UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA
FACULTAD DE AGRONOMIA

ESTUDIO DE LA MICROFLORA PRESENTE EN LECHE Y QUESOS
ARTESANALES

por

Analia CABRERA OLEAURRE

TESIS presentada como uno de
los requisitos para obtener el
titulo de Ingeniero Agrbnomo

MONTEVIDEO
URUGUAY
2019



Tesis aprobada por:

Director:

MSec. Lic. Marcela Joan Gonzéalez Ramos

PhD. MSc. DMTV Stella Maris Reginensi Rivera

Ing Agr. MBA. Carlos José Mattos Dahlquist

Fecha: 6 de setiembre de 2019

Autora:

Analia Cabrera Oleaurre



AGRADECIMIENTOS

El transitar por esta carrera me ha dado, no solo conocimientos y
experiencias, sino aun mas importante para mi, la posibilidad de conocer
personas maravillosas que me han ayudado a crecer como persona, y ver
aspectos de la vida de manera diferente. Sin duda, la lista de agradecimiento es
mucho mas grande que la que pudiera haber imaginado al comenzar esta carrera.

Agradezco a Dios en primer lugar por su guia, fortaleza en los momentos
dificiles y las bendiciones a lo largo de la carrera.

Agradezco a mis padres, Nelson Cabrera y Nilda Oleaurre, por todo el
apoyo y paciencia a lo largo de esta carrera. Nunca hubiera llegado a la meta sin
sSus consejos y empefio en alentarme y acompafnarme. También a mis hermanas
Daiana y Carina, por acompafarme estos afos.

A Ariel, mi esposo, por su apoyo, &nimo y compafiia durante este camino.
Gracias por estar siempre.

A mis tutoras, Marcela y Stella, asi como también a Jorge y Nancy, por
Su apoyo, y tiempo dedicado a guiarme y ensefiarme a realizar este trabajo.

A los productores involucrados en este trabajo por su disposicion y
tiempo.

Alicia y Antonella, amigas y compafieras que hicieron mas facil el vivir
lejos de casa. Son mi familia.

Vale, Sebas, Pepe y Coco, los mejores amigos y compafieros de
estudios. Agradecida de haberlos conocido.

Tia Sixta, por su apoyo y compafia durante el primer afio.
Inés, Eugenia, Rocio, Paula y Magui, Compafieros de cuarto afio.

Evelyn, Mauricio, Laura, VeroOnica, Roxana, Daisy, Conjunto
Adventicanto, no forman parte de la facultad, pero su apoyo, compafiia y animo
recibido por ustedes hicieron mas agradable y facil este camino.



TABLA DE CONTENIDO

Pagina

PAGINA DE APROBACION......ccvtiiiiiiiiieee e I
AGRADECIMIENTOS . . .. e I
LISTA DE CUADROS E ILUSTRACIONES. ... VI
1. INTRODUGCCION ...ttt eeese e snenes 1
1.1 OBJIETIVOS .ottt e e e e e e e e e e eaaans 2
1.1.1 ODJEtIVO GENEIAI ......uuiiiiiiiiiiiiiiiii e 2
1.1.2 ODbjetiVOS €SPECITICOS. .. .ceeeiiiiiiiiiiiiieee et 2

2. REVISION BIBLIOGRAFICA ..ottt 3
2.1 QUESERIA ARTESANAL EN EL URUGUAY ......oovoiviieieceeeeeeeeee e 3
2.2 ELABORACION DE QUESOS.......coiiiiieeecie et 3
2.2.1 QUESO COIONIA....ccei i e 4

2.3 DEFECTO DE HINCHAZON TARDIA EN QUESOS MADURADOS......... 4
2.3.1 Medidas para evitar la hinchazon tardia en el qUESO ...........ccceeeeeennnnes 5
2.3.2 Principales fuentes de contaminacion de Clostridium ............cc.c.c.....e. 8

2.4 CARACTERIZACION DEL GENERO CLOSTRIDIUM .....c..coveevvieeieienen 9
2.4.1 Principales especies de Clostridium spp. en laleche........................ 10

3. MATERIALES Y METODOS .......ociiiiiiieeeeeeeeee ettt 12
3.1 DESCRIPCION DE RECOLECCION DE DATOS .....ccoeoveeveveeeeceecieeeen, 12
B2 MUESTREOQ ... e eaaens 12
3.3 PROCESAMIENTO DE MUESTRAS ... 13
3.3.1 Procesamiento de muestras de [eChe ............cccvvviiieiieiiiiiiiiiieeeeeen 13
3.3.2 Procesamiento de MUEestras de QUESO ..........occuvrrrrrereeeeeniiiiinreneeeeeens 14

3.4 RECUENTOS Y REGISTRO DE DATOS ..ot 14



3.5 PRUEBAS MOLECULARES ... .o oo,
3.5. 1 Aislamiento de ADN .....on e
3.5.2 Analisis de MUILIDIEX-PCR .. ..nieneee e

3.5.3 Identificacion de aislamiento por analisis de la secuencia del

L16S TADN L.

3.5.4 Anélisis de diversidad genotipica por rep-PCR .......ooeeveiiiiiieiiiiniann,
4. RESULTADOS Y DISCUSION ...t
A, RECUENT OS .ottt aeeans

4.1.1 ReCUENIOS BN IBCNE ... e

4.1.2 Recuento de esporulados anaerobios en leche cruda y quesos

elaborados a partir de 1a MISMA ......ovvveeiei et e e eaeenas
4.2 IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS
AISLAMIENTOS DE CIOStridium SPP....ccceeeiiiieiiiiiieeeeeeeeeeeiviiee e e e e eeeeennns

4.2.1 CaracterizaCion geNOtIDICA ... .cuveee e e

4.2.2 Identificacion por MuUltipleX-PCR ...........c.eeviiiieiiiiiieeeeeeee e
5. CONCLUSIONES ... ittt e e e e e e e e e e e e
6. RESUMEN ... e e e e e e s
7. SUMMARY .ottt
8. BIBLIOGRAFIA ...ttt ettt




LISTA DE CUADROS E ILUSTRACIONES

Cuadro No. Pagina

1. Descripcion de recoleccion de datosS..........ceuivieiiiiiiiiie e, 12
2. Esquema de recoleccion de muestras..........covevireiiieiiiiiieieeeieaene 12
3. Identificacién de aislamiento por secuenciacion del gen

LB ADN . it 30

Figura No.

1. Recuentos de UFC/mly esporas/l en leche

por estaciones del afO........ ..o 17
2. Variaciones estacionales de recuentos de UFC/ml

Yy esporas/l €N leChe. ... 21
3. Recuento de esporulados anaerobios en leche cruda y

quesos por productor segun estacion de afio.............ccceviiiiiiiinnn.. 23
4. Recuento de esporas en quesos elaborados a partir

de leche cruda o termizada..........ccooviiiiiiiiii e 26
5. Perfiles de bandas obtenidas con rep-PCR

conelcebador GTGS. ... 28
6. ldentificacion de aislamientos por multiplex-PCR.....................o.l. 29
7. Porcentaje de aislamientos identificados segun especie

en el total de muestras de leche y qQUESO.........cceevviiiiiiiiiiiee, 31
8. Distribucion estacional de los aislamientos de Clostridium spp............. 32

Vi



1. INTRODUCCION

La produccion lechera en Uruguay se realiza en el 5% del territorio
nacional, produciendo leche que alimenta anualmente a 20 millones de personas
(en base a una taza de leche diaria), el equivalente a 7 veces Uruguay (INALE,
2018). Es asi como la lecheria es el sector agropecuario de mayor ingreso de
exportaciones por hectarea, siendo el séptimo pais exportador de leche a nivel
mundial (INALE, 2018).

En el pais hay aproximadamente 3900 productores lecheros, de los
cuales el 73% envia la leche a la industria, mientras que el restante 27% produce
guesos artesanales en el propio establecimiento (INALE, 2018).

Las necesidades de las industrias lacteas se basan principalmente en el
procesamiento de leche de calidad para ofrecer a los consumidores productos
lacteos confiables desde el punto de vista de la calidad y la inocuidad.

