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|. INTRODUCCION

Algunas superficies en contacto con los alimentos son consideradas puntos
criticos de control (PCC) en un programa de Hazard Analysis and Critical Control
Points (HACCP). Dentro de la metodologia se requiere que el monitoreo de los

mismos, provea resultados rapidos y acciones correctivas inmediatas.

La disponibilidad de técnicas rapidas y precisas, son necesarias para un
diagnoéstico temprano de la contaminacién bacteriologica de los alimentos; en las

etapas de produccién y de procesamiento industrial.

En este sentido, la técnica de bioluminiscencia de adenosin trifosfato (ATP) se
ha recomendado para este tipo de procedimientos a fin de verificar la eficiencia de
higiene en la industria alimenticia y asegurar la calidad del producto. (Pdez R.1999
INTA).

La técnica se basa en la reaccidn enzimatica que ocurre al enfrentar una
solucion de adenosin trifosfato ATP (moléculas) y luciferina con la enzima luciferasa,
emitiendo un haz de luz cuya intensidad es directamente proporcional al contenido
en ATP. Conociendo la cantidad de adenosin trifosfato, conoceremos la cantidad de

agentes contaminantes dando como resultado las Unidades Relativas de Luz.

Tradicionalmente se realizan técnicas a nivel de laboratorio donde los
resultados son datos que se estiman en Unidades Formadoras de Colonias, este

valor indica el grado de contaminacién microbiol6gica de un ambiente o superficie.

Esta técnica expresa el nUmero de colonias las cuales representan una
poblacién de microorganismos procedentes de una sola célula, a partir de la cual se
posee la seguridad de obtener dicho cultivo puro de un solo tipo de microorganismo
teniéndose los resultados entre un lapso de 15 a 8 dias ; por lo tanto la evaluacion
de higiene mediante la técnica de bioluminiscencia ATP, no indica las Unidades


http://es.wikipedia.org/wiki/Contaminaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Microbiolog%C3%ADa

Formadoras de Colonia, y sus resultados se obtienen en el momento, por lo cual fue

necesaria la evaluacion microbiolégica de laboratorio.



Il. HIPOTESIS

La técnica de bioluminiscencia, es efectiva en la evaluacidon higiénica en
presencia de agentes contaminantes a nivel de pezoneras en comparacién a

resultados de laboratorio y estdndares internacionales de calidad higiénica.



Ill. OBJETIVOS

3.1 General
» Generar informacion sobre la técnica de bioluminiscencia, para evaluar el estado

higiénico del equipo de ordefio.

3.2 Especificos
* Determinar la confiabilidad de la técnica de bioluminiscencia para la evaluacion

del estado higiénico a nivel de pezoneras.

» Establecer si los resultados obtenidos cumplen las Normas de COGUANOR NGO
34-234. Cdbdigo de préacticas para la limpieza y desinfeccion en la industria de

productos lacteos.



IV. REVISION DE LITERATURA

4.1 Contaminacién de laleche

Uno de los factores que mayor influencia ofrecen dentro de la cadena
industrial de la produccion de leche es el microbiano, como lo son: bacterias,
levaduras y mohos, procedentes del interior de la ubre o del medio externo y en éste
caso llegan a la leche a través del ordefio. Los microorganismos se desarrollan
facilmente en la leche, multiplicandose con extraordinaria velocidad y produciendo
diversas modificaciones en la composicion y constitucion de la leche, hasta tal punto
qgue con frecuencia se altera haciéndolo impropio para el consumo o bien

imposibilitan su aprovechamiento industrial.
4.1.1 Fuentes de Contaminacion de la Leche Cruda
Las Principales fuentes de contaminacion de la leche cruda son:

a. El animal: tedricamente la leche al salir del pezén deberia ser estéril, pero
siempre contiene de 100 a 10,000 bacterias/ml, una baja carga microbiana que
puede no llegar a multiplicarse si la leche es manipulada adecuadamente. Los
microorganismos pueden entrar por via mamaria ascendente a través del esfinter del
pezon, es por ello que cualquier lesién que afecte la integridad del mismo, facilitara
un aumento en la contaminacion. La leche puede también contaminarse al salir por
medio de pelos sucios que se desprenden de los animales. La ubre estd en
contacto con el suelo, heno, y cualquier superficie donde las vacas se echan, de alli

gue los pezones sean considerados como una fuente importante. (David R. 2008)

b. Aire: el aire representa uno de los medios mas desfavorables para la
supervivencia de los microorganismos debido a la constante exposicion al oxigeno,
cambios de temperatura y humedad relativa, radiacion solar, etc. Es por ello que sélo
aguellos microorganismos resistentes podran ser capaces de permanecer en el aire y

llegar a contaminar los alimentos. (David R. 2008)



