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RESUMEN EJECUTIVO

La presencia de esporas altamente resistentes al calor de Bacillus
sporothermodurans en leche sometida a tratamientos de ultra-alta temperatura
(UHT por sus siglas en inglés) se ha convertido en un problema importante en la
industria lactea. Las esporas altamente resistentes al calor (HHRS por sus siglas en
inglés), aparecen en muestras de leche UHT, sobre todo si el método de tratamiento
térmico es indirecto (intercambiador de calor). Varios autores han reportado que su
presencia en los productos, no representan un riesgo para la salud del consumidor
y se asume que no alteran la calidad de la leche, de tal manera que su presencia
pasa desapercibida. Sin embargo, existen pocas evidencias acerca de su impacto
sobre el deterioro de la calidad de la leche UHT y otros productos lacteos asépticos
y de baja acidez a lo largo de su vida util comercial. En los ultimos afios, las leches
UHT definidas en el Decreto 616 de 2006, analizadas en el Laboratorio de Salud
Publica de Colombia, han venido presentando resultados no satisfactorios respecto
con la prueba de esterilidad comercial (PEC), debido a que se han detectado
microorganismos productores de esporas altamente resistentes a los tratamientos
de UHT. A nivel mundial, se reporta como principal causante de esta clase de
contaminacion al B. sporothermodurans. La presencia de este microorganismo en
las leches colombianas se considera indeseable, puesto que impide el cumplimiento
de los requisitos de esterilidad comercial establecidos en la regulacion nacional. Las
leches clasificadas como no satisfactorias son decomisadas y descartadas por las
autoridades sanitarias; lo anterior genera un impacto econémico y reputacional
negativo para todas las industrias procesadoras de lacteos en el pais.

Con este proyecto de investigacion se busca evaluar la prevalencia de
microorganismos esporulados termorresistentes (HHRS) en las leches del
departamento de Cundinamarca, Colombia, para la determinacion de su posible
impacto sobre la calidad de la leche UHT, a través de la integracién de los protocolos
de BPM y Programa de Aprobacion de Proveedores (PAP) utilizados en las cuencas
lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia, para el sondeo de la
inocuidad y calidad de la leche cruday a través del analisis de la presencia de HRRS
en la leche cruda proveniente de las cuencas lecheras del departamento de
Cundinamarca, Colombia, su correlacion con las diferentes épocas estacionales del
afo, para la determinacion de su prevalencia después de los tratamientos térmicos
de ultra alta temperatura (UHT).

Para evaluar la presencia de B. sporothermodurans en la leche cruda proveniente
de cuencas lecheras de la region de Cundinamarca, Colombia, se analizé su
correlacion con las diferentes épocas estacionales del afio y su prevalencia después
de los tratamientos térmicos de ultra-alta temperatura (UHT). Para determinar la
correlacion entre la presencia de B. sporothermodurans y las épocas estacionales,
se tomara un set de muestras en invierno y otras en verano. Para determinar la
presencia de HHRS en la leche UHT se realizé el método para evaluar la esterilidad
comercial segun la Norma técnica Colombiana 4433 en donde se llevaron muestras
de leche UHT a incubacion a 35 = 2°C y la otra a 55°C % 2°C, durante 10
dias. Transcurrido este tiempo, se efectuara coloracion de Gram. La prueba es
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considerada satisfactoria si se observa ausencia de HHRS e insatisfactoria al
observar presencia.

Se evidenci6 prevalencia de HHRS en muestras de UHT con concentraciones desde
4.95 Log UFC/ml a 5.72 Log UFC/ml. Investigaciones previas han demostrado
presencia de HRS en concentraciones desde 1 a 5 Log UFC/mL en pastos y ensilaje
de maiz utilizado para alimentar ganado bovino lo que sugiere que este tipo de
microorganismos inician su ruta de contaminacion desde la alimentacion bovina
hasta llegar a la leche cruda. Adicionalmente, se identificé la prevalencia de este
microorganismo en un 80% durante el mes de mayo, que puede estar relacionado
con la alta precipitacion que se genera en Colombia en esta época. Segun varios
autores, este microorganismo no es patégeno, 0 sea que no representa un riesgo
para la salud publica, ni se evidencié afectacion sobre la calidad de la leche UHT a
lo largo de su vida Uutil. Se recomienda gestionar la prevalencia de los
microorganismos esporulados termorresistentes en las leches del departamento de
Cundinamarca Colombia a través de la integracion de las buenas practicas de
manufactura en las plantas procesadoras de lacteos, la implementacién de
controles preventivos de higiene y desinfeccion y las buenas practicas ganaderas,
en donde se articulen los esfuerzos de mitigacion del riesgo de contaminacion
cruzada y prevalencia de este tipo de microorganismos termorresistentes. Se
recomienda Analizar en futuros estudios el alimento animal “silaje”, para conocer los
recuentos de B. sporothermodurans y confirmar su procedencia, como fuente
potencial de contaminacién, y continuar reforzando el nivel de capacitacién de
productores y operarios en el empleo de las buenas practicas en relacion con la
tecnologia empleada, durante la extraccion y distribucién del silaje a las vacas en
produccion de leche.

Con este proyecto de investigacion se busca generar un nuevo conocimiento sobre
el posible impacto en el deterioro de la calidad de la leche UHT y otros productos
lacteos asépticos, asi como el efecto que tienen las épocas estacionales del afio y
las diferentes regiones del pais sobre la presencia de B. sporothermodurans y su
prevalencia después de los procesos térmicos UHT. Se espera con este estudio
aportar conocimientos que generen futuras soluciones a la problemética recurrente
del incumplimiento sanitario que afecta a la industria lactea a nivel nacional, asi
como generar informacién Gtil para las investigaciones administrativas que realizan
las entidades de salud publica y la autoridad sanitaria del pais.

Palabras clave: Microorganismos esporulados termorresistentes (HHRS), Bacillus
sporothermodurans, leche UHT, inocuidad, calidad.
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ABSTRACT

The presence of highly heat resistant spores of Bacillus sporothermodurans in milk
subjected to ultra-high temperature (UHT) treatments has become a major problem
in the dairy industry. Highly heat resistant spores (HHRS) appear in UHT milk
samples, especially if the heat treatment method is indirect (heat exchanger).
Several authors have reported that their presence in the products does not represent
arisk to the health of the consumer and it is assumed that they do not alter the quality
of the milk, in such a way that their presence goes unnoticed. However, there is little
evidence about its impact on quality deterioration of UHT milk and other aseptic and
low-acid dairy products throughout their commercial shelf life. In recent years, the
UHT milks defined in Decree 616 of 2006, analyzed in the Public Health Laboratory
of Colombia, have been presenting unsatisfactory results with respect to the
commercial sterility test (PEC), due to the fact that microorganisms have been
detected. Producers of spores highly resistant to UHT treatments. Worldwide, B.
sporothermodurans is reported as the main cause of this type of contamination. The
presence of this microorganism in Colombian milk is considered undesirable, since
it prevents compliance with the commercial sterility requirements established in the
national regulation. The milks classified as unsatisfactory are seized and discarded
by the health authorities; the foregoing generates a negative economic and
reputational impact for all dairy processing industries in the country.

This research project seeks to evaluate the prevalence of heat-resistant sporulated
microorganisms (HHRS) in milk from the department of Cundinamarca, Colombia,
to determine their possible impact on the quality of UHT milk, through the integration
of protocols. of BPM and Supplier Approval Program (PAP) used in the dairy basins
of the department of Cundinamarca, Colombia, for the survey of the safety and
quality of raw milk and through the analysis of the presence of HRRS in raw milk
from the dairy basins of the department of Cundinamarca, Colombia, its correlation
with the different seasonal times of the year, for the determination of its prevalence
after ultra-high temperature (UHT) thermal treatments.

To evaluate the presence of B. sporothermodurans in raw milk from dairy farms in
the Cundinamarca region, Colombia, its correlation with the different seasonal times
of the year and its prevalence after ultra-high temperature (UHT) heat treatments
were analyzed). To determine the correlation between the presence of B.
sporothermodurans and the seasons, a set of samples will be taken in winter and
others in summer. To determine the presence of HHRS in UHT milk, the method to
evaluate commercial sterility was carried out according to Colombian Technical
Standard 4433, where samples of UHT milk were incubated at 35 = 2°C and the
other at 55°C * 2 °C for 10 days. After this time, Gram staining will be performed.
The test is considered satisfactory if the absence of HHRS is observed and
unsatisfactory when the presence is observed.