Una de las barreras hacia la obtencion de quesos de calidad es la
presencia de alteraciones o defectos de textura y sabor provocados por
fermentaciones no deseadas. En particular, el defecto de “hinchazén tardia” en
quesos, provoca grandes pérdidas econémicas para los productores. Este
defecto se caracteriza por una hinchazén anormal de la masa del queso,
acompafnada de mal olor y sabores desagradables. Este defecto es provocado
por la fermentacion butirica resultante de la presencia de esporas de Clostridium.
Este problema afecta la calidad de quesos semiduros y duros en los cuales el
ambiente anaerobio, logrado por largos periodos de maduracion, permite la
germinacion de las esporas.

Este trabajo busca evaluar el comportamiento estacional de varios
grupos microbianos presentes en leche cruda proveniente de cuatro
establecimientos lecheros dedicados a la produccion artesanal de quesos. Se
realizé un analisis cuantitativo de las distintas poblaciones microbianas, y se
estudié la composiciéon de la poblacion de esporas del género Clostridium
presentes en leche cruda y en los quesos elaborados a partir de la misma. Del
mismo modo se incluyeron como variables la aplicacion o no de un tratamiento
térmico previo de la leche, asi como el efecto de distintos tiempos de maduracion
para los quesos.



1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Objetivo general

Estudio de la dinamica estacional de la microflora presente en leche
cruda y quesos artesanales, con énfasis en la presencia de microorganismos
esporulados anaerobios.

1.1.2. Objetivos especificos

Analizar la microflora presente en leche cruda proveniente de cuatro
gueserias artesanales de la cuenca lechera sur.

Evaluar la dinamica estacional de distintos grupos microbianos presentes
en leche cruda.

Cuantificar y caracterizar la poblacién de microorganismos esporulados
anaerobios en leche cruda y quesos con distintos tiempos de maduracion.

Determinar el efecto del proceso de termizacion de la leche destinada a
la producciébn quesera en la poblacibn de microorganismos esporulados
anaerobios.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. QUESERIA ARTESANAL EN EL URUGUAY

La queseria artesanal en Uruguay se remonta a la segunda mitad del
siglo XIX. Segun la estimacion de la ultima Encuesta Lechera del Instituto
Nacional de la Leche (INALE, 2014), existen 939 establecimientos dedicados a
la queseria artesanal en todo el pais, y el 80 % de ellos se ubican en los
departamentos de Colonia y San José (INALE, 2014). La queseria artesanal
produce y consume cerca del 5,3 % de la produccion total de leche y representa
el 26 % de los establecimientos lecheros del pais (INALE, 2014). Los queseros
artesanales son productores lecheros de pequefia a mediana escala, que poseen
de 10 a 100 vacas y producen entre 100 y 3000 litros de leche diarios. Segun el
Decreto 65/003 del MGAP, se define queso artesanal como: “el queso elaborado
con leche cruda, pasterizada o termizada, producida en el predio,
exclusivamente. Desde el punto de vista tecnolégico, existen dos tipos de
productores en la queseria artesanal uruguaya: los que elaboran cuajada (etapa
inicial) y venden a industrias locales para realizar queso fundido; y los que
elaboran queso artesanal propiamente dicho. Estos ultimos producen un queso
que en la mayoria de los casos no sufre modificaciones hasta llegar al
consumidor final. Los principales quesos artesanales producidos en Uruguay son
el Colonia, Sbrinz (queso grana o semiduro) y Danbo. La mayoria de la
produccion de queso artesanal se vuelca en el mercado interno.

2.2. ELABORACION DE QUESOS

El proceso de elaboracion de queso comienza con la recepcion y
almacenamiento de la leche, la cual puede provenir del mismo establecimiento o
de otros. En las queserias artesanales se utiliza la leche cruda producida en el
mismo establecimiento con o sin tratamiento previo. En algunos casos, previo a
la elaboracion del queso la leche es sometida a un tratamiento térmico, como la
termizacion (62-65°C, 15 segundos) o pasteurizacion (72°C, 15 segundos). Una
vez en la tina quesera se agregan los inéculos bacterianos especificos para cada
tipo de queso, y otros componentes como: acidificadores, cuajo, CaClz, entre
otros. Luego de la adicion de todos los componentes comienza la etapa de
coagulacion. Durante este proceso los componentes sélidos de la leche (cuajada)
se separan de los componentes liquidos (suero de leche). La cuajada es
moldeada y prensada, dejando escurrir el suero hasta obtener el contenido de
humedad deseado. Posteriormente se produce el salado por inmersion en
salmuera, la cual varia en su concentracion de sal dependiendo del tipo de queso
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a elaborar, esta etapa contribuye a ralentizar la produccién de &cido l4ctico,
realza el aromay contribuye a la preservacion del queso. Es comun en esta fase
anadir otros ingredientes como colorantes, hierbas o especias. Finalmente se da
lugar al proceso de maduracién. Durante este proceso los quesos se guardan en
camaras de maduracion donde se controla la humedad y temperatura, factores
gue influyen en desarrollo de algunos microorganismos, determinando su textura,
sabor, aroma y consistencia. El tiempo de maduracién puede variar segun el tipo
de queso desde unos dias hasta meses.

2.2.1. Queso Colonia

Se trata de un queso de pasta semidura, donde la materia prima es la
leche entera de vaca, recién ordefiada, pudiendo ser cruda, termizada, o
pasteurizada. La masa se distingue por presentar ojos esféricos y brillantes de 6
a 8 mm de diametro, los que se encuentran distribuidos uniformemente, de
consistencia firme y elastica, con sabor y aroma suave. Este queso debe ser
madurado por un periodo de 20 a 30 dias aproximadamente (Borbonet 2001,
Cozzano y Delgado 2003). En general, los productores de queso artesanal de
hoy en dia tienen como principal fuente de ingresos a este queso, que, como se
reconoce internacionalmente, es originario de Uruguay (Borbonet, 2001).

2.3. DEFECTO DE HINCHAZON TARDIA EN QUESOS MADURADOS

En la elaboracion de quesos se producen dos tipos de alteraciones o
defectos de textura, provocado por fermentaciones no deseadas, conocidas
como hinchazén tempranay tardia del queso. La hinchazén temprana, que ocurre
al principio de la maduracion, se debe fundamentalmente a la proliferacion de
bacterias coliformes y levaduras. Los quesos presentan ojos de pequefio
diametro, de cavidad lisa y brillante (Schobitz et al., 2005).

El defecto de la hinchazon tardia se manifiesta después de semanas o
meses de maduracién en los quesos de pasta semidura. Se caracteriza por una
hinchazén anormal, cavernosa y con mal olor, acompafiada de sabores
desagradables. Los microorganismos responsables son bacterias esporuladas
anaerobias pertenecientes al género Clostridium. Estos microorganismos
fermentan el acido lactico presente en el queso, con produccién de &cido butirico,
diéxido de carbono e hidrogeno (Su e Ingham, 2000). Estos gases ocupan
espacios dentro del queso generando "ojos" de forma irregular y tamaiio variable,
aunque normalmente mayores que los producidos por las bacterias coliformes en
la hinchazdén temprana.



Doyle et al. (2015) mencionan que este defecto, ademas de ser una
preocupacion en productos realizados a partir de leche cruda, tales como quesos
artesanales, la estabilidad de las esporas frente al calor puede ocasionar
problemas, incluso cuando la leche ha sido expuesta a tratamientos térmicos
como la termizacion o la pasteurizacion. De hecho, los tratamientos térmicos
suaves, como la termizacion, pueden activar la germinacion de las esporas y
promover la fermentacion butirica. El defecto de hinchazén tardia es uno de los
defectos mas graves y econOmicamente importantes en quesos duros y
semiduros. Clostridium tyrobutyricum es la especie mas frecuentemente
aislada en quesos con hinchazén tardia, aunque esporas pertenecientes a otras
especies, particularmente C. sporogenes, C. beijerinckii, C. butyricum, C.
bifermentans, C. perfringens y C. tertium, también han sido aisladas de quesos y
leche cruda (Le Bourhis et al. 2007, Feligini et al. 2014, Reindl et al. 2014).

