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RESUMEN / ABSTRACT

El defecto de la hinchazodn tardia del queso es causado por la germinacion de esporos del
género Clostridium, generalmente C. tyrobutyricum, durante la etapa de maduracion. Este
defecto es uno de los mayores problemas en la fabricacion de quesos de pasta dura y semi-
dura, provocando alteraciones en la textura y sabor del queso, asi como importantes pérdidas
economicas. En la actualidad, no existe un método rapido que sea capaz de detectar leche
contaminada con esporos butiricos. Los metodos empleados para la deteccion de los
clostridios butiricos son principalmente microbiologicos, los cuales necesitan largos tiempos
de incubacién y presentan una baja sensibilidad. Por lo tanto, en este estudio se pretendid
poner las bases para el desarrollo de un método réapido y fiable, para detectar esporos butiricos
en leche, basado en PCR a tiempo real (QPCR) y compararlo con el cultivo microbiologico.
Por un lado, para la cuantificacion de esporos en leche, se ha necesitado un pretratamiento de
la leche con subtilisina, la ruptura mediante microondas de los esporos y una etapa de
purificacion del DNA. Para demostrar la aplicabilidad del método, se analizaron muestras de
leche de vaca sospechosas de estar contaminadas con clostridios butiricos. Por otro lado,
también se tratd de evaluar la posible aplicacién de microparticulas magnéticas (MMPs)
funcionalizadas con un ligando especifico, afin por los esporos, para su bioseparacion de la
leche. Los resultados indicaron que algunas muestras de leche estaban contaminadas con
esporos de C. tyrobutyricum; sin embargo, se detectaron diferencias en algunas muestras,
entre los resultados de la amplificacion del DNA vy los del cultivo microbioldgico.
Finalmente, mediante la utilizacion de MMPs para la separacion de esporos butiricos, se
obtuvo mayor afinidad por los esporos de C. tyrobutyricum, que por los de C. butyricum y C.
beijerinckii.

The late bowing defect in cheese is caused by the germination of spores from the genus
Clostridium, usually C. tyrobutyricum, during the ripening stage. This defect is one of the
major problems in the manufacture of hard and semi-hard cheeses, causing alterations in their
texture and flavour, as well as, significant economic losses. Nowadays, there are not fast
methods capable of detecting milk contaminated with butyric spores. The methods used for
the detection of butyric clostridia are mainly microbiological which need longer incubation
times and have low sensitivity. Thus, this study pursued to provide the basis for the
development of a rapid and reliable method for detecting butyric spores in milk based on real-
time PCR (gPCR), comparing it with microbiological culture. On one hand, for spore

quantification in milk, a pre-treatment of the milk with subtilisin is needed, followed by a
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microwave disruption of spores and a final purification stage of the DNA. To demonstrate the
applicability of the method, samples of cow's milk suspected of being contaminated were
analyzed. On the other hand, the possible application of magnetic microparticles (MMPS)
functionalized with a specific ligand for the spores, was also evaluated for their bioseparation
from milk. The results indicated that some samples of milk were found to be contaminated
with C tyrobutyricum spores; however, differences were detected in some samples between
the results of DNA amplification and those of microbiological culture. Finally, higher affinity
was obtained by using MMPs to separate butyric spores for C. tyrobutyricum than for C.

butyricum and C. beijerinckii.
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1. INTRODUCCION

El género Clostridium pertenece a la familia Clostridiaceae y, por el momento, se han
reconocido 231 especies dentro de él (Parte, 2018). Son bacilos Gram positivos, formadores
de endosporas, suelen aparecer solos, agrupados en parejas o formando cadenas cortas, y
pueden ser moviles, debido a flagelos peritricos, o inmoviles. Los esporos presentan una
forma ovalada o esférica y se sitdan en el centro del bacilo o en un extremo subterminal
deformando, generalmente, la célula vegetativa. Por lo general, las especies que forman este
género son anaerobios estrictos y la mayoria de las células vegetativas mueren en presencia de
oxigeno, sin embargo, todos los esporos sobreviven a largas exposiciones a oxigeno/aire
(Gomez-Torres, 2017).

