tratamiento 2).

Las variables estudiadas fueron: Determinacion de coliformes totales y fecales

expresadas como NMP/cm? y como logaritmo (Y + 1).

Los resultados obtenidos del conteo expresados como numero mas probable
difieren demasiado entre si (Ver Cuadros No. 8 y 9), la presencia de valores
negativos o “0” y de valores tan amplios que van desde 3 NMP/ ¢cm? hasta mas de
1100 NMP/ cm?, hicieron que los resultados se transformaron como logaritmo (Y +
1), para facilitar su estudio y comparaciones entre zonas del tanque tanto antes
como después de lavado. Se ordenaron de tal forma que, se procesaron en el
programa estadistico MINITAB. (Ver Cuadros No. 10y 11).

Se pretende que al final del procedimiento de limpieza del tanque de conservacion

de la leche se disminuyan las cargas bacteriolégicas de coliformes totales y

fecales.
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CUADRO No.8. CUENTA DE COLIFORMES TOTALES POR LA TECNICA DEL
NUMERO MAS PROBABLE (NMP) EXPRESADA COMO NMP/ cm?

W]myﬁﬁ
TANQUE LAVADO LAVADO
(NMP/cm?) (NMP/cm?)
1 1 7 14
2 Menos de 3 14
3 64 21
4 Mas de 1100 23
5 Mas de 1100 3
6 Mas de 1100 15
2 | 1 [ Menosde3 || Menosde3 |
2 Mas de 1100 Menos de 3
3 Menos de 3 Menos de 3
4 Mas de 1100 Menos de 3
5 Mas de 1100 Menos de 3
6 Mas de 1100 Mas de 1100
3 1 [ 9 | Menosde3 |
2 9 Menos de 3
3 15 Menos de 3
4 1100 Menos de 3
5 Mas de 1100 Menos de 3
| | 6 Mas de 1100 240
4 1 43 Mas de 1100
2 Menos de 3 Menos de 3
3 Mas de 1100 Menos de 3
4 Mas de 1100 Menos de 3
5 Mas de 1100 Mas de 1100
6 Mas de 1100 Mas de 1100
5 1 Menos de 3 43
2 Menos de 3 23
3 Menos de 3 Menos de 3
4 Mas de 1100 240
5 Mas de 1100 240
6 Mas de 1100 Mas de 1100
SLS, 2004

DISENO FACTORIAL 5 x 6 DONDE:
e Factor A= Zona del tanque.

® Factor B = Eficiencia de lavado.
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CUADRO No. 9. CUENTA DE COLIFORMES FECALES POR LA TECNICA DEL
NUMERO MAS PROBABLE (NMP) EXPRESADA COMO NMP/cm?

SEMANA ZONA DEL ANTES DEL DESPUES DEL
TANQUE LAVADO LAVADO
| (NMP/cm?) (NMP/cm?)
1 1 I Menos de 3 3
2 ’ Negatwo Menos de 3
3 | Menos de 3
4 | Mas de 1100 Menos de 3
5 Il Mas de 1100 || Menos de 3
 (I— 6 I‘ Mas de 1100 | 4
2 1 Negativo Negativo
2 93 Negativo
3 Negativo Negativo
4 Mas de 1100 Negativo
5 Mas de 1100 Negativo
6 Mas de 1100 28
3 1 Menos de 3 Negativo
2 Menos de 3 Negativo
3 Menos de 3 Negativo
4 460 Negativo
5 Mas de 1100 Negativo
6 93 Menos de 3
| 4 |—1_ 15 Menos de 3
2 Negativo Negativo
3 21 Negativo
4 93 Negativo
5 150 43
6 23 | 43
5 1 Negativo Menos de 3
2 Negativo Menos de 3
3 Negativo Negativo
4 23 Menos de 3
5 93 3
6 120 - 23 |
SLS, 2004

DISENO FACTORIAL 5 x 6 DONDE:
e Factor A= Zona del tanque.
¢ Factor B = Eficiencia de lavado
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CUADRO No. 10. CUENTA DE COLIFORMES TOTALES POR LA TECNICA
DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP) EXPRESADA COMO Log (Y + 1)

SEMANA

ZONA DEL
TANQUE

ANTES DEL
LAVAD O

Log (Y +1)

DESPUES DEL
LAVADO
Log(Y+1)

SLS, 2004

DISENO FACTORIAL 5 x 6 DONDE:

Factor A = Zona del tanque.
Factor B = Eficiencia de lavado

1 1 0.903 1.176
2 0.602 1.176
3 1.813 1.342
4 3.042 1.380
5 3.042 0.602
6 3.042 1.204
2 1 1 ] 0.602 [ o602 |
2 3.042 0.602
3 0.602 0.602
4 3.042 0.602
5 3.042 0.602
6 3.042 3.042
3 I 1 ] 1.000 0.602
2 1.000 0.602
3 1.204 0.602
4 3.042 0.602
5 3.042 0.602
6 3.042 2.382
a4 1 I 1esa3 ] 3.042
2 0.602 0.602
3 3.042 0.602
4 3.042 0.602
5 3.042 3.042
6 3.042 3.042
s I 1 I oe02 | 1.634
2 0.602 1.380
3 0.602 0.602
4 3.042 2.382
5 3.042 2.382
6 3.042 3.042
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CUADRO No. 11. CUENTA DE COLIFORMES FECALES POR LA TECNICA
DEL NUMERO MAS PROBABLE (NMP) EXPRESADA COMO Log (Y + 1)

IT’ ANTES DEL || DESPUES DEL
TANQUE LAVAD O LAVADO
Log (Y +1) Log (Y + 1)
[ 1+ |1 1| oseo2 | 0602 |

2 0 0.602

3 1.602 0.602

4 3.042 0.602

5 3.042 0.602

6 3.042 0.699
2 1 ] 0 0

2 1.973 0

3 0 0

4 3.042 0

5 3.042 0

6 3.042 1.462
N ﬁ_1_ T oenz | 0

2 0.602 0

3 0.602 0

4 2.664 0

5 3.042 0

6 1.973 | 0.602
a4 ] 1 1.204 [ 0602 ]

2 0 0

3 1.342 0

4 1.973 0

5 2.179 0.602

6 1.380 1.643
5 .1 I o 1 os02 ]