2.3.1. Medidas para evitar la hinchazén tardia en el queso

La hinchazén tardia aparece durante el periodo de maduracion de los
guesos, manifestandose por una hinchazén que, en los casos mas graves, puede
ocasionar la ruptura de los quesos. Este fendbmeno se puede producir dias,
semanas e incluso meses después de la elaboracion. Generalmente, su
deteccion tardia impide tomar medidas correctoras para paliar sus efectos en los
lotes posteriores, de tal forma que cuando se descubre la hinchazén en un lote,
posiblemente estén también afectados y sin posibilidad de recuperacion los
siguientes.

Para evitar la aparicion de este defecto en los quesos se puede actuar a
dos niveles: preventivo, con medidas a tomar en los establecimientos lecheros
para minimizar la carga de esporas en la leche cruda, y paliativo, en las queserias
evitando la germinacion de las esporas en el queso.

Julien et al. (2008) identificaron la presencia de Clostridium en diversos
componentes de la cadena de produccion de leche, y C. tyrobutyricum se
encontré constantemente en la leche cruda y en todos los ambientes del tambo.
Las fuentes de contaminacién mas comunes en el tambo son el suelo, el ensilaje
y otros alimentos, y las heces del animal, que se transfieren a la leche cruda por
contaminacion externa de la ubre durante el ordefio. De hecho, el ensilaje de
mala calidad ha sido identificado como la principal fuente externa de
contaminacion de leche cruda por esporas de Clostridium (Vissers et al. 2006,
2007a, Julien et al. 2008). Cuando las vacas lecheras son alimentadas con
ensilaje, las esporas se concentran en el tracto gastrointestinal del animal y
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pueden contaminar la leche durante el proceso de ordefio, especialmente cuando
las practicas de higiene y ordefio son inadecuadas (Vissers et al., 2007b).

La mejor forma de evitar 0 minimizar la cantidad de esporas de
Clostridium presentes en la leche cruda es prevenirla en su lugar de origen, el
tambo. Para ello es necesario contar con buenas practicas ordefio y
mantenimiento de estrictas condiciones de higiene. Algunos de los factores a
tener en cuenta a nivel de tambo son: contar con ensilajes de buena calidad,
mantener la higiene de los animales, instalaciones, utensilios y equipo de ordefio,
asi como la implementacion de una correcta rutina de ordefio.

En general, el crecimiento de Clostidium spp. en los quesos depende de
las concentraciones de acido lactico, sal, pH, contenido de humedad,
temperatura y tiempo de maduracion, asi como también de la presencia de otros
microorganismos en la leche y el queso (Brandle et al., 2016).

Las medidas paliativas se aplican fundamentalmente a nivel de queseria,
e involucran varias medidas tecnoldgicas para evitar o disminuir el efecto de
hinchazén tardia en el queso. Se pueden clasificar en tratamientos quimicos o
mecanicos previos de la leche, para eliminar o inhibir la germinacién de esporas.
A nivel industrial, tratamientos mecanicos como la microfiltracion y la
bactofugacién, se utilizan como estrategias para remover las esporas presentes
en la leche. La microfiltracién consiste en hacer pasar la fraccion no grasa de la
leche a través de una membrana (0.8—1.8 um de tamano de poro) a través de la
cual son permeables las proteinas, los azlcares, las sales minerales y los
glébulos de grasa pequefios. En la membrana quedan retenidas al menos el
99,5% de las esporas y bacterias presentes en la leche (Gésan-Guiziou, 2010).
Este método es utilizado en leche descremada, debido a que ademas de las
bacterias, los globulos grasos de mayor tamafio, también son retenidos por el
filtro (Avila et al., 2014). La bactofugaciéon es un método de eliminacion fisica de
esporas mediante una centrifugacion controlada de la leche (7.000-9.000 rpm),
basada en que las esporas poseen una mayor densidad respecto a la forma
vegetativa (Guinee y O"Callaghan, 2010). Segun Gésan-Guiziou (2010), por este
método, y dependiendo de la concentracién inicial, se logra eliminar un 98.7% de
las esporas anaerobias presentes originalmente en la leche. A su vez, Su e
Ingham (2000) estudiaron el grado de reduccién de esporas por centrifugacion
discontinua y observaron que la reduccion de esporas de C. tyrobutyricum, C.
sporogenes y C. beijerinckii es mas dificil que las de C. butyricum, debido a que
este presenta un tamafio de espora mas pequefio.

La adicion de nitrato a la leche es un tratamiento quimico utilizado para
la inhibicion de la germinacion de esporas. Es una medida muy utilizada, debido
a que es barato, seguro y simple (Dusterho6ft y Van der Berg, 2007). La inhibicién
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ocurre durante el proceso de maduracién, cuando bacterias reductoras de nitrato
como lactobacilos y coliformes, reducen el nitrato a nitrito, el cual actia como
inhibidor de la germinacion de esporas. La enzima xantina oxidasa, presente en
la leche en pequefias concentraciones, también es esencial para la efectiva
reduccion del nitrato a nitrito. Los tratamientos térmicos superiores a 80 °C/10
segundos inactivan la enzima, que permanece intacta a temperaturas de
pasterizacion (72-74 °C/20 segundos). El agregado de xantina oxidasa junto con
el nitrato mejorara la efectividad. La presencia de nitrato en el queso puede
inducir la formacion de compuestos N-nitrosados o nitrosaminas, catalogados
como sustancias potencialmente cancerigenas. Por esta razon, el uso del nitrato
en la fabricacién de queso esta regulado por las reglamentaciones vigentes en
cada pais, estando prohibido su uso como aditivo en muchos paises. Este
método presenta también la desventaja de la capacidad de inhibicién del nitrito
sobre el crecimiento de las bacterias productoras de acido propiénico, deseadas
y responsables de la formacién de ojos y sabores caracteristicos en los quesos
tipo suizos (Beresford et al., 2001).

El uso de lisozima es una alternativa, aunque mas costosa que la
bactofugacién y menos eficaz que el nitrato. Se utiliza para prevenir el crecimiento
bacteriano. Esta enzima hidroliza el peptidoglicano constituyente de la pared
celular tanto de bacterias Gram positivas como negativas. La incorporaciéon de
lisozima puede ser adecuada cuando el nUmero de esporas en la leche es bajo
(<500 esporas/L). Sin embargo, en los casos con un mayor numero de esporas/L
no es recomendable su uso ya que la susceptibilidad a la lisozima es variable, e
incluso en algunos casos puede pueden activar el proceso de germinacion de
esporas de C. tyrobutyricum (Bassi et al., 2015). Hay que tener en cuenta que la
lisozima no inhibe la germinacién de esporas sino el crecimiento de las formas
vegetativas que emergen de ellas durante la maduracién del queso.

Una estrategia biotecnolégica para la inhibicion de esporas de
Clostridium es el uso de bacteriocinas. Estas son compuestos antimicrobianos de
naturaleza proteica producidos por varios microorganismos, entre ellos las
bacterias acido lacticas. La nisina, es la Unica bacteriocina aprobada oficialmente
para el uso en la produccion de alimentos (De Arrauz et al., 2009). El uso de
bacteriocinas se puede abordar de dos formas, por la adicion directa de la
bacteriocina previamente purificada, o por la incorporacion del microorganismo
gue la produce. Varias especies de bacterias acido lactica han sido descritas
como productoras de bacteriocinas como Lactobacillus gasseri, Lactobacillus
casei, Lactobacillus plantarum, Lactococcus lactis y Steptococcus termophilus
(Mathot et al. 2003, Matijasic et al. 2007, Martinez-Cuesta et al. 2009,
Christiansen et al. 2010). Sin embargo, su utilizacion en la elaboracién de quesos
presenta algunas desventajas ya que potencialmente pueden inhibir, no solo a



los microorganismos no deseados, sino también a los cultivos iniciadores
(Matijasic et al., 2007).

