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RESUMEN / ABSTRACT

La germinacion de esporos del género Clostridium, principalmente C. tyrobutyricum,
es la responsable de la fermentacion butirica o defecto de hinchazén tardia, que se produce
durante la etapa de maduracién de los quesos, provocando alteraciones en su sabor, olor y
textura y generando grandes pérdidas economicas en la industria quesera. Actualmente, no
existe un método rapido de deteccion y cuantificacion de estos esporos que permita decidir el
uso de la leche en la cadena de produccion. El objetivo principal de este Trabajo Fin de
Master ha sido desarrollar un método rapido de deteccion y cuantificacion de esporos
butiricos en leche cruda combinando la extraccion y purificacion del DNA de los esporos,
mediante un sistema que utiliza particulas magnéticas (King Fisher Duo), y la cuantificacion
con PCR a tiempo real (QPCR). Para comprobar la aplicabilidad del nuevo método se han
analizado muestras de leche cruda de vaca y oveja, sospechosas de contaminacion con
clostridios butiricos, cuyos resultados se han comparado con los obtenidos por cultivo
microbioldgico. Ademas, este cultivo se ha empleado para la identificacién a nivel de especie
de los microorganismos causantes de la fermentacion butirica, con el objetivo de comprobar si
se trata de contaminacion por C. tyrobutyricum o existen otras especies implicadas en la
produccién del defecto de hinchazon tardia. Para ello se ha realizado PCR mudltiple y

secuenciacion del gen 16S rDNA bacteriano.

The germination of spores from the genus Clostridium, mainly C. tyrobutyricum, is
responsible for the butyric fermentation or late blowing defect, produced during the ripening
stage of cheese, causing alterations in the taste, flavour and texture, and generating large
economic losses in the cheese industry. Currently, there is no rapid method of detection and
quantification of these spores that allow to determine the use of milk in the production chain.
The main aim of this Master's Thesis has been to develop a fast method for butyric spore
detection and quantification in raw milk, by combining the extraction and purification of
DNA from spores by a system that uses magnetic particles (King Fisher Duo) and
quantification by real time PCR (qPCR). To verify the applicability of the new method, cow
and ewe milk samples, suspicious of butyric clostridia contamination, have been analyzed,
whose results have been compared with those obtained by microbiological culture. In
addition, this culture has been used for the identification at the species level of the
microorganisms that cause butyric fermentation, in order to verify whether the contamination
is due to C. tyrobutyricum or there are other species involved in the late blowing defect
development. For this purpose, multiplex PCR and bacterial 16S rDNA gene sequencing have

been performed.
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1. INTRODUCCION

1.1. El defecto de la hinchazdn tardia en los quesos

La fermentacion butirica es responsable del defecto de hinchazon tardia en los quesos,
causada por el crecimiento de bacterias del genero Clostridium, capaces de fermentar el
lactato produciendo acido butirico, acido acetico, dioxido de carbono e hidrogeno. Esta es una
de las principales causas del deterioro de los quesos durante su etapa de maduracion, que
produce graves defectos de textura, olor y sabor, con el consiguiente impacto econémico en la
industria quesera (Garde et al., 2011).

Los esporos de los clostridios butiricos, provenientes de la leche utilizada como
materia prima para la fabricacion de los quesos, son los responsables de la fermentacion
butirica. En general, la leche no proporciona condiciones Optimas para la germinacion de los
esporos de los clostridios, permaneciendo inactivos en este medio. Debido a que su presencia
en la leche no constituye un riesgo para la salud, esta puede usarse para la produccién de la
mayoria de los productos lacteos (Brandle, Domig y Kneifel, 2016). Estos esporos, que
sobreviven al tratamiento de pasteurizacion de la leche y algunos incluso a la esterilizacion
(Driehuis, 2013), permanecen latentes durante el proceso de elaboracion de los quesos, y es
en la etapa de maduracion cuando se transforman en células vegetativas al encontrar las
condiciones adecuadas de germinacion: ausencia de oxigeno, alta humedad, concentracion de

sal inferior al 5% (Pigato, Andrighetto y Lombardi, 2012) y pH elevado.

La aparicion de la hinchazon tardia en los quesos depende del nimero de esporos
iniciales presentes en la leche cruda que, generalmente, suele ser bajo. En algunos estudios se
han encontrado valores que varian de 0,04 a 100 esporos/mL en leche de vaca (Brandle,
Domig y Kneifel, 2016; Driehuis, Hoolwerf y Rademaker, 2016) y de 0,36 a 240 esporos/mL
en leche de oveja (Garde et al., 2011; Turchi et al., 2016). Sin embargo, algunos autores han
indicado que cantidades tan pequefias como 50 esporos/L (Lopez-Enriquez, Rodriguez-Lazaro

y Hernandez, 2007) son suficientes para que se pueda producir este defecto.

Los quesos mas susceptibles de ser afectados por la hinchazon tardia son los de pasta
dura y semidura, como el Emmental, Gouda, Gruyére, Eddam, Grana Padano y Provolone
(Nescier et al., 2015), que son elaborados con leche de vaca, aunque también se ha observado
en quesos elaborados con leche de oveja, como el queso Manchego (Garde et al., 2011). La
formacion de gas en el interior de los quesos da lugar, como se muestra en la Figura 1, a
agujeros irregulares, rajas y/o grietas que en muchas ocasiones pueden llegar al exterior del

queso, debido a que la matriz no puede soportar la presion ejercida por la gran cantidad de gas
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formado. Estos defectos de la estructura van acompafiados, muchas veces, de un sabor y olor

desagradables provocados por los acidos producidos.

(2) (3)

Figura 1. Ejemplos de defectos producidos por la fermentacion butirica. (1): Méndez Doénega, 2011;
(2) y (3): Martin, 2014.

Aparte del impacto negativo que tiene la hinchazon tardia debido al deterioro de las
caracteristicas sensoriales del queso y al rechazo del consumidor, las grietas formadas
también pueden interferir en el proceso de loncheado o corte del queso previo a su venta.
Todo esto da lugar a que los quesos afectados por este defecto, aunque no presentan un
problema de seguridad alimentaria, no puedan ser comercializados, lo que genera importantes
pérdidas econémicas para las industrias queseras, pudiendo ser mayores en el caso de quesos
de Denominacién de Origen Protegida, a pesar de que en muchos casos, estos quesos son
destinados a la produccion de derivados como el queso fundido o rallado (Gomez Torres,
2017).

1.2. Clostridios butiricos causantes de la hinchazén tardia

Clostridium tyrobutyricum es considerada la principal especie causante del defecto de
hinchazon tardia en los quesos. Esta bacteria es Gram-positiva, anaerobia y formadora de
esporos. C. tyrobutyricum recibié su nombre debido al hecho de haber sido aislada por
primera vez de queso y a asociarse con la produccion de acido butirico (tyros en griego
significa queso) (Wiedmann et al., 1999). Como describen Pahlow et al. (2003), su relativa
tolerancia al &cido combinada con su capacidad de fermentar el lactato, hace que contrarreste
el acido lactico que se produce en las fermentaciones del ensilaje y en muchos quesos. La
fermentacion llevada a cabo por C. tyrobutyricum puede describirse como:

2 acido lactico — 1 acido butirico + 2H2 + 2CO2

Se ha demostrado que otras especies de clostridios como C. sporogenes,
C. beijerinckii, C. butyricum y C. perfringens pueden contribuir significativamente a la
aparicion del defecto de hinchazon tardia (Cocolin et al., 2004; Klijn et al., 1995; Le Bourhis
et al., 2007; Reindl et al., 2014), pero todavia no esta clara la extension de la contribucion de
cada especie en el deterioro de la calidad de los quesos, ni si otras especies estan involucradas

también en este problema (Driehuis, 2013). En algunos estudios, el nimero de esporos de
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clostridios butiricos cuantificado en quesos con hinchazon tardia oscilé entre 25y 1,1 x 10°
esporos/g en quesos de leche de vaca (Dasgupta y Hull, 1989; Le Bourhis et al., 2005) y entre
0,36 y 2,4 x 10° esporos/g en quesos de leche de oveja (Garde et al., 2011; Le Bourhis et al.,
2005). Matteuzzi et al. (1977) identificaron, en quesos Grana Padano con hinchazén tardia, el
47,5% de los esporos aislados como C. tyrobutyricum, el 45% como C. sporogenes y el 7,5%
como C. butyricum. En quesos de la Denominacion de Origen Queso Manchego con
hinchazén, se identificaron el 78,9%, 10,3%, 9,0% y 1,8% de los esporos aislados como
C. sporogenes, C. beijerinckii, C. tyrobutyricum y C. butyricum, respectivamente (Garde et
al., 2011).

Cuando las células de los clostridios butiricos se encuentran con algun tipo de estrés
ambiental, como puede ser la falta de nutrientes, forman una estructura inactiva denominada
endosporo (que llamaremos esporo en este trabajo). Los esporos de los clostridios butiricos
pueden sobrevivir en este estado latente durante muchos afios, y para ello, han desarrollado
diversos mecanismos para protegerse de factores externos. Estos mecanismos también les
sirven para evitar ser destruidos por los procedimientos de desinfeccion y esterilizacion, lo
cual les convierte en un problema en la industria alimentaria. La resistencia y longevidad de
los esporos estan relacionadas con su estructura y composicion, muy diferente a la de las
células vegetativas, ya que incluye varias envueltas y muchos constituyentes que son Gnicos
de los esporos. Como puede verse en la Figura 2, desde la parte mas externa a la mas interna,
la estructura del esporo consta de exosporium, cubierta, membrana externa, corteza, pared,

membrana interna y, finalmente, el nucleo (Leggett et al., 2012).

Exosporium

Cubierta

Membrana externa

Corteza

Pared

Membrana interna

Figura 2. Esquema de la estructura de un esporo. Adaptado de Leggett et al. (2012)

El proceso de formacion de esporos, o esporulacion, es una estrategia de los clostridios
butiricos para sobrevivir a las condiciones ambientales adversas, mediante la cual las bacterias

cesan el crecimiento vegetativo y forman un esporo en el interior del citoplasma de la célula
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madre. Estos esporos son metabolicamente inactivos y extremadamente mas resistentes que
las células vegetativas de su misma especie en condiciones de estrés ambiental, como el calor,
la salinidad, la acidez, la radiacion, la falta de oxigeno y/o de agua, la baja disponibilidad de
nutrientes, la congelacion y descongelacién, la presencia de solventes organicos y agentes

oxidantes, asi como la radiacion UV (Goémez Torres, 2017).

El proceso de esporulacion se divide clasicamente en siete etapas, que se pueden ver

resumidas en la Figura 3.

Etapa 0:

Célula vegetativa
Germinacion y

" = crecitmiento
_— — o= ]
pa VI - —
Division asimétrica @& Espora madura

de la celula
Etapa ITT: Etapa VII:
Eavoltura Liberacitn

Etapa IV Etapa V/VI:
Formacion de la corteza  Formacidn de la cubierta
v maduracion

Figura 3. Principales etapas en el proceso de esporulacién bacteriana y cambios morfoldgicos que
tienen lugar en ella. Adaptado de Leggett et al. (2012).

1.3. Vias de contaminacion de la leche con clostridios butiricos

La seguridad y la calidad de la leche y los productos lacteos dependen de la calidad de
la leche cruda producida en las granjas lecheras, la calidad del resto de ingredientes y de las
condiciones de procesado, distribucién y almacenamiento. Por lo tanto, la produccion de
leche en las granjas lecheras debe cumplir con las demandas y los criterios establecidos con

respecto a la salud animal, la calidad del alimento y la higiene del ordefio (Driehuis, 2013).

Debido a su gran ubicuidad, las fuentes importantes de esporos de clostridios butiricos
en las granjas lecheras son el suelo, el ensilado, las heces y los materiales del lecho de los
animales. La ruta principal de contaminacion de la leche con esporos butiricos se muestra en
la Figura 4, donde se indican dos rutas o vias de contaminacion superpuestas. La primera via
de contaminacion comienza con la alimentacion. Los esporos presentes en los ensilados pasan
a través del tracto gastrointestinal de los animales productores de leche y se acumulan en las

heces. Las heces y los materiales del lecho contaminan las ubres de estos animales con tierra'y
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esporos adheridos, suciedad que es eliminada sélo parcialmente en la operacion de limpieza
del pezon que se realiza antes del ordefio de los animales, pudiendo transferirse asi los
esporos a la leche durante el ordefio. La segunda via de contaminacion comienza en el suelo,
que puede contaminar el exterior de las ubres durante el pastoreo de los animales y como en la

primera via, los esporos se transmiten a la leche durante el ordefio (Vissers, 2007).

Entorno de la granja, campo Establo Ordefio

e N ™~ ™~
/1 Suelo / ‘ \

Animales con

suciedad adherida

alas ubres y
tetinas

-/

Animales
’ - ) comiendo
[ Cultivo }_’[ Ensilado | dieta con

esporos

Otros | I Lecho

\ alimentos \
N /N N /

Figura 4. Ruta de contaminacién de la leche con esporos de clostridios butiricos. Adaptado de
Driehuis (2013).

Vissers et al. (2006) desarrollaron un modelo predictivo de la contaminacién de la
leche cruda por esporos de bacterias del acido butirico a partir del alimento o de otras fuentes
en el entorno de la granja como, por ejemplo, el suelo, basdndose en el esquema representado
en la Figura 4. Este modelo se us6 para evaluar las variables mas importantes e identificar
estrategias efectivas para controlar los niveles de esporos de bacterias butiricas en la leche de
los tanques de las granjas. Se concluyd que la variacion en la concentracidn de esporos en el
ensilado era, con diferencia, la variable significativamente mas importante, incluso mas que la

eficiencia en la limpieza de los pezones y la higiene del establo.

El ensilaje es una técnica de preservacion de forraje que se logra por medio de una
fermentacion lactica espontanea bajo condiciones anaerobias. Las bacterias acido lacticas
fermentan los carbohidratos hidrosolubles del forraje produciendo &cido lactico y, en menor
cantidad, acido acético. Al generarse estos acidos, el pH del material ensilado baja a un nivel
de entre 3,8 y 5,0, pH que inhibe la presencia de los microorganismos que inducen la
putrefaccion. Este material fresco se almacena compactado y cubierto para excluir el aire. En
este proceso, los clostridios butiricos pueden sobrevivir como esporos (Oude Elferink et al.,
2000). El principal efecto de la conservacion por el ensilaje es la acidificacion, que es mas o
menos intensa dependiendo de la anaerobiosis (que promueve la fermentacion por las
bacterias acido-lacticas), la capacidad tamponante y la materia seca del cultivo. La
incorporacion de suelo contaminado al ensilaje aumenta su capacidad tamponante, retrasando

el proceso de acidificacion y favoreciendo la esporulacién y crecimiento de clostridios
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butiricos, produciéndose asi una fermentacion secundaria mediante la cual el &cido lactico se

convierte en &cido butirico (Duniére et al., 2013).