2 0 | os02

3 0 | 0

4 1380 | 0602

5 1.973 | 0.602

6 2.083 ||_1me
SLS, 2004

DISENO FACTORIAL 5 x 6 DONDE:
« Factor A= Zona del tanque.
s Factor B = Eficiencia de lavado



De todos los resultados obtenidos de coliformes totales, se procedié a obtener
tanto las medias como la desviacién estandar, expresados como log (Y+1), tanto

por lavado (antes y después) como por zona del tanque (ver Cuadro No. 12)

CUADRO No. 12. Calculo de medida de tendencia central y de dispersién

para la variable coliformes totales

Variable dependiente: Logaritmo (Y+ 1) de coliformes totales

LAVADO ZONA MEDIA DESVIACION n
ESTANDAR {No. de
muestras)
Antes del 1 0.95000 0.42637 5
lavado 2 1.16960 1.06080 5
3 1.45260 1.02041 5
4 3.04200 0.00000 5
5 3.04200 0.00000 5
6 3.04200 0.00000 5
Total 2.11637 1.11002 30
Después del 1 1.41300 1.00972 5
lavado 2 0.87240 0.37722 5
3 0.75000 0.33094 5
4 1.11360 0.78502 5
5 1.44600 1.17902 5
6 2.54240 0.80091 5
Total 1.35623 0.94814 30
TOTAL 1 1.18150 0.77037 10
2 1.02100 0.76675 10
3 1.10130 0.80534 10
4 2.07780 1.14318 10
5 2.24400 1.15125 10
6 2.79220 0.59534 10
Total 1.73630 1.09288 60
SLS, 2005

De manera general, se puede observar que tanto antes como después de lavado,
la zona 6 es la mas sucia, seguida de la zona 5 y 4, por el contrario la zona mas
limpia es la 2.

Otro dato que vale la pena mencionar, es que antes de lavado las zonas 4,5y 6,

durante las cinco repeticiones que tuvo el muestreo de cada zona, se aprecia que
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los resultados coincidieron entre si y entre zonas como lo demuestra la poca o
nula desviacién estandar que tuvieron con respecto a la media.

El analisis de varianza realizado para coliformes totales se muestra en el Cuadro
No. 13
Cuadro No. 13. Analisis de varianza de la variable coliformes totales

Variable dependiente: Logaritmo (Y+ 1) de coliformes totales

Fuente de g.l Sumade Cuadrado F Significancia
variacién (F.V.) cuadrados medio calculada
(S.C) (C.M.) (Fc)
Tratamientos: 11 45.400 4127 7.902 0.000
e Lavado 1 8.667 8.667 16.594 0.000
e Zona 5 27.120 5424 10.385 0.000
e Lavado * Zona 5 9.613 1.923 3.681 0.007
Error 48 25.070 0.522
Total 59 70.469
SLS, 2005

Como se puede observar en el Cuadro No. 13, el proceso de lavado como la zona
del tanque de conservacién tienen un efecto altamente significativo sobre el
numerc de coliformes totales presentes en este, ya que ambos tienen un valor de
o« menor a 0.001, esto quiere decir que la zona correspondiente del tanque y sus
caracteristicas de forma influyen notoriamente sobre el conteo de coliformes

totales antes y después de cada lavado.

Cada variable mencionada anteriormente influye de forma independiente en dicho
conteo. Ahora, si se toma en cuenta la interaccion de las dos variables (lavado y
zona del tanque) también influyen significativamente pero no tanto como cada

variable por separado.

Al comparar las zonas del tanque de conservacion entre si, como se observa en el
Cuadro No. 14 tanto antes como después del lavado, por los resultados obtenidos
en la prueba de Tukey, se pueden dividir las zonas basicamente en tres grupos en

base al numero de coliformes totales que presenté cada una.
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Cuadro No. 14. Prueba de Tukey de la variable coliformes totales.

ZONA N* DATOS AGRUPADOS
1 2 3

2 10 1.02100

3 10 1.10130

1 10 1.18150 1.18150

4 10 2.07780 2.07780

5 10 2.24400

6 10 2.79220
|_Significancia 0.996 0.080 0.252
SLS, 2005

*Numero de muestras

El primer grupo corresponde a las zonas 2, 3 y 1, este grupo en general contempla
a las zonas en general mas limpias del tanque, respectivamente. Dentro de este

grupo la zona 2 resulté mas limpia que la zona 3y 1.

El segundo grupo estd conformado por las zonas 1 y 4, donde la zona 1 en

comparacioén con la zona 4 es mas limpia, pero no mas que la zona 2 y 3.

El tercer grupo lo constituyen las zonas 4, 5 y 6 en ese orden de la menos
contaminada a la mas contaminada.
La zona 1 y 4 comparten grupos debido a la similitud de resultados con ambos

grupos, lo cual no permite definir totalmente los grupos.

En la Grafica No. 1, es posible comparar la carga de coliformes totales antes y
después del lavado, se hace evidente que las zonas con mayor carga bacteriana
antes del lavado son la 4, 5 y 6; y las menos contaminadas son las zonas 1,2y 3

respectivamente.

Esto puede entenderse ya que las zonas mas contaminadas (4, 5 y 6)
corresponden a la superficie del tanque de mayor contacto con la leche y aunado
a esto un deficiente enfriamiento de la misma, que ademas se conservaba hasta 3

dias en el tanque antes de ser vaciado, todas estas condiciones conforman un
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medio favorable para la multiplicaciéon de la microfiora inicial, y estos factores en

conjunto dan como resultado elevados conteos de coliformes totales.

Grafica No.1. Relacién del lavado con respecto a la zona del tanque,
determinado por namero de coliformes totales expresado como logaritmo
(Y+1)

RELACION DEL LAVADO CON RESPECTO A LA
ZONA DEL TANQUE, DETERMINADO POR Kf,
NUMERO DE, COLIFORMES TOTALES EXPRESADOS
COMO Log (Y+1)

(log Y+1)

COLIFORMES TOTALES

ey M v 7 e L L Pt ;
ZONAS DEL TANQUE \

SLS, 2006

Por otro lado, después del lavado las zonas 3, 4 y 5 disminuyen la carga de
coliformes totales en mas del 50%, mientras que las zonas 2 y 6 aunque también

disminuyeron su carga no fue considerable (menos del 17%].