Dentro del género Clostridium se encuentran los clostridios butiricos, formadores de acido
butirico, que no constituyen un riesgo para el consumidor, pero si suponen un problema
importante para la industria lactea, ya que generan pérdidas econdmicas al estar implicados en
el deterioro de los quesos (Villar y Fernandez, 1995). EIl principal agente responsable de la
fermentacion butirica es el Clostridium tyrobutyricum, sin embargo, hay estudios que
confirman que se han aislado otros clostridios en quesos afectados por este defecto, en
particular C. butyricum, C. beijerinckii C. acetobutylicum y C. sporogenes (Klijn et al., 1995;
Le Bourhis et al., 2007).

La fermentacidn butirica se debe a los esporos, las formas de resistencia de los clostridios
butiricos, que pueden encontrarse en la leche cruda como contaminantes o proceder de algun
punto de la cadena de produccién. Los esporos son resistentes a procesos de esterilizacion,
choques de calor, frio, presion, radiacion, agentes quimicos, desecacion y pH extremos
(Postollec et al., 2012). Por ello, los esporos permanecen en la leche después de los
tratamientos de higienizacion y es en la etapa de maduracion de los quesos cuando tiene lugar
su germinacion y la fermentacion butirica, que produce el defecto conocido como "hinchazon
tardia”.

1.1 Fermentacion butirica

La fermentacion butirica o hinchazén tardia aparece en los quesos, semanas o0 incluso
meses después de su fabricacion. Esto se debe a que los esporos de los clostridios butiricos
gue han contaminado la leche permanecen en los quesos una vez procesados sin ningdn tipo
de actividad. Sin embargo, en la etapa de maduracion es cuando estos esporos germinan,
transformandose en células vegetativas (Leisen, 2002). Estas formas vegetativas son las

causantes de metabolizar el acido lactico, liberando a causa de la fermentacién, acido butirico
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y gas, CO, y H, (Drouin y Lafreniere, 2012). Como resultado de la fermentacion butirica, la
matriz del queso no es capaz de soportar, a menudo, la presion ejercida por el gas generado y
aparecen, como se muestra en la Figura 1, agujeros irregulares, rayas y/o grietas en su interior
que pueden llegar al exterior.

Figura 1. Defectos ocasionados por la fermentacién butirica debidas a C. tyrobutyricum. Fotos superiores: queso
de pasta dura. Quesos inferiores: quesos de pasta semidura (Jakob, 2011).

Las alteraciones fisicas que tienen lugar en el queso por la fermentacion butirica vienen
acompariadas normalmente de sabor y olor desagradables, provocados por los acidos
producidos. La formacion de acido butirico da lugar a notas de olor a rancio, fecales y a sudor
(Curioni y Bosset, 2002). También se genera acido acético que se asocia con notas de olor
penetrante a vinagre. Por altimo, la formacion de &cido propionico produce olor penetrante a
gas y a quemado. Se ha demostrado en diferentes estudios, que la produccidn de estos acidos
en mayor o menor cantidad, depende de la cepa de origen (Garde et al., 2011; Le Bourhis et
al., 2007). La aparicion de estos defectos de textura, olor, flavor y sabor desagradables en los
quesos, causa graves pérdidas econdmicas en la industria, llegando a convertir el queso en un
producto no comercializable como tal, destinandose a productos derivados como el queso

rallado, procesado o fundido (Zhao et al., 2013).