Varias de estas especies productoras de bacteriocinas son
conocidas como cultivos adjuntos o bacterias acido lacticas no iniciadoras
(NSLAB). Estas bacterias forman parte de la microflora nativa de la leche. Son
en su mayoria, lactobacilos heterofermentativos facultativos mesofilos (L. casei,
L. paracasei, L. rhamnosus, L. pentosus y L. curvatus), seguidos en orden de
predominancia por lactobacilos heterofermentativos obligados (L. fermentum, L.
brevis, L. buchneri, L. parabuchneri y L. farciminis) entre otros (Sheehan 2013,
Reginensi et al. 2016). Durante las etapas iniciales del proceso de elaboracion
guesera las NSLAB tiene bajo desarrollo ya que los cultivos iniciadores (SLAB)
son altamente competitivos y sintetizan compuestos antagonistas que previenen
o reducen el crecimiento de las NSLAB. Estas bacterias soportan los tratamientos
térmicos y el ambiente estresante desarrollado durante la elaboracion quesera
permaneciendo en la cuajada. Sin embargo, en los primeros 10 a 20 dias de
maduracion la elevada adaptacion de las NSLAB a las condiciones hostiles del
gueso les permite proliferar, manteniendo un crecimiento sostenido durante los
tres primeros meses y convertirse en la microflora dominante en el queso. Debido
a esto, la presencia de cepas NSLAB anticlostridiales en la leche y el queso, es
importante para prevenir el crecimiento de Clostridium spp. durante la etapa de
maduracién (Christiansen et al. 2005, Tama et al. 2008).

Brandle (2016) comenta otras medidas tecnolégicas como métodos
alternativos al control de Clostridium, pero con resultados insatisfactorios con
respecto a la calidad de los quesos. Ellos son: premaduracién en frio,
calentamiento UHT, introduccién de sal directamente en la cuajada de queso, uso
de peréxido de hidrogeno, uso de extractos de plantas aromaticas, y aplicacion
de bacteriofagos de C. tyrobutyricum.

2.3.2. Principales fuentes de contaminacion de Clostridium

La contaminacién de la leche con esporas de Clostridium abarca varias
fases formando un ciclo de contaminacion suelo-forraje-animal-leche. En algunas
de ellas los clostridios se encuentran predominantemente en forma esporulada y
en otras en forma vegetativa.

La alimentacién del ganado lechero en Uruguay en general esta
compuesta por un 60% de suplementos energéticos, mayormente grano himedo
de sorgo y maiz, en un 71% y 29 % respectivamente. Las reservas forrajeras
usadas mayormente provienen de cultivos de verano (70%), y el resto de
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pasturas y verdeos de invierno. Dentro de los silos de planta entera de cultivos
de verano mayormente son de sorgo y maiz en un 61% y 37% respectivamente
(INALE, 2018).

La intensificacion de la produccion lechera genera mayor uso de algunos
recursos forrajeros como el ensilaje. Siendo este alimento ofrecido en raciones
mixtas, el que méas contribuye a la contaminacion de la leche con bacterias
formadoras de esporas (Clostridios y Bacillus, Thomas et al., 2012).

En los ultimos afios, los sistemas de pastoreo durante todo el afio en
Uruguay han sufrido este proceso acelerado de intensificaciéon (Chilibroste,
2015), con importantes cambios en la alimentacion del ensilado. Los productores
de leche se vieron obligados a complementar las dietas con estos alimentos
durante el invierno y el verano, donde se produce una menor oferta de forraje.

Las esporas estan naturalmente presentes en el suelo, contaminando a
los cultivos verdes durante su crecimiento, desarrollo y/o cosecha. Las practicas
utilizadas para conservar forrajes como el ensilaje, u otros alimentos como el
heno, pueden llevar a que estos alimentos sean una fuente de contaminacion de
bacterias productoras de acido butirico (Vissers et al., 2006). Posteriormente,
durante la utilizacion del silo, la difusion de aire dentro del mismo permite el
crecimiento de hongosy levaduras, los cuales metabolizan el &cido lactico y como
consecuencia el pH incrementa, creando de esta manera las condiciones
favorables para el crecimiento de clostridios (Driehuis y Giffel, 2005).

Las heces son consideradas la principal via de contaminacion hacia la
leche (Thomas et al., 2012), encontrandose mayores concentraciones de esporas
en las heces cuando se alimenta al ganado con ensilajes de mala calidad
(Schobitz et al., 2005). Cuando la fraccién de ensilaje en la racion supera el 50%,
los riesgos de contaminacién son mayores incrementando el recuento de esporas
en leche (Vissers et al., 2006).

2.4. CARACTERIZACION DEL GENERO CLOSTRIDIUM

Las bacterias del género Clostidium son bastones, Gram positivos,
anaerobias estrictas (Pahlow et al., 2003), pertenecientes al filum Firmicutes. Los
miembros de este grupo forman endosporas cuando estan sujetas a condiciones
adversas tales como limitaciones de nutrientes, presion osmatica, o desviaciones
extremas de temperatura y pH. Estas esporas facilitan la supervivencia y son
resistentes a productos quimicos, cambios de pH, calor, chogue osmético y luz
ultravioleta. Cuando las condiciones son adecuadas para el crecimiento, las
esporas pueden germinar a células vegetativas (Doyle et al., 2015). El rango



promedio de temperatura de crecimiento para los Clostridium en su mayoria es
de entre 37 a 45°C.

Las especies pertenecientes a este género se encuentran comunmente
en el entorno lechero y son ubicuos en el ambiente del tambo, estan presentes
en el suelo, y en el tracto gastrointestinal de los mamiferos (Doyle et al., 2015).
Entre las especies que comprenden este género se encuentran algunas con
importancia tanto por su potencial patogénico como de deterioro. Los mas
conocidos como patégenos humanos, son el Clostridium perfringens, Clostridium
tetanti, causante de tétanos, y Clostridium botulinum causante de botulismo
(Doyle et al., 2015).

Este género obtiene su energia de la fermentacién de compuestos
organicos. En base a esta caracteristica, Pahlow et al. (2003) describen tres
grupos fenotipicamente relevantes. El grupo 1, Clostridium proteoliticos, que
comprende a C. sporogenes y C bifermentans los cuales a poseen capacidad
limitada para fermentar carbohidratos y tienen preferencia por la utilizacion de
aminoécidos. En el grupo 2 comprende las especies sacaroliticas con nula o
escasa actividad proteolitica, entre las que se encuentra C.butyricum, C.
beijerinckii y C.acetobutyricum. El grupo 3 esta integrado por C. tyrobutyricum,
caracterizado por su capacidad de fermentar un nimero limitado de azucares y
fermenta preferentemente acidos organicos como el acido lactico.

Las especies pertenecientes a los grupos 1 y 2 son capaces de crecer a
un pH superior a 5, mientras que los integrantes del grupo 3 pueden crecer en
presencia de valores de pH més bajos, pero raramente se desarrollan a un pH
inferior a 4.5 (Pahlow et al., 2003).

2.4.1. Principales especies de Clostridium spp. en la leche

Las especies de Clostridium productoras de acido butirico pertenecen a
un grupo muy heterogéneo. Brandle (2016) comenta que, debido a su diversidad
fisiolégica y genética, taxondbmicamente este género ha sido modificado y
reorganizado varias veces a lo largo de los afios y que no todas las 208 especies
descriptas actualmente presentan las mismas caracteristicas que la especie tipo,
Clostridium butyricum (Wiegel et al. 2006, Rainey et al. 2009), conocida de esta
manera por ser la primera en ser descubierta y clasificada por Pasteur (Durre,
2001).