1.4. Prevencidén de la hinchazon tardia

Con el objetivo de prevenir el defecto de la hinchazon tardia, el primer lugar donde se
pueden tomar medidas para minimizar el contenido de esporos en la leche cruda son las
explotaciones ganaderas. Ademas, en las queserias se pueden aplicar tratamientos fisicos a la
leche y a los quesos contaminados, o bien se pueden emplear aditivos que actian como

inhibidores frente a Clostridium.

1.4.1 Prevencidn en las explotaciones ganaderas

Como se ha mencionado anteriormente, la principal fuente de contaminacion de la
leche a nivel de las explotaciones ganaderas es el ensilado, por lo que el uso de unas buenas
préacticas en su fabricacion es la medida mas importante para reducir la contaminacion de la
leche por esporos de clostridios butiricos. Estas buenas practicas de fabricacion incluyen
utilizar cultivos de calidad, evitar la presencia de suelo en los forrajes empleados para el
ensilado, generar una rapida anaerobiosis, promover la acidificacion y evitar la entrada de aire
durante el almacenamiento (Doyle et al., 2015; Duniére et al., 2013). También es comun el
uso directo de aditivos, como nitrito de sodio en combinacion con hexamina, para prevenir el
crecimiento de clostridios (Duniere et al., 2013). Otras medidas a tener en cuenta para obtener
una buena calidad microbiol6gica de la leche son un buen disefio de las instalaciones y la
aplicacion de unas buenas practicas de higiene en las explotaciones como pueden ser la
limpieza de los establos, los equipos y salas de ordefio asi como de las ubres de los animales
antes del ordefio (Villar y Ferndndez, 1995). Algunos métodos de limpieza de las ubres
incluyen el tratamiento con soluciones, espumas o toallas himedas con desinfectantes que,
aunque no eliminan totalmente la contaminacion, la reducen considerablemente (Driehuis,
2013).

1.4.2 Reduccidn de esporos butiricos mediante tratamientos fisicos

Los esporos butiricos tienen una elevada resistencia a los tratamientos de
pasteurizacion, y aungue los tratamientos de esterilizacion pueden ser eficaces frente a los
esporos, no son aplicables a las leches utilizadas para la fabricacion de quesos por el efecto
negativo de la alta temperatura sobre la coagulacién de las caseinas (Skeie, 2010). Por ello, se
han aplicado algunos métodos no térmicos para la eliminacion de los esporos de la leche,

entre los que destacan la microfiltracion y la bactofugacion.
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En el proceso de microfiltracion, la leche se hace pasar por una membrana con un
tamafio de poro de 1,4 um de didmetro aplicando una presion alta. Este método se limita a la
eliminacion de esporos de la leche desnatada ya que, debido al tamafio del poro del filtro, no
solo retiene las bacterias y los esporos sino tambien los glébulos de grasa que tienen un
tamano de entre 1-10 um (Bréndle, Domig y Kneifel, 2016). Segun Villar y Fernandez (1995)
en la membrana quedan retenidos al menos el 99,5% de los esporos y bacterias presentes en la
leche.

El proceso de bactofugacion es el mas utilizado para la eliminacion de esporos de la
leche y consiste en la centrifugacion a elevada velocidad, aproximadamente 10.000 x g,
quedando los esporos sedimentados debido a la diferencia de densidades entre estos y la
leche. Simultdneamente, algunos de los ingredientes de la leche, en particular una parte de las
proteinas, se pierden en el sedimento durante la bactofugacion. Esta pérdida se puede
minimizar esterilizando el sedimento con un tratamiento UHT y agregandolo de nuevo a la
leche. Con esta técnica se pueden eliminar hasta el 98,7% de los esporos presentes en la leche
(Bréndle, Domig y Kneifel, 2016).

Las altas presiones hidrostaticas, probablemente el tratamiento no térmico de
alimentos mas desarrollado hasta hoy, se han comenzado a estudiar como una técnica para
inhibir la germinacién de los esporos butiricos. Asi, en un estudio realizado en queso de oveja
de pasta semidura (Avila et al., 2016), la aplicacion de un ciclo de alta presion > 300 MPa
durante 10 min a 14 °C a los 7 dias de la fabricacion, durante el proceso de maduracion de los
quesos, causO la inactivacién de las células vegetativas de C. tyrobutyricum germinadas
durante los primeros dias de la maduracion, impidiendo la fermentacion butirica sin afectar a

su calidad sensorial, aunque no se destruyeron los esporos.

1.4.3 Reduccidn de esporos butiricos mediante aditivos

Los tratamientos fisicos de microfiltracion y bactofugacion mencionados no eliminan
al 100% los esporos butiricos de la leche, por lo que sigue existiendo la posibilidad de que se
produzca el defecto de hinchazén tardia en los quesos, especialmente si la carga inicial de
esporos en la leche es elevada. Para aumentar su efecto, estas técnicas se suelen emplear en
combinacion con aditivos como nitratos, lisozima o bacteriocinas (Brandle, Domig y Kneifel,
2016; Waes y Heddeghem, 1990). Esta combinacion permite que estos aditivos se puedan
emplear en menores cantidades, ya que hay que tener en cuenta que el tipo de aditivo y la
concentracion maxima permitida en la leche y el queso se encuentran regulados por la
legislacién europea (Reglamento (UE) n°® 1129/2011).
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El nitrato se afiade a la leche como KNOs (E252) o NaNOs (E251), a una dosis
maxima permitida en la leche de 150 mg/L (Reglamento (UE) n°® 1129/2011). Durante la
maduracion del queso, el nitrato es reducido a nitrito por la enzima xantina-oxidasa de la
leche, asi como por algunas bacterias nitrato reductoras presentes en el queso (bacterias
coliformes y lactobacilos). El nitrito es el compuesto que inhibe realmente el desarrollo de
Clostridium en el queso, mediante un mecanismo que no esti totalmente claro. Se ha
propuesto que los nitritos impiden el aumento de tamafio del esporo y su division en la Gltima
fase de la germinacién, y también inhiben la actividad de algunas enzimas necesarias para la
supervivencia de las células vegetativas. En algunos paises su aplicacion no esta permitida ya
que la Agencia de Seguridad Alimentaria Europea (EFSA 2010) recomendd minimizar su uso
como aditivo alimentario, debido a que el nitrito puede reaccionar con aminas secundarias del
queso formando nitrosaminas, que son potencialmente cancerigenas (Gomez Torres, 2017).
Sin embargo, mas recientemente, se ha reevaluado el efecto de estos compuestos, y la EFSA
(2017) ha confirmado que los niveles actuales permitidos para nitratos y nitritos en los

alimentos son suficientemente seguros para los consumidores.

Hoy en dia existe una creciente demanda, por parte de los consumidores, de alimentos
sin aditivos quimicos. En este sentido, una estrategia alternativa para prevenir el defecto de
hinchazén tardia es el uso de antimicrobianos naturales de origen animal, como la lisozima, o
de origen microbiano, como las bacteriocinas (Gomez Torres, 2017). Aunque esta estrategia
es mas costosa que la bactofugacion y menos efectiva que los nitratos (Bréndle, Domig y
Kneifel, 2016), la lisozima (E1105), que se obtiene de la clara de huevo de gallina, se utiliza
cada vez mas para prevenir la fermentacion butirica. Esta enzima, que se agrega a la leche
segun el principio quantum satis (Reglamento (UE) n® 1129/2011) se une a las caseinas de la
leche, quedando asi retenida en la cuajada, donde es capaz de hidrolizar los enlaces
glicosidicos B (1—4) de los polisacaridos de la pared celular de las células vegetativas de
Clostridium, una vez que los esporos germinan. La lisozima también actla inhibiendo el
aumento de tamafio del esporo en la Gltima fase de la germinacion. El problema del empleo de
la lisozima como inhibidor de Clostridium es que puede plantear riesgos en personas alérgicas
al huevo, aunque no esta totalmente demostrado (EFSA, 2005; laconelli et al., 2008), y por
ello, su uso esta prohibido en algunas variedades de queso con Denominacion de Origen
Protegida (Gémez Torres, 2017).

La nisina (E234), producida por algunas cepas de Lactococcus lactis, es la
bacteriocina mejor conocida y autorizada como conservante por la legislacion europea a una

dosis maxima de 12,5 mg/L (Reglamento (UE) n® 1129/2011). Los productores de quesos

Pagina 9 de 49



pueden adicionar la nisina directamente a la leche o hacer uso de cultivos iniciadores
productores de nisina. La nisina actia formando poros en la membrana de las células
vegetativas e inhibe el aumento del tamafio del esporo en la Gltima fase de la germinacion
(Gomez Torres, 2017). Se estan investigado otros tipos de bacteriocinas, como la reuterina
procedente de Lactobacillus reuteri (Avila et al., 2014) o la lacticina 3147 producida por
Lactococcus lactis IFPL 3593 (Martinez-Cuesta et al., 2010). Sin embargo, los cultivos
iniciadores productores de bacteriocinas no inhiben solo los microorganismos patégenos y
alterantes, sino que también inhiben a los propios cultivos iniciadores y de maduracion, que
son esenciales para la produccién del queso. Por ello, se necesitan mas estudios para poder
incorporar estas bacteriocinas en la elaboracién de los quesos, con el objetivo de evitar el
crecimiento de los clostridios butiricos (Brandle, Domig y Kneifel, 2016).

En el estudio realizado por Avila et al. (2014) se compard el efecto inhibitorio de
reuterina, nisina, lisozima y nitrato frente a células vegetativas y esporos de diferentes
especies de Clostridium. En general, C. sporogenes y C. beijerinckii parecieron ser mas
resistentes a los antimicrobianos ensayados que C. tyrobutyricum y C. butyricum. La reuterina
y la nisina, compuestos antimicrobianos producidos por las bacterias lacticas, mostraron un
espectro anticlostridial mas amplio, inhibiendo el crecimiento de células vegetativas y esporos
de todas las especies y cepas de Clostridium utilizadas, al menos a una de las concentraciones
ensayadas. El nitrito sodico y, especialmente, la lisozima, tuvieron un efecto inhibidor més
limitado, siendo mas efectivos contra las cepas de C. tyrobutyricum. Por estas razones, se
concluyd que la reuterina y la nisina son las mejores candidatas para controlar el crecimiento
de Clostridium y prevenir el defecto de la hinchazén tardia, aunque son necesarios mas
estudios para validar esta hipdtesis, ya que la actividad antimicrobiana de estos compuestos

depende de las propiedades fisico-quimicas particulares de cada queso.

1.5. Métodos de deteccidon, cuantificacion e identificacion de clostridios butiricos

La deteccion de bacterias butiricas en la leche es un gran desafio para los
microbidlogos, debido al bajo nimero de esporos capaces de causar el defecto de la hinchazon
tardia en el queso, por lo que se requiere un método de deteccion muy sensible. Se han
realizado multiples investigaciones para desarrollar métodos de cultivo adecuados para
conseguir una buena sensibilidad en su deteccion. Sin embargo, los resultados siguen siendo
bastante insatisfactorios, siendo los métodos existentes extremadamente lentos e inexactos.
Ademas, aunque las técnicas moleculares mas modernas son mas rapidas, en comparacion con
los métodos de cultivos convencionales, aun son demasiado caras para su aplicacion rutinaria.

En general, la deteccion de la presencia de microorganismos en los alimentos es més facil que
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la cuantificacion de los niveles de contaminacién. Sin embargo, el objetivo principal para un
control eficiente de la presencia de clostridios butiricos es el recuento de esporos en la leche
destinada a la fabricacion de queso, a pesar de que se encuentren en un nivel extremadamente
bajo (Brandle, Domig y Kneifel, 2016). Asi, podra decidirse el destino de la leche en la
industria, ya que una leche con una elevada contaminacion butirica no deberia ser utilizada en

la elaboracion de quesos de maduracién larga.

1.5.1 Técnicas microbiologicas

El método mas utilizado para la deteccion de los clostridios butiricos en la leche es el
cultivo en medio liquido y la interpretacion por medio del procedimiento del “Numero Mé&s
Probable” (NMP o MPN, del inglés Most Probable Number), basado en detectar la formacion
de gas en réplicas de un cierto nimero de tubos inoculados con diluciones seriadas de la
muestra. Se han desarrollado varios métodos, que difieren principalmente en la composicion y
los procedimientos de los medios selectivos. Aunque no existe un método estandar
internacional los enfoques basicos son muy similares. Los medios para lograr una selectividad
suficiente para el crecimiento de los clostridios butiricos se caracterizan por la presencia de
lactato como fuente de carbono disponible y un ajuste del pH del caldo a niveles similares a
los de los quesos duros y semiduros (pH 5,4-5,5). Dependiendo del método, el tratamiento
térmico de la muestra de leche previo al cultivo para la inactivacion de las células vegetativas
varia entre 75 °C y 80 °C durante un tiempo de 5 a 10 min, y los tiempos de incubacién varian
entre 3y 7 dias a 37 °C. La anaerobiosis se logra sellando los tubos con una capa de parafina
0 agar, que se desplaza con la formacion de gas indicando el resultado positivo (Reindl et al.,
2014). La estimacion de la concentracion de las bacterias se obtiene del patron de la
formacion de gas en las diluciones seriadas y el uso de una tabla probabilistica (Bréndle,
Domig y Kneifel, 2016; Reindl et al., 2014; Villar y Fernandez, 1995).

Los inconvenientes que presenta el NMP son el prolongado tiempo de incubacion de
las muestras (7 dias) y la laboriosidad e imprecision inherentes al método, ya que pueden
aparecer tanto falsos positivos debido a microorganismos resistentes al tratamiento térmico
previo, como falsos negativos si el tiempo de incubacién no ha sido suficiente para que se
produzca la germinacion. Se debe tener en cuenta que este método solo permite una
estimacion del nimero de esporos dentro de ciertos limites de confianza y, por lo tanto, no
refleja el nimero real de esporos presentes en las muestras (Bergere y Siveld, 1990). Ademas,
tampoco permite identificar las especies de los clostridios butiricos causantes de la formacion

de gas.
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Los recuentos en placa con el medio de cultivo RCM (Reinforced Clostridial Medium)
también han sido utilizados como método de deteccion de clostridios butiricos. Jonsson
(1990) realiz6 una modificacion de estos métodos no selectivos con la adicion de
D-cicloserina para inhibir el crecimiento de bacilos facultativos anaerobios como Bacillus
spp, Y rojo neutro para la diferenciacion de las colonias del género Clostridium que adquieren
un color amarillo y son fluorescentes bajo luz ultravioleta en este medio. Los inconvenientes
de este método son su baja sensibilidad y la necesidad de largos tiempos de incubacion para el

crecimiento de las colonias.