La zona 1, que coiresponde a la tapa del tanque de conservacion, al contrario de
lo que se esperaba aumentd su indice de contaminantes (coliformes totales), lo
cual se considera que se pudiera deber a una contaminacion de origen ambiental
ya que después de lavar, la tapa se mantenia abierta, posiblemente para permitir
el secado del interior del tanque, de esta manera se expone al contacto con

microorganismos que entraban del exterior a través del aire, ya que la puerta de
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acceso al lugar donde se encuentra el tanque se dejaba abierta. Por otro lado, la
presencia de un estercolero a 25.5m de distancia puede ser una importante fuente
de propagacion de coliformes de importancia como E. coli, Yersinia y Enterobacter
aerogenes e incluso Salmonella spp que se desarrolla favorablemente en el
suelo.

Tomando el tanque de conservacion de la leche como una unidad y para comparar
de manera general la eficiencia del iavado, se puede observar la Grafica no. 2,
donde se desprende que a excepcién de la tapa (zona 1), el nimero de coliformes
totales si disminuye, siendo evidente en esta zona una contaminacion posterior al
lavado que puede tener su origen, como ya se mencioné anteriormente del medio
ambiente o también provenir de otras fuentes como los utensilios usados como
auxiliares del lavado, o hasta de las manos de la persona encargada de su lavado
ya que la tapa corresponde a una zona de facil alcance con las manos.

Grafica No. 2. Nivel de coliformes totales antes y después del lavado del
tanque de conservacion de la leche, expresado como logaritmo (Y + 1)

Niva de c“oliformes tbiales ént-; y déspués dc_el lavad(;del
| tanque de conservacion de la leche, expresado como

'! o8 logaritmo-(Y + 1)

35
3 r
25

logaritmo (y + I) de coliformes totales
—
[9)]

| Zona del tanque

SLS, 2005
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Con los resultados obtenidos de coliformes fecales, se procedié de la misma
manera que con los datos de coliformes totales, obteniéndose las medias y la
desviacion estandar, expresados como log (Y+1), tanto por lavado (antes y

después) como por zona del tanque (ver Cuadro No. 15)

Cuadro No. 15. Calculo de medida de tendencia central y de dispersion para

la variable coliformes fecales

Variable dependiente: Logaritmo (Y+ 1) de coliformes fecales

LAVADO ZONA MEDIA DESVIACION n
ESTANDAR (No. de
muestras)

Antes del 1 0.48160 0.50367 5
lavado 2 0.51500 0.85572 5

3 0.70920 0.74414 5

4 2.42020 0.72710 5

5 2.65560 0.53409 5

6 2.30400 0.72482 5
Total 1.51427 1.15693 30

Después del 1 0.36120 0.32973 5
lavado 2 0.24080 0.32973 5

3 0.12040 0.32973 5

4 0.24080 0.32973 5

5 0.36120 0.32973 5

6 1.15720 0.47348 5
Total 0.41360 0.47149 30
PROMEDIO 1 0.42140 0.40632 10
2 0.37790 0.62821 10
3 0.41480 0.61206 10
4 1.33050 1.26597 10

5 1.50840 1.27961 10

6 1.73060 0.83574 10

Total 0.96393 1.03691 60

SLS, 2005

Del cuadro anterior, se observa que las medias de las zonas antes del lavado, no
son homogéneas, algunos valores se disparan bastante como los de las zonas 4,

5y 6 en comparacion con los de las zonas 1,2 y 3.
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Después del lavado, la zona 6 tiene un valor de coliformes fecales mucho mayor

que el de las otras zonas siendo esta diferencia hasta tres veces mayor.

También es notorio después del lavado la similitud en la desviacion estandar entre

zonas a excepcion de la zona 6.

En el analisis de varianza como se puede observar en el Cuadro No. 16, el lavado,
la zona del tanque de conservacion y la interaccién de ambas variables, tienen un
efecto altamente significativo sobre el nivel de coliformes fecales, ya que las tres
fuentes de variacion tienen un nivel a menor a 0.001, lo que significa que las dos
variables tomadas independientemente o en conjuncién si ejercen influencia sobre

el nivel de coliformes fecales presentes en la superficie del tanque.

Cuadro No. 16. Anélisis de varianza de la variable coliformes fecales

Variable dependiente: Logaritmo (Y+ 1) de coliformes fecales

Fuente de g.l Sumade Cuadrado F Significancia
variacion (F.V.) cuadrados medio calculada
(S.C.) (C.M.) (Fc)
Tratamientos: 11 48.993 4454 14.803 0.000
e Lavado 1 18.172 18.172 60.397 0.000
e Zona 5 19.579 3.916 13.015 0.000
e Lavado* Zona 5 11.242 2.248 7.473 0.000
Error 48 14.442 0.301
Total 59 63.435
SLS, 2005

Para poder comparar la eficiencia de lavado por zona del tanque de conservacion,

se realizé la prueba de Tukey, la informacién se muestra en el Cuadro No. 17.
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Cuadro No. 17. Prueba de Tukey para la variable coliformes fecales

ZONA N* DATOS
AGRUPADOS
1 2

2 10 0.37790

3 10 0.41480

1 10 0.42140

4 10 1.33050

5 10 1.50840

6 10 1.73060
Significancia 1.000 0.583
SLS, 2005

*Namero de muestras

Como se puede observar en el Cuadro No. 17, las semejanzas y diferencias entre
zonas del tanque tanto antes como después del lavado, permiten dividir dichas

zonas en dos grupos.

El primer grupo corresponde a las zonas del tanque con un menor grado de
contaminacién por coliformes fecales, a este grupo pertenecen las zonas 2, 3y 1,

mencionadas en este orden de la menos a la mas contaminada.

El grupo 2 comprende las zonas con un mayor grado de contaminacion que
corresponde a las zonas 4, 5 y 6 respectivamente, de la menos a la mas

contaminada.

A diferencia de los resultados de coliformes totales, los valores obtenidos de

coliformes fecales permiten definir perfectamente los dos grupos.

