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RESUMEN

La calidad microbioldgica de la leche cruda y de las superficies de contacto juegan un papel
determinante en la calidad de los productos, estando directamente relacionados con la generacion
de enfermedades transmitidas por alimentos que podrian estar afectando a la seguridad
alimentaria. El objetivo de este proyecto se baso en caracterizar las bacterias de la leche cruda y
de las superficies de una planta de procesamiento de productos lacteos. Para esto se recolecto un
total de 20 muestras correspondientes a leche cruda e hisopados de superficies entre equipos,
silos y canaletas de las cuales se lograron aislar 43 cepas en donde se encontr6 una prevalencia
del 40% de microorganismos patdgenos, 35% de indicadores, 9% de alterantes y un 14% entre
microbiota ambiental y humana, concluyendo que la microbiota presente difiere de lugar de
muestreo y que los procesos térmicos si estan siendo efectivos, sin embargo se resalta la
presencia de algunos microorganismos patdgenos y alterantes como Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas fluorescens y Stenotrophomonas maltophilia, en las superficies que mas adelante

podrian ser un problema en los productos terminados de la planta de procesamiento.
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ABSTRACT

The microbiological quality of raw milk and contact surfaces play a determining role in the
quality of the products, being directly related to the generation of foodborne diseases that could
be affecting food safety. The objective of this project was based on characterizing the bacteria in
raw milk and on the surfaces of a dairy processing plant. For this, a total of 20 samples
corresponding to raw milk and swabs from surfaces between equipment, silos and gutters were
collected, from which 43 strains were isolated where a prevalence of 40% of pathogenic
microorganisms was found, 35% of indicators, 9 % of spoilers and 14% between environmental
and human microbiota, concluding that the present microbiota differs from the sampling site and
that the thermal processes are being effective, however the presence of some pathogenic and
spoilage microorganisms such as Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fluorescens and
Stenotrophomonas maltophilia, on surfaces that could later be a problem in finished products

from the processing plant.
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1. INTRODUCCION

La produccién de leche es uno de los pilares fundamentales en muchos de los hogares a
nivel mundial, ésta es generada por grandes y pequefios ganaderos que a lo largo de la cadena
productiva aportan a la seguridad alimentaria y a la nutricion (Organizacion de las Naciones
Unidas para la Alimentacién y la Agricultura - [FAO], 2022-1). Incluso en Colombia, de acuerdo
con la superintendencia de industria y comercio en el periodo del 2010 al 2020, se registré un
total de 7.211 millones de litros de leche cruda gracias a los 321.000 productores de leche, lo
cual indica que, a lo largo de la historia de nuestro pais, es considerada como un alimento

fundamental de consumo diario (Superintendencia de Industria y Comercio, 2021).

Estudios previos han sefialado la importancia que poseen las superficies inertes de
contacto pueden ser un gran espacio para permitir que varios microorganismaos sean capaces de
persistir por varios periodos de tiempo, incluso en equipos de acero inoxidable o en ambientes
controlados (Caro & Tobar, 2019). Sin embargo, debido a su alto valor nutritivo la leche es uno
de los alimentos con mayor probabilidad de deterioro, favoreciendo el desarrollo de una gran
variedad de microorganismos patdgenos y alterantes; entre los microorganismos patdégenos mas
comunmente encontrados se puede mencionar a Clostridum botulimun, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli O157:H7, Listeria monocytogenes, Salmonella spp., Bacillus cereus,

Mycobacterium bovis, Yersinia enterocolitica, entre muchos otros (FAO, 2022-2).

Asi mismo, otra fuente importante de contaminacion de leche cruda e incluso de muchos
productos lacteos pueden ser las superficies de contacto y equipos, pues estas sirven como
reservorio para muchos agentes microbianos en especial para aquellas bacterias capaces de
producir biofilms y de este modo afectar la calidad final de los productos. Por tanto, la presencia

de microorganismos en superficies en los Gltimos afios ha adquirido un papel fundamental ya que
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es una de las principales fuentes de contaminacion de diferentes productos alimenticios (Fuster-

Valls, 2006).

En funcidn de lo mencionado, el objetivo principal de este proyecto de investigacion fue
identificar los microorganismos presentes en la leche cruda y en las superficies y/o equipos de
una planta de procesamiento de productos lacteos ubicada en Funza, Cundinamarca. Esto se
logro gracias a los diferentes aislamientos realizados con microbiologia tradicional y con
determinaciones bioquimicas automatizadas, las cuales permitieron identificar los
microorganismos recuperados. Los resultados obtenidos a partir del muestreo de leche cruda y de
superficies, permitieron tener un panorama sobre la calidad y la inocuidad de los procesos

empleados en la planta de procesamiento.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo General

Identificar las bacterias de muestras de leche cruda y de las superficies de una planta de

procesamiento de productos lacteos.
2.2. Objetivos Especificos

> Aislar las bacterias presentes en muestras de leche cruda y las superficies de una planta
de procesamiento de productos lacteos.

> ldentificar las bacterias de la leche cruda y de las superficies de una planta de
procesamiento de productos lacteos mediante caracterizacién bioquimica.

> Diferenciar las bacterias presente en la leche de la sabana y la leche proveniente de San
Pedro de los milagros, Antioquia.

> Determinar la importancia en la industria lactea de las bacterias aisladas de la leche cruda

y de las superficies de una planta de procesamiento de productos lacteos
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3. JUSTIFICACION

La leche es uno de los productos de mayor importancia a nivel nacional, por esta razén se
debe asegurar a los consumidores que en cada uno de los procesos realizados en el sector lacteo
incluyan estandares de calidad. Es importante mencionar que dependiendo de la calidad y/o
caracteristicas de la leche es la recompensa monetaria brindada por las industrias, puesto que con
ella se pueden producir gran cantidad de derivados lacteos que aportan sin duda a la economia

del pais (Asociacion Colombiana de Procesadores de la Leche — [Asoleche], 2017).

Sin embargo, la industria lactea en muchas ocasiones se ve afectada por factores que
influyen en la calidad de la leche, esto esta relacionado con las précticas de ordefio, programas
erroneos de limpieza y desinfeccidn e incluso practicas inadecuadas de manipulacion sanitaria, lo
cual genera que el producto final se vea afectado (FAO, 2022-3). Segun el Instituto Nacional de
Salud (INS), en Colombia gran parte de las enfermedades son causadas por bacterias, virus,
hongos e incluso parasitos siendo estos transmitidos por medio de los alimentos y generando
Enfermedades Transmitidas por Alimentos (ETAS)., De acuerdo con los reportes realizados en el
afio 2019 se generaron alrededor de 1010 brotes que afectaron a poblacion de todas de las edades

(Instituto Nacional de Salud [INS], 2019, p. 2-4).

Tras mencionar las implicaciones y/o riesgos que pueden generar los procesos erroneos
de obtencion de leche cruda, se debe mencionar otro factor crucial en los procesos de
contaminacion cruzada, el cual esta relacionado con los equipos o superficies que tienen contacto
con la materia prima e incluso con los productos terminados, puesto que una vez se presentan las
condiciones éptimas para el crecimiento microbiano, estos pueden generar mecanismos de
resistencia como es el caso de las biopeliculas generando problemas incluso en los procesos de

desinfeccion (Rios-Castillo, 2013).
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Acorde a los resultados obtenidos en este proyecto, se permitié conocer sobre aquellas
bacterias que podrian tener algun impacto negativo en la planta de procesamiento, ya sea porque
estan relacionados a procesos que son llevados a cabo de manera interna o porque estan
arraigados y su presencia se relaciona con la materia prima. Con este conocimiento se busco
generar medidas preventivas y/o correctivas que permitan apoyar los planes de monitoreo que se

desarrollan actualmente.



17
4, MARCO TEORICO
4.1. Sector Lacteo a Nivel Mundial

Debido a su alto valor nutricional la leche es considerada como uno de los alimentos
primordiales en especial en los primeros afios de vida; segun la definicion de leche dada por el
Ministerio de Proteccion Social, Decreto 616 del 2006 en el Articulo 3, “La leche es el producto
de la secrecion mamaria normal de animales bovinos, bufalinos y caprinos lecheros sanos,
obtenida mediante uno o mas ordefios completos, sin ningun tipo de adicion, destinada al

consumo en forma de leche liquida o a elaboracion posterior”.

A nivel mundial la leche entera fresca es considerada una de las materias primas de
mayor produccion y de mas aporte econdmico, esta es obtenida por diferentes tipos de ganado
representando los siguientes porcentajes; la leche de especies poco comunes como los camellos,
yaks, renos entre otros animales representa un valor global de produccion de un 0,5%, seguida
del ganado ovino con un 1,2% y de ganado caprino con 2,4%, resaltando que los dos animales
que mas cantidad de leche producen son los bufalinos con un 15,3% y los vacunos con el 80,8%;
en 2020 la produccion total de leche excedio los volimenes obtenidos en comparacion a afios
anteriores logrando generar 910 millones de toneladas, a causa del aumento en la obtencion de

leche de bufala y de vaca en India (Observatorio de la Cadena Lactea Argentina [OCLA], 2022).

La cantidad de leche producida en América Latinay el Caribe (ALC) a lo largo de los
afios puede verse influencia por 3 variables determinantes: la produccién anual de leche por
ganado vacuno, el nimero de granjas por pais y el nimero de ganado vacuno por granja, estos
factores mencionados pueden ser determinantes en la produccién de leche anual (Farifia et al.,

2022).
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En la figura 1 se muestra la produccién de leche entera fresca producida en el afio 2018
ocupando Brasil el primer lugar con 33.840 litros y Colombia el cuarto con 6.097 litros de leche

(Farifia et al., 2022).

Figura 1
Produccién anual de leche fresca en el afo 2018.