Bourgeois et al. (1984) propusieron un proceso mas rapido como alternativa al NMP
basado en la filtracion de la leche a través de una membrana con una porosidad de 0,8 um,
cultivando posteriormente el filtro en un medio selectivo en anaerobiosis a 37 °C. Este método
tuvo diversas modificaciones. En una de ellas, se realizaba un tratamiento de la leche con
tripsina y un surfactante para facilitar la filtracion a través de la membrana y el filtro se
transferia a un medio con agar RCM, D-cicloserina y el colorante acido fucsina para la
diferenciacion de las colonias. Otra modificacion fue la introduccion de cloruro de calcio para
mejorar la germinacion de los esporos de C. tyrobutyricum (Brandle, Domig y Kneifel, 2016;
Reindl et al., 2014). Reindl et al., 2014 desarrollaron una técnica de filtracion con membranas,
optimizada al incluir un paso de tratamiento ultrasénico durante la incubacién con enzimas
proteoliticas y detergentes. Las colonias que crecen después de la incubacion anaerobica a
37 °C durante 72 h, son de color rosado-rojo oscuro, convexas, redondeadas y con un
didmetro de 1 a 3 mm. El método de filtracion por membrana, cuyo riesgo de obtener falsos
negativos es menor que en el método del NMP, tiene la desventaja de que no se puede utilizar
cuando las muestras de leche han sido previamente congeladas, porque la floculacién de las
caseinas de la leche puede obstaculizar el proceso de filtracion (Brandle, Domig y Kneifel,
2016).

Bréandle et al. (2018) desarrollaron un método semiautomatico basado en la técnica
NMP realizando diluciones seriadas en un medio selectivo mejorado conteniendo un
indicador de color para la identificacién de las diluciones positivas, en lugar de medir la
produccion de gas como en el NMP. El dispositivo empleado, provisto con un software,
realiza el célculo automatico de la concentracion de esporos presentes en las muestras de
leche. Con esta técnica consiguieron detectar y cuantificar los esporos butiricos reduciendo el
tiempo de incubacion de las muestras de leche a 48 h y obteniendo un limite de deteccion de
75 esporos/L.
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Todos los métodos microbiolégicos mencionados anteriormente poseen el
inconveniente de que los resultados obtenidos difieren, en muchos casos, cuando los distintos
métodos se aplican a una misma muestra de leche. EI método de filtracion, por ejemplo, es
capaz de detectar un numero de esporos entre 5y 10 veces mas bajo que el método del NMP,
debido a que los procedimientos NMP se basan en una estimacion probabilistica y pueden ser
detectados otros microorganismos productores de gas distintos de C. tyrobutyricum (Bréandle,
Domig y Kneifel, 2016).

1.5.2 Técnicas inmunoldgicas

Los inmunoensayos se basan en el uso de anticuerpos como elementos de deteccién
gracias a su capacidad para unirse especificamente a moléculas complejas. Debido a su alta
especificidad, sensibilidad y versatilidad, estos métodos se han vuelto muy populares en el
campo de la Ciencia de los alimentos. En particular, la técnica ELISA es muy utilizada para la
deteccion de alérgenos, es de facil realizacion y permite la deteccion tanto cualitativa como
cuantitativa de moléculas diana especificas. Ademaés, estas técnicas son relativamente
asequibles y producen resultados rapidos (Diaz-Amigo, 2010). La razén por la que estas
técnicas no se pueden aplicar a la deteccion y cuantificacion de clostridios butiricos es que el
limite de deteccion es demasiado alto, 103-10* células/mL, teniendo en cuenta que 50
esporos/L pueden causar defectos de hinchazon tardia en el queso (Bréndle, Domig y Kneifel,
2016).

Como alternativa a los anticuerpos, Lavilla et al. (2009) produjeron péptidos
especificos para la union a esporos de C. tyrobutyricum que, en comparacién con los
anticuerpos, mostraron una mejor union a los esporos. Posteriormente, dichos autores
sugirieron la utilizacion de estos péptidos como una etapa de enriquecimiento mediante la
separacion biomagnética (Lavilla et al., 2012). En este método de separacion, que podria ser
combinado con métodos moleculares o inmunoldgicos posteriores, el recubrimiento de
particulas paramagnéticas con ligandos especificos permite la separacion de esporos de

clostridios butiricos en matrices liquidas.

En otro estudio, Lavilla et al. (2010) investigaron el uso de la citometria de flujo
combinada con el uso de anticuerpos policlonales especificos frente a C. tyrobutyricum
marcados con fluorocromos (isotiocianato de fluoresceina y Alexa Fluor 488). Esta técnica
permitio detectar esporos de C. tyrobutyricum en leche de vaca en 2 h, con un limite de

deteccion de 10° esporos/100 mL de leche.
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1.5.3 Técnicas moleculares

Debido a que los métodos microbioldgicos son laboriosos, requieren mucho tiempo y
no siempre son fiables, la aplicacion de técnicas moleculares, basadas en el analisis de DNA,
ha resultado ser una alternativa prometedora en la microbiologia de los alimentos para superar
estas desventajas. Concretamente, la reaccion en cadena de la polimerasa o Polymerase Chain
Reaction (PCR en inglés) se ha convertido en la técnica molecular més utilizada, puesto que
permite obtener resultados en tiempos mas cortos, y presenta excelentes limites de deteccion,
elevada especificidad y un gran potencial para la automatizacion (Rodriguez-Lazaro et al.,
2007).

La PCR fue desarrollada por el bioquimico Kary Banks Mullis en el afio 1983 (Mullis
et al., 1986). EI método, que se realiza in vitro, consiste en la sucesién de ciclos repetitivos de
desnaturalizacion, hibridacion y extensién de un fragmento de DNA, denominado molde,
proceso que es catalizado por una enzima DNA polimerasa termoestable. Este procedimiento
realiza, con cada ciclo, una duplicacion del fragmento del DNA molde, definido por las
posiciones de los extremos 5' de los dos cebadores o primers, que son secuencias de
oligonucleotidos que hibridan en las cadenas complementarias del DNA de la muestra. Este
proceso, que se lleva a cabo durante 35-40 ciclos, hace que el fragmento de DNA aumente su

concentracion exponencialmente de forma muy especifica.

La PCR convencional y otras variantes han sido ampliamente utilizadas para la
deteccion de clostridios butiricos. Una variante es la PCR anidada, en inglés nested PCR, que
consta de dos reacciones consecutivas, en las cuales el amplicon obtenido con un primer par
de cebadores de la primera reaccion sirve de molde para los primers de la segunda reaccion,
obteniéndose asi un amplicon mas corto y muy especifico. Con esta técnica se han obtenido,
por ejemplo, limites de deteccion para C. tyrobutyricum de 3-30 esporos/100 mL en leche
cruda (Herman, De Block y Waes, 1995) y de 20-750 ufc/g en queso (Herman, De Block y
Van Renterghem, 1997).

El principal inconveniente de los protocolos mencionados, teniendo en cuenta la
existencia de diferentes especies de clostridios implicadas en el defecto de hinchazén tardia en
quesos, es que son especificos para una sola especie. Cremonesi et al. (2012) superaron esta
desventaja con el desarrollo de una PCR mudltiple (Multiplex PCR en inglés), combinando
varios primers especificos en un Gnico ensayo de PCR para la deteccion simultanea de
C. beijerinckii, C. butyricum, C. sporogenes y C. tyrobutyricum, en leche cruda, quesos y

ensilados con un limite de deteccion de 102 ufc/mL.
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Los métodos de PCR descritos tienen el inconveniente de que es necesaria la deteccion
del producto de la amplificacion mediante electroforesis en gel y tincion con una molécula
fluorescente para la posterior observacion bajo luz ultravioleta (Singh et al., 2014). Por lo
tanto, se pueden sacar conclusiones sobre la ausencia o presencia de cierta(s) especie(s), pero

no se proporciona informacion sobre la concentracion inicial de DNA en la muestra analizada.

La PCR a tiempo real, en inglés Real Time PCR o quantitative PCR (qPCR), es una
técnica molecular alternativa que ofrece importantes ventajas para la identificacion y
cuantificacion de agentes bacterianos directamente en alimentos y resuelve algunas
desventajas importantes de los métodos convencionales de PCR (Rodriguez-Lé&zaro et al.,
2007). Permite una deteccidn cuantitativa especifica y rapida con una selectividad mejorada, y
reduce el riesgo de contaminacion cruzada y el tiempo de anélisis, ya que no se requiere un

procesamiento posterior al desarrollo de la PCR.

En la gPCR se realiza un seguimiento en tiempo real de la sintesis de nuevas
moléculas del fragmento de DNA o amplicon, durante el desarrollo de la PCR, mediante el
uso de fluorescencia, y no solo al final de la reaccién (como ocurre en la PCR convencional).
En este sentido, se han desarrollado diferentes estrategias de produccion y deteccion de la
fluorescencia como pueden ser los agentes intercalantes y las sondas especificas marcadas con
fluorocromos. El agente intercalante mas utilizado es el SYBR Green 1, fluorocromo que
produce fluorescencia cuando se intercala en la doble hélice de DNA, por lo que la intensidad
de la sefial de fluorescencia depende de la cantidad de DNA presente en la reaccion. La
principal desventaja de este método es que no es especifico, ya que el fluoréforo se une a
todos los fragmentos de DNA de doble hélice formados durante la reaccion de PCR, es decir,
productos de PCR no especificos y dimeros de primers, cuando se producen. Un ejemplo de
sondas especificas marcadas con oligonucle6tidos fluorescentes, son las sondas de hidrolisis o
TagMan, formadas por un fluoréforo unido covalentemente al extremo 5' de un
oligonucleotido y un desactivador de fluorescencia llamado quencher en el extremo 3', que
inhibe la sefial fluorescente mientras estan proximos el uno al otro. A medida que la
polimerasa sintetiza la cadena en sentido 5’- 3’ (usando como molde la hebra en sentido 3’-
5°) la actividad exonucleasa de la enzima degrada la sonda TagMan ya hibridada al DNA, lo
que hace que se separe el fluréforo permitiendo la emision de fluorescencia al romper la
proximidad de este con el quencher. La fluorescencia detectada es directamente proporcional
a la cantidad de fluordforo liberado y, por lo tanto, a la cantidad de DNA de interés presente

en el producto de la PCR (Arya et al., 2005; Rodriguez-Lazaro y Hernandez, 2013).
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Los resultados de la gPCR se plasman en curvas de amplificacion como se muestra en
la Figura 5, que pueden usarse para cuantificar las cantidades iniciales de las moléculas de

DNA molde con alta precision, en un amplio rango de concentraciones.
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Figura 5. Fases de una curva de amplificacion por gPCR. Rojo: amplificacion de una muestra
positiva. Azul: umbral. Negro: ciclos basales (Rodriguez-Lé&zaro y Hernandez, 2013).

En la fase de iniciacion, la fluorescencia emitida no se distingue de la linea base por
no haber suficiente DNA replicado. Durante la fase de amplificacion la fluorescencia aumenta
de forma exponencial llegando a un punto que se vuelve medible llamado punto de cruce,
ciclo umbral o threshold cycle (Ct). En la ultima fase, o fase meseta, deja de observarse el

aumento de la fluorescencia debido al agotamiento de los reactivos.

Por lo tanto, mediante el uso de diluciones en serie de cantidades conocidas de DNA,
se puede trazar una curva estandar de concentracion logaritmica frente a Ct y calcular la
concentracion de DNA de la muestra desconocida interpolando el valor Ct obtenido en la
gPCR para dicha muestra (Arya et al., 2005, Singh et al., 2014). El coeficiente de correlacion
R? obtenido en la regresion lineal se utiliza para determinar la linealidad del ensayo de gPCR.
Ademas, con la curva estandar se puede calcular también la eficiencia de la reaccién, que

viene dada por la ecuacion:
E= 1071/pendiente -1

Si la eficiencia es del 100%, es decir, a partir de una molécula de DNA molde se
obtienen dos por la accion de la DNA polimerasa en cada ciclo, entonces la pendiente de la
curva es —3.3219 (Rodriguez-Lézaro y Hernandez, 2013).

Cuando se usa el SYBR Green | como agente intercalante, la presencia de cualquier
fragmento de doble hebra de DNA formado genera fluorescencia, por lo que la especificidad
de este ensayo se puede ver enormemente disminuida debido a la amplificacion de productos

de PCR inespecificos y dimeros de primers. Por tanto, es conveniente hacer una verificacion
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de los productos obtenidos, que se puede lograr trazando una curva de fluorescencia en
funcion de la temperatura, llamada melt curve. Como ya se ha mencionado, el SYBR Green |
solo se une a las hebras de doble hélice, las cuales se desnaturalizan con el aumento de la
temperatura, lo que produce una disminucion de la fluorescencia. La temperatura a la cual el
50% del DNA es monocatenario se denomina temperatura de melting (Tm), que es
caracteristica de cada amplicon, por lo que nos permite distinguir si el producto de gPCR
obtenido es el que nos interesa o si se trata de un producto inespecifico o un dimero de los
primers (Arya et al., 2005, Rodriguez-Lazaro y Hernandez, 2013).

La qPCR se ha utilizado para la deteccion y cuantificacion de esporos de Clostridium
en muestras de leche contaminadas artificialmente. Lépez-Enriquez, Rodriguez-Lazaro y
Hernandez (2007) detectaron C. tyrobutyricum en leche cruda y UHT con un limite de
deteccion de 25 esporos/25 mL utilizando primers especificos del gen de la flagelina (fla).
Bassi et al. (2013) fueron capaces de detectar C. tyrobutyricum en leche con un limite de
deteccion de 14 ufc/mL mediante TagMan® Real Time-PCR utilizando primers especificos
dirigidos al gen de la fosfotransacetilasa (pta), aunque solamente analizaron 10 muestras de
leche cruda contaminadas naturalmente. Mas recientemente, también mediante TagMan®-
Real Time-PCR, se ha logrado la cuantificacion simultanea de C. beijerinckii (gen nifH),
C. sporogenes (gen gerAA) y C. tyrobutyricum (gen enr) en leche cruda con limites de
deteccidn de entre 2-300 ufc/50 mL, dependiendo de las especies (Morandi et al., 2015).