Este tipo de alteracion afecta fundamentalmente a quesos de pasta dura y semidura, como
Emmental, Gouda, Gruyére, Edam, Parmesano, Grana Padano y Cheddar, elaborados con
leche de vaca (Dasgupta y Hull, 1989). También podemos encontrar este problema en quesos
elaborados con leche de cabra y de oveja, como es el caso del queso Manchego (Garde et al.,
2011). Como se ha dicho anteriormente, el tiempo de maduracion de estos quesos suele ser
largo, en este tiempo se crean condiciones favorables para la germinacion de los esporos
butiricos y la proliferacion de sus células vegetativas, como son: pH elevado, baja
concentracion de sal, alta humedad y atmosfera reductora.
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La aparicion, velocidad, frecuencia e intensidad de la hinchazon tardia, asi como el nimero
de quesos afectados, depende del nimero de esporos iniciales presentes en la leche. En varios
estudios se ha descrito que el numero de esporos necesarios para desarrollar el defecto de la
hinchazon tardia es bajo. Algunos autores consideran que concentraciones de 100 esporos/L
en leche cruda, serian suficientes para generar este defecto (Dasgupta y Hull, 1989). Sin
embargo, otros autores consideran que incluso una concentracién menor, de 50 esporos/L,

puede producir la hinchazén (Lopez-Enriquez et al., 2007).

1.2 Principales vias de contaminacion de la leche con clostridios butiricos

Los clostridios butiricos se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza. En
concreto, en la elaboracion de productos lacteos, estos esporos se encuentran en los diferentes
ambientes de la cadena lactea y en la misma leche cruda como contaminantes, germinando en
el proceso de produccién de los quesos (Leisen, 2002). Las condiciones Optimas para
germinar y comenzar a reproducirse son, un ambiente anaerobio, abundancia de nutrientes y
alto contenido de agua (Villar y Fernandez, 1995). ElI medio que suele reunir las condiciones
de crecimiento Optimas para los esporos butiricos es el suelo, considerandose la principal

fuente de contaminacion de los esporos a la leche (Driehuis, 2013).

Como se puede observar en la Figura 2, el forraje verde se contamina por el paso de los
clostridios butiricos del suelo a la planta durante el crecimiento y/o la recoleccion. El grado de
contaminacion depende tanto de las condiciones climaticas como de las méaquinas de
recoleccion. Cuando el clima es lluvioso o la altura del cultivo es muy baja, se presenta una
mayor contaminacion de las plantas que van a constituir el ensilado, que a su vez puede ser la
causa de un mayor recuento de esporos en la leche de las vacas que se alimentan con él
(Drouin y Lafreniere, 2012; Bréndle et al., 2016).

Suelo
l .Vacas . Vacas con tierra
Cultive s EIlSﬂ,E._I.B | = comiendo dieta -HECES e 5 dherida a lag ubre ] Leche
CON ESpOras l v tetinas cruda
alimentos Lecho

Figura 2. Ruta de contaminacion de la leche por esporos de clostridios butiricos. Adaptado de Driehuis, (2013).

El proceso de ensilado se basa en la fermentacion del forraje por las bacterias acido
lacticas en condiciones anaerobias, con la consiguiente produccion de acidos organicos
(Weinberg y Ashbell, 2003). Si en el ensilado hay demasiada tierra presente como vector de

contaminantes, la capacidad de amortiguacion del ensilaje aumenta y el proceso de
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acidificacion se retrasa. Estas condiciones pueden llegar a favorecer que los clostridios
butiricos esporulen, crezcan y se multipliquen, dando lugar a una fermentacion secundaria
(Duniere et al., 2013).

Tras la ingestion del ensilado u otros alimentos contaminados por la vaca, los esporos son
capaces de sobrevivir a su paso a través del tracto digestivo del rumiante y acumularse en las
heces. Esta etapa agrava el problema, ya que la concentracion de esporos aumenta en las
heces de 3 a 5 veces, en comparacion con los niveles presentes en el ensilado consumido
(Vissers et al., 2007). Las heces excretadas vuelven a contaminar los cultivos al ser
reutilizadas como estiércol en los campos, contaminando también los establos y las ubres de

las vacas.

Finalmente, los esporos ingresan en la leche, principalmente durante el ordefio, debido a
que las ubres no estan suficientemente limpias y a que no se realiza una adecuada
desinfeccion de los equipos, 0 bien por contacto directo con el ensilado (Bréandle, Domig y
Kneifel, 2016). Por lo tanto, es indispensable aplicar unas buenas practicas de manejo de los
animales y desinfeccion en los equipos por donde va a circular la leche, ademas de una
higiene adecuada de los establos, alimentacion y ordefio. Debido a la presencia de clostridios
en el entorno de la granja, el riesgo de contaminacion por los esporos solo se puede reducir,

pero no se puede evitar por completo (Vissers et al., 2007; Brandle et al., 2016).

