Universidad Nacional del Nordeste
Facultad de Ciencias Veterinarias

Corrientes - Argentina
TRABAJO FINAL DE GRADUACION
-MODULO DE INTENSIFICACION PRACTICA-

OPCION: SALUD PUBLICA'Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS

TEMA: ESTUDIO DE LA CALIDAD HIGIENICA DE LECHE MEDIANTE EXAMEN
BACTERIOLOGICO

-Trabajo experimental a campo-

TUTOR INTERNO: Mgter. MV. Polej, Egon Edvin
TUTOR EXTERNO: MV Casuso, José

RESIDENTE: Varlamoff, VValentin VVladimir

e-mail: varlamoffvalentinvladimir@gmail.com

-2023-


mailto:varlamoffvalentinvladimir@gmail.com

Indice.

® ReSUMEN. ... ... 1 pag.
o IntroducCiON. .. ... ... .. .. 2 pag.
O O tIVOS. . 5 pag.
o Materiales y metodo. ... 5 pag.
o Resultados y disCusion.....................c i 14 pag.
o ConClUSIONES. ... ... 16 pag.

o Bibliografia........... ... 17 pag.



Resumen.

El objetivo de este trabajo fue analizar la calidad higiénica de la leche producida en
la Seccion Tambo dependiente del establecimiento E R.A.G.ILA. — UN.N.E., ubicado sobre
Ruta Nacional N° 12, km 1031, en la localidad de Corrientes. Mediante la determinacion
bacteriologica a través de la dilucion y siembra en placa de leche cruda. Para lo cual se
muestre6 11 vacas de raza Holando-Argentino, conformando las mismas la unidad de
estudio para la toma de muestra y su examen posterior. Se efectué un analisis mediante
pruebas de laboratorio, en donde se evaluaron los recuentos de Unidades Formadoras de
Colonias (U.F.C.), sembrados y llevados a estufa, realizando la lectura a las 48 horas
posteriores. Las muestras de leche para el anélisis, fueron colectadas de forma aséptica y
dispuesta en recipiente estéril, para evitar posibles contaminaciones del medio. El proceso
se llevo a cabo, bajo la supervision del profesional a cargo, para luego ser transportado
inmediatamente al lugar donde se lo analizo. El mismo fue realizado en el Laboratorio de
Analisis de Alimentos y Aguas — anexo a la Catedra de Bromatologia e higiene alimentaria
de la Facultad de Ciencias Veterinaria.

Para la siembra se realizaron las diluciones sucesivas pertinentes, volcando luego en
cajas de Petri junto con agar nutritivo. Las medias de los recuentos bacterianos, luego del
cultivo, dieron los siguientes resultados: 133 UFC/ml dilucién 1/10; 91 UFC/ml dilucion
1/100; 3 UFC/ml dilucion 1/1000; 2 UFC/ml dilucién 1/10000.

Al finalizar la practica y analizando los resultados, pudo establecerse una relacion
positiva entre el trabajo realizado a campo y los estudios obtenidos de los cultivos de la
leche cruda. Esto refleja las buenas practicas de manejo y sanitarias, a los que son
sometidos los bovinos de la institucion, acompafiado al mismo, las maniobras higiénicas

que aplican las personas antes, durante y después del ordefie.



Introduccion.

La leche proporciona nutrientes esenciales y es una fuente importante de energia
alimentaria, proteinas de alta calidad y grasas. Puede contribuir considerablemente a la
ingestion necesaria de nutrientes como el calcio, magnesio, selenio, riboflavina, vitamina
B12 y acido pantoténico. La leche de origen animal puede desempefiar un papel importante
en las dietas de los nifios en poblaciones con bajo nivel de ingestion de grasas y acceso
limitado a otros alimentos de origen animal. La especie del animal lechero, su raza, edad y
dieta, junto con el estado de lactancia, el numero de pariciones, el sistema agricola, el
entorno fisico y la estacion del afio, influyen en el color, sabor y composicién de la misma

(Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion y la Agricultura, s. f.).

El Codigo Alimentario Argentino establece “Con la denominacion de Leche sin
calificativo alguno, se entiende el producto obtenido por el ordefio total e ininterrumpido,
en condiciones de higiene, de la vaca lechera en buen estado de salud y alimentacion,
proveniente de tambos inscriptos y habilitados por la Autoridad Sanitaria Bromatoldgica
Jurisdiccional y sin aditivos de ninguna especie. La leche proveniente de otros animales,
deberd denominarse con el nombre de la especie productora” (Codigo Alimentario

Argentino, 1969).