c. Agua: el agua utilizada para la limpieza de los equipos y utensilios de ordefio, la
higiene del animal y del personal debe ser lo mas limpia posible. El agua puede ser
una fuente importante de microorganismos y por contaminacion de esta, por
bacterias. (David R. 2008)

d. Suelo: el suelo es la principal fuente de microorganismos. La leche nunca entra en
contacto con el suelo pero si los animales, utensilios y personal, de manera que es a
través de ellos que los microorganismos pueden alcanzar a contaminar la leche.
(David R. 2008)

e. ElI ordefiador: el ordefiador puede llegar a jugar un papel importante en la
contaminacion de la leche, sobre todo cuando el ordefio es manual. En nuestro
medio es frecuente observar como el personal encargado del ordefio no se lava las
manos. Se ha sefialado al ordefiador como responsable de la contaminacién de la
leche con microorganismos patdgenos. Las heridas infectadas en manos y brazos

pueden ser fuentes de algunos de estos microorganismos. (David R. 2008)

f. Estiércol: el estiércol es otra de las fuentes principales sobre la presencia de
microorganismos. Estos pueden alcanzar la leche a través del animal o del
ordefiador asi como también por medio de los utensilios mal higienizados o
manejados. (David R. 2008)

g. Utensilios y Transporte: el contacto de la leche con el material de ordefio y su
permanencia en los tanques y transporte puede multiplicar de 2 a 50 la flora
microbiana presente. De alli que la higiene adecuada de estos, por medio de agentes
desinfectantes, afecta significativamente la calidad sanitaria de la leche. (David R.
2008)

4.2 Ordefio mecéanico y su limpieza

La implementacion del ordefio mecanico y el enfriado, introdujeron cambios

cuantitativos y cualitativos en la flora microbiana, aspectos que deben tenerse muy



en cuenta dado que la conservacion de la leche con sus propiedades fisico-quimicas
depende de su carga bacteriologica. (Heer G, Geottig M s.f)

El estudio de los sistemas de lavado y de los factores que influyen en la
contaminacion permiten aseverar, que cuando la leche cruda supera las 100.000

UFC/ml, la causa principal es la falta de una adecuada higiene del equipo de ordefio.

Las pezoneras y los tubos largos de leche cuando no se elabora la limpieza
adecuadamente, son una importante fuente de contaminacion, especialmente de
bacterias. (David R, 2008)

La “piedra de leche” compuesta por lactosa, proteinas, grasa, fosfatos de
calcio, carbonatos y agua, favorecida por la dureza del agua y las altas
temperaturas, brinda proteccién y sustento a las bacterias que aloja. La eliminacién
de esos depdsitos proteico-minerales con los lavados &cidos diarios elimina a su vez

la fuente de contaminacion. (Heer G, Geottig M s.f)

Normalmente, los agentes de limpieza se elaboran con detergentes y
desinfectantes, por ser estos mas facil de utilizar, ya que elimina el riesgo que
conlleva el mezclar productos quimicos. Cuando se cambia de un detergente alcalino
a uno acido, es importante asegurarse de que se elimina el alcalino por completo
antes de aplicar el detergente acido. De otro modo, se podria neutralizar su efecto.
(Control de Contaminacion INIEA 2005)

4.3 Recuento de microorganismos UFC (Unidades Formadoras de Colonias)

Las Unidades Formadoras de Colonias es un valor que indica el grado de
contaminacion microbiolégica de un ambiente que expresa el numero relativo de
microorganismos determinado; en un éarea especifica expresado en UFC es el
namero minimo de células separables sobre la superficie, o dentro de un medio de
agar semi-solido que da lugar al desarrollo de una colonia visible del orden de

decenas de millones de células descendientes.


http://es.wikipedia.org/wiki/Contaminaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Microbiolog%C3%ADa
http://es.wikipedia.org/wiki/Agar
http://es.wikipedia.org/wiki/Colonia

Estos microorganismos estan presentes en el medio ambiente; por lo tanto su
presencia en la leche se debe a un deficiente lavado de los pezones sucios o cuando
se caen las unidades de ordefio y estas absorben la suciedad del piso. Cualquier
superficie en contacto con la leche es una fuente potencial de infeccion. Por lo tanto,
es muy importante limpiar y desinfectar cuidadosamente todo el equipo. (David, R.
2008)

La calidad microbiologica de la leche cruda, se ve afectada por una mala
limpieza de los equipos de ordefio, asi mismo se sefiala que el contenido de
bacterias en la leche depende especialmente del grado de limpieza de las maquinas,
utensilios de lecheria y de la correcta higiene durante la extraccion de la leche.
(Control de Contaminacion INEA 2005)

De acuerdo a lo sefialado por Ponce de Ledén (1993), uno de los principales
factores que inciden en la obtencion de una leche de “buena” calidad microbiolégica,
es el grado de limpieza del proceso de ordefio, pues la contaminacion inicial es uno
de los factores mas importantes que determinan el nimero de microorganismos de la
leche.(Heer G, Geottig M s.f)