Nicaragua
Honduras
Republica Dominicana
Costa Rica
Ecuador
Chile
Venezuela
Peru
Uruguay
Colombia
Argentina
Mexico

Brasil

Produccion anual de leche (1,000,000 kg al afio)

Nota: El grafico representa la produccion de leche anual en latino América en el afio 2018.

Fuente: Farifia et al., 2022.

A lo largo de los afios América Latina y el Caribe (ALC) aumentd un 42% logrando una
produccidén de 22.400 millones de leche entre los afios 1998 al 2018, sin embargo, no todos los
paises lograron aumentar su produccién puesto que Chile, Argentina, Ecuador y Colombia
mantuvieron su nivel de produccién mientras que el resto de los paises lograron aumentar entre

un 0,5y 5 % (Farifa et al., 2022).
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4.2. Sector Lacteo Nacional

Segun el Ministerio de Comercio, Industria y Turismo. (2016), en Colombia “El sector
Lacteo estd compuesto por una cadena de seis eslabones: los productores primarios, los
encargados del acopio de leche cruda, los procesadores, los comercializadores de productos
lacteo, el consumidor final y los proveedores de insumos y servicios son transversales que

impactan toda la cadena’.

De manera historica en Colombia una de las actividades con mayor aporte economico y
mayor actividad agropecuaria ha sido la produccion de leche, a causa de sus caracteristicas
nutricionales y de su calidad, puesto que la leche también es utilizada para generar una gran
cantidad de derivados lacteos que aportan a la alimentacion, por tanto velar por su calidad se ha
convertido en uno de los puntos méas importantes a lo largo de la cadena productiva no solo para
que cumpla con estandares de calidad, si no también debido a que depende de sus caracteristicas
es el valor monetario otorgado hacia los productores (Superintendencia de Industria y Comercio.,
2021). La produccion de leche en el territorio nacional desde el 2012 al 2019 ha tenido cambios

significativos en produccién de leche por litro (ver figura 2).
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Figura 2
Produccion de leche en el periodo 2012-20109.

Produccion de leche
Total nacional

25.000.000 4.000.000
3.500.000
20.000.000
3.000.000
500.000
_ 15.000.000 2:500.000
3 2.000.000
=
- 000.000
10.000.000 1.500.000
1.000.000
5.000.000
500.000
2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019
Em Total leche vendida 10.601.204 10.757.467 14.623.618 12.676.324 13.454.446 16.632.845 19.768.975 18.652.333
Leche consumida en finca 1.125.858 1.200.916 1.328.495 1.431.269 1.416.691 1.463.547 1.492.572 12 4
Leche procesada en finca 1.257.954 0 1.600.481 1.207.770 1.792.060 1.648.130 1.626.475 1.970.668
e Mmero de vacas en ordefio 2.693.155 2.800.443 2.720.258 2.883.644 3.290.5596 3.745.971 3.453.816

Nota: La gréfica representa la produccion total de leche a nivel nacional entre el periodo 2012-

2019. Fuente: Departamento Administrativo Nacional de Estadistica [DANE

1, 2020.

4.3. Sector Léacteo Regional

En Colombia se encuentran dos regiones que estan divididas de acuerdo con la cantidad
de leche que producen de manera anual, la primera de estas regiones aporta alrededor del 19%
del volumen de leche recolectado por medio de canales oficiales o institucionales; entre los
departamentos que son participes de este porcentaje se encuentran, Arauca, Amazonia, Sucre, La
Guajira, Caquetd, Norte de Santander, Bolivar, Cordoba, Meta, Tolima, Cesar, Santander,
Magdalena, Choco y la segunda region alcanza un 81% del volumen de leche recolectado a nivel
nacional; en ella se encuentran los departamentos de Narifio, Quindio, Valle del Cauca,

Risaralda, Caldas, Cauca, Boyaca, Antioquia y Cundinamarca (Garzon-Nivia, 2018).

NUmero de vacas en ordefio
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Cundinamarca en el afio 2013 registré un aporte de 5,4 millones de litros de leche cruda
al dia siendo esto un 19,3% del aporte a nivel nacional, esto segin lo mencionado por la
Federacion Colombiana de Ganaderos (Fedegan)- Fondo Nacional del Ganado (2014). Después
de Antioquia, Cundinamarca durante el periodo del 2018 al 2020, fue uno de los mayores
productores de leche a nivel nacional, alcanzando un total de 221.693.271 litros de leche cruda

acopiados en el afio 2020 (ver figura 3) (Asoleche, 2020).

Figura 3
Acopio anual de leche region 1.

Nota: En la grafica se observa el volumen de leche anual recolectado en desde el afio 2018 —

2020. Fuente: Asoleche 2020.

4.4. Composicion de la Leche

Las caracteristicas nutricionales de la leche pueden verse influenciadas por factores tanto
cualitativos como cuantitavos en las que se puede mencionar su composicion, ya que esta puede
variar dependiendo de la raza del animal, el tipo de alimentacion, etapa de lactancia e incluso por

factores externos; entre los principales componentes de la leche podemos encontrar proteinas,
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grasas, caseina, albumina, cenizas e hidratos de carbono que estan en pequefias cantidades y el

componente de mayor porcentaje hace referencia al agua, en la tabla 1 se muestra los

componentes de la leche en porcentaje y su variacion con el tipo de leche (Lopez & Barriga,

2016).

Tabla 1
Composiciéon de la leche.

Tipo de leche
Componentes (%)
Vaca Cabra Oveja
Agua 87,5 87,9 80,1
Proteinas 3,2 3,4 6,2
Grasas 3,6 3,8 7,9
Hidratos de 47 41 4.9
carbono
Caseina 2,6 2,4 42
Album!na, 0.6 0.6 10
globulina
Cenizas 0,7 0,8 0,9

Fuente: Lopez & Barriga, 2016.

Como se mencionaba anteriormente algunos componentes estan en menor proporcion en

la leche en comparacion con el agua, pero sin duda son parte fundamental de los valores

nutricionales de la leche, uno de ellos son las proteinas las cuales hacen parte del elemento mas

importante desde el punto de vista nutricional, ademas son muy significativas en los procesos

industriales ya que gracias a ellas se pueden realizar los procesos de elaboracién de diferentes

derivados lacteos como es el caso de los quesos (Lopez & Barriga, 2016). La proteina mas

importante de la leche es la caseina ocupando el 80%. En cuanto a los lipidos, también son parte
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fundamental de la leche debido a las caracteristicas fisicoquimicas y organolépticas que le
brindan. El 98% del perfil lipidico de la leche corresponde a los triglicéridos y el porcentaje
restante hace parte de los fosfolipidos; asimismo, otro componente importante en la leche
pertenece a la lactosa, el cual es un disacarido compuesto por galactosa y glucosa, siendo estos
utilizados en nuestro organismo como fuente de energia. Finalmente, el agua que ocupa un

porcentaje entre el 80 y 90% de la leche cruda (Lopez & Barriga, 2016).

4.5. Caracteristicas Fisicoquimicas

“Las caracteristicas fisicoquimicas de la leche dependen fundamentalmente de la

concentracion y del grado de distribucion de las particulas de sus componentes.” (Zamora-Antia,

2006).

En la leche, la composicion fisicoquimica es un factor determinante, esto debido a que a
partir de los resultados se pudo determinar ver si la leche presenta alguna alteracion,
modificacion o incluso determinar la presencia de sustancias u organismos que no hacen parte de
ella y que afectan su composicion quimica (Lopez, & Barriga. 2016). Los rangos fisicoquimicos
para la leche cruda estan establecidos por el Ministerio de Proteccion social, en el decreto 616 de

2006 como se muestra en la tabla 2.
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Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas de la leche.

Parametro /Unidad Leche cruda

Grasa % m /v minimo 3.00
Extracto seco total % m / m minimo 11.30
Extracto seco desengrasado % m / m minimo 8.30
Min. Max.
Densidad 15/15°C g/mi 1.030 1.033
indice Lactométrico 8.40
Acidez expresada como acido lactico %m/v 0.13 0.17
indice °C -0.530 -0.510
-0.550 -0.530

Crioscépico °H

Nota: las siglas corresponden a los siguientes significados m: masa., v: volumen., g: gramo., ml:

mililitro Fuente: Ministerio de Proteccién social, decreto 616 de 2006.

4.6. Bacterias en Leche Cruda

La leche cruda tiene una gran cantidad de Actividad acuosa (Aw) disponible en el medio,
un alto valor nutricional y un pH neutro, esto la hace susceptible a contaminacion bacteriana,
generando alteraciones en sus caracteristicas fisicoquimicas; dicha contaminacion puede
ocasionarse en los procesos de ordefio, equipos usados, transporte o almacenamiento (figura 4)

(Olajide & LaPointe, 2022).



25

Figura 4
Fuente de contaminacion microbiana de la leche cruda a nivel de granja.
) HUMANO
AIRE ORDENO Coliformes
Streptococcus DE UBRE Salmonella
Micrococcus Coliformes Enterococcus
Corineformes Salmonella Staphylococcus
AGUA Bacillus Enterococcus
Coliformes  Levaduras y mohos  Staphylococcus
Pseudomonas
Corineformes
Alcaligenes

o HECES

Clostridium  Staphylococcus
~Bacillus Listeria

Kiebsiella Mycobacterium
Salmonella

ALIMENTOS
Clostridium, Paenibacillus, Listeria,
Bacillus, Bacterias acido lacticas

Procesamiento de leche: refrigeracion, transporte, almacenamiento
Fuente: Olajide & LaPointe, 2022.