Clostridium tyrobutyricum es la especie aislada con mas frecuencia en
guesos con hinchazén tardia, aunque esporas de otros clostridios,
particularmente C. sporogenes, C. beijerinckii, C. butyricum, C. bifermentans, C.
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perfringens y C. tertium, también son encontradas en quesos artesanales y
procesados asi como en leche cruda (Le Bourhis et al. 2007, Feligini et al. 2014,
Reindl et al. 2014), pero en general estos Ultimos se consideran como
potenciadores del defecto mas que causantes del mismo (Klijn et al. 1995, Le
Bourhis et al. 2007)

Bermudez et al. (2016) realizaron un relevamiento de la ocurrencia
estacional de esporas de Clostridium en cinco plantas lacteas de Uruguay, en
donde se determiné que C. tyrobutyricum fue la especie aislada con mayor
frecuencia (50 a 58.3% de los aislamientos de muestras de leche y crema), con
aumentos de la frecuencia de aislamientos en los meses de invierno y verano. C.
sporogenes fue la segunda especie aislada con mayor frecuencia (16.7-21.1%
del total de aislamientos de muestras) con una distribucion méas uniforme durante
los meses de muestreo. También se encontré a C. beijerinckii y C. butyricum, con
una prevalencia mas baja (7.9 a 13.2%). Ademas, se identificaron varias especies
aisladas en menor frecuencia, como C. bifermentans, C. acetobutylicum, C.
xylanolyticum y C. aminovalericum. En cuanto a la ocurrencia estacional de las
principales especies de Clostridium informada por Bermudez et al. (2016), estos
resultados difieren de los encontrados por Feligini et al. (2014) que reportan a C.
sporogenes como la especie mas frecuente en invierno y C. tyrobutyricum la
especie predominante en invierno y primavera.

Bermudez et al. (2016) encontraron que los recuentos de esporas en
muestras de leche fueron mayores durante el invierno y verano, periodo durante
el cual se les suministra a las vacas lecheras mayor cantidad de ensilaje en la
dieta total. A su vez se observé que la pasteurizacion, la estandarizacion o la
adicién de lisozima en este caso no redujeron significativamente la poblacion de
clostridios durante el procesamiento.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. DESCRIPCION DE RECOLECCION DE DATOS

Para llevar a cabo este trabajo se escogieron 4 tambos que cuentan con
gueseria artesanal, localizados al este del departamento de Colonia. Dos de los
tambos seleccionados realizan termizacién (60°C, 15 minutos) de la leche previo
a la elaboracion de quesos, y los otros dos elaboran los mismos con leche cruda.

Cuadro No. 1. Caracterizacion de establecimientos muestreados

Productor Tratamiento No. de vacas en Raza
térmico ordefie promedio
A Si 200 Holando
B No 140 Holando
C No 240 Holando
D Si 67 Holando

3.2. MUESTREO

Se recolectaron muestras de leche en cuatro oportunidades a lo largo del
afio haciendo referencia a las cuatro estaciones del afio: mayo (otofio), julio
(invierno), setiembre (primavera), diciembre (verano). Se muestrearon 2 quesos
por tambo, elaborados a partir de la leche previamente colectada, con 20 dias y
dos meses de maduracion.

Cuadro No. 2. Esquema de recolecciéon de muestras

Mayo Junio Julio Agosto | Setiembre | Octubre | Noviembre |Diciembre| Enero
Leche 1|Queso 1 |Queso1l|{Queso2 | Queso2 | Queso3| Queso3 Leche 4 | Queso 4
20 dias |2 meses| 20dias | 2meses | 20dias | 2 meses 2 meses
Leche 2 Leche 3 Queso 4
20 dias

Las muestras de leche se recolectaron en frascos estériles y se
mantuvieron bajo refrigeracion hasta su procesamiento en el laboratorio de la
Unidad de Tecnologia de los Alimentos, Facultad de Agronomia. Para los quesos
se obtuvo la horma entera, preparados en moldes especiales provistos a los
productores.
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3.3. PROCESAMIENTO DE MUESTRAS

3.3.1. Procesamiento de muestras de leche

Primeramente, se realizé la homogenizacién de las muestras por medio
de tratamiento térmico en un bafio de agua a 40°C, 20 minutos y agitando cada
recipiente de muestreo. Posteriormente se realizo la siembra en superficie en
distintos medios de cultivo a partir de 4 diluciones decimales seriadas de la
muestra. Para la dilucion se utilizé solucion salina fisiologica (NaCl 0.85%). Los
medios de cultivo utilizados para los distintos grupos microbianos fueron los
siguientes:

o PCA + caseina (Plate count agar + 1% caseina), recuento
mesofilos totales

. AEM (Agar extracto malta), recuento hongos y levaduras

. ASM (Agar sales manitol), recuento halotolerantes
(Staphylococcus spp.)

o Petrifilm, recuento de enterobacterias

Las placas de PCA + caseina, ASM y Petrifilm se incubaron a 37° C por
24-48 hs, mientras que las de AEM se incubaron a 28°C durante 5-7 dias, y una
vez finalizado el tiempo de incubacion se realizé el recuento de las colonias.

La determinacion de esporulados anaerobios, se realizé en tubos por
medio del método de NMP (nimero mas probable). Los mismos conteniendo 9
ml de RCM (Reinforced Clostridium Medium) como medio de cultivo. Luego de
sembradas las diluciones correspondientes, se les coloco un tapon de parafina-
vaselina. Previo a la incubacion los tubos fueron tratados térmicamente a 80°C
durante 10 minutos en bafio Maria para eliminar las formas vegetativas y activar
esporas. Los tubos se incubaron durante 7 dias a 37°C. Se contabilizaron como
positivos los tubos en los cuales se constato produccion de gas en presencia de
anaerobiosis por medio de la separacion visible del tapon de parafina-vaselina
del medio de cultivo. Para el aislamiento de Clostridium spp. los tubos positivos
se sembraron en placas de medio selectivo (RCA + rojo neutro + D-cicloserina)
en condiciones de anaerobiosis utilizando el sistema AnaeroGen (Oxoid) durante
48-72 hs.

Se seleccionaron las colonias presuntivamente pertenecientes al género
Clostridium para su identificacion por técnicas molecular y estudio de su
variabilidad genética. Mediante tincion de Gram se realizé la caracterizacion
fenotipica de las colonias seleccionadas. Los aislamientos de Clostridium spp.
fueron preservados en medio crioscopico (15% v/v glicerol).
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3.3.2. Procesamiento de muestras de queso

El andlisis microbiolégico de los quesos se centré Unicamete en el
recuento de esporulados anaerobios. En las muestras de queso se utilizaron 10
gramos que fueron homogenizados en 90 ml de una solucion de citrato de sodio
al 2% en Stomacher®400 Circulator (Seward Ltd., UK). Para el recuento de
esporulados anaerobios se utilizd el método NMP en tubos de RCM. Se
realizaron diluciones seriadas decimales en la misma solucién de citrato de sodio
y se inocularon los tubos de RCM con el tapdn de parafina-vaselina. Los tubos
fueron tratados térmicamente e incubados en las mismas condiciones descritas
anteriormente. Del mismo modo se procedid al aislamiento de colonias de
Clostridium spp. a partir de los tubos positivos. Los aislamientos de Clostridium
spp. fueron preservados en medio crioscopico.

3.4. RECUENTOS Y REGISTRO DE DATOS

Una vez cumplido el periodo correspondiente a la incubacion se procedio
al recuento de bacterias viables (UFC/ml), y al recuento del NMP en el caso de
los esporulados anaerobios (UFC/ml o UFC/g). Los recuentros de registraron en
planillas electronicas para posterior analisis.

3.5. PRUEBAS MOLECULARES

Para la identificacion y estudio de la diversidad genotipica de los
aislamientos de Clostridium spp. se utilizaron distintas técnicas de biologia
molecular. Para la asignacion de especie se realiz6 un multiplex-PCR, y aquellos
aislamientos que no pudieron ser identificados por esta técnica se identificaron
por secuenciacion del gen 16S rADN. Para observar la diversidad genotipica se
utilizé una técnica de fingerprinting con el cebador GTG5.

3.5.1. Aislamiento de ADN

Los aislamientos seleccionados como presuntos Clostridium spp.
provenientes de las muestras de leche y queso, se cultivaron en viales con medio
RCM saturados con CO:zy se incubaron por 48 horas. Los cultivos crecidos se
centrifugaran a 10.000 rpm durante 5 minutos y los paquetes celulares se
resuspenden en 200uL de buffer TE (Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8). El ADN
genomico se aislo del paquete celular con un kit comercial de purificacion de ADN

14



(GeneJet Genomic DNA purification kit, Thermo Scientific). La presencia de ADN
se confirmé por electroforesis en gel de agarosa al 1 %.