Por otro lado, se indica que los equipos de lecheria podrian contribuir con 4,0
x 10° UFC/mL a la cantidad inicial de bacterias de la leche, que bajo buenas
condiciones higiénicas, puede tener un total de 1,0 x 10* UFC/ml. Sin embargo, una
deficiente limpieza aumenta considerablemente esta cantidad, la que segun Ponce
de Ledn (1993), puede llegar hasta 5,0 x 10° UFC/ml. lo mas.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (1997), Hayes (1993) y
Stanley (2002), la limpieza aparente puede inducir a engafio, por consiguiente suele
ser deseable confirmar el nivel de limpieza y desinfeccion mediante analisis
microbiolégicos de muestras procedentes del equipo. Dicha informacion se ha

utilizado para establecer limites a los niveles microbianos de los equipos.


http://www.engormix.com/ganaderia_leche_equipamiento_industria_lactea__equipos_ordeno_s_list_prod_GDL-121-084.htm

4.4 Técnicade Bioluminiscencia

La técnica de determinacion de higiene por (adenosin trifosfato) ATP -
Bioluminiscencia puede ser utilizada en cualquier tipo de industria de Alimentos
(Lacteos, Bebidas, Productos Carnicos, Comidas Preparadas, etc) y especificamente

para monitoreo de higiene de superficies de contacto directo.

La ATP-Bioluminiscencia esta basada en una reaccion que ocurre en forma
natural en las luciérnagas (Photinus pyralis). La reaccién bioluminiscente catalizada
por la luciferasa utiliza la energia quimica contenida en la molécula de ATP para
producir la descarboxilizacién oxidativa de la luciferina a oxiluciferina, dando como
resultado la produccion de LUZ, la cantidad de luz emitida es proporcional a los

niveles de microorganismos y/o materia organica presente.

Ventajas

. Rapidez en la obtencion de los resultados: Lectura de resultados en 11
segundos.

. Instrumental de facil manejo: Equipos portétiles

o Técnica sencilla: Hisopado de superficies

. Resultados estimulantes: La implementacion como monitoreo de las
condiciones higiénicas motiva al personal encargado de las tareas de
limpieza y desinfeccion que tienen la posibilidad de ver los resultados
del analisis efectuado.

o Prevencion de fallas mayores: Permite llevar a cabo acciones

correctivas ante fallas en la condicién higiénica de las superficies de

contacto directo sin que los alimentos lleguen a contaminarse.
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4.4.1 Estudios realizados

Segun estudios publicados en el anuario 2001 de produccion animal. realizado
por el Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) Determinaron que la
Técnica de Bioluminiscencia obtiene la cantidad de ATP presente en las células,
recuperado por medio de un hisopo, que posee un complejo enzimatico que
convierte la energia quimica del ATP presente, en una muestra en luz a través de
una reaccion de oxido reduccion. La cantidad de luz generada por esta reaccion es
directamente proporcional a la cantidad de ATP presente en la muestra. El resultado

de la técnica se expresa en unidades relativas de luz (URL).

Los resultados se obtienen por medio del Lumindmetro que transforma
directamente el resultado de URL, valor que posteriormente se asocia con una
escala, la cual esta dividida en zonas de limpieza correspondiendo los valores (Paez
R.2001 INTA)

Para el luminometro (Novalum) que se utilizé durante el presente estudio los

limites establecidos de pasa o falla son los presentados en el siguiente cuadro:

Cuadro 1

Limites segln tipo de material a muestrear

Superficie Limite bajo Limite alto*
Acero Inoxidable URL=0 URL =500

Teflon URL=0 URL = 1,000
Plastico URL=0 URL = 1,500
Aluminio URL=0 URL = 2,000
Caucho URL=0 URL = 2,500

* Caracteristicas propias de la superficie definirAn conteos obtenidos
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4.4.2 Puntos criticos

La técnica mide la bioluminiscencia generada por la cantidad de residuos de
la leche o microbianos: En un estudio realizado en 1999 determinaron que, una vez
finalizado el ordefio se procedié a realizar tres lavados sucesivos (incluyendo la
secuencia completa de practicas). Después de cada lavado se hisoparon los
siguientes puntos del equipo: boca de la pezonera, cuerpo de la pezonera, tubo corto
de leche, parte superior del colector, parte inferior del colector, tuberia de leche
(parte terminal) y recibidor. (Paez R.1999 INTA) El andlisis de evolucién de estos
resultados la lectura del lumindémetro para cada parte del equipo después de cada
lavado, permitié seleccionar cinco puntos de control donde se eliminé el cuerpo de la
pezonera y el tubo corto de leche, puesto que para las condiciones experimentales
utilizadas en esta investigacion, no presentaron ninguna dificultad para su lavado.
Los puntos de control retenidos fueron, finalmente, los siguientes: recibidor, colector
parte superior, colector parte inferior, boca de pezonera y tuberia de leche (Paez
R.1999 INTA)
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V. MATERIALES Y METODOS