Segun diversos estudios, se ha observado que la estacionalidad también afecta a la
probabilidad de contaminacién de la leche. Como se muestra en la Figura 3, en leche cruda de
oveja, los valores més altos de contaminacién se registran en verano. El porcentaje de leches
contaminadas en las otras estaciones del afio varia segun la zona geografica. En el estudio de
Garde et al. (2011) realizado en queserias de queso Manchego (Espafia), la contaminacion fue
significativamente mayor en invierno que en otofio y primavera. Sin embargo, en el estudio de
Turchi et al. (2016) de queserias de la provincia de Grosseto (ltalia), la contaminacion fue

mayor en otofio que en primavera e invierno.
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Figura 3. Variacion estacional de los niveles de esporos de clostridios butiricos en leche cruda de oveja. A la
izquierda, Queserias Manchegas (Espafia) (Garde et al., 2011); a la derecha, Queseria provincia de Grosseto
(ltalia) (Turchi et al., 2016).

Sin embargo, segun algunos autores como Salmerén et al. (2002) y Vissers et al. (2007) el
mayor recuento de esporos butiricos en leche de vaca cruda, se produce en invierno y otofio.
Debido al descenso de las temperaturas y aumento de las precipitaciones, las vacas se recogen
gran parte del dia en los establos, incrementando el consumo de ensilado y dificultando la

higiene en el momento del ordefio.

Debido al importante problema econémico que genera la hinchazon tardia, en algunos
paises como ltalia o Francia, se han establecido los sistemas de pago por calidad de la leche,
incluyendo el recuento de esporos butiricos. Como se puede observar en la Tabla 1, Italia
tiene un sistema muy exigente, estimando un nivel aceptable como méximo de 200 esporos/L
en la leche de vaca, por encima del cual se considera que se puede producir el problema de la
hinchazoén tardia. En cambio, Francia define leche de calidad excelente aquella con una carga
inferior a 400 esporos/L (Arias, 2013).

Tabla 1. Clasificacién de la leche de vaca en funcién de la contaminacion por esporos butiricos. (Arias, 2013).

Italia Francia
<200 Ausencia de hinchazon tardia <400 Excelente
200-1.000 Algunos casos de hinchazon 400 - 1000 Poco contaminada
1.000 - 4.000 Contaminada
> 1.000 Hinchazon generalizada 4.000 - 10.000 Muy contaminada
> 10.000 Pésima

1.3 Meétodos de deteccidon, cuantificacion e identificacion de los clostridios butiricos

En general, la fermentacion butirica se reconoce facilmente en el queso madurado debido a
sus destacados aspectos sensoriales. Como se ha mencionado anteriormente, el sabor a rancio
del acido butirico junto con la formacion de ojos irregulares, hendiduras y grietas en los

quesos, son indicadores bien conocidos de hinchazon tardia. En caso de duda, se podria
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detectar mediante la cuantificacion de acidos carboxilicos volatiles, por medio de
cromatografia de gases, para evaluar el grado de fermentacion por los niveles de acido
butirico (Jakob, 2011). También, en el estudio de Lee et al. (2012) se sugiere la utilizacion de
tomografia computerizada para la deteccién de los agujeros producidos por el gas y la
alteracion de la estructura del queso, evitando asi la destruccion del mismo. Sin embargo,
cuando ya se detectan dafios en el queso, las pérdidas economicas son inevitables. Por lo
tanto, es de gran importancia la deteccion de los clostridios butiricos en la leche antes de su
procesado, para determinar su destino, ya que la leche contaminada con esporos, no se puede
destinar a la elaboracion de quesos de larga maduracién. Sin embargo, los métodos
desarrollados hasta el momento no son lo suficientemente rapidos como para que las
industrias queseras puedan actuar en el proceso de elaboracién del queso en funcion del