Prevalence of HHRS was evidenced in UHT samples with concentrations from 4.95
Log CFU/ml to 5.72 Log CFU/mI. Previous research has shown the presence of HRS
in concentrations from 1 to 5 Log CFU/ml in pastures and corn silage used to feed
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cattle, which suggests that this type of microorganisms begin their contamination
route from cattle feed to milk. raw. Additionally, the prevalence of this microorganism
was identified in 80% during the month of May, which may be related to the high
precipitation that is generated in Colombia at this time. According to several authors,
this microorganism is not pathogenic, that is, it does not represent a risk to public
health, and there was no evidence of any effect on the quality of UHT milk throughout
its useful life. It is recommended to manage the prevalence of heat-resistant
sporulated microorganisms in milk from the department of Cundinamarca, Colombia,
through the integration of good manufacturing practices in dairy processing plants,
the implementation of preventive hygiene and disinfection controls, and good
livestock practices, where efforts to mitigate the risk of cross-contamination and
prevalence of this type of heat-resistant microorganisms are articulated. It is
recommended to analyze in future studies the animal feed "silage", to know the
counts of B. sporothermodurans and confirm its origin, as a potential source of
contamination, and continue reinforcing the level of training of producers and
operators in the use of good practices. in relation to the technology used, during the
extraction and distribution of the silage to the cows in milk product.

This research project seeks to generate new knowledge about the possible impact
on the deterioration of the quality of UHT milk and other aseptic dairy products, as
well as the effect that the seasonal times of the year and the different regions of the
country have on the presence of B. sporothermodurans and its prevalence after UHT
thermal processes. This study is expected to provide knowledge that generates
future solutions to the recurring problem of sanitary non-compliance that affects the
dairy industry at the national level, as well as to generate useful information for
administrative investigations carried out by public health entities and the country's
health authority.

Keywords: Highly heat-resistant spore (HHRS) forming bacteria, Bacillus
sporothermodurans, UHT milk, food safety, quality.



1. INTRODUCCION

La leche entera contiene nutrientes, que sirven como un medio ideal para el
crecimiento de bacterias (Fysun, Kern, Wilke, & Langowski, 2019). Debido a las
enfermedades transmitidas por alimentos, la inocuidad de la leche se convirtié en
un problema de salud publica relevante. Por lo tanto, la produccion,
comercializacion, transporte y expendio de la leche en Colombia estan regulados
por el INVIMA y el Ministerio de la Proteccion Social, en el Decreto 616 de 2006.
Los costos de no calidad (desviaciones microbioldgicas en el producto final)
asociados a la materia prima lactea, pueden generar grandes pérdidas econémicas
para los productores de lacteos. Es comun que se presenten contaminaciones en la
leche durante el proceso de llenado, por la pérdida de esterilidad comercial. El
Bacillus sporothermodurans es una bacteria aerobia mesofila Gram positiva, que
produce esporas altamente resistentes al calor que pueden sobrevivir en las leches
UHT a temperaturas entre 135 a 142 °C por unos pocos segundos. Estudios han
demostrado que durante la ingestion de leches con B. sporothermodurans, no se
evidencian efectos patdgenos; sin embargo, existe poca informacion acerca del
posible impacto de este microorganismo sobre el deterioro de la calidad de la leche
UHT y otros productos aseépticos larga vida (Owusu-darko et al., 2019).

En los dltimos afos, las leches UHT en Colombia han venido presentando
resultados no satisfactorios respecto a la prueba de esterilidad comercial (PEC)
debido a que se han detectado microorganismos productores de esporas altamente
resistentes a los tratamientos de UHT. La Secretaria Distrital de Salud (SDS)
continuamente analiza muestras de leche UHT que son clasificadas como no aptas
para el consumo humano por la presencia de B. sporothermodurans, identificado
como principal contaminante; en consecuencia, de estos resultados analiticos, la
SDS impone sanciones econdmicas a las industrias lacteas por el incumplimiento
de normas higiénico sanitarias establecidas en el Decreto 616 de 2006 articulo 18
y en la Ley 9 de 1979 articulo 304-305 de Colombia. La presencia de este

microorganismo en las leches colombianas se considera indeseable, puesto que



impide el cumplimiento de los requisitos de esterilidad comercial establecidos en la
regulacién nacional generando un impacto economico y reputacional negativo.
Cabe resaltar que esta problematica se ha convertido en recurrente de toda la

industria lactea en el pais.

La presencia de esporas altamente resistentes al calor de B. sporothermodurans en
leche sometida a tratamientos de ultra-alta temperatura (UHT por sus siglas en
inglés), se ha convertido en un problema importante en la industria lactea. Las
bacterias termorresistentes (HHRS por sus siglas en inglés)”, aparecen en muestras
de leche UHT, sobre todo si el método de tratamiento térmico es indirecto
(intercambiador de calor). Varios autores, han reportado que su presencia en los
productos lacteos no representa un riesgo para la salud del consumidor y se asume
gue no altera la calidad de la leche, de tal manera que su presencia pasa

desapercibida.

Sin embargo, existen pocas evidencias acerca de su impacto sobre el deterioro
de la calidad de la leche UHT y otros productos lacteos procesados y envasados
asépticamente y de baja acidez a lo largo de su vida util comercial. En los Ultimos
anos, las leches UHT definidas en el Decreto 616 de 2006, analizadas en el
Laboratorio de Salud Publica de Colombia, han venido presentando resultados no
satisfactorios respecto a la prueba de esterilidad comercial (PEC), debido a que se
han detectado microorganismos productores de esporas altamente resistentes a los
tratamientos de UHT.

A nivel mundial, se reporta como principal causante de esta clase de contaminacion
a la presencia de la bacteria B. sporothermodurans. La presencia de este
microorganismo en las leches colombianas se considera indeseable, puesto que
impide el cumplimiento de los requisitos de esterilidad comercial establecidos en la
regulacion en Colombia (Bernier et al.,, 2012). Las leches clasificadas como no

satisfactorias son decomisadas y descartadas por las autoridades sanitarias;



gestion que genera un impacto econémico y reputacional negativo para todas las
industrias procesadoras de lacteos en el pais.

Con este proyecto de investigacion se busca evaluar la prevalencia de
microorganismos esporulados termorresistentes (HHRS) en las leches del
departamento de Cundinamarca, Colombia, para la determinacion de su posible
impacto sobre la calidad de la leche UHT, a través de la integracion de los protocolos
de BPM y Programa de Aprobacion de Proveedores (PAP) utilizados en las cuencas
lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia, para el sondeo de la
inocuidad y calidad de la leche cruday através del andlisis de la presencia de HRRS
en la leche cruda proveniente de las cuencas lecheras del departamento de
Cundinamarca, Colombia, su correlacion con las diferentes épocas estacionales del
afo, para la determinacion de su prevalencia después de los tratamientos térmicos

de ultra alta temperatura (UHT).

1.1 Antecedentes

Heyndrickx, M., y Scheldeman, P. (2002) manifestaron en su estudio que las
bacterias aerdbicas formadoras de esporas son importantes en la industria
alimentaria por cuatro razones principales. La primera es que la naturaleza ubicua
de estos formadores de esporas hace que sea basicamente imposible evitar su
presencia en alimentos e ingredientes crudos. En segundo lugar, los procesos de
pasteurizacion comunmente utilizados, aunque son adecuados para inactivar las
células vegetativas, no logran matar las esporas. Las esporas sobrevivientes, que
experimentan poca 0 ninguna competencia de las células vegetativas de
crecimiento mas rapido, pueden germinar y proliferar rapidamente en el producto.
En tercer lugar, las caracteristicas adhesivas de algunas esporas facilitan su union
a las superficies de tuberias y equipos de procesamiento, lo que lleva a la formacién
de biopeliculas. Por ultimo, existe una creciente preocupacion por la tolerancia o la
resistencia de las esporas o las células vegetativas a las condiciones o tratamientos

que generalmente se supone que detienen su crecimiento (bajas temperaturas y



bajo pH), o que inactivan todo el material vivo, como esterilizacion y procesamiento

a ultra alta temperatura (UHT).

Abouelnaga et al. (2016) reportaron que B. sporothermodurans se detecté por
primera vez en leche UHT en ltalia y Austria en 1986, sin embargo, estudios han
demostrado su presencia en leche esterilizada y otros productos como la leche con
chocolate, leche evaporada y leche reconstituida. Durante algunos afos siguientes
a su descubrimiento, B. sporothermodurans fue llamado “organismo HHRS” y
aparecia como pequefias colonias puntiformes en agar de recuento en placa
incubado a 30°C.

Adicionalmente, este microorganismo no tiene una patogenicidad demostrada y
parece no generar alteraciones detectables en producto (Fernandes, 2009). Sin
embargo, hay informes de cepas de B. sporothermodurans aisladas en Brasil que
causan una actividad proteolitica significativa que conduce al deterioro de la leche
UHT, el deterioro de la calidad puede estar relacionado con ligeros cambios en el
color, sabores desagradables y la desestabilizacién de las micelas de caseina (Pinto
et al., 2008).

Scheldeman et at. (2006) condujeron un estudio que buscaba comprender la
presencia, fuentes y la naturaleza de las esporas potencialmente resistentes al calor
en la leche cruda en general y particularmente de las esporas de B.
sporothermodurans, para esto, 17 granjas lecheras ubicadas en diversas regiones
de Bélgica fueron muestreadas en los inviernos de 1998 a 1999, ya que
generalmente se observa mayor incidencia de esporas en este periodo, cuando las
vacas tratan de resguardarse en interior de las instalaciones. Esta investigacion
reveld que las muestras de leche analizadas presentaban esporas altamente
resistentes al calor de B. sporothermodurans presentes en los equipos utilizados
para la alimentacion y ordefio de las vacas, convirtiéndose reservorios de esporas

gue posteriormente contaminan la leche.