Esto es aun mas evidente en la Grafica No. 3, donde se observa que antes del
lavado se disparan mucho los resultados de las zonas 4, 5 y 6 debido (como ya se
menciond anteriormente para coliformes totales) a que estas zonas corresponden
a la superficie del tanque que tiene un mayor contacto con la leche y aunado a
esto las condiciones optimas sobre todo de temperatura y tiempo que se dan para

la proliferacién bacteriana.
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Grafica No. 3. Relacion del lavado con respecto a la zona del tanque,
determinado por nimero de coliformes fecales expresado en logaritmo (Y +
1).

RELACION DEL EAVADO CON RESPECTO A LA ZONA
DEL TANQUE, DETERMINADO POR EL NUMERO DE
COLIFORMES FECALES EXPRESADOS COMO Log (Y+1) .
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SLS, 2005

Después del lavado las zonas 3, 4 y 5 si sufren una disminucién considerable de la
cantidad presente de coliformes fecales, inclusive en las zonas 2 y 6 hay una
reduccion en la contaminacién hasta en un 50%. No asi en la zona 1 que
corresponde a la tapa del tanque, que aunque si disminuye su grado de
contaminacion éste fue minimo lo cual se puede deber a los factores antes

mencionados (para coliformes totales.)

En la Grafica No. 4 al analizar el tanque como una unidad en general, y no como
zonas independientes se puede verificar que después del lavado si se disminuyo
el grado de contaminacién por coliformes fecales, aunque no de igual manera

sobre toda la superficie interna del tanque de conservacién de la leche
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Grafica No. 4. Nivel de coliformes fecales antes y después del lavado del
tanque de conservacion de la leche, expresado como logaritmo (Y + 1)

| Nivel de coliformes fecales antes y después del lavado del
tanque de conservacién expresado como logaritmo (Y + 1)
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SLS, 2005

En base a todos los resultados obtenidos tanto para coliformes totales y coliformes
fecales; si la hipotesis nula (Ho) dice que el grado de contaminacién sobre toda la
superficie interna del tanque de conservacion de la leche independientemente de
la forma, es igual, tanto antes como después del lavado. Y la hipétesis alterna (Hi)
dice que si hay diferencias en el grado de contaminacion de la superficie del
tanque de conservacion de la leche tanto antes como después del lavado, debido
a que la forma del tanque no es regular; podemos concluir que Hi se acepta y Ho
se rechaza, esto quiere decir que de manera general la eficiencia del lavado
considerada por la disminucion de coliformes totales y fecales en el tanque de
conservacion de la leche se ve determinada en gran medida por la zona del
tanque de la que se trate, siendo mas efectiva en las zonas con una superficie

mas lisa y regular (zonas 2, 3, 4 y 5) y menos efectiva en superficies irregulares
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(zona 6), aunque también hay otros factores externos a considerar como fuentes
de contaminacion de origen ambiental, y de personal probablemente, que también
van a modificar el resultado final de la limpieza como se observé en la zona 1 o

tapa del tanque de conservacion.
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DISCUSION

Para poder analizar el proceso de lavado y desinfeccion interna del tanque de
conservacién de la leche de la FESC C-4, se hace necesario tomar en cuenta
varios factores que pueden estar afectando la cantidad de bacterias presentes en
la leche y por ende en las superficies de contacto con la misma, ya que mientras
mas condiciones favorables se proporcionen para la multiplicacion bacteriana,
mayor sera la supervivencia de las mismas aun después del lavado y
desinfeccién. Por lo observado desde el momento en que inicia el proceso de
obtenciéon y conservacion de la leche, se hacen evidentes algunas fallas al
respecto:

El tiempo y la temperatura a la que permanece la leche en el tanque de
conservacion de la FES C-4 (mas de 60 horas a 7.8°C y en aumento), pudieron
haber sido los factores que mas influyeron en la cantidad de microorganismos
presentes en la leche y por ende en las superficies de contacto con ella, hay que
recordar que, siempre contendra una cierta cantidad de bacterias procedente de ia
ubre y de contaminaciones subsecuentes a las que estd sujeto y que
considerando otros factores microambientales propios de este alimento es de
esperarse que después de cierto tiempo comiencen a multiplicarse las bacterias,
tal como lo menciona Keating (1999) y Robinson (1987). Por eso mismo el
Reglamento de control sanitario de productos y servicios (1999) en su articulo 42,
menciona que !a leche cruda, sélo podra permanecer en estas condiciones hasta
24 h, esta informacién es confirmada con lo publicado por Keating (1999) y
Robinson (1987), que demuestran que después de 48 h la multiplicacion de

microorganismos es exponencial atn conservada a 4°C.

Cabe mencionar que de manera general en la superficie del tanque antes del
lavado, el nimero de muestras mayor a 1100 NMP/cm? de coliformes totales fue
mayor al 50% lo que demuestra la facilidad con que las bacterias coliformes se

multiplicaron sobre las superficies, esto se explica como menciona Wildbret (2000)
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a que dentro de la composicién de los residuos que deja la leche fria, el 38.11%
corresponde a la lactosa (constituyente sélido mas abundante en la leche) como lo
indica Keating (1999) y cabe recordar que es e! principal sustrato para las

bacterias del grupo coliforme como lo menciona Fraizer {1993) y Londinsky (1999).

Otro factor que posiblemente contribuyé a la alta cantidad de bacterias presentes
en el tanque antes del lavado, es el proceso de obtencion de la leche, ya que
como lo mencionan Amiot (1991), Fraizer (1993), Robinson (1987), Hayes (1993),
Londinsky (1999), Jay (1994) y Loor; Jones; Sumner (1999) este punto donde se
realizé el muestreo corresponde a la Ultima superficie de contacto con ésta antes
de entrar a cualquier otro proceso y por ende refleja la higiene o la falta de ésta

durante todas las etapas previas.

Lo anterior es importante, ya que como Jay (1994) menciona, la cuestién no es
simplemente ia presencia de coliformes, sino las cifras relativas totales, porque
elevadas cuentas de coliformes implicaran posible dafio al consumidor tomando
en cuenta que muchos de los microorganismos del grupo coliforme tienen MDI
altas, y si las superficies tienen un alto indice de estos microorganismos, con
mayor razén la leche que estuvo y que estara en contacto con dichas superficies

estara contaminada.