namero de esporos que presente la leche.
1.3.1  Técnicas microbioldgicas

Actualmente, el Unico procedimiento de referencia para la deteccidn de la contaminacion
de la leche con esporos butiricos, es la técnica del "nimero més probable” o Most Probable
Number (MPN o NMP en espafol) (Bergére y Siveld, 1990). Este método consiste en el
cultivo, por triplicado, de diluciones seriadas de la leche en caldo nutritivo Bryant y Burkey
con lactato. Este medio se inocula con las muestras de leche tratadas térmicamente para la
eliminacién de células vegetativas, y se incuban en condiciones de anaerobiosis a 37 °C. Tras

7 dias de incubacién, se consideran tubos positivos los que presentan formacion de gas.

A pesar de que el MPN es un sistema muy apropiado para el control de calidad de la leche,
presenta varios inconvenientes. En primer lugar, resulta poco preciso y poco reproducible
(Bergere y Siveld, 1990). Pueden aparecer tanto falsos positivos, principalmente por la
presencia de otros microorganismos que han resistido al tratamiento térmico, como falsos
negativos, debidos a que el tiempo de incubacién no ha sido suficiente para que germinasen
los esporos. Este método tampoco permite identificar los microorganismos a nivel de especie
(Villar y Fernandez, 1995). Otro inconveniente es que se trata de un método lento, por lo que
cuando se recibe el resultado del analisis, la leche contaminada ya ha entrado en el proceso de
produccion del queso. El resultado obtenido por el MPN, basado en un método estadistico,
solo permite una estimacion semicuantitativa de la presencia de esporos butiricos, pero nunca

refleja la concentracion real de esporos en la muestra.

Los recuentos directos en placa también pueden utilizarse como un método alternativo. Sin

embargo, el inconveniente de esta técnica es la baja sensibilidad para detectar las bajas
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concentraciones de esporos capaces de producir hinchazon tardia. EI medio de cultivo RCM
(Reinforced Clostridial Medium), se ha utilizado con frecuencia para la enumeracion no
selectiva de clostridios en ensilados, leche y comida (Gibson, 1965). Posteriormente, se
desarrollé una modificacion de este método consiguiendo diferenciar las colonias del género
Clostridium de las bacterias de otros géneros como Bacillus. Esta modificacion consiste en la
adicion al medio de cultivo de dos compuestos, el Rojo Neutro y la D-cicloserina. Este
ultimo, es un compuesto inhibitorio del crecimiento de las bacterias anaerobias facultativas,
entre ellas las del género Bacillus, seleccionando asi el crecimiento de los clostridios que son
resistentes a él (Jonsson, 1990). Al igual que el método anterior, este es un metodo lento ya

que necesita un tiempo de incubacion largo.

Otros estudios, como el descrito por Bourgeois et al. (1984), sugirieron el desarrollo de una
técnica de filtracion por membrana, como una alternativa a los métodos de MNP, que son
engorrosos y consumen mucho tiempo y material. Mediante esta técnica de filtracion, se
consigue concentrar la baja cantidad de esporos existentes en la leche y posteriormente se
cultiva el filtro en un medio selectivo. Posteriormente, Reindl et al. (2014) modificaron la
técnica para poder aplicarla a leche de cabra, ya que producia problemas con la capacidad de
filtracion debido al alto contenido fisiolégico de células somaticas, superiores a 10/mL.