La leche cruda inicialmente es considerada como un producto inocuo, sin embargo, al
momento de su obtencion puede verse expuesta a contaminantes externos, una vez se contamina
deja de ser apta para consumo directo (Pineda-Portugal, 2014). Los diferentes géneros
bacterianos pueden usar los valores nutricionales de la leche para su crecimiento, presentando
diferentes morfologias e incluso pueden ser parte de diferentes grupos como patdégenos
(Clostridium botulinum, Salmonella spp, Listeria monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli O157:H7), alterantes (Streptococcus lactis, Pseudomona Synxantha,

Alcaligenes spp, Flavobacterium y algunos coliformes) o beneficiosos (ver figura 5) (Olajide &

LaPointe, 2022).


https://www.google.com/search?sxsrf=AJOqlzU-Uy3gN5NmQstoRr4tcO5x9f1QCg:1676226628779&q=Streptococcus+lactis&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjK15XmzpD9AhW9TDABHWecAvoQkeECKAB6BAgJEAE
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Figura 5
Morfologia de los principales grupos de microorganismos cominmente encontrados en la leche
cruda.

<10%

Mohos

Levaduras

Micrococcus 30-99%

Staphylococcus

<10%
Pseudomonas
Clostrodium
E. coli
'i;‘,,-.- Bacillus y
Alcaligenes Paenibacillus
Acinetobacter

Streptococcus

Lactococcus 0-50%

Lactobacillus

Corynebacterium
> Microbacterium

<10%

Fuente: Olajide & LaPointe, 2022.
4.7. Buenas Préacticas de Ordefio y Buenas Practicas Ganaderas

Los procesos de buenas practicas de ordefio estan establecidos con la finalidad de
conseguir procesos de calidad y evitar o disminuir las posibilidades de contaminacion cruzada;
algunas de las especificaciones establecidas para estas practicas incluyen, el lavado correcto de
manos, asi como también ufias cortas, cabello recogido, manos sin heridas y overol limpio, esto,
debido a que en muchas ocasiones los procesos de ordefio se realizan manualmente y se tiene

contacto directo con la materia prima; por otro lado, también es importante espacios especificos
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que sean de uso exclusivo para la recoleccion leche como es el caso de equipos, insumos,

establos o cuartos de insumos (FAO 2012).

En Colombia la entidad encargada de velar por que se lleven a cabo las buenas practicas
ganaderas es el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Algunos de los aspectos que se
encarga de verificar son higiene en el ordefio, instalaciones y areas de produccion primaria, plan
de saneamiento, sanidad animal, identificacion y bioseguridad, bienestar animal y personal, uso
de medicamentos veterinarios (BPUMV) y Buenas Practicas en la Alimentacion Animal- BPAA.
(ICA Resolucion 2304 de 2015). Segun lo mencionado por FEDEGAN las buenas practicas
ganaderas hacen referencia “a todas las acciones involucradas en el eslabdn primario de la
ganaderia bovina, encaminadas al aseguramiento de la inocuidad de los alimentos carne y
leche, la proteccion del medio ambiente y de las personas que trabajan en la explotacién”

(Federacion Colombiana de Ganaderos [FEDEGAN], 2023).

4.8. Superficies de Contacto

Las superficies también hacen parte de las fuentes importantes de contaminacion para los
alimentos, por lo que en la industria lactea se tienen en cuenta los diferentes planes que aporten
al sistema de gestion de inocuidad. Algunos de ellos son el sistema de Andlisis de Riesgos y
Control de Puntos criticos (HACCP), los estandares de Saneamiento (POES) y las Buenas

Practicas de Manufactura (BPM) (Michanie, 2013).

Las bacterias son microorganismos que pueden tener capacidades adaptativas, en este
caso si las superficies presentan condiciones 6ptimas para el crecimiento microbiano,

proliferaran en este ambiente generando mecanismos de resistencia como es el caso de las
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biopeliculas, una vez generadas estas biopeliculas incluso los procesos de limpieza y
desinfeccion pueden verse afectados puesto que pueden llegar a ser resistentes y a sobrevivir en
muchas plantas de procesamiento por periodos extensos aumentando el nivel riesgo por

contaminacion de los alimentos una vez tengan contacto con estas superficies (Cha & Ha, 2022).
4.9.Métodos automatizados de identificacion bacteriana

Los métodos implementados para realizar identificaciones bacterianas se empezaron a utilizar
desde 1970, desde ese momento a lo largo del tiempo han ido evolucionando de manera
periddica (Stager & Davis, 1992). Gracias a los avances que se han tenido a lo largo de la
historia con los sistemas de identificacidn, estos son de gran ayuda en los laboratorios
microbiologicos, ya que se implementan en industrias de alimentos, clinicas o farmacéuticas con
el fin de obtener resultados confiables y precisos en periodos de tiempo mas cortos, aportando a
la confiabilidad y trazabilidad de los datos obtenidos; algunos de los métodos mas
implementados son el Vitek | y Il, Phoenix y MicroScan (Organizacion Panamericana de la Salud

[OPS], 2011).

Actualmente el Vitek compact 2 es uno de los mas utilizados, puesto que su capacidad para
optimizar la productividad y la precision de los datos es de gran ayuda en diferentes industrias,
este equipo se basa en permitir una inoculacion bacteriana dependiendo de las tarjetas de
identificacion implementadas siendo capaz de realizar una identificacién microbiana (ID) a partir
de los patrones de memoria, operando en combinacion con el sistema experto avanzado (AES),
conteniendo una extensa base de datos lo cual permite validar los resultados obtenidos.

(Laboratorio Clinico de Especialidades Bolivar., 2022).
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4.10. Normativa

En Colombia, existen algunas normativas que reglamentan los requisitos que se deben
cumplir tanto en la leche cruda como en su etapa de recepcion y en productos finales, estos
reglamentos lo que quiere lograr es que en todo el territorio nacional se distribuyan productos

inocuos y de calidad que cumplan con las necesidades de la canasta familiar.
Decretos:

Ministerio de la Proteccién Social. Decreto 616 del 2006: Por el cual se expide el
Reglamento Técnico sobre los requisitos que debe cumplir la leche para el consumo humano que

se obtenga, procese, envase, transporte, comercializa, expenda, importe o exporte en el pais.

Ministerio de la Protecciéon Social. Decreto 2838 del 2006: Por el cual se modifica

parcialmente el Decreto 616 de 2006 y se dictan otras disposiciones.

Ministerio de la Proteccion Social. Decreto 3411 del 2008: por el cual se modifica
parcialmente el Decreto 2838 de 2006, modificado parcialmente por el Decreto 2964 de 2008, y

se dictan otras disposiciones.

Ministerio de la Proteccion Social. Decreto 1880 del 2011: Por el cual se sefialan los
requisitos para la comercializacion de leche cruda para consumo humano directo en el territorio

nacional.
Resoluciones:

Ministerio de Salud y Proteccién Social. Resolucién 4142 de 2012: Por la cual se
establece el reglamento técnico sobre los requisitos sanitarios que deben cumplir los materiales,
objetos, envases y equipamientos metalicos destinados a entrar en contacto con alimentos y

bebidas para consumo humano en el territorio nacional.
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5. METODOLOGIA
5.1. Proceso de Muestreo

Para la recoleccion de las muestras se usaron tres procedimientos diferentes, de los cuales
dos de ellos se utilizaron para la obtencidn de la leche cruda y uno para el muestreo de
superficies. Teniendo en cuenta dichos procedimientos se logro recolectar un total de 19
muestras de las cuales 6 correspondian a muestras de leche cruda de la Sabana de Cundinamarca

y de San Pedro, Antioquia y 13 pertenecientes al muestreo de superficies realizado.
5.1.1. Muestreo de leche cruda en mulas

El proceso de muestreo comenzo con ayuda de un operario de recibo de leche, quien
homogenizo la materia prima contenida en los carrotanques con ayuda de un agitador manual de
acero inoxidable, posteriormente en un frasco estéril de tapa precinto se tomé 50 ml de muestra,

posteriormente fueron llevadas al laboratorio para su respectivo analisis.
5.1.2. Muestreo de leche cruda de silos

Se hizo desinfeccion con alcohol al 75% a la boquilla del silo y con un encendedor se
flamed. Posteriormente se dejé correr la leche cruda por 5 segundos en una jarra plastica y
pasado este tiempo se tomo la muestra de leche cruda en un frasco estéril de tapa precinto, se

tomo 50 ml de muestra e inmediatamente se llevaron al laboratorio para su posterior analisis.

Las muestras de leche cruda se pre incubaron a 35°C durante 4 horas con el fin de
estimular el crecimiento bacteriano y de esta manera poder recuperar la mayor cantidad de

bacterias presentes en la leche cruda.
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5.1.3. Muestreo de superficies

En cada muestreo se utilizaron dos hisopos estériles, los cuales se humedecieron en caldo
BHI (Infusion cerebro corazdn) y se pusieron en contacto en las zonas previamente establecidas.
Se tomé un hisopado de 10x10 cm, estos frotis se realizaron en superficies planas y en
superficies irregulares de dificil acceso como lo son silos, equipos y canaletas. Una vez realizado
el frotis, los hisopos se sumergieron nuevamente en tubos de ensayo plasticos contenidos con 4

ml de caldo BHI y se llevaron a incubacién de 35°C durante 24 horas.
5.2. Aislamiento Bacterioldgico de la Leche Cruda

El aislamiento se realiz6 con base en las indicaciones brindadas por el Método 1ISO
(4833: 2013) realizando algunas modificaciones. Este procedimiento consistio en sembrar por
superficie algunas diluciones e incubar a temperaturas de 35°C en aerobiosis y anaerobiosis, a
55°C en aerobiosis, a 3,5 °C en aerobiosis y a 25 °C en aerobiosis durante 24 - 48 horas. Las
modificaciones realizadas consistieron en cambiar la siembra por profundidad a superficie, no

sembrar por duplicado, usar agar TSA y diferentes rangos de temperatura. (Agar Triptona-Soja).