1.2 Justificacién

Con este proyecto de investigacion cientifica, se busca conocer el posible impacto
gue puede generar la B. sporothermodurans en lo referente al deterioro de la calidad
de la leche UHT y otros productos lacteos procesados y envasados asépticamente,
asi como el efecto que tienen las épocas estacionales del afio y las diferentes
regiones del pais sobre la presencia de HHRS y su prevalencia después de los

procesos térmicos UHT.

Es importante mencionar que la leche que se utiliza para elaborar productos UHT
debe tener una calidad “premium”, por el tipo de procesamiento y envasado que se

le aplica para su conservacion.

Por lo tanto, con esta investigacion cientifica, se pretende aportar informacion que
permita visualizar una solucién para la problemética recurrente del incumplimiento
sanitario que afecta a la industria lactea a nivel nacional.

También, se proyecta recopilar informacion uatil para las investigaciones

administrativas que realizan las entidades de salud publica y la autoridad sanitaria

del pais.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo General

Evaluar la prevalencia de microorganismos esporulados termorresistentes (HHRS)
en las leches del departamento de Cundinamarca, Colombia, para la determinacion

de su posible impacto sobre la calidad de la leche UHT.

1.3.2 Objetivos Especificos



Integrar los protocolos de BPM y Programa de Aprobacion de Proveedores (PAP)
utilizados en las cuencas lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia,

para el sondeo de la inocuidad y calidad de la leche cruda.

Analizar la presencia de HRRS en la leche cruda proveniente de las cuencas
lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia, su correlacion con las
diferentes épocas estacionales del afio, para la determinacién de su prevalencia

después de los tratamientos térmicos de ultra alta temperatura (UHT).



2 MARCO TEORICO

2.1.1 Tecnologia del procesamiento y envasado de alimentos

La esterilidad comercial se define como una condicion en la que el equipo y los
envases no deben contener microorganismos viables de importancia para la salud
publica o microorganismos nocivos para la salud, que podrian reproducirse en

condiciones normales de almacenamiento y distribucion (Mancilla et al., 2019).

En la industria de alimentos enlatados, la esterilidad comercial se logra mediante el
calor tratamiento de un producto alimenticio dentro de un recipiente sellado. El
procesamiento aséptico utiliza sistemas separados para esterilizar el producto y el
paquete. El producto estéril se envasa en envases estériles dentro de la zona estéril

de un sistema de envasado aséptico.

El procesamiento y envasado aséptico de alimentos es aquel proceso productivo en
el que alimento y el recipiente se esterilizan simultdneamente, al contrario del
convencional en que dichas etapas se realizan por separado como se observa en la

figura 1.



Procesamiento y envasado convencional
Materia prima Empaque
~ e
Llenado y sellado
Procesamiento térmico

Enfriamiento

Producto vida util estable

Procesamiento y envasado aséptico
Materia prima Material de Empaque
Procifmiento térmico continuo

Enfriamiento
Continuo

(Formado empaque)
Llenado
Sellado

Asépticamente

Producto vida Util estable

Figura 1: Comparacién entre el procesamiento y envasado convencional y el aséptico
Fuente: Segreda, 2018.

La diferencia que existe entre estas dos técnicas es que el procesamiento y
envasado aséptico de alimentos es un método por medio del cual un producto con
esterilidad comercial (técnica de esterilizacion que se aplica a los alimentos con el
fin de eliminar todos los microorganismos que son dafiinos para el ser humano y por
ende generadores de toxinas). Si éstos llegan a estar presentes dentro del alimento
envasado, podrian crecer y provocar su descomposicion, aun bajo condiciones
normales de manejo y almacenamiento), es colocado en un recipiente estéril o sea
libre de gérmenes, el cual es cerrado herméticamente bajo condiciones también

estériles para producir un producto envasado con una vida util estable, que puede



ser almacenado por un periodo de tiempo largo, sin necesidad de utilizar
refrigeracion (Segreda, 2018).

En el caso del procesamiento y envasado convencional de alimentos, la materia
prima se procesa por un lado y al recipiente se le aplica una operacion conocida
como escaldado (tratamiento térmico que se aplica en los recipientes de vidrio y
metal antes del envasado de los alimentos, con la finalidad de eliminar cualquier
microorganismo indeseable que haya quedado latente en éste luego de haber sido
lavado con agua y jabon. Esta operacion se realiza a una temperatura de 96°C
(aproximadamente), por un periodo de tiempo de 15-20 minutos de contacto del
envase al vapor o al agua caliente). Luego, se coloca en el recipiente el alimento
procesado caliente (85°C), se sella y se le aplica un tratamiento térmico severo de
esterilizacion aplicando temperaturas desde 90°C hasta 121°C por periodos de
tiempo que oscilan desde 20 hasta 35 minutos aproximadamente, dependiendo del
tipo de producto y envase que se esté utilizando, obteniéndose también un producto

con una vida util estable (Segreda, 2018).

Por lo tanto, la extension de la vida util del alimento bajo este sistema aséptico es
mucho mejor que el obtenido en un producto enlatado por el tipo de tratamiento
térmico que se le realiza al primero. Esto hace que realmente se detecten
diferencias sensoriales (sabor, olor, color, textura, entre otros), entre un producto
enlatado y otro aséptico. Ademas, otro factor importante de mencionar es el hecho
de que al ser enfriado el producto antes de ser envasado, se esta eliminando el
sobretratamiento térmico y la posibilidad de recontaminacion posterior (Segreda,
2018).

Los objetivos basicos que tiene la aplicacion de esta tecnologia son los de retener
al maximo las caracteristicas nutricionales y de calidad (hay menos abuso térmico
sobre el alimento, lo que ayuda a que se mantenga el sabor, color y aspectos
nutricionales de éste) e incrementar la vida util del producto. A los alimentos

procesados y envasados asépticamente se les aplica dos tipos de tratamiento



térmico: HTST (temperatura alta, tiempo corto) y UHT (temperatura ultra alta). Su
aplicacién en los diferentes alimentos se desglosa de la siguiente forma:

e HTST (poco acidos): pH > 4,6 (ligeramente acido), se le aplica 138-150°C/ 1-
3s

e HTST (acidos): pH < 4,6 se le aplica 93-96°C/ 15-30 s

e UHT (leche): pH 6,7 (casi neutro), se le aplica 142°C /3 s

Este tipo de tecnologia es muy sofisticada lo que implica que, para establecerla, se
debe de hacer una inversion inicial elevada, especialmente en el sistema de
envasado. Ademas, es un sistema complejo que requiere de controles sofisticados
y de personal altamente capacitado. Otra desventaja que se esta presentando con
esta tecnologia tan innovadora, es que la biodegradacion del empaque laminado es
lenta, lo que esta provocando contaminacion (Segreda, 2018).

En ciertas partes de Estados Unidos se ha querido prohibir el consumo de este tipo
de productos por este problema. En ciertos paises de Europa y Brasil se desintegra
este material de empaque a pedazos muy pequefios y se adhiere a superficies de
madera que luego barnizan con el fin de comercializarlo como un tipo de “artesania”.
Ej. tablas hechas de madera con prensa metalica usadas para sujetar hojas de
trabajo. Esto no resuelve totalmente el problema, pero sin embargo es una forma
de reutilizarlo moderadamente. Por lo tanto, se puede confirmar con lo mencionado

anteriormente, que toda innovacion ofrece ventajas y desventajas (Segreda, 2018).

La pasteurizacion tradicional de la leche requiere un tratamiento térmico minimo de
72°C durante 15 segundos con refrigeracion posterior. Sin embargo, el tratamiento
UHT, esta regido por el uso de la técnica de procesamiento y envasado aséptico de

alimentos de forma simultanea (Segreda, 2018).
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Esto significa, que con la técnica UHT y la respectiva tecnologia aséptica, se logra
que la vida util de la leche se extienda de 21 dias con la aplicacion de la

pasteurizacion tradicional a mas de cuatro meses (Fontalvo et al., 2021).

Hoy en dia, los disefiadores de soluciones de disefo para la logistica como tal se
ven enfrentados a buscar continuamente propuestas innovadoras de envases,
empaques y embalajes que sirvan para alimentar a una poblacion en crecimiento

de forma segura (inocua) y sostenible (Fellows, 2018).

2.1.2 EIl proceso térmico de temperatura ultra-alta (UHT por sus siglas en

inglés)

Cuando se hace referencia a la tecnologia de procesamiento y envasado aséptico,
se hace referencia al hecho de que las leches UHT se les da un tratamiento térmico
de 130 y 145°C durante 2 a 4 segundos u otra combinacion tiempo - temperatura
de tratamiento equivalente y de forma simultanea se les aplica un choque térmico
(evaporacion “flash”), para darle en enfriamiento rapido (temperatura ambiente)
(Segreda, 2018).