Otra técnica que se ha utilizado con éxito en algunos laboratorios de control de calidad
para el recuento de butiricos, utilizando un medio especifico y unas condiciones de cultivo
adecuadas, ha sido la impedancia. Es un método indirecto de valoracion de carga microbiana.
Relaciona cambios en la conductividad eléctrica en el medio de cultivo, debidos a la actividad

microbiana, con el nimero de bacterias (Villar y Fernandez, 1995).
1.3.2  Técnicas inmunoldgicas

Los inmunoensayos generalmente se basan en el uso de anticuerpos como elementos de
deteccion, ya que se unen especificamente a moléculas complejas. Esto es debido a su alta
especificidad, sensibilidad y versatilidad. Estos métodos se han vuelto muy populares en los
ultimos afios en el campo de la Ciencia de los alimentos, por su caracter econémico y rapido
(Diaz-Amigo, 2010). Sin embargo, no se han establecido métodos inmunoldgicos para el
analisis de rutina de clostridios butiricos debido a que la deteccion de un antigeno incluido en
la corteza del esporo es compleja por ser dificil de solubilizar. Ademas, mientras que los
métodos inmunoldgicos pueden detectar cantidades extremadamente bajas de moléculas
pequefias, como las toxinas bacterianas, el limite de deteccion para células bacterianas es

relativamente alto, alrededor de 10° - 10* células/mL. Hay que tener en cuenta que solo 50
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esporos/L pueden causar defectos por hinchazon tardia en queso. Por lo tanto, antes de
realizar el inmunoensayo es necesaria una etapa de enriquecimiento, por lo que se alarga el

procedimiento (Bréndle, et al., 2016).

Lavilla et al. (2010) desarrollaron un meétodo de deteccion especifica de C. tyrobutyricum
mediante la técnica de citometria de flujo, utilizando anticuerpos policlonales marcados con
dos tipos de moléculas fluorescentes, isotiocianato de fluoresceina y Alexa Fluor 488. Se
alcanzé un limite de deteccion de 10° esporos en 100 mL de leche y la técnica desarrollada
permitié realizar el analisis en un tiempo aproximado de 2 horas. Con este método, a
diferencia de los métodos clasicos, se consiguié reducir los tiempos prolongados de

incubacion.

Como alternativa a los anticuerpos, Lavilla et al. (2009) seleccionaron por la técnica de
Phage Display péptidos afines a esporos de C. tyrobutyricum. Posteriormente, se unieron a
nanoparticulas magnéticas, consiguiendo una mayor relacion de recuperacion de esporos en

leche, debido a su mayor afinidad (Lavilla et al., 2012).
1.3.3  Técnicas de biologia molecular

Con el fin de solucionar las desventajas de algunos de los métodos utilizados para la
deteccion de microorganismos, como son el coste, el tiempo de incubacion o la sensibilidad,
en las ultimas décadas se han desarrollado diferentes técnicas rapidas de deteccion y
cuantificacion de células vegetativas y esporos bacterianos. En concreto, las técnicas de
biologia molecular, como la reaccion en cadena de la polimerasa 0 Polymerase Chain
Reaction (PCR) (Rodriguez-Lazaro y Hernandez, 2013) se han aplicado a la deteccion de

diversos microorganismos.

La PCR es una técnica creada por el bioquimico Kary Mullis en 1983 (Mullis, 1990). Esta
basada en la sintesis enzimatica de DNA in vitro, catalizada por una DNA polimerasa, que
permite obtener multiples copias iguales de un fragmento especifico, partiendo de una minima
cantidad de DNA denominado molde. La técnica se lleva a cabo a partir de cebadores o
primers, que son secuencias de oligonucledtidos que hibridan en las cadenas complementarias
del DNA de la muestra, flanqueando el fragmento que va a ser amplificado. Cada ciclo de
PCR se produce en varias etapas; desnaturalizacion por calor del DNA molde, reconocimiento
del cebador y su acoplamiento con el DNA molde (hibridacion) y finalmente la elongacion
del cebador por accién de la DNA polimerasa. Como cada hebra de DNA recién sintetizada

sirve de molde para las reacciones siguientes, repitiendo los ciclos de desnaturalizacion-
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hibridacion-elongacion, se logra amplificar el fragmento delimitado por los cebadores de
forma exponencial. En la préactica, suelen realizarse unos 20 - 30 ciclos, con lo que se

consigue una amplificacion de unas 10° - 10** veces la cantidad inicial de DNA (Arias, 2013).