Inicialmente se llevd a cabo una pre-incubacion de cada una de las muestras de leche
cruda durante 4 horas, posteriormente se realizaron diluciones seriadas hasta llegar a 102y 10
de estas diluciones se tomaron 100 ul y se inocularon sobre la superficie del agar TSA. Con
ayuda de una espatula de Drigalsky estéril de acero inoxidable, se extendié la muestra sobre la
superficie del agar y se llevd a incubar a cada una de las temperaturas mencionadas

anteriormente durante 24 - 48h.
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5.3. Aislamiento Bacterioldgico de Superficies

Este aislamiento se realizo de acuerdo con lo establecido en la NTC 5230 de 2017. La
metodologia descrita se realizé con el fin de poder obtener una identificacion microbiana y no
para enumeracion. De acuerdo a la suspension inicial obtenida en el muestreo como se menciond
anteriormente, se llevaron a incubar los tubos de BHI con los hisopos por un periodo de 24
horas, pasado este tiempo se realizé una siembra directa tomando 100 ul de la suspensién e
inoculando en medio TSA. Con ayuda de una espatula de Drigalsky estéril de acero inoxidable,
se extendio la muestra sobre la superficie del agar y se llevo a incubar a temperaturas de 35°C en
aerobiosis y anaerobiosis, a 55°C en aerobiosis, a 3,5 °C en aerobiosis y a 25 °C en aerobiosis

durante 24 - 48 horas.

Finalmente, para ambas metodologias se realizaron nuevos repiques de las distintas
colonias siguiendo las caracteristicas mencionadas por Vargas & Vargas., (2014) donde se puede
mencionar tamafio, color, textura y forma con el objetivo de aislar cada una de las cepas

presentadas en cada muestra y de esta manera poder proceder con el proceso de identificacion.
5.4. Tincion de Gram

Todas las cepas obtenidas de manera axénica fueron llevadas a determinacion
macroscopica y microscopica con el fin de conocer sus caracteristicas morfoldgicas. Para ello se
empled el uso del sistema de tincion de Gram automatizado PREVI Color Gram de bioMérieux,
Inc; este equipo permite hacer una tincion de 12 laminas de portaobjetos en un tiempo total de
5.1 minutos; donde se emplean 35 segundos de cristal violeta un lavado con un tiempo de 25
segundos, solucion de yodo durante 30 segundos, 33 segundos de un segundo lavado, 39
segundos de decoloracidn, 20 segundos del tercer lavado, 70 segundos de fuscina y finalmente

55 segundos de secado; este Gltimo paso permite que las laminas salgan listas para observar de
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manera inmediata en el microscopio logrando obtener resultados rapidos, precisos y

estandarizados (bioMérieux., 2009).
5.5. Prueba de Oxidasa y Catalasa
5.5.1 Oxidasa

La determinacion de oxidasa se llevo acabo empleando el uso de Microbiologia
Bactident® Oxidasa (Merck., 2007), se tomd una colonia de los cultivos axénicos con asa
plastica de inoculacién y se froto sobre la zona reactiva de la varilla, después de 60 segundos el

resultado se comparé con la escala colorimétrica dada por el fabricante.
5.5.2. Catalasa

Se utiliz6 un portaobjetos donde se coloco peroxido de hidrogeno, posteriormente se
tomo una colonia de los cultivos axénicos con asa plastica de inoculacion y se realiz6 un frotis

encima del portaobjetos (Pascual-Anderson y Calderdn., 2000).
5.6. Identificacién Bioquimica

Para llevar a cabo el proceso de identificacion se realizo un repique de las cepas axénicas

24 horas antes al envio hacia un laboratorio externo el cual se encarg6 de emplear el uso del
sistema de identificacion Vitek Compact 2, este permitio la identificacion microbiana de una
gran variedad de bacterias que se encuentran relacionados con la contaminacion de materias
primas y productos terminados, relacionandose con las caracteristicas bioquimicas de las
bacterias; su sistema de identificacion y su porcentaje de confianza se respaldan en la base de
datos Vitek la cual garantiza la exactitud de los resultados para esto se emplearon tarjetas GN
(BACILOS GRAM NEGATIVOS), GP (COCOS GRAM POSITIVOS) Y BCL (BACILOS

GRAM POSITIVOS ESPORULADOS) bioMérieux Industry (2023).



En la Figura 6 se presenta la metodologi

Figura 6
Diagrama de flujo de la metodologia de
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6. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES
SIEMERA DE QUESO PERA SIEMBEA DE CREMA DE LECHE
SIEMERA DE JUGOS ANALISIS DE MICROORGANISMOS TERMOFILOS
SIEMEFA DE REFRESCOS ANALISIS DE ENJUAGUES
SIEMEFA DE INSUMOS MUESTREO DE AMEBIENTES
SIEMERA DE MATERIA PRIMA MUESTREQ DE SUPERFICIES
SIEMEFA DE PRODUCTO EN PROCESO MUESTREO DE PRODUCTO TERMINADO
ANALISIS DE VIDA UTIL DE PRODUCTO TERMINADO MANEJO DE CEPARIO
ANALISIS DE MICROORGANISMOS TERMOFILOS AISLAMIENTO DE CEPAS NATIVAS
SEMANATES |ANALISIS DE AGUA POTAELE DIARIAS  |PREPARACION DE INOCULOS MICROBIANOS
Agosto-Febrero | ANATISIS DE ALIMENTOS Agosto-Febrero |[EJECUCION DE PRUEBAS DE SELECTIVIDAD ¥ PRODUCTIVIDAD
MUESTEEO DE INSUMOS AISLAMIENTO B. sporothermocurans (critico para el proceso)
MUESTREO DE MANIPULADORES CONTROL METROLOGICO DE EQUIPOS
MUESTREO DE ALIMENTOS MANEJO DE INVENTARIO
MUESTREQ PARA MICROORGANISMO PATOGENOS MANEJO DE PRODUCTO NO CONFORME
DETECCION DE ESPORAS MESOFILAS EVALUACION DE PROCESO DE ESTERILIZACION DE MATERIAL
SIEMERA DE MUESTRAS PARA ESTERILIDAD COMERCIAL MUESTREO DE EMPAQUES
LECTURA Y REPORTE PRUEBA ESTERILIDAD COMERCIAL LECTURA INSTRUCTIVOS Y PROCEDIMIENTOS
DIARIO RECEPCION DE MUESTRAS DE LECHE CRUDA ]DEN'I"[FICACIC'!N MICROEIANA
MUESTREO DE SUPERFICIES IDENTIFICACION MICROBIANA
Oct-Dic ELABORACION PROYECTO DE IDENTIFICACION MICROBIANA
SEMESTRE APOYO EN LA ELABORACION DE INFORMES DEL PROCESO
Agosto-Febrero APOYO EN SIEMBRA DE PRODUCTO UHT

7. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha mencionado a lo largo del trabajo, la leche es uno de los productos mas
perecederos, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas y nutricionales. Esto permite el
crecimiento de bacterias que pueden proliferar en la leche cruda y asi mismo en insumos y/o
equipos que a largo plazo podrian generar una contaminacion cruzada y alterar la calidad de los
productos. Es por ello que a continuacidn se muestran los resultados obtenidos en el proceso de

caracterizacion de bacterias de muestras de leche cruda y del muestreo de superficies.
7.1. Aislamiento de las bacterias de leche cruda y superficies.

El aislamiento microbiano inicialmente se llevé a cabo teniendo en cuenta la diferencia
macroscopica de las colonias considerando su color, pigmentacion, bordeado, elevacion, textura,
comportamiento optico (ver figura 7) y (Tablas 4 y 5), pruebas de oxidasa y catalasa (ver figura
8) y (tabla 3, 4 y 5). Asi mismo se tuvo en cuenta sus caracteristicas microscopicas como lo son

forma y coloracion como resultado de Gram, con fin de conseguir cepas axénicas para su
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posterior identificacion. Esto con el fin de poder determinar la importancia en la industria lactea

de las bacterias aisladas de leche cruda y de superficies.

Figura7
Caracteristicas macroscopica y microscopica de algunos de los aislamientos obtenidos en TSA.

Nota: Cepas aisladas en medio de cultivo TSA A: #002 cepa 2; B #005 cepa 3; C S009 cepa 1; D

S012 cepa 1: ANVERSO de las colonias. E 002 cepa; F #005 cepa; G S009 cepa 1; H S012 cepa
1 REVERSO de las colonias. I: #002 cepa 2, Bacilos Gram negativos; J: #005 cepa 3, Cocos
Gram positivos; K: S009 cepa 1, Bacilos Gram positivos; L: S012 cepa 1, Bacilos Gram

negativos Fuente: autor.

Las cepas aisladas en leche cruda y en superficies presentaron diferentes resultados en la

determinacion de oxidasa y catalasa (ver tabla 3). Es importante mencionar que se lograron



recuperar cepas aerobias y anaerobias de temperatura de 35°C y aerobias de 25 °C haciendo

parte de bacterias mesofilos y psicrofilos respectivamente.

Tabla 3
Resultados obtenidos en pruebas de oxidasa, catalasa y tincion de Gram.