51 Localizacion

El estudio se realizé en fincas de los asociados a la Camara Productores de
Leche (CPLG) la cual tiene sede en la 3* Avenida 12-65 zona 9 de la Ciudad Capital
también asociados de Cooperativa de Productores de Leche (COOPROLECHE)
ubicada en Boulevard Vista Hermosa 25-80 Z.15 Vista Hermosa Il Edificio Maria del

Alma Local No.2
5.2 Seleccion de Fincas y duracién del estudio

Las fincas que se seleccionaron en el estudio, tenian como requisito el

consentimiento de los productores para su participacion, llenando los siguientes

aspectos:
o Pertenecer a la Cooperativa (COOPROLECHE) o ( a la camara de
productores de leche).
o Que el proceso de ordefio fuese mecanico.
o Que realizaran limpieza del equipo de ordefio.

Siguiendo los criterios mencionados se seleccionaron 6 fincas, en acuerdo
con la camara de productores, los cuales aportaron el lumindmetro (Novalum) vy los
hisopos (Pocketswab plus), materiales utilizados dentro del estudio. El estudio
tuvo una duracién de 3 meses, iniciando a mediados del mes de noviembre del
2010, finalizando en el mes de Febrero del 2011. Dentro de la duracion de este
estudio se contempld, un mes para la compra de hisopos, calendarizacion de la
visitas a las fincas, contacto con los propietarios, y dos meses para la recoleccion de
datos con las boletas de inspeccién (Anexo Nol), toma de muestra y andlisis de

laboratorio.



Materiales

o Hisopos de (adenosin trifosfato) ATP para muestreo de superficies

( Pocketswab plus)

o Hisopos esterilizados para muestreo de superficies
o Luminémetro (Novalum)

o Medios de cultivo (Caldo)

o Tubos de ensayo

o Hielera

o Hielo

o Bolsas

o Masking tape

o Boleta de inspeccién

o Fotocopias

o Boligrafo

. Camara fotografica digital
o Botas de hule

o Bata

o Guantes

o Automovil

° Fincas asociadas a Camara productores de leche o COPROLECHE
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5.4 Manejo del estudio
5.4.1 Primera Etapa: Evaluacion del método de limpieza

Para la evaluacion de la rutina de ordefio, se visitd en horarios de la mafiana
las fincas seleccionadas para verificar como realizaban la limpieza en la sala de

ordefo.

Durante este periodo, se aplico y evalud a través de una boleta de chequeo
previamente elaborada (Anexo 1) cada uno de los pasos que implicaba la rutina de
limpieza, repitiendo este proceso para las 6 fincas seleccionadas, esto para
establecer su cumplimiento a las Normas de COGUANOR NGO 34-234 (1,993), y

hacer la respectiva comparacion.
5.4.2 Segunda Etapa: Evaluacion higiénica a nivel de pezoneras

5.4.2.2 Evaluacion higiénica de pezoneras mediante la técnica de

bioluminiscencia.

Para la evaluacion higiénica de las pezoneras la muestra se obtuvo
después de la limpieza in situ del ordefio de la mafiana, para lo cual se procedi6 de

la siguiente manera:

1. Se utilizaron 4 hisopos de ATP por finca, ya que se evaluaron 4 pezoneras
una sola vez, el hisopo se destap6é para realizar el hisopado o frote en el

interior de la pezonera.

2. Se tapd de nuevo el hisopo de ATP con su respectivo tapén, se realizé un
giro para dejar la muestra sobre un medio de preservacion para luego colocar
el hisopo en posicion vertical para depositarlo dentro de la hielera y ser

transportado en menos de 6 horas.
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La lectura se realiz6 dentro del laboratorio de la cAmara productores de
leche donde se activd el hisopo, apretando firmemente el mango y girando
hacia abajo desde la parte superior del hisopo. El mango se deslizé hasta que
llegé al nivel de la parte inferior del tubo, el cual se activd y mezclé el reactivo
(luciferina+luciferaza) con el ATP (adenosin trifosfato) recolectado en el
hisopo, este se coloco dentro del aparato Novalum para obtener el resultado,
el que aparece en la pantalla del luminbmetro en Unidades Relativas de Luz
(URL).

5.4.2.2 Evaluacion higiénica de pezoneras mediante el hisopado de

superficies.

Para la evaluacion higiénica de pezoneras, con esta técnica la muestra se

obtuvo después de la limpieza in situ del ordefio de la mafiana al igual que con la

otra técnica, en tiempos paralelos, para la toma de muestra se procedié de la

siguiente manera:

1.

Se utilizaron 4 hisopos esterilizados (autoclave) por finca, 4 pezoneras
una sola vez. Los mismos se sacaron de la bolsa de papel, y se procedié al

hisopado o frote en la parte interior de la pezonera.