Aunado a todo lo anterior, el no tener un programa regular de lavado y
desinfeccién también se ve reflejado en la gran dispersion de los datos obtenidos
a partir del muestreo, ademas de los elevados conteos bacterianos en algunos

casos y en algunas zonas del tanque de conservacion.

Por otro lado, el elevado nivel de significancia (menor de 0.001), obtenido en el
andlisis de varianza en este estudio demostr6 la gran influencia que tuvieron la
zona del tanque con respecto al nivel de coliformes totales y fecales presentes, lo
que se puede explicar con lo descrito por Robinson (1987), que considera que las

bacterias y los residuos lacteos se acumulan en zonas dificiles de limpiar y en los
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sitios de los componentess mal disefiados, ejemplo de estos puntos son
hendiduras, finales ciegos y empalmes, en donde las bacterias coliformes y los
enterococos se multiplican con mayor facilidad y su presencia en la leche refleja
las malas condiciones sanitarias del equipo (Hayes, 1993). Este punto se hizo
evidente en la zona 6 del tanque de conservacién que correspondia a la tuberia de

salida de la leche, en donde los valores encontrados fueron elevados.

Por el contrario, como menciona Robinson (1887), las superficies lisas se limpian
con facilidad, simplemente haciendo circular soluciones a través de las maquinas
como se demostré en las zonas 3, 4 y 5 que correspondian al cuerpo y fondo del
tanque de conservacion, donde se disminuyé en mas del 50% la carga bacteriana

con el proceso de limpieza y desinfeccion que se realizaba.

Los resultados obtenidos son similares a los publicados por Paez y col. (2003), en
un estudioc donde se evalué la higiene del equipo de ordefo y de refrigeracién
mediante la técnica de bioluminiscencia de ATP, donde encontraron que del total
de muestreos realizados a la boca de descarga del tanque, el 89% presentaron
resultados equivalentes a zonas “sucias”, mientras que las paredes del tanque
s6lo presentaron entre 11 y 22% de resultados equivalentes a zonas “sucias”, es
decir valores mayores a 2.5 unidades relativas de luz (URL, que corresponde a las
unidades de medida para bioluminiscencia de ATP), segun el autor, este
fenémeno se explicé con respecto a la boca de descarga al reducido contacto del

agua de enjuague con la totalidad de la zona.

Para poder comparar los resultados obtenidos entre este estudio y el realizado por
Paez y col. es necesario saber que la técnica bioluminiscencia de ATP no puede
diferenciar entre ATP de origen bacteriano y el de origen en la suciedad (materia
organica). Adicionalmente estudios previos han sugerido que la técnica de
bioluminiscencia de ATP es una valiosa herramienta para detectar la presencia de
un bajo numero de bacterias en la superficie (hasta 10° UFC/ cm?) en ausencia de

suciedad. Sin embargo para detectar la presencia de microorganismos especificos
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o indicadores en una superficie, normalmente su monitoreo involucra las técnicas

microbiolégicas basadas en el cuitivo bacteriano (Moore and Griffith, 2002).

Con respecto a la zona 1 (tapa del tanque de conservacion de la leche), contrario
a lo que se esperaba, el aumento en el indice de coliformes totales después del
lavado, podria explicarse por el fenémeno -que Hyginov Crit (2001) denomina
como “limpiezas contaminantes”, es decir el riesgo de contaminacién debida a la
limpieza con agua a alta presién, que produce aerosoles que pueden mantener a
los microorganismos en suspension en el aire durante cierto tiempo, y por ende
generar una atmésfera contaminante, si bien como mencionan Frazier y Westhoff
(1993), aunque la cantidad de microorganismos afadidos por esta fuente suele ser
insignificante, este puede aumentar el ndmero total de los mismos en un
determinado alimento y/o superficie sobre todo si esta mucho tiempo en contacto
con éste, como ocurre durante la etapa del secado por exposicion al medio

ambiente, después del lavado.

Oftras posibles fuentes de contaminacion cercanas pudieron ser el estercolero que
se encuentra a corta distancia de la ubicacion del tanque de conservacion, el
personal en contacto con estas superficies, y hasta el agua de lavado, por lo cual
se necesitaria realizar estudios bacteriologicos para evaluar la influencia del

ambiente y poder confirmar o descartar cualquiera de estas sospechas.

Un estercolero relativamente a corta distancia (25.5 m), se sabe es una fuente
muy importante de propagacién de bacterias coliformes y en general
enterobacterias incluyendo patégenas para el ser humano como Salmonella, tal
como lo mencionan Robinson (1987), Amiot (1991), Marth (2001) y Marth (2001);
sumado a una continua entrada y salida de personas tanto propias como ajenas al
lugar que pudieran vehiculizar a través de sus ropas estos agentes contaminantes
y el hecho de dejar en varias ocasiones abierta la puerta que permite aislar la
ubicacion del tanque con el exterior pudieron también contribuir a una atmdsfera

contaminante que se encuentra alrededor del mismo, aunado a la posibilidad ya
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mencionada de |a formacién de aerosoles durante el lavado podrian explicar el
aumento de la carga contaminante en la tapa del tanque o zona 1, posterior al

lavado y desinfeccion.

Otro factor a considerar es la calidad microbiolégica del agua usada para el
lavado. En un estudio realizado por Reginensi (2005) para determinar las
principales fuentes de contaminacion de leche en Uruguay, encontré que de la
flora total contaminante presente en el agua de uso durante la ordefia y el lavado,
el 70% correspondia a bacterias coliformes, cabe mencionar que esto no significa
que la calidad microbiol6gica del agua en este lugar sea similar a la de la FESC,
pero si podria existir esta posibilidad, aunque si este fuera el caso el efecto
encontrado en la tapa del tanque se hubiera hecho presente en toda la superficie
de éste y no soélo limitado a la zona 1, por lo que cabria considerar la otra posible
fuente de contaminacion, el personal ya que al ser una zona de facil alcance con
las manos la (s) persona (s) encargadas del proceso de lavado pudieran ser la
fuente de contaminacion de bacterias como Salmonella sp y Escherichia por citar

algunas (Amiot, 1991).