1.6. Métodos de extraccion de DNA de esporos butiricos

Uno de los principales problemas relacionados con el analisis molecular de
microorganismos presentes en matrices alimentarias es el aislamiento de suficiente DNA de
buena calidad. Algunos métodos incluyen aislamiento en cultivo y enriquecimiento del DNA
de los cultivos puros. Sin embargo, si un microorganismo no es cultivable, el DNA debe ser
extraido directamente de la muestra del alimento. Ademas, en el caso de los clostridios
butiricos, debido a la baja concentracidn de esporos presentes en las muestras, otra limitacion
es la obtencion de un concentrado de esporos que pueda ser procesado, para lo cual se hace
necesaria la aplicacion de algun tratamiento previo a la muestra del alimento. El hecho de que
los clostridios butiricos causan el problema de la hinchazon cuando estan en la leche en forma
de esporos, que son precisamente los que se quieren detectar, hace que el proceso de
extraccion de DNA sea aun mas complicado, debido a su resistencia al estrés quimico y
mecanico (Brandle, Domig y Kneifel, 2016). Por ello, se han desarrollado diferentes métodos
de concentracion y de ruptura de esporos butiricos, entre los que se encuentran tratamientos

enzimaticos, mecanicos y térmicos.
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En el trabajo mencionado anteriormente, Bassi et al. (2013) desarrollaron un método
para la extraccion de DNA tanto de células vegetativas como de esporos de C. tyrobutyricum
en alimentacién animal, heces, leche y queso curado para el andlisis mediante qPCR,
combinando el tratamiento enzimatico con lisozima y la ruptura mecanica mediante agitacion
con microesferas (bead beating) de zirconita y ceramica. En dicho estudio, el tratamiento
previo realizado a la leche para conseguir la concentracion de los esporos se realiz6 mediante

centrifugacion de las muestras y eliminacion del sobrenadante.

En el estudio realizado por Esteban et al. (2020) se compararon diferentes métodos de
extraccion de DNA de esporos de C. tyrobutyricum en leche. Los métodos que dieron los
mejores resultados fueron el calentamiento con microondas y la ruptura mediante bead
beating. Ademas, las muestras de leche fueron tratadas con subtilisina, una proteasa no
especifica, diluida en un tampon conteniendo un detergente, en un paso previo a la
centrifugacion para la concentracién de los esporos. Este tratamiento supuso un enfoque
novedoso demostrando que dicho tratamiento era més eficiente en la recuperacion de los
esporos de las muestras que la sola centrifugacion (Bassi et al., 2013; Morandi et al., 2015),
ya que la proteasa y el detergente favorecen que los esporos se liberen de la grasa y de las
proteinas lacteas y precipiten. Ademds, es més sencillo que otros tratamientos descritos
anteriormente consistentes en un gran numero de etapas (LOpez-Enriquez, Rodriguez-Lazaro
y Hernandez, 2007).

Estos métodos de extraccion descritos por Esteban et al. (2020) que se completaron
con una purificacion posterior del DNA obtenido antes de su analisis por gPCR, suponen un
gran avance en la cuantificacion de los clostridios butiricos, reduciendo el tiempo de analisis
debido a la posibilidad de la extraccién del DNA directamente de las muestras. Aun asi, se
debe mejorar la metodologia para una mayor eficiencia y rapidez en la deteccion y
cuantificacion de los esporos butiricos. Para ello, en el presente trabajo se ha evaluado un
protocolo que permite la extraccion y purificacion del DNA de esporos de clostridios
butiricos en leche cruda, utilizando el equipo King Fisher Duo System (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, MA, EE.UU.), instrumento semiautomatizado que utiliza la tecnologia
de la separacion magnética de particulas para el aislamiento de biomoléculas incluyendo
DNA, RNA, proteinas o células. Ademas, este trabajo pretende ser el primer estudio de
analisis de clostridios butiricos mediante qPCR realizando un amplio muestreo de leches

crudas sospechosas de estar contaminadas con clostridios butiricos.
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2. OBJETIVOS

El objetivo general de este trabajo ha sido desarrollar un método rapido de deteccién y
cuantificacion de esporos de clostridios butiricos en leche cruda de vaca y oveja basado en la

técnica de PCR a tiempo real (QPCR).
Para ello se han propuesto los siguientes objetivos especificos:

1- Evaluacion de un método de extraccion y purificacion de DNA de esporos de

C. tyrobutyricum presentes en leche, basado en la utilizacion de particulas magnéticas.

2- Optimizacion de los pardmetros de la gPCR para la deteccion de esporos de

C. tyrobutyricum en leche.

3- Analisis de muestras de leche cruda de vaca y oveja sospechosas de contaminacion con

esporos butiricos mediante qPCR y métodos microbioldgicos.

4. ldentificacion de las especies de clostridios butiricos presentes en las muestras.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Obtencion de esporos de clostridios butiricos a partir de células vegetativas.

3.1.1. Cultivo de células vegetativas de C. tyrobutyricum

Las células vegetativas utilizadas en este trabajo se obtuvieron del cultivo de
las cepas de C. tyrobutyricum CECT 4012 procedente de la Coleccion Espafiola de Cultivos
Tipo (Valencia, Espafia) y de C. tyrobutyricum UZ01 (Universidad de Zaragoza), que habia
sido aislada previamente por el grupo de investigacion de una leche cruda de vaca procedente
de la Asociacion Interprofesional Lechera de Aragon, AILA (Movera, Espafa). El cultivo de
la cepa CECT 4012 se realiz6 en campana de flujo laminar PV-30/70 (Telstar Industrial,
Terrasa, Espafia) y para ello se inoculé una crioperla del criovial en 9 mL de caldo de cultivo
Reinforced Clostridial Medium (RCM) (Scharlab, Barcelona, Espafia) en un tubo de ensayo
previamente esterilizado. Se afiadié una capa de parafina (Panreac, Barcelona, Espafia) de
aproximadamente 1,5 cm de espesor para generar las condiciones de anaerobiosis. El cultivo
se mantuvo como minimo durante 48 h a 37 °C en una estufa bacterioldgica Incubat (Selecta,
Barcelona, Espafia), hasta observar la aparicion de turbidez, formacion de gas, desplazamiento
de la parafina y aparicion de olor a acido butirico producido por el crecimiento de los

clostridios.
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3.1.2. Esporulacion de células vegetativas y obtencion de esporos

El proceso de esporulacion de las dos cepas de C. tyrobutyricum se llevé a cabo
siguiendo un procedimiento que combinaba los métodos de Lavilla (2008) y Bassi, Cappa y
Cocconcelli (2013). Se tomaron 9 mL del precultivo de 48 h, obtenido como se ha descrito, y
se introdujeron en un dispositivo de esporulacién, que consistia en una membrana de dialisis
de celulosa Cellu Sep® de 12-14 kDa de punto de corte (Scienova GmbH, Jena, Alemania)
introducida en una botella de vidrio de 500 mL conteniendo el medio de cultivo glucosa-
triptona-extracto de levadura (TGE), previamente esterilizados. La botella se cerrd y se
introdujo en una jarra de anaerobiosis Gaspak™ de 2,5 L (Merck KGaA, Darmstadt,
Alemania) junto con un sobre generador de anaerobiosis AnaeroGen™ de 2,5 L (Oxoid,
Basingstoke, Reino Unido) y se mantuvo durante un mes a 37 °C en estufa bacterioldgica.

Una vez pasado el tiempo de esporulacion se traspaso el contenido de la membrana de
didlisis a un tubo de 50 mL estéril. Se tomaron 10 pL de la suspension para verificar al
microscopio la presencia de esporos y proceder a su aislamiento. El resto de la suspensién se
centrifugé en centrifuga Megafuge 1.0R Heraeus (Kendro, Langenselbold, Alemania) a
4.000 x g, durante 10 min a 4 °C y se lavo dos veces con tampdn fosfato salino (PBS) estéril
compuesto por KH2PO4 1,5 mM, NaaHPOs 8 mM, NaCl 140 mM y KCI 2,7 mM, pH 7,4,
descartando el sobrenadante.

Para liberar los esporos de las células vegetativas fue necesario realizar una etapa de
lisis enzimatica. La suspensién de esporos, tras el lavado, se llevo a 100 mL con PBS estéril y
se le afiadié una solucién de lisozima (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) para alcanzar una
concentracion final de 0,4 mg/mL, incubando la mezcla 24 h a 45 °C en estufa bacterioldgica.
Tras las 24 h de incubacion, se traspasé la suspension bacteriana a un tubo de 50 mL para su
centrifugacion a 4.000 x g, durante 15 min a 4 °C con el objetivo de eliminar los restos de
lisozima y membranas celulares. Se descartd el sobrenadante y a continuacion se realizaron
dos lavados con PBS. El precipitado obtenido, conteniendo los esporos, se resuspendio en
2 mL de PBS. Con el objetivo de separar los restos celulares de los esporos se realiz6 un
gradiente de Percoll® (Sigma-Aldrich). Para ello se prepararon diferentes soluciones de
Percoll®: 1,13, 1,10, 1,09, 1,07 y 1,05 g/mL de acuerdo con la siguiente formula:

Vo= V*(p-0,1* p10-0,9)/(po-1)

Vo = volumen de Percoll® puro (mL)

V = volumen de solucién que se va a preparar (mL)
p = densidad que se quiere preparar (g/mL)

plo = densidad del agua (1 g/mL)

po = densidad del Percoll® puro (1,13 g/mL) a 20 °C

Pagina 20 de 49



Una vez realizadas las diluciones se afiadieron 8 mL de cada una de ellas, de la mas
densa a la menos densa, en un tubo de 50 mL. Este proceso se realizd lentamente para evitar
que se mezclasen las diferentes soluciones. Se afiadieron en la parte superior los 2 mL del
lisado de esporos y células vegetativas, y el tubo se centrifugo a 4.000 x g, durante 45 min a
4 °C, sedimentando los esporos en el fondo del tubo y quedando los restos celulares retenidos
en las diferentes capas del gradiente. Se descart6 el sobrenadante y el precipitado obtenido se
traspasd a un microvial donde se lavd 3 veces con 500 pL de PBS estéril realizando
centrifugaciones de 10 min a 13.000 x g en una microcentrifuga Biofuge Pico (Heraeus,
Hanau, Alemania). Finalmente, los esporos se resuspendieron en 200 uL de PBS esteéril y se
contaron en cdmara de Thoma en un microscopio ECLIPSE E400 (Nikon, Tokio, Japdn). Los
esporos se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion en los diferentes ensayos. La férmula
utilizada para calcular el nimero de esporos/mL a partir de la cdmara de Thoma es la

siguiente:
NO esporos/mL= [(n° esporos contados) / (0,25*10°° * n° cuadrados contados)]* dilucion

3.2. Muestras de leche procedentes de Asociaciones Interprofesionales lecheras

Las muestras de leche que fueron analizadas, sospechosas de contaminacion con

clostridios butiricos, fueron cedidas por dos laboratorios:

- Asociacion Interprofesional Lechera de Aragén, AILA (Movera, Espafia) que

suministro leches crudas de vaca.

- Instituto Lactoldgico de Lekunberri, ILL (Lekunberri, Espafia) que suministr6 leches

crudas de oveja.

Todas las muestras, que contenian como conservante azidiol, se conservaron hasta su
analisis a 4 °C o -20 °C y fueron codificadas con las letras A (Aragon) o L (Lekunberri)
seguida de la fecha en la que fueron recibidas (afio/mes/dia) y un nimero correlativo desde el
1 hasta el nimero total de muestras recibidas cada dia. (AXXYYZZ-w, LXXYYZZ-w).

Inicialmente, las muestras fueron tratadas en un bafio termostatico a 90 °C durante
10 min para inactivar las células vegetativas presentes. A continuacion, se tomaron diferentes
alicuotas en microviales de 2 mL y se almacenaron a -20 °C hasta su posterior andlisis. En
muchos de los casos el andlisis de las muestras se realizd el mismo dia de su llegada al
laboratorio y el volumen de muestra remanente se congel6 a -20 °C por si era necesario repetir

algun analisis.
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3.3. Extraccion y cuantificacion del DNA de los esporos de clostridios butiricos

Con el objetivo de evaluar la utilizacion del método King Fisher Duo para la
extraccion de DNA de los esporos de clostridios butiricos, se analizaron muestras de leche
cruda de vaca (previamente analizada para comprobar la ausencia de contaminacion butirica)
contaminadas artificialmente con esporos butiricos de C. tyrobutyricum CECT 4012 y
C. tyrobutyricum UZO01. Estos se afiadieron en concentraciones de 10%, 102, 103, 104, 10°y 10°
esporos/mL, para la realizacion de la recta de calibrado de la gPCR. El volumen final
utilizado fue de 1 mL para cada una de las suspensiones de esporos. Ademas, se realizd la
calibracion en leche UHT afadiendo las mismas cantidades de esporos en un volumen final de
175 pL (cantidad méaxima de los viales de bead beating empleados) para cada una de las
suspensiones, sin realizar el tratamiento con subtilisina aplicado a la leche cruda como se

describe en el apartado 3.3.1.

3.3.1. Tratamiento de las muestras de leche con subtilisina

Después de adicionar los esporos a la leche cruda los microviales se agitaron durante
30 min a temperatura ambiente en un rotatubos Movil-Rod (Selecta) y a continuacion se
trataron con subtilisina. La subtilisina es una proteasa no especifica que degrada las proteinas
de la leche y se utiliza en los laboratorios interprofesionales para el tratamiento de las leches
en el recuento de bacterias totales con el equipo BactoScan (Foss, Hilleroed, Dinamarca) en
los analisis rutinarios para el control de calidad de las leches. Para la digestion de la leche, la
subtilisina se diluyé con el tampdn suministrado por el fabricante en una proporcién 1:28
(v/v) y a continuacion se afiadié a las muestras en una proporcion 1:1 (v/v). La mezcla se
incub6 en un bafio termostatico (Selecta) a 60 °C durante 30 min, se centrifugd a 13.000 x g
durante 30 min, se descarté el sobrenadante y finalmente, el precipitado de esporos obtenido

se resuspendi6 en 100 pL de PBS estéril.

3.3.2. Extraccion y purificacion del DNA con el método King Fisher Duo

Esta etapa se realizé con el MagMax total nucleic acid isolation kit (Thermo Fisher
Scientific) siguiendo las indicaciones del fabricante. Para cada muestra se prepar6 un tubo de
bead beating que contiene bolas de zirconita, al que se afiadié una solucién formada por
232 pL de Lysis/binding Solution Concentrate y 3 pL de Carrier NA. A estos tubos se les
afiadieron los 100 pL de la suspension obtenida en el procedimiento anterior o 175 uL en el
caso de la leche UHT, se agitaron en un agitador Precellys 24 (Bertin Technologies,

Montigny-le-Bretonneux, Francia) durante 1 min a 6.500 x g produciéndose asi la ruptura de
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los esporos con las bolas de zirconita. El extracto obtenido se mantuvo en hielo hasta su

centrifugacion durante 3 min a 13.000 x g, justo antes de continuar con la siguiente etapa.