! 2:;:2:?:0 Oxidasa Catalasa Ml\?:r':gc!gg:ia
#001 Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#001 Cepa 2 Negativo Negativo Cocos Gram (+)
#002 Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#002 Cepa 2 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#002 Cepa 3 Positivo Positivo Bacilos Gram (-)
#002 Cepa 4 Positivo Positivo Bacilos Gram (-)
#003 Cepa 1 Negativo Negativo Cocos Gram (+)
#003 Cepa 2 Negativo Positivo Cocos Gram (+)
#003 Cepa 3 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#003 An Cepa 1 Negativo Negativo Cocos Gram (+)
#004 Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#004 Cepa 2 Negativo Positivo Cocos Gram (+)
#004 Cepa 3 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#004 An Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#004 An Cepa 2 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#005 Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
#005 Cepa 3 Negativo Negativo Cocos Gram (+)

#006 Cepa 1 Negativo Positivo Bacilos Gram (-)
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#006 An Cepa 1
#006 An Cepa 2
#5002 cepa 1
#5002 cepa 2
#5003 cepa 1
#5003 cepa 1
#5004 cepa 1
#5004 cepa 2
#S004 An cepa 1
#3005 cepa 1
#5006 cepa 1
#3007 cepa 1
#5008 Ae cepa 1
#5002 PST cepa 1
#5008 cepa 2
#5008 PST cepa 1
#5008 cepa 3
#5009 cepa 1
#5010 PST cepa 1
#5010 PST cepa 2
#5010 cepa 1
#5011 cepa 1
#5012 cepa 1

#5013 cepa 1

Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo

Positivo

Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Cocos Gram (+)
Cocos Gram (+)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Cocos Gram (+)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (+)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)
Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)
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Nota: Las siglas corresponden An: Anaerobio; PST: Psicrofilos. Fuente: autor

En la figura 8 se pueden observar los resultados obtenidos en la determinacion de oxidasa

y catalasa del total de aislamientos realizados.

Figura 8
Total de pruebas positivas para las pruebas de oxidasa y catalasa.

Total de Cepas Aisladas

Catalasa

Oxidasa

Total de cepas

Fuente: autor.

Como se puede observar en la figura anterior, el total de cepas analizadas obtenidas a
partir de los aislamientos de leche cruda y del muestreo de superficies, es de 43 muestras
otorgando estas un 100% de los datos. De este total solo 9 de las cepas aisladas, es decir el 21%,

arroj6 un resultado positivo para la prueba de oxidasa. Del mismo modo solo 37 cepas, es decir
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un 86% presentd un resultado positivo para la prueba de catalasa, todo esto se tuvo en cuenta

junto con los resultados microscopicos y macroscopicos para la identificacion de las cepas.

Las pruebas de catalasa, oxidasa y tincion de Gram juegan un papel importante en la
identificacion microbiana ya que permite conocer inicialmente algunas caracteristicas de las
bacterias. Una de ellas es que la enzima catalasa solo se encuentra presente en microorganismos
aerobios o anaerobios facultativos, permitiendo que las bacterias crezcan en presencia de
oxigeno. En cuanto a la oxidasa determina la presencia del citocromo c-oxidasa determinante en
bacterias respiradoras (Madigan et al., 2015). Como se puede observar en la tabla 3 el 65% de los
aislamientos es decir 28 de las cepas aisladas presentan una caracteristica importante de las
bacterias entéricas comprendidas en el grupo filogenético de las Gammaproteobacterias; ser
catalasa positiva y oxidasa negativa; por otro lado, también encontramos a los Pseudomonales
quienes se caracterizan por crecer en ambiente aerobios y ser catalasa y oxidasa positiva
(Madigan et al., 2015), expresando estas un 21% de los resultados con 9 de las cepas aisladas.
Finalmente, un 14% de las cepas obtenidas mostré un resultado de 6 cepas con oxidasa y catalasa
negativa siendo esta una caracteristica filogenética importante de los Firmicutes, comprendiendo
el orden de los Lactobacillales conocidas como las bacterias de &cido lactico; estos dos factores
junto con la tincion de Gram permitieron tener un resultado preliminar de las bacterias aisladas.
(Madigan et al., 2015). Sin embargo, aungue estos resultados permiten tener un panorama de los

posibles resultados es importante conocer los resultados de la identificacion bioquimica.

Por otro lado, las cepas aisladas en leche cruda y en superficies presentaron diferentes
caracteristicas morfologicas al ser aisladas en el medio TSA, estas se describen de manera

macroscopica y microscopica (ver tabla 4 y 5).
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Descripcion macroscopica, microscopica y condicion de crecimiento de las bacterias aisladas
de muestras de leche cruda.

.ID Morfologia Morfologia . L
Asignado 2 . e Oxidasa Catalasa Condicion
en planta Macroscopica Microscopica

Colonias pequenas,
4001 circulares, elevadas,
Cepa 1 margen entero, Bacilos Gram (-) Negativo Positivo  Aerobiosis
P transparente, brillante,
lisa, color crema.
Colonias puntiformes,
circulares, elevadas,
#001 margen entero, no Estreptococos Negativo Negativo  Aerobiosis
Cepa 2 . Gram (+)
transparente, brillante,
lisa, color blanco
Colonias grandes,
4002 circulares, convexa,
Cepa 1 margen entero, no Bacilos Gram (-) Negativo Positivo  Aerobiosis
P transparente, brillante,
lisa, color blanco
Colonias puntiformes,
4002 circulares, elevadas,
Cepa 2 margen entero, no Bacilos Gram (-) Negativo Positivo  Aerobiosis
P transparente, brillante,
lisa, color amarillo
Colonias medianas,
4002 circulares, margen
Cepa 3 entero, planas, no Bacilos Gram (-) Positivo  Positivo  Aerobiosis
P transparente, brillante,
lisa, color amarillo
Colonias medianas,
4002 circulares, margen
Cepa 4 entero, convexa, no Bacilos Gram (-) Positivo  Positivo  Aerobiosis
P transparente, brillante,
lisa, color crema
#003 Colonias puntiformes, Estreptococos _ _ o
Cepa 1 circulares, margen Gram (+) Negativo Negativo  Aerobiosis

entero, elevadas, no



#003
Cepa 2

#003
Cepa 3

#003
Cepal

#004
Cepal

#004
Cepa 2

#004
Cepa 3

#004
Cepal

#004
Cepa 2

transparente, brillante,
lisa, color crema

Colonias puntiformes,
circulares, margen
entero, elevadas, no

transparente, brillante,

lisa, color blanco

Colonias medianas,
circulares, elevadas,
margen entero, no
transparente, brillante,

lisa, color amarillo claro

Colonias pequenas,
circulares, elevadas,
margen entero,
transparente, brillante,
lisa, color blanco

Colonias grandes,
circulares, elevada,
margen entero, no
transparente, brillante,
lisa, color crema

Colonias pequenas,
circulares, elevada,
margen entero, no
transparente, brillante,
lisa, color crema

Colonias pequenas,
circulares, elevada,
margen entero, no
transparente, brillante,
lisa, color blanco

Colonias pequefias,
circulares, elevadas,
margen entero,
transparente, brillante,
lisa, color blanco

Colonias pequefias,
circulares, elevadas,

Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)

Estreptococos
Gram (+)

Bacilos Gram (-)

Estafilococos
Gram (+)

Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
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Aerobiosis

Aerobiosis

Anaerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Anaerobiosis

Anaerobiosis



#005
Cepal

#005
Cepa 3

#006
Cepal

#006
Cepal

#006
Cepa 2

margen entero,
transparente, brillante,
lisa, color blanco

Colonias medianas,
circulares, elevada,
margen entero, no
transparente, brillante,
rugosa, color blanco

Colonias puntiformes,
circulares, elevada,
margen entero, no

transparente, brillante,

lisa, color blanco

Colonias medianas,
circulares, elevadas,
margen entero, no
transparente, brillante,
lisa, color crema

Colonias medianas,
circulares, elevadas,
margen entero,
transparente, brillante,
lisa, color crema

Colonias medianas,
circulares, planas,
margen entero,
transparente, brillante,
lisa, color crema.

Bacilos Gram (-)

Diplococos
Gram (+)

Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)

Bacilos Gram (-)

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

43

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Anaerobios

Anaerobios
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Descripcion morfoldgica macroscépica, microscépica y condicion de crecimiento de las
bacterias aisladas de muestras de superficies.

ID

Asignado Morfolqg|_a Morfolgg!a Oxidasa Catalasa Condicion
Macroscoépica Microscopica
en planta
Colonias medianas,
circulares, margen .
?:O:i entero, translucido, Bamkz?)Gram Positivo  Positivo  Aerobiosis
P brillante, lisa,
pigmentado color verde
Colonias irregulares, con
bordes filamentosas, .
#5002 translucido, brillante, Bacilos Gram Positivo  Positivo  Aerobiosis
cepa 2 . . )
lisa, pigmentado color
verde
Colonias puntiformes,
#S003 circulares, enteras, Diplococos . . .
cepa 1 translucido, brillante, Gram (+) Negativo  Negativo  Aerobiosis
lisa, color blanco
45003 C_olor:las medianas, "
An cepa circulares, enteras, Diplococos Negativo Negativo Anaerobiosis
1 translucido, brillante, Gram (+)
lisa, color blanco
Colonias medianas,
#S004 cwcula_res, enteras, Bacilos Gram Negativo Positivo  Aerobiosis
cepa 1 translucido, brillante, O]
lisa, color blanco
Colonias pequefias,
circulares, enteras, .
fesogg elevadas, translucido, Baulcz?)Gram Negativo Positivo  Aerobiosis
P brillante, lisa, color
crema
#5004 (_:olonlas grandes, _
An cepa circulares, enteras, Bacilos Gram Negativo  Positivo  Anaerobiosis
1 P translucido, brillante, ) g
lisa, color crema
#5005 Colonias pequeiias, Bacilos Gram  Negativo  Positivo  Aerobiosis



cepal

#S006
cepa l

#5007
cepa 1

#5008 Ae
cepa 1

#S002
PST
cepal

#5008
cepa 2

#S008
PST
cepal

#S008
cepa 3

#S009
cepa l

circulares, enteras,
elevadas, translucido,
brillante, lisa, color
blanco

Colonias puntiformes,
circulares, enteras,
elevadas brillante, lisa,
translucido, color verde
claro

Colonias medianas,
circulares, enteras,
elevadas brillante, lisa,
translucido, color crema

Colonias puntiformes,
circulares, enteras,
elevadas brillante, lisa,
translucido, color blanco

Colonias pequenas,
circulares, elevadas,
margen entero, no
translucido, brillante,
lisa, color crema

Colonias medianas,
circulares, elevadas,
margen entero, no
translucido, brillante,
lisa, color crema

Colonias puntiformes,
circulares, elevadas,
margen entero, no
translucido, brillante,
lisa, color blanco

Colonias puntiformes,
circulares, enteras,
planas, brillante, lisa,
translucido, color crema

Colonias grandes,
circulares, enteras,
planas, brillante, lisa,

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Diplococos
Gram (+)

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

¢)

Bacilos Gram

(+)

Positivo

Negativo

Negativo

Positivo

Negativo

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
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Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobios



#5010
PST
cepa 1

#5010
PST
cepa 2

#5010
cepa 1

#3011
cepa l

#5012
cepa 1

#5013
cepal

translucido, color crema

Colonias grandes,
circulares, enteras,
elevadas, brillante, lisa,
no translucido, color
amarillo

Colonias pequenas,
circulares, enteras,
elevadas, brillante, lisa,
no translucido, color
amarillo

Colonias medianas,
circulares, enteras,
elevadas, brillante, lisa,
translucido, color
amarillo claro

Colonias medianas,
circulares, enteras,
planas, brillante, lisa,
translucido, color verde
claro

Colonias medianas,
circulares, enteras,
planas, brillante, lisa,
translucido, color verde
claro

Colonias medianas,
circulares, enteras,
planas, brillante, lisa,
translucido, color verde
claro

Bacilos Gram

¢

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

()

Bacilos Gram

¢)

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo
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Aerobios

Aerobios

Aerobios

Aerobiosis

Aerobiosis

Aerobiosis

Fuente: autor.