La PCR convencional, es una técnica no cuantitativa y Unicamente permite detectar el
DNA. Tras la amplificacién, es necesario realizar una electroforesis para detectar el producto
amplificado mediante la union al DNA de una molécula fluorescente, como el bromuro de
etidio, y observar el gel bajo luz UV. En los ultimos afios, se ha sustituido el bromuro de
etidio por el SYBR Safe, al ser una alternativa mas segura. La técnica de PCR convencional
ha evolucionado en las ultimas décadas surgiendo diferentes modalidades, que se han
empleado, entre otras finalidades, para la deteccidn y cuantificacion de bacterias. Como es el
caso del estudio realizado por Can et al. (2014), donde detectaron Salmonella spp. en pasteles

de crema, mediante el andlisis por PCR.

En el estudio realizado por Klijn et al.(1995) detectaron C. tyrobutyricum en quesos
fabricados con leche contaminada con 10° esporos/mL, mediante la utilizacién de PCR
Anidada o Nested PCR. Herman et al. (1995) consiguieron disminuir el limite de deteccion de
C. tyrobutyricum en leche hasta 30 esporos/mL. Esta técnica de PCR Anidada mejora la
especificidad y el rendimiento de los amplicones deseados. La técnica consiste en el disefio de
dos pares de cebadores de PCR: un conjunto de cebadores externos flanquea una region de
DNA mas extensa, que contiene el amplicon de interés. Un segundo conjunto de cebadores,
cebadores anidados, flanquea la regién precisa de DNA a amplificar. Los cebadores externos
se usan en una primera PCR, cuyo producto se utiliza como molde en una segunda PCR con
los cebadores anidados (Haft, 1994).

Otra variacion fue la utilizada por Cremonesi et al. (2012), que desarrollaron una PCR en
la que a partir de un solo ensayo pudieron detectar cuatro especies de clostridios: C.
tyrobutyricum, C. beijerinckii, C. butyricum y C. sporogenes, con una sensibilidad de 10?
UFC/mL. Esta variacién fue la PCR Multiple o Multiplex PCR, que permite la amplificacion
simultanea de diferentes secuencias de DNA en un mismo proceso de amplificacion,
utilizando diferentes primers. Esta técnica es interesante ya que a pesar de que C.
tyrobutyricum es el principal responsable de la hinchazon tardia del queso, existen otros

clostridios que pueden estar implicados en este defecto.

En la PCR a tiempo real o Real time PCR (qPCR), los procesos de amplificacion y
deteccion se producen de manera simultanea en el mismo vial cerrado, sin necesidad de una

accion posterior. Tiene como principal caracteristica, la deteccion de la amplificacion de
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DNA en tiempo real mediante el uso de moléculas fluorescentes, pudiendo medir en cada
momento la cantidad de DNA sintetizado. Esto es debido a que la emision de fluorescencia
producida en la reaccion es proporcional a la cantidad de DNA formado, permitiendo conocer
en todo momento la cinética de la reaccion de amplificacion (Michael, 2012).

Los sistemas de deteccion por fluorescencia pueden ser de dos tipos, mediante agentes
intercalantes o por sondas especificas marcadas con fluorocromos disefiados de manera
especial. Los agentes intercalantes son fluorocromos que aumentan notablemente la emision
de fluorescencia cuando se unen al DNA de doble hélice. EI més empleado en gPCR es el
SYBR Green. El incremento de DNA en cada ciclo se refleja por un aumento proporcional de
la fluorescencia emitida. Este sistema tiene como ventaja respecto a las sondas especificas,
ademas de ser mas barato, una mayor sencillez en la optimizacion de las condiciones de la
reaccion. El principal inconveniente de los agentes intercalantes es su baja especificidad,
debido a que se unen indistintamente a productos generados inespecificamente o a dimeros de
primers, muy frecuentes en la PCR. Para mejorar la especificidad, se deben emplear
condiciones de reaccion Optimas y una seleccion cuidadosa de los primers, para reducir el
riesgo de formacion de dimeros. También es recomendable, iniciar el proceso de sintesis de
DNA a temperaturas elevadas, para disminuir el riesgo de amplificaciones inespecificas
(Costa, 2004).