La leche cruda de buena calidad no debe contener residuos ni sedimentos; no debe
ser insipida ni tener color y olor anormales; debe tener un contenido de bacterias bajo
(menos de 200.000 UFC/cm®); no debe contener sustancias quimicas (por ejemplo,
antibioticos y detergentes), y debe tener una composicion y acidez normales. La calidad
higiénica de la leche tiene una importancia fundamental para la produccién de una leche y
productos lacteos que sean inocuos e idoneos para los usos previstos. Para lograr esta
calidad, se han de aplicar buenas practicas de manejo e higiene a lo largo de toda la cadena
lactea. Al igual que los demés tipos de alimentos, la leche y los productos lacteos pueden
provocar enfermedades (Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la

Agricultura, s. f.).

Los peligros microbiologicos son un importante problema de inocuidad de los
alimentos en el sector lechero porque la leche es un medio ideal para el crecimiento de

bacterias y otros microbios. Estos se pueden introducir en la leche a partir del medio



ambiente o de los mismos animales lecheros. La leche puede contener microorganismos
nocivos como Salmonella, Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Yersinia enterocolitica, Bacillus cereus, Clostridium botulinum,

Mycobacterium bovis, Brucella abortus y Brucella melitensis (Veisseyre, 1980).

La higiene de la leche se basa en las medidas destinadas al mayor control sobre las
causas que originan la contaminacion microbiana, es decir, por causas exdgenas derivadas
de una microflora banal que contamina el conducto galactéforo, los que se agregan durante
el ordefie y los que provienen de los utensilios, ordefiadoras deficientemente higienizadas y

de las manos del ordefiador (Mayer, 1986).

La microbiota normal de la ubre estd compuesta principalmente por bacterias como
Streptococcus, Staphylococcus y Micrococcus (alrededor del 50%) seguido por
Corynebacterium spp, Escherichia coli y otros. Las condiciones anormales debidas a
infecciones, enfermedades o practicas lecheras deficientes afectan la microflora de la leche
que procede de la glandula mamaria. Los factores que modifican las caracteristicas de la
leche pueden presentarse antes del ordefio, condicionan la calidad original o natural de la
leche y estan relacionados con las enfermedades de los animales, la cual puede adquirirse
mediante dos tipos de vias: 1) via ascendente: debido a la anatomia de la ubre constituida
por conductos gruesos y poco ramificados lo que hace mas facil el ingreso post-ordefio de
microorganismos como Staphylococcus aureus, Streptococcus y Coliformes a través del
esfinter; 2) via descendente: conocida también como endogena ya que los microorganismos
que infectan la ubre provienen de la sangre y poseen la capacidad de movilizarse a través de
este fluido. Existen factores posteriores al ordeiio: hacen referencia a la manipulacion de
la leche durante el ordefio, el ambiente, la conservacion de la leche y el transporte, lo que
ocasiona alteracion de la calidad original. Las fuentes de contaminacion de la leche se

pueden resumir en la siguiente escala:

Bacterias provenientes del aire..............................ooo 100 — 1.500 UFC/ml
Delaubre. ..o 300 —4.000 UFC/ml
Piel de los pezones..............cc.ooioiiiiiiiicee e 500 — 15.000 UFC/ml
Equipodeordefio....................................ccceiieee......1.000-10.000 UFC/ml
Tanque de Refrigeracion............................................. 5.000-20.000 UFC/ml



Infecciones delaubre.......................................................300 — 25.000 UFC/ml
Equipamiento....................c.coooooiiii e miles hasta millones de UFC/ml
(Arteaga L. 2016)
El recuento de bacterias totales a 30°C deberd cumplir con las siguientes
condiciones: el valor correspondiente a la media geométrica de los resultados de las
muestras analizadas durante un periodo de dos meses, con al menos dos muestras al mes, de

la leche cruda, no debera superar el limite méximo siguiente:

Parametro Limite maximo Método de analisis

Recuento Total a 30°C

(UFC/cm3) 200.000 FIL 100B: 1991

Las muestras correspondientes deberan ser tomadas de cisterna de camidén proveniente de
tambo, en condiciones de asepsia y en plataforma de recibo del establecimiento de

tratamiento térmico y/o transformacion (Codigo Alimentario Argentino, 1969).

Se prohibe en todo el pais la venta al publico de leche cruda de cualquier especie.
En aquellas localidades donde no pueda abastecerse total o parcialmente a la poblacion de
leche pasteurizada y/o sometida a tratamiento térmico autorizado, las autoridades locales
deberan solicitar a la autoridad sanitaria provincial la autorizacién correspondiente para su

venta (Codigo Alimentario Argentino, 1969).