Durante la toma de muestra se aplic6 un poco de presién hacia abajo
doblando ligeramente el hisopo para asegurar un buen contacto con la
superficie de la pezonera, tomando asi una muestra al igual que en la técnica

anterior.

Se procedi6 a la siembra, colocando el hisopo dentro del caldo, que
posteriormente se colocd en la hielera para su transporte hacia el Laboratorio

de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia.

Los tubos de ensayo, fueron debidamente identificados previo a su envio
del laboratorio. Los resultados fueron anotados en el protocolo de cada una

de las muestras.
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5.5 Metodologia obtencién de variables

Los tratamientos evaluados fueron las técnicas de bioluminiscencia y el
hisopado de superficies, donde cada muestra se tomé de la unidad de ordefio que
esta constituida por un recolector y cuatro pezoneras; se tomaron dos unidades de

ordefio por finca.

En cuanto a las pezoneras de cada unidad de ordefio, dos pezoneras fueron
utilizadas para la prueba de hisopado y las otras dos para la prueba de
bioluminiscencia; las unidades de ordefios y pezoneras fueron elegidas al azar para
cada tratamiento, esto porque la limpieza del equipo de ordefio fue in situ, lo cual
significa que todo el equipo de ordefio es sometido al mismo método de limpieza en

Su momento.

Cuadro No 2
Limite de aceptacion de los resultados en la evaluacion del estado higiénico a

nivel de pezoneras

Rangos aevaluar UFC URL
Aceptado <100 <1500
Reprobado >100 >1500

Fuente : COGUANOR (1993) y Charm Sciences Inc (2006)

En relacion a la evaluacién higiénica podemos observar en el cuadro 2 que
segun lo referido por la normativa COGUANOR (1,993), haciendo referencia por el
autor Haars E, el rango maximo de presencia de UFC es de 100 en superficies de
contacto y para la técnica de Bioluminiscencia es de 1500 URL referido por Charm
Sciences Inc. (2006)
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Primera Etapa. Evaluacion del método de limpieza

Cuadro 3

Actividades de los métodos de limpieza en comparacion con la normativa
COGUANOR NGO 34-234 No. 10

Actividades Si(%) | No(%)

Método de limpieza

1. Realizan limpieza en el lugar después del ordefio 100
2. Realizan un enjuague con agua fresca para eliminar cualquier 100
residuo de leche
3. Utilizan agua caliente a un 40 °C para eliminar todos los residuos 100
4. Al aplicar el detergente alcalino mantienen las temperaturas entre

o o _ 33.33| 66.67
los 70 ~C y 80 ~C durante 20min.
5. Al aplicar el detergente 4cido mantienen las temperaturas entre los

33.33| 66.67

70°C y 80 °C durante 20min.

Fuente: COGUANOR (1993).
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Como se puede observar en el cuadro 3, los productores llevan a cabo dos de
las actividades de limpieza en un 100%, mientras que la actividad tres los
productores no la realizan, y el mismo es recomendado por el normativo
COGUANOR NGO 34-324 (1993) para eliminar la presencia de residuos. Por ultimo
la actividad cuatro y cinco, los productores no aplican los detergentes &cidos y
alcalinos a estas temperaturas ya que en su mayoria realizan uno de los dos
lavados con agua caliente, como se observa el 66.67% aplican los detergentes con

agua fria.

COGUANOR  34-234 (1993) en las Normas guatemaltecas obligatorias no
indican que se deben aplicar los detergentes a bajas temperaturasy en el caso que
el equipo presente dafios por fisuras, rajaduras o grietas las cuales dificultan la
limpieza, se recomienda que el proceso de desinfeccion para que sea adecuado se
apliguen temperaturas altas durante suficiente tiempo para que el calor alcance a
destruir microorganismos en el sitio contaminado, recomendando utilizar jabén o
detergente alcalino a una temperatura de 100 °C o 105 °C y utilizar jabén o
detergente acido en un 75 °C o0 80 °C para una desinfeccién adecuada.

Cuadro 4

Manejo de limpieza manual en comparacion con la normativa COGUANOR NGO
34-234 No. 10.3.2

Manejo de mantenimiento Si % No %
6. Existen dafios en las pezoneras 33.33 66.67
7. Cambian las pezoneras constantemente 50 50
8. Desinfecta las pezoneras entre vacas 16.6 83.4
9. Realizan lavado con aguay jabén en pezoneras 50 50
10. Sumergen en alguna solucion de cloro o yodo la unidad de 16.6 83.4
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ordefo

11. Desarma el equipo para una limpieza manual y dejarlos
_ y 33.33% | 66.67
bajo una solucion detergente.

12. Tienen depdsito de agua para la sala de ordefio 100

13. Realizan cloracion de agua 100

Fuente: COGUANOR (1993).