En la figura 9 se muestran los resultados de los aislamientos obtenidos a partir de

muestras de leche cruda y de muestras de superficies tomando como referencia los datos

presentados en tablas anteriormente mencionadas.
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Figura 9
Total, de caracteristicas presentadas en los aislamientos obtenidos.

Caracteristicas de los aislamientos

2 91%
£ 100% 77% 84%
‘€ 80%
O
:ﬂu 60%
o 23%
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Tincion de Gram Condicién de crecimiento Temperatura de crecimiento

Nota: Clasificacién otorgada de acuerdo con las caracteristicas obtenidas en los

diferentes aislamientos. PST: psicrétrofos. Fuente: autor.

Como se puede observar en la figura anterior, se obtuvo un total de 18 muestras de las
cuales, 6 pertenecen a muestras de leche cruda y 12 a superficies entre equipos, silos y canaletas.
A partir de ello, se logré recuperar 43 aislamientos de los cuales 20 forman parte de la
microbiota presente en la materia prima de la sabana de Cundinamarca y de San pedro de los

milagros — Antioquia y 23 aislamientos obtenidos a partir de superficies.

Del total de los aislamientos, el 23 % son bacterias Gram positivas las cuales pertecen a
géneros bacterianos que generalmente en la industria de alimentos tienen varias repercusiones a
causa de la generacion de toxinas que pueden ser producidas por especies bacterianas como

Clostridium botulinum, Staphylococcus aureus y Bacillus cereus, generando enfermedades
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transmitidas por alimentos que podrian llegar a convertirse en una problematica para la salud

publica (Rajkovic et al., 2020).

Asi mismo, el 77% restante pertenecen a bacilos Gram negativos, estos microorganismos
son de gran importancia, puesto que ellos también estan relacionados con la formacién de ETAs
(Wolf-Hall et al., 2017), ademas una gran parte de estas bacterias pertenecen a la familia
Enterobacteriaceae quienes presentan una serie de factores de virulencia y toxinas que producen

en los alimentos y llegan a los seres humanos mediante el consumo de estos (Solomon, 2021).

En cuanto a las condiciones relacionadas como fuente energética muchos géneros
bacterianos poseen caracteristicas particulares para poder desarrollarse y adaptarse a diferentes
medios, en el caso de las bacterias aerobias son bacterias que a partir de compuestos organicos
logran obtener ATP (adenosin trifosfato), pero solo en presencia de oxigeno (Madigan et al.,
2015). Estos mostraron un 84% de prevalencia en los aislados, por esta razon es que

generalmente se usan como indicadores de calidad en la industria lactea (Aguirre, 2016).

En cuanto a los géneros bacterianos que crecieron en condiciones anaerdbicas es decir en
ausencia de oxigeno se relacionaron en un 16% de los aislamientos. Estos microorganismos
pueden estar involucrados con géneros termoduricos como el caso de Clostridium spp. y Bacillus
spp. siendo estos capaces de generar esporas y de sobrevivir en condiciones extremas

ocasionando inconvenientes en la industria lactea (Calvo-Gomez, 2018).

Ahora bien, el 91% de los aislados crecieron a temperaturas de 35°C. Esta temperatura es
caracteristica de microorganismos mesofilos, siendo estos indicadores de calidad. En este grupo
bacteriano se pueden encontrar desde bacterias patdgenas como Escherichia coli, Streptococcus
pyogenes o Proteus vulgaris, hasta algunos géneros bacterianos que hacen parte de las BAL

(Bacterias acido lacticas) usadas en la industria para muchos procesos de fermentacion
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(Schiraldi, & De Rosa, 2016) y por ultimo, el 9% restante crecio en condiciones psicrotréficas,
es decir, que pueden desarrollarse incluso en condiciones de refrigeracion, causando alteraciones

en las caracteristicas organolépticas o fisicoquimicas de la leche (Altunatmaz et al., 2012).
7.2. Identificacion de las Bacterias aisladas

Cada una de las cepas aisladas a partir del muestreo de leche de cruda y de superficies,
llevaron un proceso de identificacion bioquimica mediante el uso del sistema Vitek Compact

como se puede observar en latabla6y 7.

Tabla 6
Identificacion bioquimica de las cepas asociadas a las muestras de leche cruda mediante los
resultados obtenidos por Vitek Compact 2.

ID asignado en Identificacion Nivgl de Trazabilidad
planta confianza
#001 CEPA 1 Moraxella group. LD 2818831
#001 CEPA 2 Streptococcus agalactiae 95% 2818832
#002 CEPA 1 Enterobacter cloacae complex 99% 2818833
#002 CEPA 2 Kluyvera intermedia 93% 2818834
4002 CEPA3 ~ /\eromonas ?gg\fg%';”a/ punctata 99% 2818835
4002 CEPA4 ~ /\eromonas ?gg\:;%r;na/ punctata 98% 2818836
#003 CEPA 1 Aerococcus viridans 90% 2818837
#003 CEPA 2 Pseudomonas luteola 90% 2818838
#003 CEPA 3 Buttiauxella agrestis 93% 2818839
#003 CEPA 1 Streptococcus sanguinis 86% 2842357
#004 CEPA 1 Pantoea spp. 86% 2827639
#004 CEPA 2 Staphylococcus epidermidis 95% 2827640



#004 CEPA 3
#004 CEPA 1
#004 CEPA 2
#005 CEPA 1
#005 Cepa 3
#006 Ae CEPA 1
#006 An Cepa 1

#006 An CEPA 2

Ewingella americana
Klebsiella oxytoca
Klebsiella oxytoca

Enterobacter cloacae complex

Enterococcus faecalis

Klebsiella oxytoca
Pantoea spp.

Raoultella ornithinolytica

94%
99%
99%
99%
LD
99%
88%

85%

2827641
2842359
2842360
2827642
2827643
2827643
2842361

2842362
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Fuente: autor.

Nota: el nivel de confianza lo determina el equipo de acuerdo a la base de datos Vitek y los

resultados de trazabilidad son los codigos dados por el laboratorio externo.

Como se puede observar en la tabla presentada, los porcentajes del nivel de confianza

arrojados por el equipo estan por encima del 85% de similitud con el microorganismo dado. Del

mismo modo, de las 20 cepas aisladas, 17 indican el género y la especie bacteriana y en solo 3 el

resultado obtenido es hasta el taxon de género tal y como lo es la cepa 1- Moraxella group.

(#001), la cepa 1 — Pantoea spp. (#004) y la cepa 1 - Pantoea spp. (#006 An).

En cuanto a los resultados obtenidos en los aislamientos cepa 1- Moraxella group (#001)

y cepa 3 Enterococcus faecalis (#005), se puede observar un resultado de LD (baja

discriminacién detectada por el equipo), lo cual indica que el software emitié mas de un

resultado de identificacion por lo cual se aconseja repetir el analisis o realizar pruebas

adicionales.
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El resultado de la identificacion bioquimica de los aislados a partir de las muestras de

leche cruda, muestra bacterias que pertenecen a diferentes grupos bacterianos como se muestra

en la siguiente tabla.

Tabla 7

Clasificacion bacteriana de los aislados a partir de la leche cruda.

ID asignado e Clasificacion Criterio
Identificacion
en planta
#001 CEPA 1 Moraxella group Patogeno Yu etal., 2022
#001 CEPA 2 Streptococcus agalactiae Patogeno Llarzlg Ze; al.,
#002 CEPA1  Enterobacter cloacae complex Patogeno |9|352'352§t al.,
#002 CEPA 2 Kluyvera intermedia Patogeno Yaz;‘gleg al.,
4002 CEPA 3 Aeromonas hydr_ophlla/punctata Patégeno Rasmussen et
(caviae) al. 2016
4002 CEPA 4 Aeromonas hydr_ophlla/punctata Patégeno Rasmussen et
(caviae) al. 2016
#003 CEPA 1 Aerococcus viridans Patogeno Ezechukwu et
al., 2019
#003 CEPA 2 Pseudomonas luteola Patogeno Barry, 2021
#003 CEPA 3 Buttiauxella agrestis Patogeno Pat;% igah
#003 CEPA 1 Streptococcus sanguinis Comensal Zhgoelt8al"
#004 CEPA 1 Pantoea spp. Indicador Giannino et al.,
2009
#004 CEPA 2  Staphylococcus epidermidis Comensal Zheng et al.,

2022
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Patdgeno oportunista ~ Gonzélez et al.,

#004 CEPA 3 Ewingella americana 2010
#004 CEPA 1 Klebsiella oxytoca Patdgeno emergente Leitr;((e)rzezt al.,
#004 CEPA 2 Klebsiella oxytoca Patdgeno emergente Leitr;((e)rzezt al.,
#005 CEPA 1  Enterobacter cloacae complex Patogeno Igleszigszgt al.,
#005 Cepa 3 Enterococcus faecalis Patogeno oportunista Rasgigle; al.,
iogg :i Klebsiella oxytoca Patdgeno emergente Leitr21%r2 ;t al.,
#006 An Cepa Pantoea spp. Indicador Giannino et al.,
! 2009
?‘E*:Oé)g:\rz] Raoultella ornithinolytica Patogeno Ggﬁ’(jg(‘)a‘znzet

Fuente: autor.