Con lo expuesto anteriormente y considerando el riesgo para la salud humana, es
necesario que se apliquen los conocimientos microbiologicos con la finalidad de prevenir e
impedir la transmision de patdégenos transportados por la leche y los productos lacteos,
reducir el desarrollo de bacterias indeseables en la leche para impedir su alteraciéon y al
mismo tiempo favorecer y dirigir el desarrollo de las bacterias utiles para la elaboracion de

productos lacteos derivados (Amiot, 1991).



Objetivos.

Generales:

- Determinar la calidad higiénica de la leche cruda obtenida, mediante toma de

muestra y examen bacteriologico cuantitativo.

- Identificar en la practica, los puntos criticos que afecte la calidad higiénica en la

cadena de produccion.

Particulares:

- Perfeccionar la técnica empleada en la toma de muestra, su transporte y

manipulacion al momento de realizar la prueba de laboratorio.

- Establecer el estado de la metodologia de trabajo aplicada en el tambo por el

personal tanto antes, como durante y después del ordefie.

- Comprobar las relaciones positivas o negativas que hay entre, los resultados de los

cultivos y la metodologia de trabajo.
Lugar y periodo del trabajo:

El trabajo se llevd a cabo en la Escuela Regional de Agricultura, Ganaderia e
Industrias Afines (ERAGIA), en el periodo de noviembre 2022 a enero 2023 y las
determinaciones microbioldgicas se llevaron a cabo en el Laboratorio de Analisis de
Alimentos y Aguas — anexo a la Catedra de Bromatologia e Higiene Alimentaria de la

Facultad de Ciencias Veterinarias.

Materiales y Métodos.

La actividad practica se realiz6 en ER.A.G.I.A. de acuerdo a la rutina establecida,
dentro de todo el predio de la institucion, principalmente en el area que abarca la Seccion

de Tambo, en constante supervision profesional; la cual consta con un total de 11 (once)



vacas en produccion. Las determinaciones microbioldgicas se llevaron a cabo en la Catedra
de Bromatologia de la Facultad de Ciencias Veterinarias.

Se inicid la jornada laboral a partir de las 7 am; horario en que se presenta el
personal del sector. Luego de que se recibi6 el ordenamiento de las tareas a realizarse, se

prosiguio con todas las actividades mencionadas a continuacion:

Se observd los animales del rodeo general en el corral de encierre nocturno (figura

1), al mismo tiempo se realizd una inspeccion mas minuciosa a las vacas que ingresaban al
ordefie (figura 2).

Figura 1: rodeo general en corral de encierre.

Figura 2: individualizacidn de vacas a ordefiar.

Una vez identificadas las vacas a ordefiar, se dirigié y acompafio al lote separado,
durante todo el recorrido necesario hasta llegar a la sala de ordefie (figura 3y 4).



Figura 3: paso por pasilloy pediluvio. Figura 4: disposicion en espina de pescado.

Estando en la fosa de ordefie, se procedié con los pasos previos necesarios para el
ordefie mecanico (lavado de pezones, despunte, desinfeccion y secado con papel
descartable) (figura 5 y 6), culminando con la toma de muestra del material obtenido
(figura 7), la misma se realiz6 del cantaro donde confluia la leche de las 11 vacas

analizadas.

Figura 5: lavado del area de trabajo. Figura 6: sellado de pezones.



Figura 7: toma de muestra.

Al finalizar el ordefie del lote completo, se trasladé el rodeo al potrero establecido,

observandolo constantemente (figura 8).

Figura 8: observacion del rodeo en potrero.
Semanalmente y posterior a cada toma de muestra luego del ordefie, la actividad se
continud y trasladé a la Facultad de Ciencias Veterinarias, en el Laboratorio de la Catedra
de Bromatologia. Las tareas que alli se practicaron, fue bajo supervision del profesional

actuante.

Primeramente, se dispuso de todos los elementos necesarios, sobre la mesada de

trabajo (figura 9), luego se procedid con las diluciones y siembras correspondientes.



Figura 9: 1- Pipetas estériles; 2-Muestra; 3-Tubospara dilucién; 4-Mechero de Bunsen; 5-Cajas de Petri; 6-
Agar en bafio de maria.

Recuento en placa estandar o recuento de microorganismos. Con este método se
pudo distinguir entre células viables y no viables, esto se logré sembrando diluciones
sucesivas de las muestras en medios de cultivos, como ser en este caso agar nutritivo
(figura 10), sélidos dispensados en cajas Petri, se incub6 y posteriormente se realizo el

conteo de las colonias visibles.