A continuacién, se procedio a preparar la placa que se procesara en el equipo
automatico King Fisher Duo (Figura 6). Esta placa consta de 8 filas con 12 pocillos cada una,
con lo que se pudieron analizar 12 muestras en cada placa de analisis. En la fila A se
colocaron 115 pL del sobrenadante anterior junto con 65 L de isopropanol y 20 pL de Bead
Mix formada por 10 pL de microparticulas magnéticas que se unen al DNA y 10 uL de Lysis
Binding Enhancer provisto por el kit. En las filas B y C se colocaron 150 pL de Wash
Solution 1 para el primer y segundo lavado, respectivamente. En las filas D y E se colocaron
150 pL de Wash Solution 2 para los dos lavados posteriores. Las filas F y G se dejaron vacias
y en la fila H se colocd el peine de plastico. Ademas, se colocaron 90 uL de Elution Buffer en
la tira de elucién, que consta igualmente de 12 pocillos, uno para cada muestra. Finalmente,
se introdujeron la placa y la tira de elucion en la posicion correspondiente del equipo King
Fisher Duo y se ejecuto el programa MagMax pathogen que tuvo una duracion de 27 min.

Tira de elucion
mITTTTYTYYY

Placa para muestras Peine de plastico

Figura 6. (A) Accesorios y (B) equipo King Fisher Duo empleado para la extraccién y purificacién
del DNA de esporos de clostridios butiricos en muestras de leche cruda de vaca y oveja.

En el proceso de extraccién y purificacion de DNA con el sistema King Fisher Duo
(Figura 7), en primer lugar, las particulas magnéticas se mezclan con la muestra. Luego las
varillas magnéticas del equipo se sumergen en la solucién y recogen, en la parte inferior del
peine, las particulas magnéticas unidas al DNA, que son tranferidas a los pocillos de las filas
siguientes donde son tratadas con las soluciones de lavado correspondientes. Finalmente, el

DNA es depositado en el tampdn contenido en la tira de elucion.

Una vez terminado el ciclo de extraccion y purificacion del DNA se llevo el contenido
de la tira de elucion a microviales de 1,5 mL y se procedio a la centrifugacion durante 3 min a
13.000 x g con el fin de eliminar posibles restos de particulas magnéticas. EIl sobrenadante se

traspaso a otro microvial y se utiliz6 para la realizacion de la qPCR.
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(D (2) 3) (4)

Figura 7. Esquema de funcionamiento del sistema King Fisher Duo empleado para la extraccion y
purificacion del DNA de esporos de clostridios butiricos. (1): Las particulas magnéticas son mezcladas
con el DNA de la muestra mediante el peine de plastico (cilindro de color gris) y las varillas
magnéticas del equipo (cilindro de color naranja). (2) y (3): EI DNA unido a las particulas magnéticas
es recogido en la punta del peine de plastico. (4): EI DNA y las particulas magnéticas son depositadas
en el siguiente pocillo de la placa para su lavado. Thermo Fisher Scientific (2019).

3.3.3. Cuantificacion de las muestras con PCR a tiempo real.

La qPCR se llevo a cabo en el termociclador StepOne™ Real-Time PCR System de
Applied Biosystems™ (Life Technologies, Carlshad, CA, EE.UU.) en placas de 48 pocillos
MicroAmp™ Fast Optical de Applied Biosystems (Thermo Fisher Scientific). La mezcla de
reaccion, para cada muestra, estaba compuesta por 12,5 puL de Master Mix SYBR® Green
PowerUp, 4,5 pL de agua libre de DNasa/RNasa y 1,5 pL de cada primer CTfla F (forward)
10 pM y CTfla R (reverse) 10 uM (todos los reactivos de Thermo Fisher Scientific). Estos
primers empleados fueron los correspondientes al gen de la flagelina, CTfla, de
C. tyrobutyricum cuyas secuencias descritas en el estudio de Lopez-Enriquez, Rodriguez-

Lazaro y Hernandez (2007) se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencia de primers para C. tyrobutyricum.

Primer Tipo Secuencia
CTfla F Forward 5’-CAGTTACAATTACGAGAACACATGGA-3’
CTfla R Reverse 5’-TGTACCACCAACTAAAGCAACATCA-3’

A estos 20 pL de mezcla de reaccion se les afiadieron 5 L del DNA extraido de las
muestras segun el procedimiento anterior, 5 UL de agua libre de DNasa/RNasa para el control
negativo y 5 pL de una solucién de DNA de células vegetativas de C. tyrobutyricum CECT
4012 como control positivo, siendo asi el volumen final en cada pocillo de 25 L. La placa se
centrifugé en una centrifuga Jouan (lzasa, Barcelona, Espafia) durante 1 min a 2.000 x g.
Todas las muestras, asi como los controles, fueron amplificadas por duplicado siguiendo el
siguiente programa de amplificacion: una etapa inicial que activa la enzima uracilo-DNA-
glicosilasa (UNG), una segunda etapa de desnaturalizacion y después 45 ciclos de
amplificacion, con una desnaturalizacion, hibridacion y polimerizacion, tal y como se muestra
en la Tabla 2.
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Tabla 2. Condiciones de la gqPCR para amplificacién del gen CTfla de C. tyrobutyricum (Lépez-
Enriquez, Rodriguez-L&zaro y Hernandez, 2007).

Ne° de

ciclos Activacion Desnaturalizacién Hibridacion Polimerizacién
Tiempo . Tiempo Tiempo
0 0 0 0
T(°C) (mir) T (°C) Tiempo T (°C) (min) T(°C) (min)
1 50 2 - - - - - -
1 - - 95 10 min - - - -
45 - - 95 15s 60 1 60 1

El valor del threshold cycle (Ct) se obtuvo de la curva de amplificacion y fue
inversamente proporcional al nimero de copias de DNA. Después de los 45 ciclos de
amplificacion, comenzé el proceso de melt curve, que proporcionod la Tm, temperatura a la
que el 50% de las moléculas de DNA se desnaturalizan. Cada fragmento amplificado tiene
una Tm caracteristica, que depende sobre todo de su longitud y de la composicion de sus
bases (Costa, 2004) y sirve para ratificar que el amplicon que se ha producido es el previsto.
Con los valores de Ct se obtuvieron las rectas de calibrado, permitiendo calcular la eficiencia
de la gPCR. Ademas, se calculd el limite de deteccion de la qPCR, definido como la
concentracion mas baja a la cual el 95% de las muestras positivas son detectadas (Bustin et
al., 2009).

Una vez realizados los ensayos con las muestras contaminadas artificialmente y
después de comprobar que este método era adecuado para el objetivo del estudio, se procedio
a analizar las leches crudas de vaca y oveja sospechosas de estar contaminadas con esporos
butiricos, comenzando con el tratamiento de las muestras (V = 1 mL) con subtilisina, como se

ha descrito en el apartado 3.3.1.

3.4. Analisis microbiolégico de leches crudas

En este estudio se pretendié corroborar mediante cultivo microbioldgico el resultado
de la gPCR. Ademés, se aprovecho el cultivo para identificar, a nivel de especie, los
clostridios butiricos presentes en las muestras de leche cruda con el fin de observar si la
contaminacion se debia principalmente a C. tyrobutyricum o habia otras especies implicadas.
Para ello, se realizo PCR multiple utilizando primers especificos para las especies:
C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes y C. beijerinckii, ya que, segun la literatura,

estas son las especies de clostridios que méas habitualmente producen la fermentacion butirica.

En primer lugar, se hizo un precultivo de las muestras en tubos de ensayo con 9 mL de
medio RCM estéril al que se afiadieron 0,5 mL de la leche tratada térmicamente, como se ha
descrito anteriormente. A cada tubo se le afiadid una capa de parafina liquida de

aproximadamente 1,5 cm de espesor para generar anaerobiosis y se incubd al menos durante
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48 h a 37 °C en estufa bacterioldgica, hasta observar la aparicion de turbidez y en algunas

muestras, la aparicion de gas, desplazamiento de parafina y olor a &cido butirico.

Después de este tiempo, se hizo una siembra a partir del contenido de los tubos de
precultivo en medio sélido. Se sembraron 100 puL mediante siembra en superficie con asa de
Digralsky y a su vez se hizo otra siembra por agotamiento en placas de Petri previamente
preparadas con medio agar RCM, suplementado con D-cicloserina (Thermo Fisher Scientific)
a una concentracion de 200 pg/mL para las muestras de leche de vaca y 100 pg/mL para las
muestras de leche de oveja, y rojo neutro (Sigma-Aldrich) a una concentracion de 50 pug/mL
(Jonsson, 1990). La D-cicloserina es un antibi6tico que se utiliza para inhibir el crecimiento
de otras bacterias anaerobias facultativas que pudieran estar presentes en la leche como
Bacillus spp. El rojo neutro es un indicador de pH que vira a amarillo con la disminucién de
pH debida a la produccién de &cido. Estas soluciones fueron esterilizadas previamente
mediante filtros de 0,22 um (Merk KGaA). Todas las placas se incubaron en jarras de
anaerobiosis Gaspak™ de 2,5 L en las que se introdujo un sobre generador de anaerobiosis
durante 4-5 dias a 37 °C.

Una vez pasado el tiempo de incubacién se observaron las colonias que habian crecido
en el medio selectivo. Las colonias de las bacterias butiricas que crecen en el medio sélido
con RCM, D-cicloserina y rojo neutro, son de color amarillo, y cuando se exponen bajo luz

ultravioleta son fluorescentes.

3.5. Aislamiento y andlisis de colonias de clostridios butiricos por PCR.

Se seleccionaron tres colonias amarillas fluorescentes de cada una de las muestras y se
pusieron en un microvial con 50 pL de PBS estéril para su resuspension. La mezcla se calent6
a 100 °C durante 15 min con el fin de producir la ruptura de las células para la extraccién del
DNA (Ribeiro Junior et al., 2016), y posteriormente se introdujeron durante 5 min a -20 °C. A
continuacion, los restos celulares se centrifugaron 5 min a 10.000 x g y el sobrenadante

obtenido se utilizé para la realizacion de la PCR.

3.5.1. PCR multiple de especies

La PCR se llevd a cabo en el termociclador DNA Engine Peltier (Laboratorios Bio
Rad, Alcobendas, Espafa). La mezcla de reaccion, para cada muestra, estaba compuesta por
12,5 pL de Master Mix 2X, 0,5 pL de primer forward de cada una de las especies
(C. tyrobutyricum, C. butyricum, C. sporogenes y C. beijerinckii), 0,5 pL de primer reverse
de cada una de las especies y 6,5 pL de agua libre de DNasa/RNasa (todos los reactivos de

Thermo Fisher Scientific). Las secuencias y concentraciones de los primers se indican en la
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Tabla 3. Se utilizaron 2 pL del sobrenadante de cada muestra obtenido, como se ha indicado
en el punto anterior, 2 pL de agua libre de DNasa/RNasa para el control negativo y 2 pL de
una suspension de esporos de C. tyrobutyricum a una concentracion de 10° esporos/100 pL
tratados con microondas durante 15 min a 600 W, como control positivo.

Tabla 3. Secuencias y concentraciones de los primers utilizados en la PCR multiple y genes de

amplificacion: colA, colagenasa; nifH, proteina de hierro de la nitrogenasa; hydA, hidrogenasa; enr,
2-enolato reductasa (Cremonesi et al., 2012).

Concentracion

Tamario

Primer gen Secuencia (5-3°) M) esperado (bp)
CI-SPOR-F3031 OlA TTGGGATTTTGGGGATAACA 30 549
CI-SPOR-R3579 TCCGTATCGTTGTCGTCTTG

CI-BEIJ-F363 i TGACACGATTTTTCATTCTCCA 20 448
CI-BEIJ-R820 TCCATTGCCTTAATGACAGGT
CI-BUTY-F1329 hydA ATGGGTTAGGCAAGCAGAAA 15 312
CI-BUTY-R1640 GCTGGATCTGCCTTCTCATC
CI-TYRO-F1253 TGGTGTTCCACAAGAAGCTG 15 210
CI-TYRO-R1462 GCAGCTGGATTTACTGCACA

El programa de amplificacion utilizado en el termociclador fue el descrito por
Cremonesi et al. (2012) y constaba de una etapa inicial de desnaturalizacion, seguida de
30 ciclos de amplificacion y una etapa final de extensién, cuyas condiciones se describen en
la Tabla 4.

Tabla 4. Condiciones de la PCR multiple.
N° de

ciclos Desnaturalizacion Hibridacion Polimerizacién Extensién
Tiempo Tiempo Tiempo Tiempo
(o] (o] (o] (o]
TCO (min) T6C) (min) TCC) (min) TCC) (min)
1 94 2 - - - - - -
30 94 1 56 1 72 1
1 - - - - - - 72 5

3.5.2. Visualizacion de los productos de PCR en gel de agarosa

Los productos amplificados en la PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 3%. La formacién del gel se realiz6 diluyendo 3 g de agarosa en 100 mL de
tampon tris-borato-EDTA (TBE) 1X (Tris 89 mM, é&cido bérico 89 mM, EDTA 2 mM;
pH 8,3). Posteriormente se afiadieron 8 puL de SYBR® Safe (Thermo Fisher Scientific) y se
dejo solidificar en el soporte de electroforesis por un tiempo minimo de 30 min. Como
marcador de pesos moleculares se utilizo PCR 100 bp DNA Low Ladder (Sigma-Aldrich) y
como tampén de carga azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol FF 0,25% (p/v) y

glicerol 15% (p/v) en agua estéril. Para preparar las muestras, 10 uL de DNA amplificado de
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cada muestra se mezclaron con 2 puL de tampon de carga, y 5 puL del marcador de pesos
moleculares se mezclaron con 5 pL de agua libre de DNasa/RNasa y 2 pL de tampoén de

carga.

El gel se coloco en la cubeta de electroforesis Sub-Cell GT (Laboratorios Bio-Rad), la
cual se llené con TBE 1X y se procedid a cargar 10 puL de las muestras y del marcador de
pesos moleculares preparados como se ha indicado. El sistema se sometio a un voltaje de
85 V durante 45 min. La visualizacion de las bandas de DNA se realizo en un transiluminador

de luz ultravioleta UVP BioDoc-It Imaging Systems (Analytik Jena, Jena, Alemania).

3.5.3. ldentificacion de especies mediante secuenciacion del gen 16S rDNA

bacteriano

Para la identificacion de especies mediante secuenciacion del gen del ribosoma 16S en
primer lugar se realizé la PCR en el termociclador DNA Engine Peltier. Se mezclaron 2 pL
del sobrenadante de cada muestra, obtenido tal y como se describe en el apartado 3.5, con
23 pL de mezcla de reaccion que contenia 12,5 pL de Master Mix 2X, 1,5 pL del primer P1
10 uM, 1,5 pL del primer P6 10 uM (Thermo Fisher Scientific) y 7,5 yuL de agua libre de
DNasa/RNasa. Los primers que se emplearon fueron los descritos por Guerrieri et al. (2020)
(Tabla 5) y el programa de amplificacion de la PCR fue el descrito en el apartado anterior
para la PCR multiple (Tabla 4) con una temperatura de hibridacion de 55 °C.

Tabla 5. Primers utilizados para la secuenciacion del gen 16S rDNA.