Por tal motivo, las condiciones de proceso deben mantenerse estrictamente
controladas, con el fin de evitar que la leche se caramelice, lo que puede modificar
su sabor y color, debido a la reaccion de Maillard. Esta a su vez, es una reaccion
quimica que se produce entre un aminoacido y un azucar reductor, por un

sobrecalentamiento principalmente.

La accidn mencionada anteriormente, se aplica con el fin de conservar las
caracteristicas sensoriales propias de la leche “premium”, que es la que se utiliza
como materia prima para desarrollar este tipo de productos de vida util extensa, al
ser almacenados a temperatura ambiente en un lugar seco y fresco (Segreda.
2018).
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El proceso UHT implica mantener la leche a una temperatura entre 140 y 150°C por
1-2 segundos. Este proceso destruye todas las células vegetativas presentes en la
leche y la mayoria de las esporas, aunque algunas termorresistentes pueden
sobrevivir a este tratamiento. Los nutrientes presentes en la leche no se ven
afectados significativamente por el tratamiento térmico, adicionalmente un proceso

UHT controlado genera una variacion muy leve en el sabor de ésta (Ledina, 2021)

El proceso UHT es usualmente acompafado de un llenado y empacado aséptico
del producto, con el fin de prevenir su re-contaminacion posterior al tratamiento
térmico (Ledina, 2021).

El equipo utilizado para aplicar la técnica de procesamiento y envasado aséptico de
alimentos tiene un sistema de “atmdsfera negativa”, que evita el contacto de la leche

UHT con el ambiente externo (Segreda, 2018).

2.1.3 Composiciéon del empaque “Tetra pak” y sus caracteristicas

El &rea de los envases, empaques y embalajes esta innovando constantemente y
es que, desde el descubrimiento del fuego y su inminente uso para cocinar
alimentos, la innovacion siempre ha estado presente en la consecucion, transporte,

almacenaje, conservacion y preservacion de alimentos.

El material empaque “Tetra pak” esta formado por 6 capas (organizadas de afuera
hacia adentro) tal y como se indica a continuacion en la figura 2: 1. Polietileno
(protege la leche contra la humedad externa); 2. Papel (para estabilidad y fortalece
el empaque); 3. Polietileno (capa adherente); 4. Capa de aluminio (barrera contra
oxigeno, sabor y luz); 5. Polietileno (capa adherente) y 6. Polietileno (sella el

contacto del empaque con el producto.
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Figura 2. Estructura de los envases Tetra Pak (Fuente: adaptada de Tetrapak 2022).

2.1.4 Aplicaciones del envasado y procesamiento aséptico de la leche UHT

Para iniciar la aplicacion de la técnica mencionada, los rollos el material de empaque
Tetra Pak que esta previamente troquelado, se colocan en el equipo y se introducen
en una solucién de peréxido de hidrégeno (H20:2) y luego conforme se va sellando
mecanicamente el material de empaque, el exceso de esta sustancia se volatiliza,

fortalecido con la luz ultravioleta que se utiliza para reforzar su esterilizacion.

De forma simultanea, se empieza a sellar la parte inferior de éste, luego se llena
con la leche UHT, de acuerdo con el volumen establecido. De inmediato, se sella la
parte superior y el equipo continia dandole la forma de ladrillo o bloque que lo

caracteriza.

Cuando ya el material de empaque tiene la forma de ladrillo o bloque, todas las
partes salientes son pegadas con goma que es liberada por accesorios propios del
equipo. Luego, por medio de una banda transportadora, cada caja pasa por una
“estacion” en la que se libera por medio de un sistema laser una la tinta que va a

identificar el producto con la fecha de produccion y vencimiento, al igual que otra
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informacion propia de los cédigos propios de la empresa procesadora. (Segreda.
2018)

Este tipo de producto, antes de abierto puede ser almacenado en un lugar seco y
fresco por un periodo de tiempo equivalente a 6 meses. Luego de abierto, éste debe
refrigerarse y su durabilidad va a depender del tipo de leche UHT y de la
manipulacion que se le dé. (Segreda. 2018)

2.1.5 Bacillus sporothermodurans microorganismo termorresistente

presente en la leche UHT

Es en el transcurso de este tratamiento térmico, en el que pueden tener prevalencia
las bacterias aerobias formadoras de endosporas que van a presentar problemas
importantes para la industria lactea debido a su papel potencial en el deterioro de la

calidad y la vida util reducida de los productos lacteos (Sadiq et al., 2016).

Estas bacterias al ser termorresistentes son dificiles de eliminar durante el
tratamiento térmico, ya que sus endosporas son resistentes al calor que se aplica
con la tecnologia de la UHT, ya que tienden a formar biopeliculas que son las que

dificultan que éstas se eliminen totalmente.

Ademas, los tratamientos térmicos insuficientes o la alta contaminacion de las
materias primas usadas en el procesamiento y envasado de leche UHT, facilita el
deterioro de los alimentos por microorganismos formadores de esporas (Pujol,
Albert, Johnson, & Membre, 2013).

Asimismo, la limpieza y esterilizacion inadecuadas de procesamiento y llenado de
equipos o0 envases defectuosos, también puede generar una contaminacion
posterior al proceso, por microorganismos termofilicos y mesofilicos formadores de

esporas (Santillan, 2021).
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Entre los formadores de esporas, estan las bacterias que pertenecen al género
Bacillus spp. y los géneros aliados son de particular preocupacion porque las de
algunos bacilos no solo sobreviven al proceso de pasteurizacion, sino que hay
evidencia directa e indirecta de que algunos de ellos como B. sporothermodurans
son capaces de soportar el UHT (temperatura ultra alta, 138 ° C-140°C por 2-4
segundos) (Santillan, 2021).

Santillan, manifestd en su estudio que las bacterias aerdbicas formadoras de
esporas son importantes en la industria alimentaria por cuatro razones principales.
La primera es que la naturaleza ubicua de estos formadores de esporas hace que
sea basicamente imposible evitar su presencia en alimentos e ingredientes crudos.
En segundo lugar, los procesos de pasteurizacion comunmente utilizados, aunque

son adecuados para inactivar las células vegetativas, no logran eliminar las esporas.

Por lo tanto, las que sobreviven por ejemplo al tratamiento térmico UHT
experimentan poca 0 hinguna competencia de las células vegetativas de
crecimiento mas rapido, por lo que pueden proliferarse rapidamente en el producto.
En tercer lugar, las caracteristicas adhesivas de algunas esporas facilitan su union
a las superficies de tuberias y equipos de procesamiento, lo que lleva a la formacion
de biopeliculas (Shemesh, 2020).

Por dltimo, existe una creciente preocupacion por la tolerancia o la resistencia de
las esporas o las células vegetativas a las condiciones o tratamientos que
generalmente se supone que detienen su crecimiento (bajas temperaturas y bajo
pH), o que inactivan todo el material vivo, como esterilizaciéon y procesamiento a
ultra alta temperatura (UHT) (Shemesh, 2020).

Abouelnaga et al. (2016) reportaron que B. sporothermodurans se detecté por
primera vez en leche UHT en Italia y Austria en 1986. Sin embargo, estudios han
demostrado su presencia en leche esterilizada y otros productos como la leche con

chocolate, leche evaporada y leche reconstituida. Afios después de que se
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descubriera la termorresistencia de este microorganismo, el B. sporothermodurans
fue llamado “organismo HHRS” y aparecia como pequefias colonias puntiformes en
agar de recuento en una placa de Petri, que fue incubada a 30°C (Klijn, Hermanb,
et al., 1997).

Este microorganismo generalmente alcanzaba un maximo de 10° células
vegetativas y 10° esporas/mL después de una incubacién por 15 dias a 30°C de
paquetes sin abrir de leche de consumo, segun la metodologia establecida por la
regulacion de la Comunidad Europea. Adicionalmente, este microorganismo no
tiene una patogenicidad demostrada y parece no generar alteraciones detectables
en producto (Ledina, 2021).

Sin embargo, hay informes de cepas de B. sporothermodurans aisladas en Brasil
que causan una actividad proteolitica significativa que conduce al deterioro de la
leche UHT (Pinto et al., 2008). El deterioro de la calidad de este producto procesado
y envasado asépticamente puede estar relacionado con ligeros cambios en el color,

sabores desagradables y la desestabilizacién de las micelas de caseina.