CONTROL DE CALIDAD

MICROORGANISMOS CRECIMIENTO
Esdnerichia crii Salislactefia
AICC 25923

Slaphyloccccua ilusus SalLslactcéo
ATCC 25923

EnfcrocDccijs Faecalis Salislactefia
AICC 29213

Pseudananai aerughcca Salislactefia
AICC 27B53

Nutritivo Agar suplamentado con 5% da sangra ovina:

MICRQQRGANJSMD5 CRECIMIENTO HEMOLISIS
Slrcplcooccus pyogenes Salislaclnrii: Bela
AICC 19515

Sireplcooccu5 pnejironiae SaUslndnriE- AHi
AICC 63D5

51rcplcoacEU3 pnejironiae Sallislaclnrii: Atia
AICC 49619

CONTROL DE ESIERILIDAD RESULTADO
Medio sin inociiar Sin cambas

Figura 10: medio de cultivo Agar Nutritivo, junto a los microrganismos que desarrolla.



Estas colonias a su vez, se multiplicé por el factor inverso de las diluciones
utilizadas (figura 11). Se redujo el error realizando las pruebas por duplicado (colocando
los resultados individualmente). Adicionalmente, el conteo y célculo de la poblacion de
viables, se realizd en las cajas que contenian entre 30 y 200 colonias (algunos autores
reportan el rango de 10 a 300). En este tipo de conteo de viables, las colonias no siempre
han de proceder de una sola célula, dado que algunas bacterias pueden formar agrupaciones
y estas seran las que daran origen a la colonia. Por lo anterior, los reportes de esta
metodologia se refieren a “unidades formadoras de colonia” o UFC, unidad que
corresponde como minimo a una bacteria formando una colonia, asi como, también a un
grupo de estas que han sido las formadoras de la misma (Direccion de Bromatologia de
Neuquén, 2021).

Figura 11: cajas de Petri sembradas con diluciones sucesivas, donde, la imagen de la izquierda representa la
dilucion menor (0 mas concentrada), en progresion hacia la dilucion mayor o mas diluida (imagen de la

derecha)

Pasos previos efectuados para agilizar las operaciones: la muestra para analisis se
mezclé para que los microorganismos se distribuyan lo mas homogéneamente posible
invirtiendo el recipiente de la muestra varias veces, evitando la formacion de espuma. El
agar en los tubos que se encontraban en bafio de maria, se templé para poder disponer en
ellos la suspension, sin dafiar los microorganismos que ellos contengan. Las cajas de Petri
se dispusieron de a pares, invertidos e identificados con la concentracion de indculos que en
ellos se colocaron. Todos estos procedimientos y los siguientes se realizaron cerca del

mechero de Bunsen.

Se retir6 1 ml de la muestra para analisis con una pipeta estéril (figura 12) y se
afiadié a un tubo con volumen 9 veces superior de diluyente (agua destilada estéril),
obteniendo de esta manera una dilucién 101(1/10), denominandolo a este como tubo N°1.
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Seguidamente y con otra pipeta estéril, se tom6é 3 ml de dicho tubo, se distribuyé de la
siguiente manera: 1 ml en el siguiente tubo de dilucion, consiguiendo una dilucion de 102
(1/100) (figura 13), identificado con tubo N°2. Con los restantes 2 ml, distribuimos 1 ml en
cada tubo con agar, los mezclamos suavemente, sin introducir ningun elemento, solamente

invirtiéndolos un poco e inmediatamente fueron volcados en cada caja de Petri.

Imagen 12: pipeteo para dilucionesy siembra Imagen 13: diluciones seriadas sucesivas.

Para una Optima precision no se introdujo la pipeta mas de 1 cm en la suspension

inicial y se evitd el contacto entre la pipeta que contiene el inoculo y el diluyente estéril.

Al finalizar esta etapa se obtuvieron, dos cultivos con una dilucion 101

correspondiente del tubo N°1 y una nueva dilucién sucesiva de la misma con dilucién 10 .

Luego se consiguieron nuevas diluciones decimales sucesivas, con sus respectivas
siembras en sus cajas ya identificadas. Se transfirié con una pipeta estéril 3 ml del tubo N°2
y se distribuyé de la misma manera anteriormente descripta, (1 ml en un nuevo tubo con
diluyente se consigui6 una dilucion 10 (1/1000) y 1 ml en cada tubo con agar, luego se

sembrd en sus respectivas cajas de Petri) (figura 14).
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Figura 14: siembra en caja de Petri.