Primer Tipo Secuencia
P1 Forward 5’-GCGGCGTGCCTAATACATGC-3’
P6 Reverse 5’-CTACGGCTACCTTGTTACGA-3’

A continuacion, mediante electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, se verificaron los
productos de la reaccion, procediendo del mismo modo que en el apartado 3.5.2. El producto
de PCR sobrante se envid al Servicio General de Apoyo a la Investigacion (SAI) de la
Universidad de Zaragoza donde se realizd secuenciacion de Sanger y separacion de los
fragmentos obtenidos mediante electroforesis capilar. Una vez recibida la secuencia de
nucledtidos se visualizo con el software Chromas 2.6.6 (disponible en

https://technelysium.com.au/wp/chromas/, Julio 2020) y se obtuvo la identificacion de las

especies en Basic Local Alignment Search Tool (BLAST, disponible en

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, Julio 2020) del Centro Nacional de Informacién para

Biotecnologia de EE.UU. (NCBI) que identifica similitudes de secuencias de nucle6tidos con

bases de datos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion del método King Fisher Duo para la extraccién de DNA de esporos

de clostridios butiricos

Como ya se ha mencionado, mediante el uso de diluciones en serie de cantidades
conocidas de DNA de esporos se puede trazar una curva estandar de concentracion
logaritmica frente a la Ct obtenida en la gPCR. En este estudio, para evaluar la utilizacion del
método King Fisher Duo en la extraccion de DNA de los esporos de clostridios butiricos, se
realizaron diferentes rectas de calibrado procesando muestras de leche cruda de vaca
contaminadas artificialmente con esporos de las cepas de C. tyrobutyricum CECT 4012 y
C. tyrobutyricum UZ01 afiadidos en concentraciones de 10, 102 10° 10% 10° y 10°
esporos/mL y tratadas con subtilisina mediante el protocolo descrito. Ademas, se realiz6 otro
calibrado con muestras de leche UHT con las mismas cantidades de esporos sin el tratamiento
con subtilisina. Después de la extraccion y purificacion del DNA de los esporos con el
método King Fisher Duo de las muestras contaminadas, todas ellas se analizaron mediante
gPCR utilizando los primers CTfla. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 6.

Tabla 6. Resultados de gPCR obtenidos para las rectas de calibrado del andlisis de esporos de las
cepas CECT 4012 y UZO1 de C. tyrobutyricum en leche UHT vy leche cruda contaminadas
artificialmente. Los wvalores corresponden a la media de duplicados de dos experimentos

independientes para leche UHT sin tratar con subtilisina (n=4) y tres experimentos independientes
para leche cruda tratada con subtilisina (n=6).

Limite

Leche log nimero de Ct DS % N deteccion Ecuacion de la R Eficiengia
esporos/mL amplificacion (esporos/mL) recta gPCR (%0)
. 1 38,85 - 25,00
tU':T o 2 37,58 0,77 75,00
szztﬁirs(i:gz. 3 SaE o ey 10* y=-3,9047x+50,589| 0,9989 80,34
Cepa 4 34,89 0,54 100,00 ’ ' ’ '
CECT4012 5 31,22 0,34 100,00
6 27,09 0,76 100,00
1 37,23 - 16,67
. fré’da 2 37,77 1,12 33,33
sr:bililizi:;r.] 3 30,58 017 83,33 10° y=-3,4987x+47,501 1 93,12
Cepa 4 33,52 0,18 100,00 ’ ' '
CECT4012 5 30,04 0,16 100,00
6 26,48 0,13 100,00
1 34,32 3,38 66,67
Cruda 2 34,08 1,37 100,00
tratada con 3 D | 2he ALY 100 y=-34081x+41,042 09989 | 96,53
subtilisina. 4 27,40 1,84 100,00
Cepa UZ01 5 23,82 1,74 100,00
6 20,67 2,07 100,00

Como se puede observar, el valor de Ct disminuyé con el aumento de la concentracion
de esporos adicionada a las muestras y se produjo amplificacion mediante qPCR para todas
las concentraciones de esporos en al menos una de las repeticiones realizadas. En la Figura 8

se representa la grafica de amplificacion de una recta de calibrado.
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Figura 8: Gréfica de amplificacion de gPCR de una calibracion con C. tyrobutyricum UZ01 en leche
cruda tratada con subtilisina. Las curvas corresponden a las amplificaciones de las leches con las
diferentes cantidades de esporos/mL adicionadas (108-102), el control negativo (C-) y el control
positivo (C+), analizadas por duplicado.

También se obtuvieron las melt curves en todas las qPCR realizadas en las
calibraciones, con el objetivo de comprobar que para todas las muestras se obtenia un Unico
pico coincidente con el correspondiente al control positivo, asegurando asi que el fragmento
amplificado tuviera un tamafio igual al del amplicon deseado y que no se hubieran formado
dimeros de los primers. En la Figura 9 observamos que se obtuvo una Tm de 76,46 °C para la
amplificacion de la calibracion de C. tyrobutyricum UZ01 representada en la Figura 8.
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Figura 9. Melt curve de la gPCR obtenida de la calibracion con C. tyrobutyricum UZ01 en leche cruda
tratada con subtilisina. Linea roja inferior: control negativo (C-). Linea roja superior: control positivo
(C+). Resto de lineas: muestras con diferentes concentraciones 102-10° esporos/mL.

Si se comparan los datos de Ct obtenidos para la recta de calibrado de la leche UHT
sin tratar con subtilisina y la leche cruda tratada con subtilisina (Figura 10) ambas curvas
parecen ser equivalentes. En cambio, la eficiencia de la qPCR obtenida en la leche UHT
(80,34%) es menor que la obtenida para la leche cruda tratada con subtilisina (93,12%). Esto
nos indica que el tratamiento con subtilisina es eficaz para recuperar los esporos contenidos

en la leche y necesario para obtener una mejor eficiencia de la qPCR, sugiriendo que la matriz
de la leche podria interferir en la deteccion.
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Figura 10. Rectas de calibrado para la amplificacion por qPCR de los esporos de la cepa de
C. tyrobutyricum CECT 4012. Los valores representados corresponden con la media de duplicados de
dos experimentos independientes para (®) leche UHT sin tratar con subtilisina (n=4) y tres
experimentos independientes para (=) leche cruda tratada con subtilisina (n=6). Las barras de error
corresponden con las desviaciones estandar.

Una vez comprobado que el tratamiento con subtilisina era eficaz para la recuperacion
de los esporos de la cepa tipo C. tyrobutyricum CECT 4012, se procedio a la realizacion de la
recta de calibrado con la cepa C. tyrobutyricum UZ01 aislada de una leche cruda de vaca, con
el fin de trabajar en condiciones mas cercanas a las reales. En la Figura 11 se puede ver que la

cepa UZ01 amplifica a ciclos considerablemente mas bajos que la cepa tipo CECT 4012.

45
40
35

530 -
25 + I
20

15 T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5

Log numero de esporos/mL

1 1 1
HAEA
H— 0

»
]

Figura 11. Rectas de calibrado de amplificacion de los esporos de las cepas de C. tyrobutyricum
CECT 4012 (=) y UZ01 (&) en leche cruda tratadas con subtilisina. Los valores representados
corresponden con la media de duplicados de tres experimentos independientes (n=6). Las barras de
error corresponden con las desviaciones estandar.

Como se puede observar en la Tabla 6, el porcentaje de amplificacion de las
concentraciones inferiores, 10! y 102 esporos/mL, es mayor en la cepa UZ01 que en la cepa
tipo CECT 4012. También se puede observar en la Figura 11, que el rango lineal obtenido
para la cepa UZ01 es mas amplio (10-10° esporos/mL) que el obtenido para la cepa tipo
CECT 4012 (103-10° esporos/mL). Las rectas de calibrado para ambas cepas se han calculado
a partir de los valores situados en el rango lineal de esta grafica y se pueden ver en la Tabla 6.
Para la cepa UZ01 se ha obtenido una mejor eficiencia en la gPCR (96,53%) que para la cepa

tipo CECT 4012 (93,12%) ademas de un limite de deteccion mas bajo, siendo 10 esporos/mL
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para la cepa UZ01 y 10* esporos/mL para la cepa tipo CECT 4012. Todo ello nos sugiere que
la cepa salvaje UZ01 es maés facil de detectar y cuantificar que la cepa tipo CECT 4012,
siendo este resultado favorable, ya que es una cepa posiblemente mas proxima a los esporos

presentes en la naturaleza.

Teniendo en cuenta los buenos resultados obtenidos en la calibracion del sistema King
Fisher Duo para la cepa de C. tyrobutyricum UZ01, podria llevarse a cabo la deteccion y
cuantificacion de los esporos butiricos directamente en leche cruda con la combinacién del
tratamiento con subtilisina, el sistema de aislamiento del DNA por el método del King Fisher
Duo y la gPCR en un tiempo inferior a 10 h con un limite de deteccion de 100 esporos/mL.
Lopez-Enriquez, Rodriguez-Lazaro y Hernandez (2007) obtuvieron una mayor sensibilidad en
la deteccién de C. tyrobutyricum CECT4011 utilizando los primers CTfla, puesto que los
valores de Ct obtenidos fueron inferiores a los obtenidos en el presente estudio. Sin embargo,
su método de extraccion y purificacion del DNA de los esporos butiricos es mas laborioso y
por tanto mas complicado de implantarse en el andlisis rutinario de leches crudas sospechosas
de contaminacion butirica. Por el contrario, Bassi et al. (2013) no fueron capaces de detectar
el fragmento del gen fla en las cepas salvajes de C. tyrobutyricum aisladas de quesos Grana
Padano y Parmigiano Reggiano, con el método de bead beating para la extraccion del DNA.
Sin embargo, estos autores fueron capaces de detectar el fragmento del gen pta en dichas
cepas con un limite de deteccion de 14 ufc/mL, teniendo en cuenta que en este trabajo se

analiz6 una mezcla de esporos y células vegetativas.

El método semiautomatico desarrollado por Bréndle et al. (2018) basado en la técnica
NMP, a pesar de ser mas rapido y menos laborioso que los métodos microbiologicos
convencionales y presentar un limite de deteccién (75 esporos/L) inferior al obtenido en el
presente estudio, sigue teniendo la desventaja del mayor tiempo necesario para la obtencion
de los resultados (48 h) en comparacion con el desarrollado en este trabajo.

4.2. Analisis de muestras de leche cruda de vaca y oveja

Para comprobar la aplicabilidad del método desarrollado, se analizaron muestras de
leche cruda de vaca (n = 45) y oveja (n = 65), procedentes de Asociaciones Interprofesionales
Lecheras, sospechosas de contaminacion con clostridios butiricos o que habian dado resultado
positivo al ser analizadas por la técnica del NMP en el laboratorio interprofesional de

procedencia.
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4.2.1. Analisis mediante PCR a tiempo real

Las muestras de leche cruda sospechosas de contaminacion con clostridios butiricos,
tratadas previamente con subtilisina para facilitar la extraccion y concentracion de los esporos
de la matriz de la leche, fueron procesadas siguiendo el protocolo del método King Fisher
Duo y posteriormente analizadas mediante gPCR utilizando los primers CTfla. Los resultados
de amplificacion obtenidos para las diferentes muestras se incluyen en los Anexos 1y Il'y se
pueden ver representados en la Figura 12. De las muestras de leche cruda de vaca analizadas,
el 44,44% amplifico en qPCR vy el 55,56% no amplificd. En cambio, en las muestras de leche
cruda de oveja se produjo amplificacion en el 58,46% y no hubo amplificacion en el 41,54%
de las muestras. Para la obtencion de estos datos se tuvo en cuenta que 4 muestras (8,89%) de
leche de vaca y 6 muestras (9,2%) de leche de oveja habian dado falso positivo bien porque la
Tm obtenida en la melt curve no se correspondia con la de la muestra control o bien porque

habian amplificado a ciclos muy altos, Ct >40 (Bustin et al., 2009), por lo que se las considero

negativas.
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Figura 12. Resultados de amplificacion de la gPCR de muestras de leche cruda de vaca y oveja
sospechosas de contaminacion con clostridios butiricos procedentes de laboratorios de asociaciones
interprofesionales lecheras.

Para realizar el calculo de la concentracion de esporos butiricos presentes en las
muestras de leche cruda con resultado positivo en gPCR se extrapolaron los valores de Ct en
la recta de calibrado obtenida para la cepa C. tyrobutyricum UZ01. En las muestras de leche
de vaca se obtuvieron valores entre 1,15 y 213,49 esporos/mL. Estos valores fueron inferiores
al limite de deteccion (<102 esporos/mL) en el 85% de las muestras positivas en gPCR y s6lo
el 15% pudieron ser cuantificadas al encontrarse el valor de Ct en el rango lineal de la recta de
calibrado, con un resultado promedio de 202,86 + 11,63 esporos/mL. De manera similar, en
las muestras de leche de oveja se obtuvieron valores entre 2,26 y 552,75 esporos/mL siendo
valores <10% esporos/mL en el 92,11% de las muestras con qPCR positiva y el 7,89% pudo
ser cuantificada con un resultado promedio de 313,22 + 210,48 esporos/mL. Estos resultados
demuestran que, en general, la concentracion de esporos butiricos en las muestras de leche

analizadas es baja. Bassi et al. (2013) encontraron concentraciones de entre 102-103
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esporos/mL en el unico estudio conocido hasta la fecha, en el que se realiza analisis de
C. tyrobutyricum por gPCR de muestras reales de leche cruda de vaca susceptibles de estar
contaminadas con esporos butiricos. Ademas, nuestros resultados son comparables a los
obtenidos por algunos autores mediante la técnica del NMP. Driehuis, Hoolwerf y Rademaker
(2016) detectaron valores entre 0,04 y 25 esporos/mL en leche de vaca y Garde et al. (2011) y
Turchi et al. (2016) entre 0,36 y 240 esporos/mL en leche de oveja. Las diferencias
encontradas entre los valores de contaminacion en la leche de vaca y de oveja podrian
deberse, como se menciona en algunos estudios (Salmeron et al., 2002; Turchi et al., 2016), al
mayor numero de cabezas de ganado por rebafio debido al menor rendimiento lechero que
tienen en comparacion con las vacas, y mayor dificultad de seguir unas buenas préacticas
higiénicas durante el ordefio de las ovejas. Ademas, el uso de pastos cercados en granjas de
produccién semi-extensiva, favorecen la propagacion y concentracion de esporos,

especialmente cuando el lecho de los animales no es manipulado adecuadamente.

Las muestras de leche cruda de oveja habian sido analizadas en el laboratorio
interprofesional de procedencia por la técnica del NMP y todas ellas habian resultado
positivas. Entonces, se puede decir que la coincidencia entre esta técnica y la gPCR realizada
con los primers CTfla de C. tyrobutyricum es del 58,46%. Se deduce asi que el 58,46% de la
contaminacion en este tipo de leche es debida a la presencia de C. tyrobutyricum y el 41,54%
de la contaminacion es debida a otras especies de Clostridium o incluso a otros
microorganismos formadores de gas que puedan crecer en el medio selectivo utilizado para la

realizacion del analisis por la técnica del NMP (Bréandle, Domig y Kneifel, 2016).