Scheldeman et at. (2006) condujeron un estudio que buscaba comprender la
presencia, fuentes y la naturaleza de las esporas potencialmente resistentes al calor
en la leche cruda en general y particularmente de las esporas de B.
sporothermodurans. Para esto, diecisiete granjas lecheras ubicadas en diversas
regiones de Bélgica fueron muestreadas en los inviernos de 1998 a 1999, ya que
generalmente se observa mayor incidencia de esporas en este periodo, cuando las
vacas tratan de resguardarse en el interior de las instalaciones. Esta investigacion
reveld, que las muestras de leche analizadas no sélo presentaban esporas de B.
sporothermodurans altamente resistentes al calor, sino que también fueron
encontradas esporas de P. lactis, Brevibacillus borstelensis, B. licheniformis y
Brevibacillus brevis. Es factible que los equipos utilizados para la alimentacion y
ordefilo de las vacas puedan convertirse en reservorios de esporas, que

posteriormente puedan contaminan la leche.
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Los recuentos promedio de esporas en leche cruda estan en el rango de 10-10?
UFC/mL), a pesar de algunas diferencias regionales, estacionales y metodolégicas,
predomina el B. licheniformis en la leche cruda (Phillips & Griffiths, 1986). Por otro
lado, B. cereus a menudo es la especie psicrotolerante mas comun, especialmente
en el periodo de verano (Scheldeman et al., 2006). Tabit (2018) evalud la
prevalencia de B. sporothermodurans en marcas de leche UHT en Sudéafrica y
analizé el nivel de protedlisis en la leche UHT debido al crecimiento de este
microorganismo durante el corto y largo plazo almacenamiento. En esta
investigacion, también se encontré que la contaminacion de las bolsas de leche UHT
por B. sporothermodurans era prevalente. El crecimiento de este microorganismo

en leche UHT alcanz6 un méaximo de 1,9x 10°> UFC/mL.

Sin embargo, la actividad proteolitica significativa en la leche UHT, debida al
microorganismo, solo ocurri6 mucho después de que se habia alcanzado la fase de
crecimiento exponencial. Ademas, se concluyé que el crecimiento de B.
sporothermodurans en la leche UHT, no condujo a cambios significativos en los
perfiles volatiles del espacio de cabeza de las muestras de leche UHT. Pero, la
actividad proteolitica en los paquetes de leche UHT contaminados con B.
sporothermodurans fue significativamente mayor, cuando se alcanzaron las fechas

de caducidad.

Complementariamente, otros dos estudios han demostrado que las esporas de B.
sporothermodurans tienen la capacidad de germinar en productos UHT causando
inestabilidad y reduciendo la vida util del producto (Frederick T Tabit & Buys, 2011),
de igual forma se ha reportado que estas esporas pueden desarrollarse durante el
almacenamiento en productos UHT y crecer hasta los 10 5 UFC/mL, causando
inestabilidad debido a su actividad proteolitica (Abouelnaga et al., 2016).
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2.1.6 Calidad microbiol6gica de laleche UHT en Colombia

En Colombia, el Decreto 616 de 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, comercialice, expenda, importe o exporte en
el pais”. Luego, en el Titulo Il, Capitulo, | define: “Leche de temperatura ultra-alta-
TUA (UHT) o leche de larga vida”, como: El producto obtenido mediante proceso
térmico en flujo continuo, aplicado a la leche cruda o termizada, a una temperatura
entre 135 °C a 150 °C y tiempos entre 2 y 4 segundos, de tal forma que se
compruebe la destruccion eficaz de las esporas bacterianas resistentes al calor,
seguido inmediatamente de enfriamiento rapido conocida como “evaporacion flash”,
para que por medio de un choque térmico severo, la leche llegue a temperatura
ambiente, para posteriormente envasarla asépticamente en recipientes estériles
con barreras a la luz y al oxigeno, los cuales son cerrados herméticamente para su
posterior almacenamiento a temperatura ambiente, en un lugar seco y fresco Esta
Gltima accion se realiza, con el fin de que se asegure la esterilidad comercial sin
alterar de manera esencial ni su valor nutritivo ni sus caracteristicas fisicoquimicas
y sensoriales, motivo por el cual, este tipo de leche UHT, puede ser comercializada

a temperatura ambiente.

En Colombia se comercializan leches higienizadas de acuerdo con su contenido de
grasa y su procesamiento. En el Capitulo V, articulo 15 del Decreto 616 de 2006,
en el que se define la clasificacion de las leches de acuerdo con su proceso de
fabricacion, estas pueden ser pasteurizadas, ultrapasteurizadas, aplicarsele una
temperatura ultra alta (TUA), lo que le extiende de vida util a la leche liquida,
esterilizada, en polvo y deslactosada respectivamente. En el articulo 19 del mismo
documento se establecen los requisitos microbiolégicos de la leche liquida. Se
define que la leche liquida tratada térmicamente con una temperatura ultra alta
(TUA), leche de larga vida, que debe cumplir con los siguientes requisitos
microbioldgicos: en la prueba de esterilidad comercial, “Después de incubar durante

10 dias no presentar crecimiento microbiano a 55 °C y 35 °C”.
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Debido a lo que se menciona anteriormente, el Laboratorio de Salud Publica de
Bogota, como parte de los procesos de Inspeccién, Vigilancia y Control, procesé un
total de 330 muestras de leches TUA en el 2010; para el 2011 se analizaron 289
muestras de la misma clasificacion, segun procesamiento, para un total de 619

leches por este periodo de dos afios.

De estas, 265 muestras, no cumplieron el requisito de prueba de esterilidad
comercial “satisfactoria”; es decir, el 42,81 % tuvieron concepto de “no satisfactoria”,
y la causa fue el “crecimiento aerobio y anaerobio positivo a 35 °C” (Sistema de
Informacién del Laboratorio de Salud Publica) (Castafieda-Carrasquilla, 2015).
Finalmente, se puede concluir que el “crecimiento aerobio y anaerobio positivo a 35
°C” en el resultado de la prueba de esterilidad comercial, aparece como la principal
causa de no cumplimiento en las leches higienizadas. Esto, debido a la presencia
de esporas resistentes a los procesos de ultrapasteurizacion (HHRS), como

microorganismos del género Bacillus.

La literatura también menciona que los problemas de no esterilidad en las leches
UHT son causados por recontaminacién después del tratamiento de calentamiento
(Klijn, Hermanb, et al., 1997). Cuando se verifica la esterilidad de los productos a
través de mediciones de potenciales de 6xido-reduccion, con equipos de monitoreo
de crecimiento bacteriano, estas no se detectan hasta niveles mayores a 10°
UFC/mL; las esporas no producen alteraciones de estabilidad ni de calidad sensorial
de la leche, no se ve afectado el pH y rara vez producen deterioro del producto (P
Scheldeman et al., 2006). ElI grupo de bacterias mesbfilas aerobias
esporoformadoras extremadamente resistentes a los procesos de altas
temperaturas, han sido detectados en muchos paises de Europa y fuera de ella;
algunos de estos esporoformadores pertenecen al género Bacillus, y se han
clasificado como una nueva especie B. sporothermodurans; su principal
caracteristica es la de producir esporas resistentes a los ultracalentamientos
(HHRS) (Guillaume-Gentil et al., 2002; Huemer, Klijn, Vogelsang, & Langeveld,

1999). Aungue las células vegetativas del B. sporothermodurans no son patégenas
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y no causan deterioro visible, ni de sabor en los productos UHT, esta es considerada
indeseable y por ello no permite el cumplimiento de los requisitos legales
establecidos; asi, “Después de incubar durante 10 dias no debe presentar
crecimiento microbiano a 35 °C y 55 °C” (Herman, Vaerewijck, Moermans, & Waes,
1997; Pettersson et al., 1996).

Estudios realizados por la Secretaria Distrital de Salud de Bogota en el 2015,
reportaron que las muestras de leches UHT que ingresaron al Laboratorio de Salud
Publica de Bogota se utilizaron para analisis microbiolégico, como parte de la
vigilancia rutinaria realizada por el Hospital de Fontib6n durante 2010y 2011. Como
resultado de la prueba de esterilidad comercial aplicada a las leches TUA, se
recuperaron 36 cepas de muestras analizadas durante 2010-2011, a las que se les
realizé la identificacion bioguimica con la prueba BCL de Biomerieux, en el equipo
Vitek® Systems. Los microorganismos recuperados morfolégicamente
correspondieron a bacilos grampositivos, pertenecientes al género Bacillus, asi: B.
smitii, 66.67 %; B. sphaericus/fusiformis, 8,33 %; B. choshinensis y Geobacillus
stearothermophilus, 8,33 %. Esto permite concluir que no toda la contaminacién de
las leches UHT analizadas en Bogota se debe a una sola especie de Bacillus; por
tanto, no se debe enfocar Unicamente en B. sporothermodurans (Castafieda-
Carrasquilla, 2015).

2.1.7 Tratamientos térmicos para eliminacion de bacterias en la leche y

prolongar su vida util

Desde tiempos inmemorables, la leche ha hecho parte vital de la alimentacion
humana y que por ello se han disefiado procesos para lograr su consumo masivo y
seguro. Por su amplio contenido de nutrientes, la leche es un medio propicio para
el crecimiento de microorganismos, facilitando su contaminacion. En los hatos
lecheros, esta contaminacién sucede porque a pesar de que la leche que es extraida
de las glandulas mamarias de animales sanos es inicialmente estéril, los

microorganismos pueden ingresar a la ubre a través de la abertura del conducto de
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la tetina. Por esta razon, los cocos Gram positivos, estreptococos, micrococos,
estafilococos, bacterias acido-lacticas, Pseudomonas spp. y levaduras son los
microorganismos que mas frecuentemente se encuentran en la leche (Ledina,
2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, la vulnerabilidad de los productos lacteos y su
posible contaminacion con microorganismos o toxinas patdgenas es alta, entonces
el monitoreo microbiolégico en la industria lactea es una actividad vital para
garantizar su consumo seguro (Ledina, 2021). Estudios han demostrado que las
vacas enfermas pueden transferir en su leche patégenos como Mycobacterium
bovis, Brucella abortus, Coxiella burnetii, Listeria monocytogenes y Salmonella spp
(Ledina, 2021).