Se repitié esta operacion a partir de la dilucion” 10 , utilizando nuevamente una
pipeta estéril.

Al finalizar la Gltima etapa, se mantuvieron las placas en superficie horizontal hasta
que se solidifico el agar completamente. Se efectud la inversion de las placas y la
introduccion de las mismas a estufa, se incub0 las cajas a 37°C durante 48 horas (figura

15).

Imagen 15: cajas de Petri en estufa para incubacion.
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Después del periodo de incubacion, se contaron las colonias en aquellas placas que
presentaban el rango permitido para su conteo. EI mismo se realiz6 con un Cuenta colonias
para ser mas precisos y evitar al maximo el error (figura 16). EI nimero total obtenido de
colonias en cada caja de Petri, multiplicado por su factor de dilucién, corresponde al total
de colonias por mililitro de muestra (figura 17; 18; 19y 20).

Figura 16: conteo, con Cuenta colonias. Figura 17: 157 UFC, en dilucion 101

Figura 18: 78 UFC, en dilucion 102 Figura 19: 1 UFC, en dilucion 103
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Figura 20: 2 UFC, en dilucion 104

Resultados y discusion.

En la siguiente tabla se expresan los resultados obtenidos, luego de la siembra y
cultivo las muestras.

Tabla 1 Resultadosy suspromedios obtenidos durante la investigacion.

Primera semana de anélisis Segunda semana de analisis
Fecha siembra Fecha lectura  Dilucién U.F.C. X Fecha siembra Fecha lectura  Dilucion U.F.C. X
1/11/2022 3/11/2022 1/10 157 132 8/11/2022 10/11/2022 /10 138 152
1/10 106 1/10 165
1/100 91 85 1/100 96 9
1/100 78 1/100 85
1/1000 1 2 1/1000 4 3
1/1000 3 1/1000 2
1/10000 2 2 1/10000 1 2
1/10000 2 1/10000 3
Tercera semana de analisis Cuarta semana de analisis
Fecha siembra Fecha lectura  Dilucién U.F.C. X Fecha siembra Fecha lectura  Dilucion U.F.C. X
15/11/2022 17/11/2022 /10 109 127 22/11/2022 24/11/2022 /10 122 120
1/10 145 1/10 118
1/100 106 97 1/100 84 9
1/100 87 1/100 97
1/1000 3 4 1/1000 4 4
1/1000 4 1/1000 3
1/10000 1 2 1/10000 1 2
1/10000 3 1/10000 2

Nota: los promedios (X), fueron obtenidos mediante la media aritmética del numero total de UFC, en cada
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par de cajas de Petri, segin la dilucion (gj.: 157 + 106/ 2 = 132 UFC/Cm3 para la dilucion 1/10, de la
primera semana).

Gracias a los datos recogidos y volcados en planillas Excel, pudo establecerse el
namero de las colonias bacterianas segun la dilucion a la que fueron sometidas. Se observd
que a una menor dilucién de 1/10, las colonias son muchas mas numerosas teniendo un
promedio de 133 UFC/mI, comparandolas con diluciones sucesivas: las diluciones de 1/100
obtuvieron una media de 91 UFC/ml; dilucion 1/1000 con promedio de 3 UFC/ml y las

muestras sembradas en 1/10000, expresaron una cantidad de 2 UFC/ml.

Al mismo tiempo y expresado en un eje cartesiano, se evidencio el promedio de las

colonias bacterianas, segun la dilucién a las que fueron sometidas para su siembra.

Grafico 1 Promedios resultantes del total de siembras realizas, en sus respectivas diluciones.

Nota: los resultados corresponden a la media aritmética, de los promedios obtenidos por semana en cada
una de las diluciones (gj.: 132 + 152 + 127 + 120/ 4 = 133 UFC/cm3 para la dilucién 1/10 en las cuatro
semanas de analisis).
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Conclusiones.

En consideracion de la calidad bacteriologica de la leche cruda, producida en la
Seccion Tambo del establecimiento ERAGIA, se determind mediante el recuento
bacteriano totales (expresados en U.F.C.), se encuentran dentro de los valores establecidos

segun el C.A.A. (articulo 556 tris, establece como limite maximo, 200.000 UFC/cm®).

Se puede mencionar que calidad bacteriologica de dicha leche cruda a nivel de todo
el rodeo en produccidn, es el efecto de varios factores y condiciones que rodean a la vaca:
en general las buenas practicas higiénicas en la rutina de ordefio, Optimas condiciones
higiénicas de los establos o sitios de ordefio, higiene en las manos de los operarios y

muchos factores mas favorecen al reducido recuento de microorganismos.
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