En el cuadro 4 se expresa el manejo de mantenimiento para las salas de
ordefio donde es de suma importancia el cambio de las pezoneras, como se puede
observar el 50% de los productores realizan el cambio en menos de cuatro meses
segun la boleta de inspeccion que se aplicd, y el resto lo realizan cuando se
presentan problemas fisicos en las mismas, por lo que se observé durante la
evaluacion que solo el 33.33% de las fincas muestreadas presentaron dafios en las
pezoneras y del 66.67 % un 16.6% eran nuevas.

En cuanto a la limpieza de las mismas solo un 16.6% de las fincas sumergian
las pezoneras en soluciéon de cloro para su desinfeccion después del lavado in situ, y
en un 50% realizaban un lavado manual con esponja y jabon espumoso.
COGUANOR NGO 34-234 (1993) en su normativa expresa que se debera enjuagar
el equipo desmantelado en un recipiente apropiado que contenga una solucion
detergente donde se deberan cepillar todas las superficies, esto para evitar toda

clase de residuos contaminantes.

En el 50% de las fincas muestreadas su principal fuente de agua provenia
del pozo y en un 33.33% utilizan agua potable y el 16.6% restante utilizan agua
proveniente del manantial, donde el 100% de los productores no realizan cloracion
de agua Yy solo un 16.6% tiene registros sobre la calidad de la misma. Como se
observa en el cuadro 4, el 100% de las fincas tiene disponibilidad de agua para

realizar la limpieza en la sala de ordefio.
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Los resultados obtenidos en las boletas de inspeccion sobre la higiene del
equipo de ordefio, observados en el cuadro dos y tres, se establece que lo referido
por la normativa COGUANOR normativa obligatoria guatemalteca 34-234 del codigo
de practicas para la limpieza y desinfeccion en la industria de productos lacteos, no
se cumple en su totalidad dicha normativa en las fincas muestreadas, porque
desconocen el normativo COGUANOR y realizan Gnicamente lo que les han

capacitado en su jornada laboral.

La diferencia entre los resultados de las fincas es alta, porque estas poseian
diferentes clases de instalaciones, como espina de pescado, brete pasantes y tipo
tandem por lo que los métodos de higiene del equipo de ordefio suelen variar, sin
embargo existe el manejo adecuado el cual en las explotaciones lecheras lo
desconocen asi como también la normativa COGUANOR.

6.2 Segunda Etapa. Evaluacion higiénica en pezoneras con la técnica

tradicional y de bioluminiscencia por ATP
6.2.1 Analisis Estadistico
Al obtener ambos resultados se determiné el andlisis descriptivo, por la

naturaleza de los resultados. Los tratamientos a evaluar fueron dos técnicas:

Tratamientol: Bioluminiscencia obteniendo una dimensional expresada en Unidades

Relativas de Luz.

Tratamiento 2: El hisopado de superficies que se expresa en Unidades Formadoras

de Colonia.
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Cuadro 5
Resultados obtenidos de la evaluacién higiénica anivel de pezoneras con la

técnica del laboratorio y bioluminiscencia

Hisopado UFC Bioluminiscencia URL
Finca Pezoneras* (Unidades Formadoras de (Unidades Relativas de
Colonia) Luz)
A 100,000 42,690
B 10,000 114,652
! C 0 98,855
D 800 409,424
A 600 65,031
B 400 34,624
? C 200 39,701
D 500 43,971
A 1,600,000 91,393
B 300,000,000 5,477
3 C 0 14,618
D 100,000 28,438
A 40,000 4,027,404
B 20,000 6,448,518
: C 3,000,000 1,502,201
D 4,000,000 7,112,690
A 300 54,584
B 100 19,141
> C 90 97,527
D 50 59,902
A 60,000 202,137
B 30 30,094
° C 36,000 41,122
D 40,000 7,044,788

*Las fincas muestreadas como se observa en el Cuadro 5 fueron 6, de las cuales se tomaron 4 muestras de

pezoneras por finca, identificadas como A,B,C,D para cada una de las técnicas.
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En el cuadro 5 se observan los resultados de ambas técnicas por fincas,
donde se demuestra que no existe ninguna relacion entre las técnicas, esto se debe
a los distintos métodos de limpieza que utilizan en el equipo de ordefio, como los
materiales que utilizan para efectuar el mismo, sin embargo en la finca dos y cinco
se manifestaron resultados donde se mantuvo una relacion entre ambas técnicas.
Las diferencias obtenidas durante el estudio comparando las unidades formadoras
de colonia con las unidades relativas de luz se atribuye que en algunas fincas las
pezoneras eran nuevas, Yy el resto de las fincas no lo eran, por lo que los

resultados entre las pezoneras por finca fueron variables.