3.5.2. Andlisis de multiplex-PCR

Cremonesi et al. (2012) disefiaron un ensayo de multiplex-PCR utilizando
cuatro pares de cebadores especificos para las especies de C. beijerinckii, C.
butyricum, C. sporogenes y C. tyrobutyricum, para los genes nifH, hydA, colA'y
enr, respectivamente. Cada producto de amplificaciéon tiene un tamafo
determinado que permite su visualizacidon en geles de agarosa. Utilizando como
molde el ADN de los aislamientos de Clostridum seleccionados, se realizaron las
reacciones de PCR en un volumen de 50ul con los cebadores y de acuerdo a las
condiciones previamente descritas (Cremonesi et al., 2012). Los productos de
PCR amplificados se distinguieron por electroforesis en gel de agarosa al 3%.

3.5.3. Identificacion de aislamiento por analisis de la secuencia del gen 16S
rADN

Los aislamientos que no se pudieron identificar a nivel de especie por el
ensayo de multiplex-PCR, se identificaron por analisis de secuencia del gen 16S
rADN. Se realizaron 25ul de reaccion conteniendo 1X Thermo buffer (Fermentas,
USA), 2.5 mM de MgClz, 200 yM de cada dNTP (Fermentas, USA), 1U Taq
polymerase (Fermentas, USA), 0.2 mM de cada cebador (fD1 and rD1) y 20 ng
ADN molde. Los cebadores fD1y rD1 se usaron para amplificar un fragmento de
1540 bp del gen 16S rADN (Weisburg et al.,, 1991). Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacién de 94 °C por 7 min, seguido
de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 56 °C por 1 min 'y 72°C por 1 min y una extension
final de 72°C por 10 min, Todos los experimentos incluyeron un control negativo
sin ADN molde. Los amplicones fueron purificados y secuenciados por Macrogen
Sequencing Service, Korea, usando un secuenciador capilar ABI PRISM 3730XL
(Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) utilizando el cebador fD1. Las
secuencias de ADN obtenidas fueron comparadas con las depositadas en la base
de datos NCBI BLAST database (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para la
identificacion de aislamientos basados en la similitud de secuencia.
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3.5.4. Andlisis de diversidad genotipica por rep-PCR

La diversidad genotipica de los aislamientos se evalué por rep-PCR
utilizando el cebador GTG5 (Gevers et al., 2001). El analisis se realiz6 en mezclas
de reaccion de 25 pl. conteniendo 1 x Taq Buffer, 1,5 mM MgCl2, 200 uM de cada
dNTP, 1 U de Taq polimerasa, 2 upM (GTG) 5 cebador (5-
GTGGTGGTGGTGGTG-3’) y 20 ng de ADN molde. Las condiciones de
amplificacion fueron las siguientes: desnaturalizacion de 94 °C por 7 min, seguido
de 35 ciclos de 94 °C por 1 min, 46 °C por 1 min y 72°C por 1 min y una extension
final de 72°C por 10 min, Todos los experimentos incluyeron un control negativo
sin ADN molde. Los productos de PCR se visualizaron por electroforesis en geles
de agarosa al 1,5%.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RECUENTOS

4.1.1. Recuentos en leche

En la Figura No. 1 se muestran los valores de recuento obtenidos para
los distintos grupos microbianos en los distintos momentos de muestreo para
cada productor. Dentro de cada grupo microbiano los recuentos en leche fueron
muy variables entre productores en todas las estaciones.

Figura No. 1. Recuentos de UFC/ml y esporas/| en leche por estaciones del afio
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a b.c.d para cada grupo microbiano las barras con igual letra no presentan diferencias
significativas (P>0.05).

En otofio los recuentos fueron muy similares entre productores para
cada grupo, si bien ser observan algunas diferencias significativas puntales. El
Productor B presentd recuentos de Staphylococcus spp. menores que los otros
productores, mientras que el Productor A presentd los recuentos mas altos de
bacterias mesodfilas y enterobacterias. No se observaron diferencias significativas
en el recuento de otofio Clostridium spp. de los cuatro productores. Para hongos
y levaduras no se obtuvieron valores de recuento ya que las placas presentaron
colonias invasoras, no pudiéndose detectar colonias aisladas.

En invierno se destaca el Productor C, que presenta valores de
recuento de hongos y levaduras y mesdfilos totales significativamente mas altos
gue el resto de los productores. Para el resto de los grupos microbianos, también
se observaron algunas diferencias significativas. Los recuentos de
enterobacterias observados en las muestras del Productor A fueron los mas altos
con una diferencia de 2 Log con respecto a los otros productores. En esta
estacién se observaron diferencias significativas en el recuento de esporas de
Clostridium entre los diferentes productores, aunque cuantitativamente no fueron
importantes.

Para la estacion de primavera no se observan grandes diferencias
en los recuentos de los distintos grupos microbianos entre productores. Las
muestras del Productor A presentaron los valores mas altos de recuento de
enterobacterias. En cuanto al recuento de esporas de Clostridium, si bien se
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observaron diferencias estadisticamente significativas, todos los valores fueron
en el entorno de 3 Log.

En este trabajo las muestras del mes de diciembre (verano) fueron las
gue mostraron mayor variabilidad en los recuentos. Se destaca un aumento en
los mismos, especialmente en hongos y levaduras en los productores Ay C
presentando valores de hasta 7 Log. Para todos los grupos microbianos, las
muestras del Productor A fueron las que presentaron los valores mas altos.

Con el propésito de evaluar el efecto de la época del afio en el recuento
de los distintos grupos microbianos, se promediaron los recuentos obtenidos para
cada productor en las distintas fechas de muestreo. Se debe tener en cuenta que
las muestras fueron recolectadas el mismo dia y los productores se encuentran
geograficamente cerca, por lo que se puede considerar que las variaciones de
las condiciones ambientales afectaron de igual manera a todos los productores.

Los muestreos estacionales de cada grupo microbiano no presentaron
diferencias significativas, sin embargo, en el recuento de hongos y levaduras se
observé una tendencia al aumento en verano (P=0.069, Figura No. 2). Se observé
ademas una mayor variacion entre las muestras de leche en las estaciones de
invierno y verano. El manejo de la rutina de ordefie propia de cada
establecimiento puede ser considerada como la causa de estas pequeiias
variaciones.

Los valores de recuento de mesdfilos totales en el muestreo de verano
se ubicaron en promedio por encima de 100.000 UFC/ml, estando asi por encima
del limite definido por el decreto 3590/16.

La estacién de otofio presenta menor variacion entre las muestras de los
productores para todos los grupos microbianos (barras de error mas chicas).
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Figura No. 2. Variaciones estacionales de recuentos de UFC/ml y esporas/l en leche
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Los recuentos de Clostridium spp. fueron constantes entre los
distintos muestreos. No se observaron diferencias significativas para las distintas
estaciones (P=0.989). Estos resultados difieren de lo anteriormente observado
por Bermudez et al. (2016), que encontraron mayores valores de recuento de
esporas de Clostridium en leche cruda durante los meses de invierno y verano,
con respecto a otofio y primavera. Se debe resaltar que los resultados obtenidos
en el presente trabajo abarcan un nimero de muestras limitado y un solo afio de
muestreo, por lo que no seria suficiente para afirmar relaciones de
estacionalidad.

4.1.2. Recuento de esporulados anaerobios en leche cruda y los guesos
elaborados a partir de la misma

En la Figura No. 3 se muestran los recuentos de esporulados anaerobios
presentes en leche cruda y en el queso elaborado a partir de la misma. Se
analizaron los quesos a los 20 dias y 2 meses de maduracion. Los recuentos
obtenidos en las muestras de leche cruda se encontraron en el rango 3,02x10%y
1,51x10%esporasl/L.