La leche es sometida a diversos tratamientos térmicos con el propoésito de reducir
las células vegetativas de microorganismos patdégenos hasta alcanzar niveles
seguros para el consumo humano, también estos tratamientos buscan extender su
vida util. El tratamiento mas comun y frecuentemente usado es la pasteurizacion. El
tiempo y temperatura establecidos para la pasteurizacién varia en cada pais, sin
embargo, en general se maneja una temperatura de 60-65°C durante 30 minutos
para un tratamiento de baja temperatura y tiempo prolongado; y una temperatura de
71.7-72°C por 15 segundos para un tratamiento de alta temperatura, tiempo corto
(Ledina, 2021).

2.1.8 Uso de la BacT/Alert@ 3D como herramienta para la deteccién de

contaminacién y control de calidad

Por lo general, el control de calidad de productos UHT se realiza mediante el
recuento de placas convencionales y medios de cultivo con una sensibilidad de 10-
100 UFC/mL, estos son de bajo costo y proporcionan informacion cualitativa y
cuantitativa sobre el nUmero y la naturaleza de los microorganismos en la muestra

analizada. No obstante, son laboriosos, requieren de mucho tiempo (entre 24y 72
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horas de deteccién, 10 dias de pre-incubacion, mas una semana para la
identificaciébn de microorganismos patégenos) (Wang & Salazar, 2016; Zhao, Lin,
Wang, & Oh, 2014).

Debido a este factor, se han propuesto varias soluciones de tecnologias comerciales
para reducir el tiempo que toma la emisién de resultados posterior al analisis de los
productos UHT (que puede durar hasta 10 dias), asi como para acortar el tiempo de
incubacion del producto. Estas nuevas tecnologias pueden ser validadas mediante
una metodologia cuantitativa (Bolzoni, Marcolini, Delle Donne, Appicciafuoco, &
Ferrini, 2015) o semicuantitativa (Fernandes, Carey, Hynes, & Papkovsky, 2013),
pero no hay un protocolo demostrado para la validacion de métodos cualitativos
para evaluar esterilidad comercial (Diep et al., 2019). Esto es debido a que las
metodologias alternativas disponibles tienen procedimientos de prueba variable, lo
que generan que pautas estandarizadas como ISO 16140-2 o AOAC, no sean
aplicables (Diep et al., 2019). Atendiendo esta problematica, el estudio realizado por
Diep et al. (2019) propone un protocolo de validacion basado en la inclusion y el
limite de deteccion LOD95 como criterio de evaluacién del desempefio siete
métodos (uno tradicional y 6 alternativos) utilizados para comprobar esterilidad

comercial de diversos productos.

Dentro de los métodos alternativos previamente mencionados, se conocen
tecnologias basadas en la deteccién del metabolismo celular durante el crecimiento
microbiano (mediado por produccion de COz2), otras basadas en el recuento celular
por citometria de flujo y otras en el monitoreo de actividad celular de ATP (Diep et
al., 2019).

En concordancia con el parrafo anterior, el sistema BacT/ALERT® 3D es un método
alternativo que permite el crecimiento microbiano en camaras de incubacion,
usando sistemas informaticos de monitoreo de botellas que contienen un medio de
cultivo (adecuado para el crecimiento de diversos microorganismos) y un sensor

incorporado (Poghossian, Geissler, & Schoning, 2019). La muestra se debe
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adicionar dentro de la botella y el sensor cumple la funcion de detectar Gpticamente
el cambio de pH en el medio de cultivo dentro la botella, debido a la generacién de
CO2 o la formacion de acidos organicos (Li et al.,, 2017; Zhao et al., 2014).
Adicionalmente, este equipo tiene un sistema de agitacion que promueve el

crecimiento bacteriano.

Existen estudios que respaldan el uso del equipo BacT/ALERT® 3D para el analisis
de muestras clinicas asépticas, tales como la sangre. Estos a su vez, expresaron
en su investigacion que el equipo es util para deteccion de contaminacién en sangre.
Los resultados obtenidos reflejan que dentro de sus ventajas esta el escaneo del
sensor ubicado en la base de la botella cada 10 minutos, lo que permite la deteccion
rapida de contaminantes y para el caso clinico, logrando la agil deteccion de
bacteriemias o fungemias en pacientes clinicos. También explican, que al tratarse
de una tecnologia auténoma las muestras sufren menor manipulacion, reduciendo

su posible contaminacién cruzada (Emeraud et al., 2021).

2.1.9 Métodos de cuantificacién e identificacién de B. sporothermodurans

La deteccion de B. sporothermodurans suele ser realizada utilizando la técnica de
cultivo que incluye el uso de agar infusion de cerebro y corazén (BHI), después de
calentar la muestra a 100°C durante 30 a 40 minutos. Ademas, diferentes métodos
moleculares se han utilizado para identificar y caracterizar B. sporothermodurans;
por ejemplo, por métodos convencionales de PCR utilizando cebadores especificos
basados en el gen 16S rRNA que tiene regiones con alta variabilidad para identificar
B. sporothermodurans (Abouelnaga et al., 2016). Del mismo modo, un ensayo de
PCR convencional se modific6 para incluir propidiomonoazida para detectar B.
sporothermodurans (Cattani, Ferreira, & Oliveira, 2013).

Abouelnaga et al., (2016) plantearon en su investigacion el desarrollo de un ensayo
directo y preciso de Rti-PCR Tagman para la deteccién rapida cuantitativa y directa

de B. sporothermodurans en leche UHT y leche cruda.
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A partir de este estudio concluyeron que el ensayo es aplicable para el control de
calidad de ambos tipos de leche y que este método permitié detectar presencia de
B. sporothermodurans que la técnica convencional usando BHI no lograba

evidenciar.

Arthur et al. (2021) recomiendan como el mejor método de seleccion de B.
sporothermodurans la esterilizacion en autoclave de la muestra de leche cruda
durante 5 minutos o su calentamiento 100°C durante 30-40 minutos y
posteriormente sembrar en placas sobre BHI suplementado. La presencia de otros
formadores de esporas potencialmente resistentes al calor ain no descritos en la
leche cruda, también puede complicar la confirmacion inequivoca de B.

sporothermodurans (Alonso et al, 2021).
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3 METODOLOGIA
3.1.1 Recoleccion preliminar de muestras de leche cruda

Las muestras de leche cruda preliminares para este estudio fueron tomadas de los
tanques de almacenamiento de leche cruda de Plantas de alimentos de
Cundinamarca, Colombia.

Para tal fin, fueron recolectadas 3 muestras de 100mL (Figura 3), las cuales fueron
transportadas refrigeradas hasta el laboratorio externo en cual se realizd la
determinacioén cualitativa de B. sporothermodurans.

Figura 3. Muestras de leche cruda

Fuente: Espafia, 2022

3.1.2 Aislamiento y recuento de esporas aerobias

El laboratorio externo seleccionado para este estudio fue Confia Control, el cual
realizé el recuento de esporas aerobias tomandol10 mL de leche cruda en tubo de
vidrio estéril, calentando la muestra a 80°C durante 10 minutos y luego enfriando en
bafio de hielo.
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Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas desde 10! hasta 10 en agua
peptonada bufferada, y se sembraron las muestras en superficie, adicionando
0.1mL de muestra a cajas de Petri con agar BHI suplementado con vitamina Bi2 a

razon de 1mg/L (Bernier et al., 2012).

El medio de cultivo se llevo incubacion a 32 + 2°C durante 2 dias y luego se reporto
la presencia o ausencia de colonias con morfologia similar a B. sporothermodurans
(Te Giffel et al., 2002).

Finalmente, se establecié el recuento de microorganismos HHRS en Confia Control
buscando corroborar la posible presencia de B. sporothermodurans en las leches

crudas de Cundinamarca.

3.1.3 Determinacioén la termorresistencia de HHRS en leche UHT

Para realizar la determinacion preliminar de HHRS en productos comercialmente
estériles en laboratorio externo, fueron recolectadas 16 muestras de leche UHT

empacadas en las lineas asépticas de Plantas de Cundinamarca, Colombia.