En ese mismo cuadro se puede observar que la técnica de bioluminiscencia
detectd presencias de contaminacion por enzima del valor aceptado que es de 1500
URL, segun Charm Sciences Inc. (2006) el tiempo de uso de las pezoneras también
afecta en la lectura ya que el desgaste del material genera recuento de ATP que no
corresponde a contaminacion o por formacion de Biofilm y por lo mismo varia entre

fincas, por lo que podria atribuirse a que los resultados presentados sean altos.

Se observa que de acuerdo a la evaluacién de la técnica de bioluminiscencia y
la tradicional o de laboratorio se obtuvo presencia de contaminaciébn en las
pezoneras evaluadas con ambos métodos, ya que en esta clase de analisis es
dificil encontrar un resultado cero pues estos no son medios estériles, a pesar que
se obtuvieron dos datos con este resultado, se determiné que fue por la presencia

del desinfectante en las mismas.

Los parametros obtenidos demuestran que la técnica de bioluminiscencia es
confiable para el monitoreo del estado higiénico en pezoneras ya que detecto la
presencia de contaminantes, puesto que la misma es muy sensible ante la presencia
de la molécula de ATP, por que los resultados también pueden llegar a detectar la

presencia de jabdn u otras sustancias.
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Otros estudios realizados por Charm Sciences Inc. (2006) relatan que para
conocer la presencia solo de microorganismos, se debe de realizar un analisis previo
con la técnica de bioluminiscencia para detectar la presencia de ATP en jabones
utilizados durante la limpieza como también un analisis al agua que se utiliza, esto
con fines de conocer el valor real de ATP para los microorganismo presentes en la

superficie de contacto.

Cuadro 6
Sensibilidad de la técnica de bioluminiscencia ante la presencia de

microorganismos

Microorganismo Inoculados UCF/100cm?® Lectura (URL)
E. coli 1300 13411

E. coli 13000 140732
Pseudomonas 9000 63462

Pseudomonas 90,000 211386

S. cerevisiae 4 174

S. cerevisiae 41 9146

S. cerevisiae 410 22716

S. cerevisiae 4100 40392

Fuente: Charm Sciences Inc. (2006)

En el cuadro 6 se observa que en relacion a la presencia de los
microorganismos las presencias de adenosin trifosfato (ATP) y su lectura en
unidades relativas de luz es mayor a los resultados de unidades formadoras de
colonia (UFC).

En estudios realizados por Novalum y Charm (2006), explican que los medios
nutritivos para cultivos que se utilizan para la inoculacién a nivel de laboratorio, no
detectan todos los microorganismos, presentes en un ambiente, por lo que no todos
se desarrollan en estos medios nutritivos, en comparacion a la técnica de
bioluminiscencia que es mas sensible ante la presencia de contaminacion, y por ello
en los resultados del estudio no existié dicha relacién, por los medios externos que

no se pueden controlar como en una inoculacion a nivel de laboratorio.
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VII CONCLUSIONES

Bajo las condiciones en que se realizd el presente estudio, se llegé a las

siguientes conclusiones:

1. La hipétesis que se plantedé se acepta, demostrando que la técnica de
bioluminiscencia es efectiva, por su facilidad y obtencion de datos, a nivel de

finca para el monitoreo de la presencia de contaminacion en pezoneras.

2. La técnica de bioluminiscencia no evalla la presencia de unidades
formadoras de colonias bacterianas, por lo que se necesita de la técnica
tradicional para determinar y conocer los agentes microbiolégicos presentes

en las pezoneras.

3. La técnica de bioluminiscencia no sustituye las pruebas microbioldgicas, ya
que esta técnica monitorea el estado higiénico de las superficies para

detectar la presencia de contaminacion.
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VIl RECOMENDACIONES

En las condiciones en que se realiz6 el presente estudio, se hacen las

siguientes recomendaciones.

1. Utilizar la técnica de bioluminiscencia para el monitoreo y evaluacion higiénica
en superficies de contacto a nivel de finca, por demostrar alta sensibilidad ante
la presencia de agentes contaminantes como el poder realizar medidas

correctivas en el momento de la evaluacion.

2. Es necesario utilizar la técnica tradicional para determinar cuales son los
agentes microbiolégicos presentes en las superficies de contacto con

productos lacteos.

3. Aplicar las buenas practicas para ordefio, elaborando un manual y asi mejorar
las deficiencias encontradas en el trabajo.
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IX RESUMEN

Raxén Solares. L L. 2011. Determinaciéon de la confiabilidad de la técnica
bioluminiscencia en la evaluacion higiénica a nivel de pezonera, en comparacion con
evaluaciones microbiolégicas de laboratorio. Tesis Licda. Zoot. Guatemala,
Universidad de San Carlos de Guatemala. Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia.