4.2.2. Andlisis mediante cultivo microbiologico

Para el andlisis microbioldgico de las muestras se realizé en primer lugar un precultivo
en medio liquido RCM, obteniéndose diferentes resultados en cuanto a la produccion de
turbidez, gas y olor a acido butirico (Anexo |y I1). Un ejemplo de este precultivo se muestra

en la Figura 13.

Figura 13. Pre-enriquecimiento de muestras de leche cruda de vaca en medio RCM, donde se puede
observar la turbidez del medio, produccion de gas y desplazamiento de la parafina en algunas de ellas.
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En segundo lugar, y siguiendo el método descrito por Jonsson (1990), después de la
etapa de pre-enriquecimiento, las leches se cultivaron en medio agar RCM suplementado con
D-cicloserina para inhibir el crecimiento de otras bacterias como Bacillus spp., y rojo neutro
para la diferenciacién de las colonias de Clostridium, que toman color amarillo y producen
fluorescencia cuando son expuestas bajo luz UV (Anexo | y II). En la Figura 14 se pueden

observar algunos ejemplos del crecimiento de estas colonias.
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Figura 14. Cultivo de muestras de leche cruda de vaca en agar RCM suplementado con rojo neutro y
D-cicloserina. (1) muestra negativa; (2) muestra positiva; (3) muestra negativa bajo luz UV y (4)
muestra positiva bajo luz UV.

De las muestras de leche de vaca analizadas, el 40,00% resultaron positivas y el
60,00% resultaron negativas en cultivo microbiol6gico. Cuando se analizaron las muestras de
leche de oveja, los porcentajes fueron diferentes, siendo el 20,00% positivas y el 80,00%
negativas, Figura 15A. Las muestras de leche de oveja habian sido analizadas por la técnica
del NMP en el laboratorio interprofesional de procedencia y todas ellas habian resultado
positivas por lo que parece que los clostridios butiricos presentes en leche de oveja tienen

dificultad de crecimiento en el medio sélido especifico utilizado en este estudio.
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Figura 15. (A) Resultados de cultivo en agar RCM suplementado con rojo neutro y D-cicloserina y
(B) resultados de coincidencia entre el cultivo microbioldgico y la gPCR de muestras de leche cruda
de vaca y oveja sospechosas de contaminacion con clostridios butiricos.

En la Figura 15B se puede observar que se obtuvo el mismo resultado en cultivo
microbiologico y en gPCR en el 55,56% de las muestras de leche cruda de vaca analizadas y
no se obtuvo el mismo resultado en el 44,44% de las muestras. Sin embargo, en las muestras
de leche cruda de oveja se obtuvo coincidencia en el 43,08% de las muestras y no se obtuvo

coincidencia en el 56,92%, lo cual se dehid, como se ha comentado anteriormente, a la
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dificultad de crecimiento de clostridios butiricos presentes en leche de oveja en el medio

solido empleado, probablemente por la presencia de algun inhibidor natural.

4.3. ldentificacion de especies de clostridios butiricos presentes en las muestras

4.3.1. Anadlisis e identificacion de colonias por PCR multiple

Con el fin de comprobar si las colonias obtenidas en el cultivo microbioldgico
correspondian con C. tyrobutyricum, considerada normalmente la principal especie causante
del defecto de hinchazon tardia en quesos, o por el contrario existian otras especies implicadas
en esta contaminacion (como C. butyricum, C. sporogenes y C. beijerinckii) se realiz6 una
PCR multiple (Cremonesi et al.,, 2012) y los productos obtenidos se sometieron a

electroforesis en gel de agarosa.

Se analizaron 22 muestras de leche cruda de vaca que habian resultado positivas en el
analisis mediante cultivo microbioldgico. De todas ellas, solamente 6 fueron identificadas en
el gel de agarosa, correspondiendo tres de ellas con C. tyrobutyricum (13,64%) y otras tres
con C. sporogenes (13,64%), mientras que en el 72,73% de las muestras no se obtuvo
correspondencia con ninguna de las especies de clostridios butiricos analizadas (Figura 16).
Ademas, en ninguna de las muestras de leche cruda de oveja se obtuvo coincidencia con
alguna de las especies analizadas en la PCR multiple. Esto podria indicar, como ya se ha
mencionado, que existen otras especies diferentes a C. tyrobutyricum, C. butyricum,
C. sporogenes y C. beijerinckii capaces de producir la contaminacion butirica, ademés de la
dificultad de aislar C. tyrobutyricum en las muestras, que, segun los datos obtenidos en qPCR,
deberia estar presente en el 44,44% de las muestras de leche de vaca y en el 58,46% de las
muestras de leche de oveja. Esto nos sugiere que, si hay coexistencia de varias especies en la
leche, pudiera germinar una antes que las demas e imponerse sobre las otras especies en el

cultivo especifico.

Negativas
72,73%

Figura 16. Resultados de la PCR multiple de las colonias obtenidas en cultivo microbiol6gico RCM
agar con rojo neutro y D-cicloserina de las muestras de leche cruda de vaca contaminadas con
clostridios butiricos.

En la imagen de la Figura 17 se muestra la electroforesis de los productos de

amplificacion de varias colonias analizadas. Como se puede observar, el control positivo
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corresponde con el tamafio esperado para el amplicon de C. tyrobutyricum (210 bp). Para las
muestras (1) y (2) se obtuvieron bandas fluorescentes correspondientes al tamafio del
amplicon de C. sporogenes (549 bp), la muestra (3) dio resultado negativo, y la muestra (4) se
correspondié con un tamafio igual a la muestra control (210 bp) correspondiente a

C. tyrobutyricum.

N
(=3
o
o
°

Figura 17. Electroforesis de los productos de amplificacion de PCR mdltiple de muestras de leche de
vaca sospechosas de contaminacién con clostridios butiricos. PM: marcador de pesos moleculares; (1)
a (4) muestras: A171116-11, A171116-12, A171215-4 y A190717-2; C+: control positivo de
C. tyrobutyricum; C-: control negativo.

4.3.2. ldentificacion de especies mediante secuenciacion del gen 16S rDNA
bacteriano

Debido a la dificultad encontrada en la identificacion de especies mediante PCR
multiple, se realizd secuenciacién del amplicén del gen del ribosoma 16S para aquellas
muestras que fueron positivas en el cultivo microbioldgico pero negativas en la PCR mdltiple
de las especies incluidas. En la Figura 18 se muestra la imagen de un gel de agarosa en el que
se analizaron 8 muestras donde se observan los productos de amplificacion de la PCR. El
fragmento de DNA obtenido tiene alrededor de 1100 pares de bases necesarias para la

secuenciacion.

PM (1) (2 (B) @) () (6) () (8)
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Figura 18. Electroforesis de los productos de amplificacion de la PCR de muestras de leche de vaca 'y
oveja para la secuenciacion del gen 16S rDNA bacteriano. PM: marcador de pesos moleculares; (1) a
(8) muestras: A200618-1, L200612-8, L200612-16, L200612-17, L200612-19, L200612-20,
L200612-22 y L200612-23.
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Los resultados de la secuenciacion se recogen en el ANEXO IIl. De las 24 muestras
que fueron secuenciadas, una no pudo ser identificada, posiblemente debido a la baja cantidad
de DNA amplificado, como queda reflejado en la menor intensidad de la banda
correspondiente a la muestra 7 en la electroforesis de la Figura 18. De las 23 muestras que si
fueron identificadas, el 52,17% (12 muestras) resultaron estar contaminadas con
microorganismos pertenecientes al género Clostridium, el 21,74% al genero Paenibacillus y
el 26,09% al genero Lactobacillus (Figura 19A). En las muestras de leche de vaca se ha
encontrado contaminacion debida a los tres generos: 41,67% Clostridium, 41,67%
Paenibacillus y 16,67% Lactobacillus. En cambio, en las muestras de leche de oveja el
63,64% de la contaminacion identificada fue debida al género Clostridium y el 36,36% al
género Lactobacillus, (Figura 19B). Estos resultados contrastan con los obtenidos por Brandle
et al. (2018) que mediante esta técnica identificaron como Clostridium el 95,7% de las
colonias aisladas, el 2,4% como otros microorganismos formadores de esporos (Bacillus y
Paenibacillus) y el 1,9% como microorganismos no formadores de esporos. Estas diferencias
podrian deberse, como comentan dichos autores, al uso de un medio de cultivo selectivo
mejorado (AmpMedia666) que favorece el crecimiento de Clostridium frente a otros

microorganismaos.
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Figura 19. Resultados de secuenciacién del ribosoma 16S en n=23 muestras de leche cruda de vacay
oveja con resultado positivo en cultivo microbiologico. (A) Géneros de los microorganismos
secuenciados y (B) distribucion de géneros en las muestras de leche cruda de vaca (n=12) y oveja
(n=11).

Las especies de Paenibacillus identificadas fueron P. thermophilus (bacteria Gram
positiva, aerobia estricta y formadora de esporos) y P. macerans (bacteria variable Gram
positiva/Gram negativa, anaerobia facultativa y formadora de esporos), las cuales ya habian
sido encontradas en diferentes matrices relacionadas con el entorno de las granjas lecheras,

como tierra, ensilados de maiz y otros alimentos, heces y leche (Borreani et al., 2019). Reindt
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et al. (2014) detectaron la presencia de P. barengoltziiy y P. macerans entre las colonias
aisladas de muestras de leche de cabra analizadas en su estudio y Driehuis, Hoolwerf y
Rademaker (2016) contabilizaron un 36% de sus muestras contaminadas con bacterias

pertenecientes al género Paenibacillus.

Entre las especies del género Lactobacillus detectadas se encuentran L. casei,
L. paracasei y L. rhamnosus (bacterias Gram positivas, heterofermentativas facultativas no
formadoras de esporos). Son pertenecientes al grupo L. casei y pueden ser aisladas
principalmente de leche y productos lacteos, ademas del tracto gastrointestinal y heces de
humanos y animales (Gobbetti y Minervini, 2014). Estas bacterias no formadoras de esporos
no han sido inactivadas mediante el tratamiento térmico aplicado a las muestras antes de su

analisis, como ya observaron Salmeron et al. (2002).

Debido a que hemos identificado Paenibacillus y Lactobacillus en algunas muestras
consideradas como positivas de contaminacion con bacterias butiricas, deberia buscarse una
alternativa al medio sélido empleado en este estudio (RCM suplementado con rojo neutro y
D-cicloserina), ya que se ha demostrado que no es especifico para el cultivo de esporos
butiricos causantes de hinchazon tardia. Ademas, se ha visto que los esporos de las muestras

de leche de oveja han tenido dificultad de crecimiento en este medio.

Considerando los dos métodos utilizados en este estudio para la identificacion de las
bacterias butiricas, PCR mudltiple y secuenciacion del gen 16S rDNA bacteriano, se ha
encontrado que, dentro del géenero Clostridium, las especies presentes en las leches crudas de
ambas especies corresponden a C. perfringens (33,33%), C. sporogenes (33,33%),
C. tyrobutyricum (22,22%), C. bifermentans (5,56%) y C. luticerallii (5,56%), (Figura 20A).
Ademas, se puede observar una mayor variabilidad de especies en la leche de vaca:
C. sporogenes (36,36%), C. tyrobutyricum (36,36%), C. perfringens (9,09%), C. bifermentans
(9,09%) y C. luticerallii (9,09%) en contraste con el predominio de C. perfringens (71,43%) y

C. sporogenes (28,57%) en las muestras de leche de oveja (Figura 20B).
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Figura 20. Resultados de identificacion de especies de Clostridium realizadas mediante PCR mdltiple
y secuenciacion del gen 16S rDNA bacteriano. (A) Especies de Clostridium identificadas en n=18
muestras de leche cruda de vaca y oveja y (B) distribucion de las especies en las muestras de leche
cruda de vaca (n=11) y oveja (n=7).

Estos resultados, aunque podrian completarse con el analisis de mas muestras para
confirmar la tendencia encontrada, demuestran la contribucion de otras especies de
Clostridium diferentes a las consideradas habitualmente como responsables de la
contaminacion de las muestras de leche objeto de estudio (C. tyrobutyricum, C. butyricum,
C. sporogenes y C. beijerinckii), tal y como habian demostrado otros autores. Por citar
algunos, Turchi et al. (2016) y Chaturvedi y Shukla (2015) indicaron, respectivamente, que el
56% y el 40,63% de las muestras de leche con resultado positivo en cultivo estaban
contaminadas con C. perfringens. En el estudio realizado por Reindt et al. (2014) en leche de
cabra, el 5,3% de las colonias secuenciadas correspondieron a C. perfringens y el 7,6% a
C. bifermentans. Esta ultima especie también fue identificada entre las especies minoritarias
encontradas por Bermudez et al. (2016) en leche de vaca. Sin embargo, en la literatura
consultada, no se han encontrado datos que respalden la contribucion de C. luticerallii a la
contaminacion butirica, aunque si se mencionan otras especies como C. subterminale y otros
Clostridium spp (Bréndle et al., 2018).

En las muestras de leche cruda de vaca analizadas en nuestro trabajo se puede observar
mayor incidencia de C. tyrobutyricum (36,36%) y C. sporogenes (36,36%), como encontraron
Bermudez et al. (2016) y Bréndle et al. (2018) que informaron, respectivamente, que el 58,3%
y el 77,9% de las colonias aisladas en leche de vaca eran C. tyrobutyricum y el 16,7% vy
10,9% C. sporogenes. En cambio, en las muestras de leche de oveja analizadas en nuestro
estudio se ha encontrado una mayor incidencia de C. perfringens (71,43%) y C. sporogenes

(28,57%). Estos resultados son en parte similares a los obtenidos en leche de oveja por Turchi
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et al. (2016), que identificaron el 56% como C. perfringens y el 44% como C. sporogenes, y
por Arias et al. (2013) y Garde et al. (2011) que identificaron, respectivamente, el 93,86% y el
78,9% de las colonias aisladas como C. sporogenes.

A pesar de su incapacidad de germinar y reproducirse en la leche, C. perfringens es
capaz de producir gas a partir del metabolismo de los carbohidratos y puede tener un impacto
en el recuento de clostridios productores de gas por el método NMP (Turchi et al., 2016). Esto
quiere decir que, debido a la falta de datos que existen hasta el momento sobre el papel de
C. perfringens en la hinchazon tardia de los quesos, esta especie no esta considerada como
productora de este defecto. Sin embargo, al generar gas en los medios de cultivo empleados
para el analisis de las muestras de leche por el método NMP (y en el medio de cultivo
empleado en el presente estudio) es posible que se sobreestime el nimero de esporos
productores de fermentacion butirica al analizar las muestras mediante métodos
microbioldgicos. Por tanto, harian falta mas estudios para evaluar el grado de contribucion de
C. perfringens en el deterioro de los quesos por hinchazon tardia. Las intoxicaciones causadas
por este patdgeno estan relacionadas principalmente con derivados carnicos, aunque es
necesario ingerir cantidades superiores a 102 células vegetativas de las cepas productoras de
enterotoxina, que representan solo un pequefio porcentaje de las cepas (Bassi, Puglisi y
Cocconcelli, 2015).