La tabla muestra que el 80% de los géneros bacterianos aislados hacen parte de aquellos
denominados patogenos los cuales pueden llegar a ser patégenos en humanos o en animales,
resaltando la incidencia de bacterias como Aeromonas hydrophila/punctata (caviae) y Klebsiella
oxytoca, como lo menciona Pascual-Anderson y Calderdn (2000), en la leche cruda el porcentaje
de bacterias patdgenas puede ser alto o bajo, éstas generalmente son procedentes de las heces del

animal.

Ahora bien, en cuanto al 20% de los datos restantes hacen referencia a un 10%
perteneciente a bacterias indicadoras, los cuales estan relacionados con la calidad de la materia
prima, como es mencionado por Martin et al., (2016), los mesofilos y coliformes, pueden ser

usados como indicadores para evaluar las condiciones y los procesos empleados en la industria.
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Los seres humanos presentan una gran variedad de microorganismos que hacen parte de

su organismo, estos son los denominados comensales (Altves et al., 2020). En los resultados

obtenidos un 10% se asocian a estas bacterias como lo es Streptococcus sanguinis y

Staphylococcus epidermidis, lo cual se podria relacionar directamente con los procesos de

ordefio empleados.

Tabla 8

Identificacién bioquimica de las cepas asociadas al muestreo de superficies en silos, canaletas y

equipos mediante los resultados obtenidos por Vitek Compact 2.

D A;:g?\?;jo en Microorganismo Aislado clc\)lril\;ie;r(\j;a Trazabilidad
#S002 Ae cepa 1 Pseudomonas aeruginosa 97% 2844785
#S002 Ae cepa 2 Pseudomonas aeruginosa 99% 2844786
#S002 PST cepa 1 Pseudomonas fluorescens 85% 2853886
#S003 Ae cepa 1 Enterococcus casseliflavus LD 2844779
#S003 An cepa 1 Enterococcus faecium 95% 2861813
#S004 Ae cepa l Enterobacter cloacae complex 99% 2844780
#S004 Ae cepa 2 Enterobacter cloacae complex 99% 2844781
#S004 An cepa 1 Enterobacter cloacae complex 99% 2861814
#S005 Ae cepa l Citrobacter freundii 95% 2844782
#S006 Ae cepa l Pseudomonas fluorescens 99% 2844783
#S007 Ae cepa l Enterobacter asburiae 95% 2844784
#S008 Aecepa 1 Stenotrophomonas maltophilia 99% 2844785
#S008 Ae cepa 2 Kocuria kristinae 89% 2853888
#S008 Ae cepa 3 Stenotrophomonas maltophilia 99% 2853889
#S008 PST cepa 1 Enterobacter cloacae complex 93% 2853887
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#S009 Ae cepa 1 Brevibacillus choshinensis 96% 2853890
#S010 PST cepa 1 Pantoea spp. 86% 2853892
#S010 PST cepa 2 Lelliottia amnigena 1 86% 2853893

#5010 Ae cepa l Pantoea spp. 99% 2853891

#5010 Ae cepa 2 Pantoea spp. 85% 2870670

#S011 Ae cepa l Pseudomonas aeruginosa 99% 2870671

#S012 Ae cepa l Pseudomonas aeruginosa 99% 2870672

#S013 Ae cepa l Pseudomonas aeruginosa 99% 2870673

Nota: el nivel de confianza lo determina el equipo de acuerdo a la base de datos Vitek y los
resultados de trazabilidad son los codigos dados por el laboratorio externo. Ae: Aerobiosis, PST:

Psicréfilos. Fuente: autor.

Los datos presentados permiten observar que el 73% de los aislamientos evidencio un
nivel de confianza superior 93% permitiendo conocer con certeza la identidad de las bacterias
aisladas. De los 23 aislamientos el 87% de las cepas fueron dadas en identificacién de géneroy
especie y solo 3 de ellas es decir el 13% de los aislamientos fue dado hasta género como es el
caso de los aislamientos identificados como cepa 1 (#S010 PST), cepa 1 (#S010 Ae), cepa 2
(#S010 Ae) quienes tuvieron un nivel de confianza de 86%, 99% y 85% respectivamente para el

género de Pantoea spp.

Observando el resultado obtenido de la cepa 1 (#S003), identificada como Enterococcus
casseliflavus mostro un resultado de LD (baja discriminacion detectada por el equipo), lo cual
nos indica que el software emitié mas de un resultado de identificacidn por lo cual se aconseja

repetir el analisis o realizar pruebas adicionales.
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A partir del muestreo de superficies descrito en la tabla mencionada anteriormente se
puede observar una variedad de géneros microorganismos que pertenecen a diferentes grupos

bacterianos (ver figura 10).

Figura 10
Clasificacion de las bacterias aisladas a partir del muestreo de superficies.

Clasificacion Muestreo de Superficies

O FRLr NWRAWOUM

Microorganismos identificados

Patogenos Indicadores Comensales Alterantes

Fuente: autor.

En la figura 10 se muestran cada uno de las bacterias identificados mediante el sistema
Vitek Compact 2, donde cada uno de los colores indicados hace referencia a un grupo
microbiano. Las bacterias patdgenas mostradas en color rojo son las de mayor prevalencia en la
identificacion microbiana con un total de 14 aislamientos; 5 de ellos correspondientes a
Pseudomonas aeruginosa, un microorganismo patégeno Gram negativo, anaerobio facultativo,
catalasa positiva y oxidasa negativa, de gran relevancia debido a su capacidad de formar
biopeliculas, gracias a la generacion de polisacaridos que le permiten aumentar su nivel de

patogenicidad (Madigan et al., 2015). Lo cual se relaciona con el mecanismo “quorum sensing”’
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QS este permite la expresion de genes de virulencia, aportando para emplear una colonizacién
adecuada con una invasion, infeccion, diseminacion, evasion inmunitaria y resistencia a los

medicamentos (Tuon et al., 2022).

Enterobacter cloacae complex se presento en 4 de las identificaciones correspondientes a
los aislamientos cepa 1 (#5004), cepa 2 (#S004), cepa 1 (#5004 An), y cepa 1 (#S008 PST),
mostrando que es un microorganismo capaz de crecer en condiciones de aerobiosis, anaerobiosis
y temperaturas de 35°C y 25°C, siendo este una bacteria patdgena, que se ha asociado a

enfermedades nosocomiales (Iglesias et al., 2023)

Stenotrophomonas maltophilia, se vio reflejada en los resultados obtenidos en 2 de los
aislamientos pertenecientes a las bacterias patdgenas, siendo este un patdgeno oportunista, bacilo
Gram negativo, catalasa positiva y oxidasa negativa, el cual al igual que Pseudomonas

aeruginosa son microorganismos formadores de biopeliculas (Li et al., 2019).

Citrobacter freundii, una bacteria patdgena perteneciente a la familia Enterobacteriaceae
causante de enfermedades subyacentes o relacionada con la afectacion de pacientes con estados
inmunodeprimidos solo se encontrd en uno de los aislamientos siendo este el #5005 cepa 1, Asi
mismo Enterobacter asburiae, un patdgeno oportunista relacionado con afectaciones de tejidos
blandos, neumonias o infeccidn en heridas (Mardaneh & Soltan, 2016) se observo en un
aislamiento siendo este el # S007 cepa 1 y Kocuria Kristinae patdgeno causante de infeccion

invasivas se encontrd en un aislamiento nombrado como #S008 cepa 2.

Ahora en cuanto, a los géneros bacterianos presentados en color azul, morado y verde

hacen referencia a bacterias indicadoras, comensales y alterantes respectivamente.
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En un estudio previo, se sefiald la importancia de que las superficies inertes de contacto
pueden ser un gran espacio para permitir que varios grupos bacterianos sean capaces de persistir
por periodos de tiempo, incluso en equipos de acero inoxidable o en ambientes controlados (Caro
& Tobar, 2019). Por ello es importante tener en cuenta las bacterias presentes en las superficies
gue se encuentran en contacto con materias primas, productos en proceso y productos terminados
debido a que pueden ser puntos claves para generar situaciones de contaminacion cruzada y asi

afectar la calidad de los productos.

La razdn por la que muchas bacterias son capaces de sobrevivir en superficies inertes es
gracias a la capacidad que tienen de generar biopeliculas, es decir una especie de capacidad
adaptativa gue le permite a las bacterias tener ventajas sobre la posibilidad de supervivencia, ya
que al estar inmersas en esta condicion no requieren gran cantidad de nutrientes. Es por ello que,
en la industria alimentaria, la presencia de estas biopeliculas sea algo comdn ocasionando
perdidas en productos terminados a causa de la contaminacidn por contacto directo entre materia
prima y superficies e incluso en equipos ocasionando corrosion (Olanbiwoninu, & Popool,

2023).
7.3. Diferenciacién de los resultados obtenidos en las muestras de leche cruda

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en el proceso de identificacion de las 20
cepas aisladas a partir de las muestras de leche cruda se logré realizar una diferenciacion de las
bacterias presentes en la leche cruda procedente de la sabana de Cundinamarca vs la leche cruda

procedente de San pedro de los milagros — Antioquia.