En la mayoria de los casos las esporas presentes en la leche
permanecieron en los quesos elaborados a partir de la misma, con excepcién de
tres casos en los que los recuentos de esporas anaerobias en quesos se ubicaron
por debajo del limite de deteccion de la técnica del NMP para las muestras de
queso (<3Log esporas/L).
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Figura No. 3. Recuento de esporulados anaerobios en leche cruda y quesos por

productor segun estacion del afio
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En los procesos de elaboracion de quesos donde se observo
transferencia y proliferacion de las esporas presentes en la leche a los quesos,
se pueden distinguir tres situaciones. En la primera situacion se observé que las
esporas presentes en leche se mantenian en los quesos con distintos tiempos de
maduracion (ejemplo, Figura No. 3, Productor A primavera). Este fue el caso en
6 de los 16 procesos de elaboracion muestreados. Esta situacion es esperable
debido a que las esporas presentes en la leche son capaces de soportar el
tratamiento térmico aplicado (en caso de existir), encontrando en los quesos
nichos anaerobios ideales para su activacion y proliferacion. Podria esperarse
gue cuanto mayor sea el tiempo de maduracion, la cantidad de esporas
anaerobias aumentara, como se observd en el muestreo de primavera del
Productor A (Figura No. 3). Pero también es cierto que con el transcurso de la
maduracion la flora bacteriana cambia, aumentando la poblacion de NSLAB
capaces de controlar la proliferacién de Clostridium spp. Las NSLAB presentes
en el queso pueden tener un efecto bacteriostatico (Figura No. 3, Productor D,
invierno y primavera) y/o bactericida (Figura No. 3, Productor A, otofio).

En la segunda situacion, observada en el Productor A en invierno y
verano, el B en verano y el D en otofio (4/16 de los procesos de elaboracion
muestreados), se detectaron esporas en el queso de 20 dias, pero no en el de
dos meses de maduracion (Figura No. 3). Es posible que la poblacion NSLAB de
estos quesos haya sido capaz de lograr un mayor efecto inhibitorio en la
poblacién de esporas, llevando la cantidad de esporas a niveles por debajo del
limite de deteccion de la técnica en los quesos de dos meses.

La tercera situacibn comprende tres casos en los que no se observo
recuento de esporas en los quesos de 20 dias de maduracion, pero si en los de
2 meses (ejemplo, Productor C otofio y primavera, Figura No. 3). Una de las
condiciones necesarias para el desarrollo de Clostridium en los quesos es la
presencia de nichos con bajo contenido de oxigeno. Cuanto mayor sea el tiempo
de maduracién del queso, menor va a ser el contenido de oxigeno en la masa.
Esto podria explicar la ocurrencia de un mayor numero de esporas en los quesos
con 2 meses de maduracion.

Asi también distintas condiciones de elaboracion entre los
productores pueden derivar en una variedad de NSLAB capaces de establecer
distintas condiciones en el medio de elaboracion quesero, produciendo asi las
diferencias en cuando a la flora presente en cada queso artesanal elaborado por
cada productor.

Cabe destacar que en el caso de los productores A y D que utilizan la
termizacion como tratamiento térmico previo a la elaboracion de quesos, la
presencia de esporas fue mas constante en los muestreos con respecto a los
productores B y C que elaboran quesos a partir de leche cruda. Este tratamiento
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térmico aplicado a la leche podria tener efectos adversos sobre la microflora
lactica, pudiendo afectar a las NSLAB que posteriormente podrian actuar
inhibiendo o controlando a Clostridium.

Figura No. 4. Recuento de esporas en quesos elaborados a partir de leche
cruda o termizada

Log esporas/Kg

WWwWwwww

w w
N W

Queso 20 Queso 2 Queso 20 Queso 2
dias meses dias meses

Con tratamiento térmico Sin tratamiento térmico

Al promediar los recuentos de esporas anaerobias en quesos, no se
observaron diferencias significativas (P>0.05) en los quesos elaborados a partir
de leche cruda o termizada.

Los quesos elaborados a partir de leche cruda sin tratamiento térmico
mostraron valores de recuento de esporulados anaerobios en el rango de
2.6x10°-9.5x10° esporas/Kg, mientras que las esporas presentes en quesos
elaborados a partir de leche termizada se encontraron en el rango de 3.27x10°—
3.37x107 esporas/Kg.
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4.2. IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION GENOTIPICA DE LOS
AISLAMIENTOS DE Clostridium spp.

Por medio de la técnica GTG5 se caracterizaron genotipicamente los
aislamientos previamente seleccionados y se identificaron los mismos por medio
de una multiplex-PCR y secuenciacion del gen 16S.

4.2.1. Caracterizacidon genotipica

A partir de las muestras de leche y queso se seleccionaron aislamientos
presuntos Clostridium, capaces de crecer en anaerobiosis estricta, con una
morfologia de bacilo, presencia de esporas y tincibn Gram positiva. Se utilizé la
técnica de rep-PCR utilizando el cebador GTG5 para agrupar los aislamientos
segun los perfiles de bandas obtenidos. En la Figura No. 5A se encuentran los
aislamientos que pudieron ser agrupados por similitud de perfiles de bandas. Se
observaron seis grupos distintos conformados por dos o mas aislamientos. En la
Figura No. 5B se muestran los aislamientos con perfiles Unicos que no pudieron
ser agrupados. Para la identificacibn se seleccionaron aislamientos
representativos de cada grupo de la Figura No. 5A y todos los aislamientos con
perfiles de banda Unicos de la Figura No. 5B. La identificacién se realizé por
multiplex-PCR con cebadores especie especificos y mediante secuenciacion del
gen 16S ADN.
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4.2.2. ldentificacion por multiplex-PCR

La técnica de multiplex-PCR utilizada consistio en realizar una Unica
reaccion de amplificacion con cuatro juegos de cebadores especificos para cada
una de las especies de Clostridium. En la Figura No. 6 se muestran las bandas
especificas obtenidas para cada especie de referencias utilizadas y dos de
aislamientos de este trabajo a modo de ejemplo. Un total de 11 aislamientos
fueron identificados como C. sporogenes y C. tyrobutyricum por esta técnica.
Aquellos aislamientos que no pudieron ser identificados por esta técnica lo fueron
por amplificacion y secuenciacion del gen del 16S ADN (10 aislamientos).

Figura No. 6. Identificacion de aislamientos por multiplex-PCR

MP C. sporogenes C. beijerinckii C. butyricum C. tyrobutyricum VAL 5.2 VAL20.1

En el Cuadro No. 3 se muestran los aislamientos que fueron identificados
por secuenciacién del gen 16S ADN, con su respectivo porcentaje de identidad.
Todos los aislamientos identificados correspondieron a la especie C. sporogenes
con un alto porcentaje de identidad, exceptuando los aislamientos 40.1 y 42.1
gue no correspondieron a especies del género Clostridium.

29



Cuadro No. 3. Identificacion de aislamiento por secuenciacion del gen 16S ADN

Aislamiento Identificacion Identidad (%)
43.2 C. sporogenes 99
4.2 C. sporogenes 98
1.3 C. sporogenes 99
28.1 C. sporogenes 99
2.2 C. sporogenes 99
34.1 C. sporogenes 100
39.1 C. sporogenes 99
40.1 Bacillus sp. 97
40.2 C. sporogenes 99
42.1 Lactobacillus delbrueckii 99

Una vez realizada la identificacion de los aislamientos se encontraron
como especies predominantes C. sporogenes y C. tyrobutyricum en igual
proporcion, comprendiendo ambas especies al 100% de los aislamientos de
Clostridium spp. Estos resultados concuerdan con los resultados de Reindl et al.
(2014) donde encontraron que ambas especies tuvieron mayor prevalencia en
muestras de leche y queso (84.7%). Del mismo modo, Bermudez et al. (2016)
informan que estas dos especies fueron las predominantes en muestras de leche
cruda y queso, representando el 75% y el 92,8% de los aislamientos,
respectivamente.

Del estudio de la caracterizacion genotipica de los aislamientos con el
cebador GTG5, se evidencia la diversidad genotipica presente entre los
aislamientos de estas especies predominantes (Figura No. 5). Las poblaciones
de C. tyrobutyricum y C. sporogenes mostraron una alta diversidad genotipica
como ha sido informado previamente por Bermudez et al. (2016). Para los
aislamientos de C. tyrobutyricum se definieron cuatro grupos con perfiles de
bandas caracteristicos, mientras que para C. sporogenes solo se identificaron
dos grupos. lgualmente, para ambas especies se obtuvieron aislamientos con
perfiles de bandas Unicos que no pudieron ser incluidos en estos grupos. La
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diversidad observada entre los aislamientos, especialmente los provenientes de

leche cruda, podria indicar que la poblacion de estos microorganismos en el
ambiente del tambo seria igualmente diversa.