En base a todo lo anterior y de manera gen'eral, a excepcion de este uitimo punto
correspondiente a la tapa del tanque se puede decir que si se disminuy6 la carga
bacteriana después de! lavado. Pero para poder afirmar que fue efectivo el
proceso de limpieza y desinfeccion, los valores obtenidos deberan poder ser
comparables con valores de referencia previamente estandarizados como lo
mencionan Leveau y Bouix (2002), pero lamentablemente no existen textos
reglamentarios al que se puedan referir los productos agroalimetarios y que
precisen los criterios guia de aceptabilidad. Sin embargo, ciertos autores,
organizaciones y fabricantes proponen tablas de interpretacion, un ejemplo de lo
anterior, lo publicaron Leveau y Bouix (2002) tomado de Beerens, al aplicar
niveles para determinar la eficiencia de la limpieza, donde se calificaba el grado
de limpieza obtenido, en base a 5 categorias, correspondiendo a la categoria 5,

las superficies que tuvieran menos de 1 UFC/ cm? y asi sucesivamente hasta
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llegar a la categoria 1 cuando las superficies tienen mas de 50 UFC/ cm?, que es
cuando se estard hablando de un deficiente proceso de limpieza. Hay que tener en
cuenta, que los valores antes mencionados, basicamente hacen referencia al
numero total de microorganismos presentes en una superficie y no solamente a

las bacterias del grupo coliforme que puedan existir en ella.

En lo que si coinciden varios autores, entre los que destaca Hyginov Crit (2001),
es que después de la desinfeccion los coliformes deben estar ausentes. Por otro
lado hay autores como Loor, Jones y Sumner (1999) que consideran recuentos de
coliformes (tipicamente E. cofi) por encima de 500 UFC/cm? o NMP/cm? como
indicadores de poca higiene durante la limpieza del equipo de ordefio, durante el
ordefo o entre cada ordefio, donde se puede observar que estos valores estan
muy alejados de los encontrados en este trabajo, si hacemos referencia a
coliformes fecales, pero no asi de los valores obtenidos para coliformes totales
como lo demostraron los resultados, esto desde un inicio nos hace pensar en un

deficiente proceso de lavado aplicado al tanque de conservacién de la leche.

Sera dificil poder hacer una comparacién entre los valores de coliformes totales
obtenidos en este estudio y los marcados por la literatura primeramente por los
valores tan amplios que se obtuvieron, que van desde menos de 3 NMP/cm?
hasta mas de 1100 NMP/cm? , estos dltimos haciendo referencia a la zona 6 del
tanque de conservacion, y segundo, como lo apoyan varios autores como
Hyginov Crit (2001) y Leveau y Bouix (2002), que consideran que cada empresa
debe establecer sus propios valores umbral, los cuales pueden variar en funcion
del nivel de higiene deseado, estado de las superficies, de la carga microbiana del
propio producto y a quien va destinado el producto, en este caso la leche, y que
lamentablemente- se carecen en esta institucion, ya que no se realizan
evaluaciones del proceso de limpieza y desinfeccion y por lo tanto no se cuenta

con informacién a este respecto.
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Ahora, con base en los resultados obtenidos de coliformes totales y ademas los
fecales, donde casi el 50% de las muestras tomadas de la superficie del tanque de
conservacion tuvieron resultados negativos, pero también se obtuvieron valores de
menos de 3 NMP/cm? (30%) y 13.3% por encima de 23 NMP/cm?, se puede decir
que el proceso de limpieza y desinfeccion es deficiente ya que no hay una
eliminacion total de Ia flora contaminante presente antes del lavado. Ya que como
se menciono, la presencia de coliformes fecales después del lavado, es importante
desde el punto de vista sanitario, ya que aunque no hay valores de referencia para
superficies en la normatividad mexicana, para la gran mayoria de los alimentos
inclusive el agua para consumo humano, los coliformes fecales tienen que estar.
ausentes, y recordando que las superficies que entran en contacto con los
alimentos son una fuente de contaminacion muy importante de éstos, se debe
tomar en cuenta por lo tanto que dichas superficies también deben estar libres de
estos microorganismos como lo indican Amiot (1991) y Fraizer (1993), sobretodo
por la posible presencia de microorganismos patégenos, particularmente aquellos
con MDI bajas, como lo son Salmonella typhi y E. coli O157:H7 ( Moore and
Griffith, 2002; ICMSF, 1981), lo anterior nos indica la importancia de plantear

parametros para evaluar el proceso de limpieza en el tanque de la FES-C4.

En cuanto a lo observado, por un lado la ausencia de un horario y de un protocolo
establecido de limpieza que pudiera evaluarse realmente. Ya que para tener la
mayor eficiencia con el proceso de limpieza debe haber una combinacion de
temperatura de agua usada en el lavado, concentracién de los productos a usar
como los detergentes y tiempos de duracion de cada fase de dicho proceso.
Segun los requisitos planteados por Spreer (1991), Bibek (2001), Hayes (1993) y
Wildbret (2000) y ademas la falta de utensilios de limpieza especificos para el
lavado del tanque como el cepillo que al estar en contacto con el suelo, agregaron
microorganismos contaminantes a la superficie interna del tanque y por

consiguiente afectaron los resultados obtenidos.
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Y por otro lado, autores como Spreer (1991) han descrito procedimientos de
limpieza para el tanque de conservacion de la leche que incluyen el uso de un
detergente acido posterior al uso del detergente alcalino con la finalidad de
eliminar todo resto de suciedad que haya quedado en las superficies, tales como
las proteinas y peliculas salinas o también llamadas piedra de leche (Bibek, 2001;
Hayes, 1993 ; Wildbret, 2000 y Robinson, 1987), la cual esta compuesta por
fosfato de calcio, que a su vez retiene la proteina y grasa, es insoluble en los
detergentes alcalinos por lo que para eliminarla se hace necesario el uso de un
detergente acido para remover el esqueleto calcareo que recubre y contiene otras
impurezas, una vez usado éste, si se puede usar el detergente alcalino para
provocar la peptidizacion de las proteinas principalmente la caseina en masa
esponjosa, al mismo tiempo que se emulsionan y se saponifican las grasas como
menciona Keating (1999). Al no ser utilizada esta fase en el programa de limpieza
se estd dando paso a crear las condiciones Optimas para la sobrevivencia y
multiplicacion de bacterias Gram negativas como lo son los coliformes vy
Pseudomonas y ademas de algunos organismos Gram positivos como

Streptococcus en el interior del tanque (Loor; Jones; Sumner, 1999; Amiot, 1991).