El presente trabajo generd informacion sobre la nueva técnica de
bioluminiscencia, recomendada para la evaluacion y monitoreo de las superficies de
contacto con los alimentos. El trabajo fue realizado en seis fincas asociadas a la
cooperativa COOPROLECHE, la Camara Productores de Leche de Guatemala
(CPLG) vy el Laboratorio de Microbiologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y

Zootecnia.

En la fase experimental se comparé el método de limpieza y el cumplimiento
de la normativa COGUANOR NGO 34-234(1993) con una boleta de inspeccién se
procedio con la evaluacion higiénica de pezoneras en salas de ordefio, con la técnica
de bioluminiscencia, obteniendo las dimensionales Unidades Relativas de Luz (URL)
y la técnica tradicional o de laboratorio con la dimensionales Unidades Formadoras
de Colonia (UFC). Al obtener dichos resultados, se compararon con los limites
aceptados por la Normativa COGUANOR NGO 34-234 para la técnica de laboratorio,
donde el limite aceptado de Unidades Formadoras de Colonia es <100 y para la
técnica de bioluminiscencia el parametro internacional segin Cham Sciences Inc.
(2006) es <1500, Unidades Relativas de Luz para lo cual en el presente estudio las
fincas evaluadas reprobaron dicha evaluacion ya que no cumplieron con los limites

permitidos.

Se determiné que la técnica de bioluminiscencia es efectiva ante las
evaluaciones higiénicas en pezoneras, por su alta sensibilidad ante la presencia de
agentes contaminantes en comparacion a la técnica tradicional, no obstante siempre
se recomienda utilizar la técnica tradicional para determinar los agentes

microbioldgicos presentes en las superficies de contacto.
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SUMARY

Raxon Solares. L L. 2011.Denotation of reliability of the bioluminescence technique
in the hygienic evaluation at a milking machine level in comparison with microbiologic
laboratory evaluations. Thesis; Bachelor in Zootechnics. Guatemala, Guatemalan

University of San Carlos. Veterinary Medicine and Zootechnics' Faculty.

The present study generates information about the new bioluminescence's
technique, recommended for the evaluation and observance of the surfaces of
contact with nourishment. The study was performed in six farms associated with the
COOPROLECHE Cooperative and the Guatemalan Milk Chamber Producers
(Camara Productores de Leche de Guatemala, CPLG) and the Microbiology
Laboratory of the Veterinary Medicine and Zootechnics' Faculty.

During the experimental phase, it was compared the cleaning method and the
commitment by the normative COGUANOR NGO 34-234(1993) with a ticket of
inspection and proceeded with the hygienic evaluation of milking machines in the
milking chambers with the bioluminescence technique obtaining the Relative Light
Units' dimensions (Unidades Relativas de la luz, URL) and the traditional technique or
the laboratory's with the units' dimensions from the Founders of Colony (Unidades
Formadoras de Colonia, UFC). Once the aforementioned results were acquired,
those were compared with the accepted limits by the Normative COGUANOR NGO
34-234 for the laboratory technique, where the accepted limit of units from the
Founders of Colony is <100 and for the bioluminescence technique, the international
parameter according to Cham Sciences Inc. (2006) is <1500, Relative Light Units, for
that matter in the present study, the farms evaluated failed the aforementioned

evaluation since they did not accomplish the authorized limits.

It was determined that bioluminescence technique is effective in the presence
of the hygienic evaluations in the milking machines, by its high sensibility during the

presence of contaminant agents in comparison to the traditional technique, having
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said that, it is recommended to utilize the traditional technique to determine the
microbiologic agents present in the surfaces of contact.
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BOLETA DE INSPECCION
HIGIENE DEL EQUIPO DE ORDENO

Informacion General:
Nombre de la Finca:

Fecha de Evaluacion:
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Nombre del Encargado:

Tel:

Localizacién de la Finca:

Fuente de agua:

DESCRIPCION

Sl

NO OBSERVACIONES

Métodos de limpieza

1. Realizan limpieza en el lugar después
del ordefio

2. Realizan un enjuague con agua fresca
para eliminar cualquier residuo de leche

3. Utilizan agua caliente a un 40 °C para
eliminar todos los residuos

4. Al aplicar el detergente alcalino
mantienen las temperaturas entre los 70
°C y 80 °C durante 20min.

5. Al aplicar el detergente A&cido
mantienen las temperaturas entre los 70
°C y 80 °C durante 20min.

Manejo de mantenimiento

6. Existen dafios en las pezoneras

7. Cambian las pezoneras
constantemente

Con que frecuencia:

8. Desinfecta las pezoneras entre vacas

9. Realizan lavado con agua y jabon en
pezoneras

10. Sumergen en alguna solucién de cloro
0 yodo la unidad de ordefio

11. Desarma el equipo para una limpieza
manual vy dejarlos bajo una solucion
detergente.

Con que frecuencia:

12. Tienen deposito de agua para la sala
de ordefio

13. Realizan cloracién de agua

14. Llevan registros de calidad del agua