Figura No. 7. Porcentaje de aislamientos identificados segun especie en el total
de muestras de leche y queso

Leche

B C. sporogenes O C.tyrobutyricum BcC. sporogeneé I C.tyrobutyricum

Cuando se observa la distribucion de las especies C. tyrobutyricum y C.
sporogenes en las muestras de leche y queso por separado, se observa que, si
bien las proporciones son muy similares, C. sporogenes es mas abundante entre
los aislamientos provenientes de leche cruda, mientas que C. tyrobutyricum es la
que prevalece entre los aislamientos de queso (Figura No. 7).
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Figura No. 8. Distribucién estacional de los aislamientos de Clostridium spp.
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Del total de aislamientos identificados como C. sporogenes se observé
una distribucion homogénea entre las distintas estaciones, en concordancia con
lo observado por Bermudez et al. (2016). Sin embargo, otros autores reportan
una abundancia mayor de esta especie en invierno (Feligini et al., 2014).

En el caso de los aislamientos identificados como C. tyrobutyricum se
observ6 mayor abundancia en primavera, seguido por otofio e invierno. Esto
coincide parcialmente con el trabajo presentado por Feligini et al. (2014), en el
cual se observé que esta especie fue predominante en invierno y primavera,
mientras que en el trabajo de Bermudez et al. (2016) fue predominante en los
meses de verano e invierno.
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5. CONCLUSIONES

Los datos obtenidos en este trabajo reflejan la diferencia existente en los
distintos grupos microbianos presentes en leche cruda en los cuatro
establecimientos lecheros. Estas variaciones pueden ser explicadas por la
diferencia en el manejo y rutina de ordefie, asi como del tipo y calidad del
alimento utilizado en cada establecimiento. Para algunos establecimientos se
observaron valores de recuento significativamente mas altos que los otros en
algun grupo microbiano, ejemplo Productor A. Sin embargo, no se observaron
tendencias claras en este sentido.

En cuanto a la variacién estacional de los grupos microbianos no se
observaron diferencias significativas, aunque si se pueden apreciar tendencias.
Se destaca el aumento del recuento de hongos y levaduras en verano. En otofio
se observd una menor variacion en los recuentos bacterianos entre los cuatro
productores. Las mayores variaciones se registraron en las estaciones de
invierno y verano. La presencia de esporas de Clostridium fue constante a lo largo
de todos los muestreos, y las mayores diferencias significativas entre productores
se observaron en los meses de invierno y primavera. Es importante resaltar que
los niveles de esporas de Clostridium encontrados en leche cruda en general
fueron en el entorno de las 1000 esporas/L.

Uno de los principales objetivos de este trabajo era cuantificar y
caracterizar la poblacion de esporulados anaerobios en leche cruda, y su
comportamiento en distintos procesos de elaboracion de queso Colonia. En la
mayoria de los casos las esporas de Clostridium presentes en la leche
permanecieron en los quesos elaborados a partir de la misma. Se observo que
para los quesos provenientes de productores que aplicaban un tratamiento
térmico a la leche previo a la elaboracion quesera (Productores Ay D), el nimero
de muestras positivas para la presencia de esporas de Clostridium fue mayor.
Sin embargo, no se observaron diferencias significativamente en los valores de
recuento de esporulados anaerobios de las muestras de quesos elaborados a
partir de leche cruda o termizada.

C. sporogenes y C. tyrobutyricum fueron las especies mas comunmente
aisladas tanto de leche como de quesos. Del estudio de diversidad genotipica de
los aislamientos pertenecientes a estas especies se identificaron al menos cuatro
grupos o genotipos distintos de C. tyrobutyricum, y dos para C. sporogenes. Estas
especies mostraron una distribucién diferencial con respecto a las estaciones del
afio. Los aislamientos de C. sporogenes presentaron una distribucion
homogénea en las cuatro estaciones del afio, mientras que los aislamientos de
C. tyrobutyricum fueron predominantes en primavera y minoritarios en verano.
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6. RESUMEN

La produccion lechera en Uruguay alimenta anualmente a unos 20 millones de
personas, unas siete veces mas que el consumo dentro del pais. Del total de
productores un 27% se dedica a la produccién artesanal de quesos. En este
trabajo se analizaron muestras de leche y queso con distintos tiempos de
maduracién, provenientes de cuatro productores artesanales de queso colonia.
Se evalud y cuantificé la dinamica estacional de la microflora presente en leche
cruda y quesos artesanales, con énfasis en la poblacion de microorganismos
esporulados anaerobios (Clostridium spp.). Asi como también el efecto del
proceso de termizacion de la leche destinada a la produccién quesera en la
poblacién de Clostridium. En cuanto a la microflora presente en la leche cruda,
se observaron diferencias entre los distintos productores, en algunos casos
estadisticamente significativas, pero sin tendencias claras para ningun grupo de
microorganismos especificos. Con respecto a la evaluacion de la dindmica
estacional de los distintos grupos microbianos, no se hallaron diferencias
significativas. Sin embargo, se destaca una menor variacion de los recuentos
entre productores en la estacion de otofio y una mayor variabilidad para los
muestreos de invierno y verano. La presencia de esporas anaerobias se constato
a lo largo de todas las muestras de leche en un rango de 3.02x10? y 1.51x10*
esporas/L. Se observaron diferencias significativas entre los distintos productores
en los muestreos de invierno y primavera. En la mayoria de los casos las esporas
presentes en la leche permanecieron en los quesos elaborados a partir de la
misma, con excepcion de tres casos en los que el recuento de esporas
anaerobias en queso se ubicé por debajo del limite de deteccion de la técnica
(<300 esporas/L). También se observo un mayor nimero de muestras positivas
para la presencia de esporas anaerobias en los quesos de los productores que
realizan tratamiento térmico previo. Los aislamientos de Clostridium fueron
identificados como C. sporogenes y C. tyrobutyricum presentando una amplia
diversidad genotipica dentro de cada especie, y con una distribucion estacional
diferencial. C. sporogenes present6 una distribucion homogénea durante todo el
muestreo, mientras que C. tyrobutyricum fue predominante en primavera.

Palabras clave: Clostridium spp.; Queso Colonia; Leche cruda.
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7. SUMMARY

The production of milk in Uruguay feeds 20 million people annually, which is seven
times more than the actual consumption of the country. From the total of milk
producers, 27% correspond to artisanal cheesemaking farmhouses. In this study,
milk and cheese samples with different ripening times were obtained from four
different cheesemaking farmhouses. Seasonal dynamics of raw milk and artisanal
cheese microflora was evaluated and quantificated with emphasis on anaerobic
sporulated microorganisms (Clostridium spp.). The effect of the thermal process
of milk previous to cheese production on clostridial population, was evaluated as
well. Raw milk microflora differe within producers, in some cases statistically
significant, but without a clear tendency towards any of the specific
microorganism’s groups. No significant differences were found regarding the
evaluation of the seasonal dynamics of the different microbial groups.
Nevertheless, there is less variation in microbial counts between producers in
autumn and greated variability for winter and summer samples. The presence of
anaerobic spores was noticed throughout all of the milk samples in a range of
3.02x10% and 1.51x10* spores/L. There were significant differences observed
within each producer on winter and spring samples. In most cases, spores present
in milk remained in the cheese, with the exception on three cases in which the
count of anaerobic spores was below the detection limit of the technique (<300
spores/L). A higher number of positive samples for the presence of anaerobic
spores were found on cheese from producers that implement a previous thermal
treatment to milk. Clostridium isolates were identified as C. sporogenes and C.
tyrobutyricum showing a wide molecular diversity within each species, with a
differential seasonal occurrence. C. sporogenes presented a homogeneous
seasonal distribution, while C. tyrobutyricum was predominant in spring.

Keywords: Clostridium spp.; Colonia cheese; Raw milk.
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