Aunado a lo anterior, como lo describen Spreer (1991), Bibek (2001), Hayes
(1993) y Wildbret (2000), la inconstancia del proceso de desinfeccion, pudieron
haber contribuido a la alta tasa de microorganismos presentes en el interior del
tanque tanto antes del lavado como se demostré principalmente en las uitimas
tres zonas del tanque de conservacion de la leche y después de mismo como se
observo en la tuberia de salida de la leche (zona 6), que como Bibek (2001)
menciona, son muy importantes ya que la leche cruda producida en ambientes
poco contaminados y con una efectiva desinfeccién ayudan a que cuando la leche
sea pasteurizada se obtengan los niveles microbiologicos seguros, que en el caso
de México estan establecidos en el apéndice del Reglamento de control sanitario
de productos y servicios (1999) y en la NOM-184-SSA1-2002.

63



A pesar de que el uso de vapor se considera un buen método de desinfeccion
segun lo mencionan autores como Keating (1999), ya que ademas de su poder
bactericida por calor himedo, penetra a través de cualquier residuo de leche que
haya quedado en el equipo aln en todos los poros del material; el no tener un
tiempo especifico y constante de contacto con las superficies no estara
provocando el efecto deseado sobre las bacterias presentes como lo demostraron
los resultados obtenidos en este estudio, posiblemente el que se considere un
método costoso como lo menciona el mismo autor sea la razén de su uso
ocasional.

Lo que si es un hecho, como menciona Robinson (1987) es que en la practica, la
contribucién de la contaminacién del equipo a la flora total en la leche no se
pueden determinar con precision mediante los recuentos de la leche producida
debido a la amplia variacion tanto en ndmero como en tipo, de los
microorganismos procedentes de distintas fuentes. Sin embargo, a partir de los
resuitados de lavados repetidos y de otros métodos se puede deducir que la
proporcion de bacterias recogidas es, al menos, el 10% de la flora total de la
leche. Este porcentaje sera aun mayor si las bacterias se han multiplicado en las

superficies himedas o en los residuos del equipo insuficientemente fimpio.
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CONCLUSIONES
A partir del presente trabajo se desprenden las siguientes conclusiones:

v' La presencia de bacterias coliformes en las superficies de contacto con la
leche refleja la higiene de todo el proceso de obtencién de la misma, por lo
tanto el alto conteo de bacterias coliformes totales y fecales antes del
lavado del tanque de conservacion de la leche de la FES-C4, indica un
manejo sanitario deficiente de la misma por lo cual serd importante revisar
todo el proceso para evidenciar los principales problemas y hasta crear un
plan de monitoreo continuo para detectar los principales puntos 6 zonas de
mayor riesgo de contaminacion para la leche y asi dar solucién a dichos

problemas.

v A pesar de no existir en la normatividad mexicana emitida y publicada,
parametros establecidos para determinar la eficiencia del proceso de
limpieza, pero tomando como base la literatura antes citada y las
especificaciones sanitarias para diversos alimentos incluyendo el agua para
consumo humano, emitidas en México y en base a los resultados
obtenidos, es posible decir que el objetivo de dicho proceso (incluyendo la
desinfeccion) de eliminar totalmente los organismos coliformes presentes

antes del lavado no fue cumplido.

v' Esta deficiencia en el proceso de lavado conlieva a la necesidad de mejorar
y establecer un protocolo de limpieza mas completo que incluya horarios y
tiempos especificos para cada etapa del proceso incluyendo Ia
desinfeccion. Ademas de la necesidad de evaluar la efectividad de dichos
procesos a través de un continuo monitoreo bacteriolégico de las superficie
interna del tanque para comprobar que se esta llevando a cabo
adecuadamente y a partir de los datos que se obtengan poder establecer
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los parametros para calificar la eficiencia del lavado y desinfeccién propios
para el tanque de conservacion de la leche en la unidad de ordefio de la
FES-C4.

Una leche con un bajo contenido de bacterias coliformes, también tiene
gran importancia desde el punto de vista sanitario, higiénico y técnico en el
proceso de elaboracién de quesos, sobretodo aquellos que utilizan como
materia prima leche cruda. Esto Ultimo es importante porque es uno de los

principales problemas en el taller de lacteos de la FES-C4.
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RECOMENDACIONES

Realizar un monitoreo continuo de la temperatura a la que se conserva la leche
dentro del tanque de conservacion evitando en lo posible que la leche se
encuentre a temperaturas superiores a los 10 °C y como 6ptimo de 2 a 4°C.
Ademas de evitar que la leche almacenada en el tanque pase mas de 48
horas en estas condiciones ya que después de este tiempo la proliferacién

bacteriana se da de manera exponencial.

Tener control de la puerta de acceso al area de recepcién y conservacion de la
leche, cerrdndose inmediatamente que entra o sale persona alguna para evitar
la entrada de corrientes de aire que sirven como. vehiculo a varios
microorganismos sobretodo bacterias coliformes presentes en el polvo del

estercolero ubicado a poca distancia del lugar .

A pesar de que el uso del cepillo facilita la eliminacion de residuos de leche, se
recomienda que el utensilio para este fin sea de uso especifico en el lavado del
tanque y no para ser usado en el piso u otras areas, ademas de un lavado y
desinfeccién -de este utensilio diariamente para evitar que se convierta en
fuente de propagacién de microorganismos al estar en contacto nuevamente

con las superficies.

Se recomienda que la temperatura del agua que se usa para el preenjuague,
enjuague vy la que se usa durante el lavado tenga una temperatura entre 40-
50°C.

A determinados intervalos de tiempo, se recomienda realizar una limpieza con
detergente acido, después de un previo enjuague al que le antecede el lavado
con el detergente alcalino. Para obtener el efecto deseado con el uso de los
detergentes estos deben tener contacto con las superficies entre 15 y 20

minutos cada uno (Spreer, 1991).
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Dentro de los productos acidos que se pueden utilizar son a base de acido
nitrico y en menor medida acido fosférico y acidos organicos como el acido
citrico, los menos recomendables son los detergentes a base de acido
clorhidrico porque en el acero inoxidable tienden a causar corrosion intensa y
extensa (Keating, 1999).