Una vez identificadas las principales especies de Clostridium implicadas en la
contaminacion butirica de las leches analizadas y con vistas a futuras investigaciones, seria
interesante desarrollar una gqPCR mdltiple para la deteccion y cuantificacion de
C. sporogenes, C. tyrobutyricum y C. perfringens, de manera similar a la propuesta por
Morandi et al. (2015) para la deteccion simultanea de C. beijerinckii, C. sporogenes y

C. tyrobutyricum.

5. CONCLUSIONES

Con los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Esposible realizar la deteccion y cuantificacion de C. tyrobutyricum en leche cruda en
un tiempo inferior a 10 h combinando el sistema semiautomatico King Fisher Duo y
la gPCR, con un limite de deteccion de 10% esporos/mL.

2. El tratamiento de las muestras de leche cruda con subtilisina es eficaz para la
extraccion de los esporos de los clostridios butiricos de la matriz de la leche y permite
obtener una eficiencia optima en la qPCR.
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3. Los elevados valores de Ct obtenidos en la g°PCR demuestran la baja contaminacion
de la leche cruda debida a C. tyrobutyricum.

4. El cultivo microbioldgico que se ha utilizado en este estudio y que se emplea
habitualmente para la determinacién de contaminacion butirica, no es suficientemente
especifico para el crecimiento de clostridios y sobreestima la contaminacién en las
muestras de leche cruda.

5. C. perfringens y C. sporogenes contribuyen, junto con C. tyrobutyricum, a la
contaminacion butirica de las muestras de leche cruda, en diferente proporcion segun

la especie de la que procede la leche analizada en este estudio.
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ANEXOS
Anexo |

Tabla 7. Resultados obtenidos en el analisis de las muestras de leche cruda de vaca sospechosas de
contaminacion con clostridios butiricos procedentes de la Asociacion Interprofesional Lechera de
Aragon (AILA). NA: no aplica; NR: no realizada.

Cadigo Amplificacién | Coincidencia n°

muestra Descripcion precultivo Cultivo PCR especies GPCR (%) | gPCR-cultivo Tm esporos/mL
Al170714-3 Turbidez Negativa NA NR
Al170927-12 Turbidez Positiva Negativa NR
Al170714-4 Turbidez Positiva Negativa NR
A171005-1 Turbidez y poco gas Negativa NA NR
A171020-4 Turbidez, gas y olor a butirico, Positiva Negativa NR
A171027-2 Turbidez y poco gas Positiva Negativa NR
Al171027-3 Turbidez Negativa NA NR
A190617-2 Turbidez y poco gas Negativa NA NR
A190627-2 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
A190717-1 Turbidez Negativa NA 50 No 37,09 | 75,72 <100
A190717-2 = Turbidez y olor a butirico Positiva | C. tyrobutyricum 0 No
A190717-3 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
Turbidez, gas, parafina .. .

A190726-1 desplazada )?olorpa butirico Positiva | C. tyrobutyricum 0 No
A171116-11 Turbidez, gas, paraflr,w} Positiva | C. sporogenes 0 No

desplazada y olor a butirico
A171116-12 Turbidez, gas, paraflrja} Positiva | C. sporogenes 0 No

desplazada y olor a butirico
Al171211-10 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
Al171215-4 Turbidez y gas Positiva Negativa 0 No
A170316-9 Turbidez y gas Negativa Negativa 0 Si
A170316-10 Turbidez Positiva Negativa 100 Si 38,81 | 76,01 <100
A170316-11 Turbidez y gas Negativa NA 50 No 37,32 76,31 <100
A170316-12 Turbidez, gas y olor a butirico,  Positiva Negativa 50 Si 3791 76,01 <100
A170316-13 Turbidez Negativa NA 0 Si 4412 78,24
A200127-1 Turbidez Negativa NA 50 No 37,97 76,01 <100
Al170223-1 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
A170223-2 Turbidez Positiva Negativa 0 No 4435 81,24
A170310-1 Turbidez, gas,y. ligero olor a Positiva Negativa 0 No

butirico
A170310-2 Turbidez Negativa NA 0 Si 40,83 ' 76,02
A170310-3 | Turbidez, gas y olor a butirico, Positiva | C. sporogenes 0 No
A170310-4 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
Al170217-1 Turbidez Positiva | C. tyrobutyricum 100 Si 33,27 | 76,16 190,43
A170217-2 Turbidez Negativa NA 100 No 3451 76,01 <100
Al170217-3 Turbidez y gas Positiva Negativa 100 Si 34,81 | 75,86 <100
A200217-1 | urpHez gasyparafina G Negativa 100 Si 3310 7601 21349
desplazada
Turbidez, gas, parafina . .

A200217-2 . Positiva Negativa 0 No 42,12 | 75,86

desplazada y olor a butirico
A200217-3 Turbidez Negativa NA 0 Si
Al170217-4 Turbidez y poco gas Negativa NA 50 No 3547 | 76,16 <100
Al170217-5 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
Al170227-2 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
A200226-1 Turbidez Negativa NA 0 Si
A200226-2 Turbidez Negativa NA 0 Si
A200226-3 Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
A200520-1 Turbidez y gas Positiva Negativa 100 Si 37,53 76,02 <100
A200520-2 Turbidez Negativa NA 100 No 38,15 75,87 <100
A200520-3 Turbidez, mucho gas y Positiva Negativa 100 Si 37,25 | 75,87 <100

parafina desplazada



Cédigo
muestra
A200527-1
A200527-2
A200527-3

A200618-1

A200618-2
A200618-3

A200626-1

A200626-2
A200626-3

Descripcion precultivo

Turbidez
Turbidez y gas
Turbidez
Turbidez, gas y parafina
desplazada
Turbidez
Turbidez
Turbidez, gas y parafina
desplazada
Turbidez
Turbidez

Cultivo

Negativa
Positiva
Negativa

Positiva

Negativa
Negativa

Negativa

Negativa
Negativa

PCR especies

NA
Negativa
NA

Negativa

NA
NA

NA

NA
NA

Amplificacion | Coincidencia

gPCR (%)
100
100
100

100

100
50

0

50
0

gPCR-cultivo
No
Si
No
Si
No
No
Si

No
Si

37,35
37,76
37,79

38,79

38,76
36,81

33,17

75,87
76,02
76,02

76,01

76,01
76,16

76,01

nD
esporos/mL
<100
<100
<100

<100

<100
<100

204,66



Anexo 11

Tabla 8. Resultados obtenidos en el analisis de las muestras de leche cruda de oveja sospechosas de
contaminacion con clostridios butiricos procedentes Instituto Lactologico de Lekunberri (ILL). NA: no
aplica; NR: no realizada.

Codigo Amplificacion | Coincidencia n®

i Descripcion precultivo, Cultivo | PCR especies GPCR (%)  qPCR-cultivo Tm esporos/mL
L200304-1 | Turbidez y bastante gas | Positiva Negativa 50 Si 37,28 | 76,16 <100
L.200304-2 Turbidez y gas Negativa NA 0 Si
L200304-3 = Turbidez y bastante gas | Negativa NA 50 No 38,84 76,31 <100
L200304-4 Turbidez y gas Negativa NA 0 Si
L200304-5 = Turbidez y bastante gas | Negativa NA 0 Si
L200304-6 | Turbidez y bastante gas | Negativa NA 0 Si
L.200304-7 = Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si 40,34 7318
L200304-8 = Turbidez y bastante gas | Negativa NA 50 No 39,36 | 76,01 <100
L200304-9 = Turbidez y bastante gas = Positiva Negativa 0 No 4092 73,18
L200304-10| Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
L200304-11| Turbidez y poco gas Positiva Negativa 0 No
L200304-12 Turbidez Negativa NA 100 No 3546 | 76,31 <100
L.200304-13 Turbidez Negativa NA 100 No 36,63 76,16 <100
L200304-14 Turbidez Negativa NA 100 No 37,73 | 76,01 <100
L200304-15 Turbidez Negativa NA 100 No 36,67 76,16 <100
L.200304-16 Turbidez Negativa NA 100 No 37,28 | 76,16 <100
1.200304-17 Turbidez gas Positiva Negativa 100 Si 37,74 76,16 <100
L.200304-18 Turbidez Negativa NA 100 No 36,86 | 76,16 <100
L200304-19 Turbidez Negativa NA 100 No 38,02 76,31 <100
L200304-20  Turbidez y poco gas Positiva Negativa 100 Si 36,70 | 76,31 <100
L.200304-21 Turbidez Negativa NA 100 No 36,78 76,16 <100
1.200304-22 Turbidez Negativa NA 100 No 37,84 76,16 <100
L200304-23 Turbidez Negativa NA 100 No 33,00 76,01 229,16
L200304-24 Turbidez Negativa NA 100 No 3355 75,86 157,76

L200304-25 Turbidez y gas Negativa NA 0 Si
120030406 ' UrPldez mucho gasy |\ e NA 0 Si
parafina desplazada
L200304-p7 UPI0eZ gasy parafina |\ oG NA 0 Si
desplazada
Turbidez, gas y parafina . .
L200304-28 Negativa NA 0 Si 4211 8331
desplazada
L200304-29  Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
L200304-30 Turbidez Negativa NA 0 Si
L200304-31 Turbidez Negativa NA 100 No 37,63 | 76,02 <100
L200304-32| Turbidez y poco gas Negativa NA 0 Si
L200304-33  Turbidez y poco gas Negativa NA 100 No 3840 7587 <100
L.200304-34 Turbidez Negativa NA 100 No 38,02 75,87 <100
L200304-35 Turbidez Negativa NA 100 No 37,62 76,02 <100
L200304-36 Turbidez Negativa NA 100 No 36,93 | 75,87 <100
L200304-37 Turbidez Negativa NA 100 No 39,83 7587 <100
L.200304-38 Turbidez Negativa NA 100 No 38,32 | 76,02 <100
1.200304-39 Turbidez Negativa NA 100 No 37,30 76,02 <100
L200304-40 Turbidez Negativa NA 50 No 36,06 75,87 <100
L200304-41 |UrDIdez gasyparafina oo Negativa 100 Si 3756 7587 <100
desplazada
L200612-1 Turbidez Negativa NR 100 No 37,89 | 76,16 <100
L.200612-2 Turbidez Negativa NR 100 No 38,29 76,01 <100
Lo0061p-3 | UrDHez gasyparafina o i NR 100 No 3892 7601 <100
desplazada

L200612-4 Turbidez Negativa NR 100 No 37,14 76,16 <100



Codigo Descripcion precultivo

muestra
L200612-5 Turbidez
L200612-6 Turbidez
L200612-7 Turbidez
Turbidez, gas y parafina
1-200612-8 desplazada
L.200612-9 Turbidez
L200612-10 Turbidez
Turbidez, gas y parafina
L200612-11 desplazada
L200612-12 Turbidez
L200612-13 Turbidez
L200612-14 Turbidez
L200612-15 Turbidez
Turbidez, gas y parafina
L200612-16 desplazada
L200612-17 Turbidez
L200612-18 Turbidez
L200612-19 Turbidez
L200612-20 Turbidez
L200612-21 Turbidez
L200612-22 Turbidez
L200612-23 Turbidez
L200612-24 Turbidez

Cultivo

Negativa
Negativa
Negativa

Positiva

Negativa
Negativa

Negativa

Negativa
Negativa
Negativa
Negativa

Positiva

Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa
Positiva
Positiva
Negativa

PCR especies

NR
NR
NR

NR

NR
NR

NR

NR
NR
NR
NR

NR

NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR
NR

Amplificacion | Coincidencia

gPCR (%)
100
100
100

100
100

O O oo o o

gPCR-cultivo
No
No
No

Si

No
Si

Si

Si
Si
Si
Si

Si

No
Si
Si
No
No
No
No
Si

37,69
38,78
36,72

38,46
37,66

44,31
31,70

37,89
35,68
42,11
35,60

76,01
76,01
76,01

76,16
76,01

76,31
76,01

83,61
76,01
78,55
76,01
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Anexo 111

Tabla 9. Resultados obtenidos en la identificacion de especies mediante secuenciacion del gen 16S
rDNA bacteriano.

Muestra Bacteria Max Score Total Score 8:3?; E value | Per. Ident | Accession
A171215-4 | Paenibacillus thermophilus 1127 1127 93% 0 93,58% NR_118419.1
A170316-12 | Clostridium perfringens 1491 14813 98% 0 97,50% L.S483461.1
A200117-1 Lactobacillus paracasei 1515 1515 97% 0 97,85% MT545035.1
A200217-2 Lactobacillus rhamnosus 1493 1493 96% 0 97,61% MT299621.1
L200304-1 Clostridium perfringens 1447 14348 98% 0 96,91% L.S483393.1
L200304-9 Clostridium sporogenes 1506 1506 98% 0 97,42% DQ278864.1
L200304-17 = Clostridium perfringens 1439 1439 98% 0 95,99% MN326666.1
L200304-20 |  Clostridium perfringens 1461 1461 96% 0 97,77% MNO064652.1
A170310-1 Paenibacillus 1515 1515 96% 0 98,06% LC167138.1
A171027-2 | Paenibacillus thermophilus 1511 1511 95% 0 98,17% NR_118419.1
A200520-3 Clostridium luticerallii 1400 1400 95% 0 96,28% MT265070.1
A200527-2 Paenibacillus macerans 1262 1262 86% 0 95,07% AMA406669.1
L200304-41 Clostridium perfringens 1465 1465 95% 0 97,78% MT158897.1
A170217-3 Clostridium bifermentans 1489 1489 92% 0 98,58% KC525132.1
A170223-2 Paenibacillus 1101 1101 85% 0 91,85% LC167138.1
A170310-3 Clostridium sporogenes 1524 13643 98% 0 98,07% CP011663.1
A200618-1 @ Clostridium tyrobutyricum 1205 1205 76% 0 97,80% MT269011.1
L200612-8 Clostridium perfringens 1210 1210 7% 0 97,54% MT613499.1
L200612-16 Clostridium sporogenes 1216 1216 7% 0 98,10% MT356160.1
L200612-17 Lactobacillus paracasei 1164 1164 75% 0 95,92% MT473336.1
L200612-19 Lactobacillus paracasei 1225 1225 79% 0 96,12% MT473336.1
L200612-20 Lactobacillus paracasei 937 937 63% 0 94,11% MT473336.1
L200612-22 No identificada

L200612-23 Lactobacillus casei 442 442 42% 2E-119 82,56% MT473337.1