Tabla9
Comparativa de los aislamientos obtenidos en los diferentes tipos de materia prima.

Leche de la Sabana de Cundinamarca Leche de San pedro de los Milagros-
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Antioquia.
Patogenos Indicadores
Bacteria Autor Bacteria Autor
Aeromonas Rasmussen et al., Pantoea s Giannino et al.,
hydrophila/punctata 2016 Pp- 2009
Enterococcus faecalis Rashid et al.,
2017 Comensales

Enterobacter cloacae
complex

Kluyvera intermedia

Iglesias et al., 202

Yazici et al.,
2018

Streptococcus sanguinis

Staphylococcus
epidermidis

Zhu et al., 2018

Zheng et al., 2022

Patogenos

Moraxella group
Pseudomonas luteola
Streptococcus agalactiae

Buttiauxella agrestis

Ewingella americana

Klebsiella oxytoca

Raoultella ornithinolytica

Aerococcus viridans

Yu et al., 2022
Barry, 2021
Liang et al., 2023
Patra et al., 2018

Gonzalez et al.,
2012

Leitner et al.,
2022

Goodman et al.,
2022

Ezechukwu et al.,
2019

Nota: En la tabla anterior se presenta la clasificacion bacteriana segun criterio. Fuente: autor.

Los resultados encontrados permiten argumentar que la leche de la sabana de

Cundinamarca presenta menos géneros bacterianos en comparacion a la leche procedente de San

pedro de los milagros — Antioquia, esto podria estar relacionado a los procesos de ordefio, pues la
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leche se puede contaminar en dicho proceso, procesos externos y posteriores a su obtencion, por
ejemplo, un lavado de manos deficiente si la leche se obtiene de manera manual, refrigeracion
deficiente, animales cercanos en el momento de recoleccion de la materia prima, calidad
higiénica en los implementos utilizados, transporte y almacenamiento, entre otros (Bastam et al.,

2021).
7.4. Relevancia de las bacterias aisladas en la industria lactea.

Con base en los resultados obtenidos en el informe se presenta la Tabla 9 con el fin de

poder clasificar cada una de las bacterias aisladas en este proceso de caracterizacion.

Tabla 10
Bacterias identificados a partir de las cepas aisladas.
Bacterias aisladas de leche cruda Bacterias aisladas del muestreo de superficies
Indicadores Indicadores
Bacterias Fuente Bacterias Fuente
Pantoea spp. Giannino et | Pantoea spp. Giannino et al., 2009
al., 2009
Comensales Brevibacillus choshinensis  Garcia, 2015.
Streptococcus sanguinis Zhu et al., Lelliottia amnigena 1 Osei et al., 2022
2018
Staphylococcus epidermidis  Zheng et al., Comensal
2022
Patogenos Enterococcus faecium Top etal., 2008
Enterobacter cloacae Iglesias et Enterococcus casseliflavus  Yoshino, 2023
complex al., 2023
Pseudomonas luteola Barry, 2021 Alterantes
Enterococcus faecalis Rashid et Pseudomonas fluorescens Chen et al., 2023
al., 2017




Kluyvera intermedia

Ewingella americana

Aeromonas

hydrophila/punctata

Moraxella group

Streptococcus agalactiae

Buttiauxella agrestis

Klebsiella oxytoca

Raoultella ornithinolytica

Aerococcus viridans

Yazici et
al., 2018

Gonzélez et
al., 2012

Rasmussen
etal., 2016

Yuetal.,
2022

Liang et al.,
2023

Patra et al.,
2018

Leitner et
al., 2022

Goodman et
al., 2022

Ezechukwu
etal., 2019
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Patogenos

Pseudomonas aeruginosa

Stenotrophomonas
maltophilia

Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
complex

Enterobacter asburiae

Kocuria kristinae

Wood et al., 2023
Garcia et al., 2023
Liuetal., 2018
Iglesias et al., 2023
Mardaneh & Soltan,

2016

Zivkovi¢ et al., 2019.

Nota: Clasificacion bacteriana de las bacterias de muestras de leche cruda y de muestras de

superficies, segln criterio. Fuente: autor.

A continuacion, se mencionan las bacterias de mayor relevancia en la industria lactea con

el fin de poder mostrar la importancia de cada bacteria y asi generar medidas preventivas en los

procesos realizados en la planta de productos lacteos

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo patogeno relacionado con infecciones

nosocomiales en huéspedes inmunocomprometidos (), Gram negativo conocido ya que es capaz

de producir enfermedades en humanos; ademas, tiene una gran relevancia en la industria debido

a que gracias a su diversidad metabolica la hace resistente a detergentes y desinfectantes;

presenta un flagelo polar que le permite tener movilidad, responder a estimulos y localizar
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sustratos de pequefias cantidades; es un microorganismo ubico que se puede encontrar en
sistemas terrestre o acuaticos y es formador de biopeliculas y de pigmentos como la piocianina y

pioverdina. (Valle-Molinares, 2020).

Pseudomonas fluorescens es un microorganismo alterante, pero al igual que P.
aeruginosa puede presentarse en ambiente ubicuos y es mucho mas comun en ambientes lacteos;
esto a causa de que también presenta caracteristicas psicrotroficas que le permiten soportar
periodos de refrigeracion, es muy comun que se presente en leche por contaminacién a causa de
Su presencia en equipos o insumos gracias a la generacion de biopeliculas que la hacen resistente
a diferentes ambientes, por lo mencionado anteriormente su seguimiento es un factor

determinante para prevenir perdidas a causa del deterioro de la leche (Bellassi et al, 2021).
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Figura 11
Fluoresencia generada por Pseudomonas fluorescens.

Fuente: autor.

P. aeruginosa y P. fluorescens poseen una capacidad enzimatica proteolitica y lipolitica
lo que causa que sean resistentes a altas temperaturas; asi mismo estas enzimas favorecen el
deterioro de la leche o productos lacteos generado como la coagulacion e incluso cambios en las

caracteristicas organolépticas de la leche (Bellassi et al, 2021).

Stenotrophomonas maltophilia es considerado un patégeno oportunista, aunque también
es conocida por ser un microorganismo ubico, aunque generalmente se desarrolla mejor en
ambientes acuaticos; su sustrato de preferencia es la malta, sin embargo, recientemente se han

mostrado estudios donde se evidencia su capacidad adaptativa permitiéndose crecer en leche
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generando deterioro en la calidad y perdidas economicas ademas de generar gran preocupacion

por su capacidad para crecer en bajas temperaturas (Zeinhom et al., 2020).

Aeromonas hydrophila/punctata es un microorganismo patdgeno que se puede encontrar
en gran variedad de productos alimenticios incluyendo la leche cruda; este microorganismo
posee la capacidad de generar enterotoxinas incluso en periodos de refrigeracion asi mismo su
presencia puede generar cambios organolépticos en leche cruda, sin embargo, es susceptible a los
procesos térmicos por ende su presencia en productos terminados se confiere a contaminaciones

pospasteurizacion (Sadek et al, 2017).

Adicionalmente hay varias bacterias que se encuentran relacionadas por mastitis bovina,
como es el caso de Streptococcus agalactiae quien esté estrechamente relacionada con la mastitis
contagiosa, pues se puede transmitir de vaca a vaca por instrumentos, equipos o0 manipulacion
del ordefador (Rios-Padilla, 2020). En cuanto a los géneros de Enterococcus spp., Klebsiella
spp. y Citrobacter spp., también estan relacionados con la mastitis bovina, sin embargo, son
géneros bacterianos que son patégenos de origen ambiental que resisten condiciones adversas
mientras logran infectar la ubre del animal y los patdgenos oportunistas como el caso de
Staphylococcus epidermis (Rios-Padilla, 2020). Recientemente se esta demostrando que la
presencia de Aerococcus viridans un coco Gram positivo, se esta volviendo mas comdn en

causar mastitis bovina (Xi et al., 2020).
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8. CONCLUSIONES

A partir de muestras de leche cruda obtenida de la sabana de Cundinamarca y de San
pedro de los milagros Antioquia se logro aislar y caracterizar un total de 20 cepas bacterianas.
Asi mismo del muestreo de superficies se logrd aislar un total de 23 cepas que también pudieron
ser caracterizadas. Finalmente, todos los aislamientos realizados pertenecieron a bacterias

patogenas, alterantes, indicadores y comensales.

Se logré determinar que las bacterias de mayor prevalencia en la caracterizacion de leche

cruda y del muestreo de silos, equipos y superficies fueron pertenecientes a bacterias patdgenas

Se pudo diferenciar la microbiota presente en la materia prima obtenida de la sabana de
Cundinamarca y de San pedro de los milagros, mostrando que entre ellas no se presentaron
bacterias similares. Del mismo modo las bacterias que se aislaron en las muestras de leche cruda
no fueron las mismas que se aislaron del muestreo de superficies, lo cual indica que los procesos

térmicos empleados en la planta de procesamiento estan siendo efectivos.

Se evidenciaron las bacterias presentes en superficies de la planta de procesamiento lo
cual permitird tomar medidas correctivas que nos logren mostrar en un analisis posterior la
mejora de los resultados y de este modo poder evitar futuras perdidas por procesos de

contaminacién cruzada.
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9. RECOMENDACIONES

Se sugiere evaluar las concentraciones usadas en la limpieza de pisos, equipos y
superficies con el fin de poder eliminar la microbiota aislada en el proyecto realizado.

Con la finalidad de obtener resultados mas precisos se recomienda realizar un remuestreo
a los diferentes puntos después de los procesos de desinfeccion y plantear un plan de muestreo
mas individual y riguroso con el fin de conocer las bacterias presentes en cada area.

Determinar la presencia de Stenotrophomonas maltophilia en productos terminados.
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