Las valvulas de desviacion, de cierre y de estrangulacion, las llaves de tres
vias, los limitadores de caudal y demas piezas parecidas se deben desmontar
después de la limpieza general y repasar el lavado de manera manual con
ayuda de un cepillo pequefio de material plastico, evitando el uso de estropajos
de acero y cepillos de alambre que podrian dafiar las superficies y sélo se
volveran a montar dichos componentes una vez que estén totalmente secos
(Spreer, 1991 y Paéz y col. , 2003).

El uso del vapor si es un efectivo método de desinfeccion de tipo fisico, si se
deja actuar el tiempo suficiente y se aplica constantemente, después de una
efectiva limpieza, y manteniendo este a una temperatura de 85°C (determinado
por la temperatura que alcanza el agua de condensado) o mas durante 1-5 y
hasta 10 minutos, pero si el problema con su uso es el costo, se puede utilizar
un método de desinfeccién quimico que es menos costoso, los mas
recomendables también por su amplio espectro de accidén son los productos a
base de cloro y yodo, de estos Ultimos, los lodéforos se consideran muy utiles
. ya que ademas de su poder bactericida, el hecho de que generalmente estén
combinados con acido fosférico ayuda a controlar la formacion de “piedra de
leche”. Otros productos recomendables son los elaborados a base de extractos

cltricos que son biodegradables y ademas de facil preparacion .

Se recomienda que los tapones de goma de la llave de salida se sumerjan en
agua hirviendo durante 2 minutos al menos una vez al mes, ya que aunque en
apariencia no lo demuestren llegan a estar muy contaminados. El efecto que se

obtendra sera la transmision de calor de la parte metalica a la parte de union
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con el tapén, que es donde mas de acumulan las bacterias, por lo cual

desinfectara eficazmente el tapon.

Después de terminado el proceso de limpieza y desinfeccion es recomendable
la inmersion del cepillo y demas utensilios auxiliares de la limpieza en agua
caliente para su desinfeccion como se explicé para el caso de los componentes

de goma.

Crear un programa de monitoreo bacteriolégico continuo después del proceso
de lavado y desinfeccion que incluya no solo al tanque de conservacion de la
leche, sino también las pezoneras, los tanques colectores, zonas significativas
de la linea de la leche sobretodo juntas y codos que por su forma son zonas de
menor contacto y arrastre ejercido por el agua durante el enjuague y por lo
mismo de mayor proliferacion bacteriana y hasta la salida de las placas de
enfriamiento que podran ser utilizados como puntos indicadores de la eficiencia
de dichos procesos y asi poder corregir los problemas subsecuentes en base a

los resultados.
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ANEXO 1

Toma, manejo, transporte y dilucion de las muestras.

La “técnica de frotacién” consiste en pasar la esponja sobre toda la superficie
del equipo a muestrear de la siguiente manera:

Con un guante estéril se tomé la esponja retirandose de la bolsa de plastico
que la contenia pero previamente se humedecié en una parte de un total de
200 mi de Solucion Salina Fisiolégica estéril (SSF) al 0.9%. Posteriormente se
froté completamente la superficie a muestrear, terminada esta tarea se
procedi6 a introducir nuevamente la esponja en la bolsa y se adicion6 la parte
restante de los 200 ml de la SSF ésteril al 0.9% y se homogenizé exprimiendo

repetidamente la esponja.

En las zonas de dificil alcance con las manos se utilizé como auxiliar de
muestreo una aditamento de aluminio elaborado para este fin (de 1.2 m de

longitud) el cual fue previamente esterilizado en autociave.

Inmediatamente de obtenida la muestra, se remitié al laboratorio para su

procesamiento, siendo transportada en un contenedor de material plastico.
La suspension que se obtuvo, se consideré como la muestra directa y a partir

de ella se realizaron las diluciones en 9 ml de SSF al 0.9% (previamente

esterilizada) como lo muestra el siguiente esquema:
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REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA DILUCION DE MUESTRAS

R\ Superficie

Z

»,
il

10-

2 ml c/u

llml

2 ml ¢/u
——p

|1 mi

2 ml c/u
—_—

Adaptado de Aviles (1983).

Inoculacion de
3-tubos con 10
ml.de Caldo

lauril sulfato de .

sodio

Inoculacion de

3 tubos con 10

ml de Caldo
lauril sulfato de-
sodio

Inoculacion de

3 tubos con 10

ml de Caldo

launil sulfato de -

sodio
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Lavada

Inoculacién de
3 tubos con 10
mli de Caldo
lauril sulfato de
sodio

Inoculacidn de
3 tubos de 10
m! de Caldo
lauril sulfato de
sodio

Inoculacién de
3 tubos con 10
ml de Caido
lauril sulfato de
sodio



ANEXO 2
REPRESENTACION ESQUEMATICA DE LA INOCULACION DE LOS TUBOS
PARA LA DETERMINACION DE COLIFORMES TOTALES Y FECALES

Recuento de microorgonismes por la fécnica { NMP)

Muestra previamente
diluida

‘ 102

107
Volumen Inoculado

103

2mlc/u Zmlc/u 2mlc/u

B R
DI
[ [ [
Determinacién de
coliformes totales I I I
(Prueba presuntiva) H " "
) (U \{

i

Cada tubo
contiene 10 ml
de caldo lauril

sulfato de

Incubacion 48

— 6 [
~— 61 3

. ha37°C
Determinacion de
coliformes fecales
Tubos poeltivos sembror @ caldo confirmative ' Incubacién 48 h a
44.5-45 °C

Se inocul6é 1 ml de cada tubo positivo a 10 ml de caldo EC

Adaptado de Aviles (1983}

Para la lectura de los tubos en serie de 3, se utilizaron las tablas de Nimero
Mas Probable (NMP), presentes en la NOM-112-SSA1-1994, Bienes y
servicios “Determinacién de bacterias coliformes. Técnica de nimero mas

probable”.
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