Se realiz6 el método para evaluar la esterilidad comercial planteada en la NTC 4433
para determinar la presencia de HHRS en leche UHT. Para cada ensayo, se
tomaran dos muestras de leche UHT una de ellas se llevara a incubacion a 35 £ 2°C
y la otra a 55°C + 2°C, durante 10 dias. Transcurrido este tiempo, se efectuara
coloracién de Gram y a cada muestra se le extraeran alicuotas de 2ml que seran
agregadas a ocho tubos con 10ml de caldo BHI suplementado con almidon. Cuatro
tubos seran incubados en condicion de anaerobisis y cuatro en aerobiosis, a una
temperatura 35 + 2°C durante 3 dias. Este mismo ejercicio se realizara para las
muestras incubadas a 55°C+ 2°C. Una vez culminada la segunda incubacion se
hara coloracion de Gram de los 16 tubos y se realizara siembra en superficie en
Agar BHI suplementado con vitamina B12 de los tubos que evidencien presencia de

HHRS (Bernier, 2012). La prueba es considerada satisfactoria si se observa
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ausencia de HHRS e insatisfactoria al observar presencia. La deteccién del
microorganismo se realiz6 tomando dos muestras por lote durante los ciclos de
produccion de asépticos en planta, durante los meses de enero, marzo, mayo, julio,

septiembre y octubre del 2021.

Transcurrido este tiempo se realizo la siembra de 1mL de muestra en Agar Plate
Count y se llevo nuevamente a incubacién bajo las temperaturas mencionadas, en
condiciones de aerobiosis y anaerobiosis. Luego de esta segunda incubacion,
fueron seleccionadas las colonias que presentaron crecimiento en Agar Plate Count
incubado a una temperatura 35°C+ 2°C, y cuya morfologia microscépica al realizar
tincibn de Gram fuera bacilo largo Gram positivo, caracteristica de B.

sporothermodurans (Pinto et al., 2018) tal como lo muestra la figura 4.

Figura 4. Foto en laboratorio de la tinciéon de Gram de B. sporothermodurans.
Fuente: Pinto et al., 2018.

Una vez seleccionadas las cepas, se realizd aislamiento y verificacion de la pureza
nuevamente mediante tincion de Gram y microscopia y aleatoriamente fueron
enviadas mas de 30 cepas a identificacion mediante la tecnologia MALDI-TOF de
equipo VITEK® MS (bioMérieux, Marcy-I' Etoile, France) (Eijlander et al., 2019), en
laboratorio de Referencia de la Clinica del Rosario en Medellin, Colombia, el cual

cuenta con acreditacibn ONAC para el desarrollo de este analisis. La totalidad de

27



las muestras sometidas a identificacion arroj6 la confirmacion del B.

sporothermodurans con un 99,9 % de confianza.

Para determinar el tiempo de germinacién de esporas de B. sporothermodurans en
leches UHT y otros productos lacteos asépticos utilizando la tecnologia
BacT/ALERT® 3D, fueron recolectadas muestras provenientes de hatos lecheros

de Cundinamarca, Colombia.
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4 RESULTADOS Y DISCUSION

Resultados objetivo 1: Integrar los protocolos de BPM y Programa de
Aprobacion de Proveedores (PAP) utilizados en las cuencas lecheras del
departamento de Cundinamarca, Colombia, para el sondeo de la inocuidad y

calidad de la leche cruda.

Se realizaron visitas periodicas a los ganaderos de leche cruda de las cuencas
lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia, para el sondeo de la
inocuidad y calidad de la leche cruda, encontrando que se cumplen las buenas
practicas ganaderas (BPG) requeridas por la regulacion sanitaria vigente, el Instituto
Colombiano Agropecuario (ICA) es el organismo gubernamental que audita las BPG
de forma periddica en los ganaderos. Todos los proveedores auditados cuentan con

el certificado de BPG emitido por el ICA.

Dentro de los principios basicos para el control de riesgos de las BPG se evalu6 que
los proveedores cumplan con el plan de saneamiento y sanidad animal en los hatos
lecheros y que las actividades productivas estén enmarcadas en condiciones de
limpieza e higiene del sistema, encontrando conformidad en los resultados de los

proveedores auditados.

Se evidenci6 que se realiza de forma periddica asistencia técnica por parte de las
industrias lacteas a sus proveedores del campo en donde a través de
capacitaciones y acompafiamiento se fomenta la implementacion de buenas
practicas en la produccién, asi como de ganaderia sostenible libre de deforestacion
y de afectacién a paramos. Por otro lado, existe evidencia suficiente para demostrar
que las industrias lacteas auditadas por la autoridad sanitaria en Colombia INVIMA

cuentan con buenas practicas de manufactura (BPM).

Por su amplio contenido de nutrientes, la leche es un medio propicio para el

crecimiento de microorganismos, facilitando su contaminacion. En los hatos
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lecheros, esta contaminacién sucede porque a pesar de que la leche que es extraida
de las glandulas mamarias de animales sanos es inicialmente estéril, los
microorganismos pueden ingresar a la ubre a través de la abertura del conducto de

la tetina.

Por esta razoén, los cocos Gram positivos, estreptococos, micrococos, estafilococos,
bacterias acido-lacticas, Pseudomonas spp. y levaduras son los microorganismos

gue mas frecuentemente se encuentran en la leche (Ledina, 2021).

Segun Nescier (2015), una de las principales causales de la leche contaminada con
esporas, es el consumo de silaje o piensos contaminados por las vacas lecheras.
Se han asociado alteraciones en la salud de los animales, cuando el alimento que

consume el rodeo lechero contiene alta carga microbiana de esporas.

Las Tablas 1y 2, expresan los recuentos de HHRS obtenidos a partir de la leche
cruda, en los cuales se observan concentraciones desde 4,95 Log UFC/mL a 5,72
log UFC/mL. Investigaciones previas han demostrado presencia de HHRS en
concentraciones desde 1 a 5 Log UFC/mL en pastos y ensilaje de maiz utilizado
para alimentar ganado bovino (Te Giffel et al., 2002), lo que sugiere que este tipo
de microorganismos inician su ruta de contaminacion desde la alimentacion bovina
hasta llegar a la leche cruda (Te Giffel et al., 2002), concordando con las

concentraciones de HHRS obtenidas en el presente estudio.

Tabla 1. Deteccién cualitativa de B. sporothermodurans en leche cruda

proveniente de hatos lecheros de Cundinamarca, Colombia

Region  Muestra Deteccion HHRS
Finca 1 1 Presente
Finca 2 1 Presente
Finca 3 1 Presente

Fuente: Espafia, 2022
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Tabla 2. Recuento de microorganismos HHRS en leche cruda
Recuento HHRS (log

Muestra UFC/mL)
Finca 1 4,95
Finca 2 517
Finca 3 5,72

Fuente: Espafia, 2022

Estos datos confirman lo evidenciado en otras investigaciones, en las cuales las
concentraciones de HHRS en leche cruda se han evidenciado cerca de 1 log
UFC/mL (Kmiha et al., 2017) o préximas a 3 log UFC/mL (Herman et al., 1997).

Lo anterior, permite sugerir que las concentraciones de microorganismos HHRS
pueden ser heterogéneas segun el origen de la leche cruda y de las distintas

regiones o paises en donde se analice la leche cruda para su analisis.

Resultados objetivo 2: Analizar la presencia de HRRS en la leche cruda
proveniente de las cuencas lecheras del departamento de Cundinamarca,
Colombia, su correlacion con las diferentes épocas estacionales del afio, para
la determinacidén de su prevalencia después de los tratamientos térmicos de

ultra alta temperatura (UHT).

El microorganismo esporulado termorresistente (HHRS) mas comun presente en las
leches del departamento de Cundinamarca, Colombia, fue identificado como
Bacillus sprothermodurans a través del sistema de identificacion microbiana que usa
la tecnologia de la matriz asistida con un tiempo de vuelo de ionizacién por
desorcion laser (MALDI-TOF por sus siglas en inglés) con el equipo VITEK ® -MS

de Biomerieux.
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Durante este estudio se ha obtenido una prevalencia de HHRS en leche cruda
oscilando entre 4,95-5,72 log UFC/mL, distinta la prevalencia calculada en leche
UHT correspondiente a valores entre 2,11 log UFC/mL y 3,2 log UFC/mL, lo que
permite sugerir que las reducciones logaritmicas de los HHRS derivadas por los
tratamientos térmicos UHT aplicados son cercanas a 2 log UFC/mL. EIl porcentaje
promedio de prevalencia de B. sprothermodurans presente en leche UHT
proveniente de las cuencas lecheras del departamento de Cundinamarca, Colombia
fue de 54%

Las leches provenientes de las cuencas de Cundinamarca, Colombia, presentan
mayor prevalencia 80% de B. sporothermodurans durante el mes de mayo, esto se
debe a que, segun lo reportado por el Instituto de Hidrologia, Meteorologia y
Estudios Ambientales de Colombia (IDEAM), en esta época en Cundinamarca,
predominan las bajas temperaturas y la precipitacion lo cual favorece la
disponibilidad de pasto como alimento principal del ganado y no el silaje que

favorece la presencia de HHRS.

Teniendo en cuenta que los ciclos de produccion en las plantas de alimentos son
variables en funcion de la planeacion y demanda del mercado, se lograron analizar
9946 provenientes de una planta de alimentos de Cundinamarca. Asimismo, segun
la variabilidad de las concentraciones observadas de B. sporothermodurans en las
muestras analizadas, los datos fueron trabajados de forma cualitativa
(presencia/ausencia del microorganismo) con el propdsito de establecer la

tendencia de este microorganismo en Cundinamarca.

La figura 5, muestra el porcentaje de prevalencia de B. sporothermodurans en cada
region y en cada uno de los meses en los cuales se realizo la recoleccion de

muestras.

El porcentaje de prevalencia mas alto en las muestras analizadas en Cundinamarca

fue de 79% en el mes de mayo. Todos estos datos permiten sugerir que la
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prevalencia de B. sporothermodurans en leche UHT, puede variar en funcién de las
épocas del afio y se mantiene activa a lo largo de los meses. Coherentemente con
estos resultados, en 2018 una investigacion realizada en Sudafrica revelé que 12
marcas de leche UHT nacionales presentaban sistematicamente recuentos de B.
sporothermodurans a lo largo de todo el periodo de muestreo (primavera, verano,
otofio e invierno), y que a pesar de que el periodo de verano fue el que presento los
recuentos mas altos; no se obtuvieron cambios significativos en los recuentos

medios de todas las marcas en las diferentes temporadas (Tabit, 2018).
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Figura 5. Porcentaje de prevalencia de B. sporothermodurans en leche UHT
proveniente de cuencas lecheras de Cundinamarca, Colombia

Otra investigacion demostrdé que los recuentos de esporas aerobicas totales en la
leche cruda estan sujetos a variaciones estacionales, y generalmente se observa
una mayor incidencia en el periodo invernal, cuando las vacas se alojan en
interiores (Scheldeman et al., 2006). Este estudio nuevamente corrobora la
hipétesis sobre la variabilidad de los HHRS en funcion de las épocas del afio, tal

como se evidenci6 en este estudio.
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Los andlisis de calidad de la leche UHT con presencia de HHRS, no presentaron
ninguin cambio sensorial a lo largo de su vida util, se conservaron todas sus

propiedades fisicoquimicas, sabor, olor y color.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Tabit. (2018), pues se evidencio
que el crecimiento de B. sporothermodurans en la leche UHT no generé cambios
significativos en el perfil sensorial y report6é que la leche UHT con B.
sporothermodurans era prevalente, alcanzé un maximo crecimiento de 1,9 x 10 °
UFC/mL. Estos resultados coinciden con lo reportado por varios autores, que
coinciden en que este microorganismo no tiene una patogenicidad demostrada y
que no alteran la calidad de la leche, de tal manera que su presencia pasa

desapercibida.

Un estudio de cepas de B. sporothermodurans aisladas en leches de Brasil,
evidenciaron que existe el riesgo de una actividad proteolitica significativa que
puede conducir al deterioro de la leche calidad de la leche UHT al final de su vida
atil. El deterioro puede evidenciarse como ligeros cambios en el color y la

desestabilizacion de las micelas de caseina (Pinto et al., 2008).

Si bien se conoce que el sector lacteo se enfrenta a un grave problema debido a la
presencia de B. sporothermodurans en la leche UHT, ya que su presencia cataloga
al producto como no satisfactorio (Norma NTC 4433) y conduce a su decomiso. Esto
se traduce en pérdidas economicas para los productores de leche que son los mas
afectados. Las pérdidas en el sector lacteo por el decomiso y descarte de las leches
consideradas no satisfactorias tienen un impacto econémico en los productores de
leche, que son conscientes que la presencia de este bacilo puede reducir la vida util
del producto, aunque el microrganismo es considerado como no patdgeno para los
seres humanos, se conoce por otros estudios que puede reducir la calidad de la
leche debido a la supervivencia de las esporas al proceso de esterilizacion
comercial. Frente a lo anterior se propone gestionar la prevalencia de los
microorganismos esporulados termorresistentes en las leches del departamento de

Cundinamarca Colombia a través de la integracion de las buenas préacticas de
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manufactura en las plantas procesadoras de lacteos y las buenas préacticas

ganaderas, en donde se articulen los esfuerzos de mitigacion del riesgo de

contaminacion cruzada y prevalencia de este tipo de microorganismos

termorresistentes, algunas de las propuestas integrales son:

Capacitar a los ganaderos de la region en buenas practicas ganaderas para
reducir la presencia de HHRS.

Promover el cumplimiento de la regulacion sanitarias vigentes exigida por el
Ministerio de Salud en Colombia, para garantizar el cumplimiento de los
controles preventivos en los hatos lecheros y en las plantas de productos
alimenticios para garantizar que la leche destinada a los tratamientos
térmicos UHT sea de alta calidad o grado A, como lo clasifica la ordenanza
de leche pasteurizada (FDA, 2017).

Realizar auditorias de inocuidad parddicas y recomendaciones a los
proveedores de aprovisionamiento agropecuario (ganaderos), para asegurar
el cumplimiento de los requisitos de inocuidad alimentaria, PAP y BPG a lo
largo de toda la cadena de suministro.

Buscar soluciones efectivas en conjunto con el sector de produccion
agropecuaria sobre las alternativas de alimentacion animal adecuadas que
no favorezcan la proliferacion de bacterias HHRS, pues es conocido que
estos microorganismos provienen de los silajes o forrajes durante algunas
épocas en el afo.

Realizar una actualizacion tecnoldgica en la industria de lacteos en el pais,
gue permitan la inactivacion de las esporas provenientes de la leche cruda y
gue son un riesgo para la inocuidad alimentaria.

Fomentar los controles preventivos de higiene y desinfeccion en las plantas
procesadoras de alimentos para mitigar la formacién de biopeliculas en
tuberias y equipos en contacto directo con los alimentos que puedan
favorecer la prevalencia de HHRS y la contaminacién cruzada con el
producto terminado, la leche UHT.
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5 CONCLUSIONES

Se concluye que:

o Al evaluar la prevalencia de microorganismos esporulados termorresistentes
(HHRS) en las leches del departamento de Cundinamarca, Colombia, para la
determinaciéon de su posible impacto sobre la calidad de la leche UHT se logré
concluir que si bien existe prevalencia del microorganismo B. sporothermodurans
resistente al proceso térmico UHT presente en leches proveniente de las cuencas
de Cundinamarca, Colombia, se confirmé lo reportado por la revision bibliografica
gue su presencia en productos terminados no altera la inocuidad y/o calidad de los
lacteos.

o Se evidencié conformidad en el cumplimiento de los requisitos de buenas
practicas ganaderas en proveedores de leche cruda, asi como el cumplimiento de
las buenas practicas de manufactura en la industria lactea, en los resultados
conformes de las auditorias de BPM realizadas por INVIMA en Colombia y en las
auditorias internas como parte del sistema de gestion de inocuidad alimentaria de
las industrias, se debe continuar fortaleciendo los controles preventivos de higiene
y desinfeccidn para prevenir la contaminacion cruzada y la formacion de biopeliculas
de HHRS.

o Se deben seguir las propuestas de integracion del sistema integrado de
gestion de la inocuidad alimentaria con las BPM y Programas de Aprobacion de
Proveedores (PAP) en las cuencas lecheras del departamento de Cundinamarca,
Colombia mencionadas en este trabajo, con conjunto con la gestién del riesgo,
basada en el ciclo planear, hacer, verificar y actuar (PHVA). Se concluye que la
gestién del conocimiento brinda un aporte en el adecuado funcionamiento de la
gestion de la calidad y las BPM y que también la gestion del riesgo es un facilitador
para el cumplimiento de los objetivos organizacionales y de inocuidad, cuando es
enfocada en los aspectos mas criticos de la organizacion y de los procesos de

fabricacion. De esta manera se aumenta la seguridad y confianza de los alimentos.
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o Se evidencié conformidad en el cumplimiento de los requisitos de buenas
practicas ganaderas en proveedores de leche cruda, asi como el cumplimiento de
las buenas practicas de manufactura en la industria lactea. Segun lo reportado,
estos microorganismos provienen del silaje. Por lo cual es necesario controlar los
factores de riesgo de contaminacion del alimento con esporas termorresistentes y
evaluar alternativas de alimentacion animal que mitiguen la contaminacién con

HHRS en la leche cruda desde las cuencas lecheras.

o La presencia de esta bacteria termorresistente se ha convertido en un limitante
para la industria lactea en Colombia, por el incumplimiento en de los requisitos de
esterilidad comercial establecidos en la regulacién nacional para los productos
lacteos larga vida.
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6 RECOMENDACIONES

Se recomienda:

. Generar un proyecto colaborativo y articulado en dénde se unan esfuerzos
entre la academia, el gobierno y la industria para buscar tecnologias emergentes de
esterilizacion como el vapor directo, que logren eliminar las esporas de estos

microorganismos en la leche.

. Realizar estudios genéticos del B. sporothermodurans para identificar posibles
genes que puedan generar patogenicidad a través de los alimentos para confirmar

qgue no afecta la inocuidad alimentaria.

. Analizar en futuros estudios el alimento animal, para conocer los recuentos de
B. sporothermodurans y confirmar su procedencia, como fuente potencial de

contaminacion.
. Continuar reforzando el nivel de capacitacion de productores y operarios en el

empleo de las buenas préacticas en relacion con la tecnologia empleada, durante la

extraccion y distribucion del silaje a las vacas en produccion de leche.
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