Las sondas de hibridacién especificas son sondas marcadas con dos tipos de fluorocromos,
un donador y un aceptor. El proceso se basa en la transferencia de energia fluorescente
mediante resonancia entre las dos moléculas. Las sondas mas utilizadas son las de hidrolisis,
denominadas sondas TagMan. Estas sondas son oligonucleétidos doblemente marcados con
un fluorocromo en el extremo 5%, denominado quencher, que bloquea la emision de
fluorescencia del fluorocromo del extremo 3. Cuando la polimerasa se encuentra con la
sonda, la hidroliza mediante su actividad exonucleasa 5°-3", y provoca la separaciéon del
guencher, permitiendo la emision del fluorescencia (Costa, 2004; Rodriguez-Léazaro y
Hernandez, 2013).

Segun indican Rodriguez-Lazaro y Hernandez (2013) la emision de fluorescencia durante
la gPCR se puede visualizar en una curva de amplificacion. Esta curva presenta tres fases

diferentes como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Fases de una curva de amplificacién por PCR. Linea roja: curva de amplificacion de una muestra
positiva. Linea azul: umbral. Linea negra: ciclos basales (Rodriguez-Lazaro y Hernandez, 2013).

La primera fase, de iniciacion, ocurre durante los primeros ciclos de PCR en los que la
fluorescencia emitida no se puede distinguir de la linea base, ya que no hay una cantidad
suficiente de DNA replicado. En la segunda fase, exponencial o logaritmica, hay un aumento
exponencial de la fluorescencia. La sefial de fluorescencia comienza a incrementarse por
encima del limite de deteccidn, debido al aumento exponencial de la replicacion del DNA. El
ciclo en el que se produce se denomina threshold cycle (Ct). En la Gltima fase, fase de meseta,
los reactivos se agotan y no se observa aumento en la fluorescencia. La cuantificacion solo es

posible en la fase exponencial.

Tras estas etapas, comienza la Melt curve, donde se mide la cantidad de fluorescencia a
medida que aumenta la temperatura. Como menciona Rodriguez-Lazaro y Hernandez, (2013)
en su estudio, las sondas fluorescentes se unen a la doble hebra de DNA, pero no a la
monohebra. Con el aumento de la temperatura, el DNA se desnaturaliza, decreciendo con ello
la fluorescencia. Estas curvas proporcionan la temperatura de melting (Tm), esta temperatura
es aquella en la cual el 50% de las bases constitutivas no estan unidas a sus bases
complementarias de la hebra opuesta. Esta temperatura suele encontrarse entre 70-100 °C para
la mayoria de los amplicones, dependiendo de la longitud y composicién de las bases del
DNA. Este parametro es caracteristico de cada fragmento de DNA y por lo tanto, nos permite

comprobar, aungue no siempre, la especificidad de la g°PCR (Costa, 2004).

Se han publicado estudios en los que se ha aplicado la técnica de qPCR para la deteccion
de C. tyrobutyricum y de otros clostridios. Lopez-Enriquez et al. (2007) desarrollaron una
gPCR para la deteccion exclusiva de C. tyrobutyricum mediante la utilizacion de primers
especificos del gen de la flagelina. Consiguieron cuantificar en 25 mL de leche cruda y UHT,
menos de 25 esporos. Morandi et al. (2015) desarrollaron una gPCR para la deteccion
simultanea de C. tyrobutyricum, C. beijerinckii y C. sporogenes, con limites de deteccion de
5, 2y 300 UFC/50 mL de leche cruda, respectivamente.
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1.4 Métodos preventivos de la hinchazon tardia

Teniendo en cuenta el origen de la contaminacion de la leche con esporos butiricos, la
primera medida de prevencion es asegurar, a nivel de las explotaciones ganaderas, una buena
calidad microbiologica de la leche, manteniendo unas estrictas condiciones de higiene para
evitar la aparicion del defecto de la hinchazén tardia (Villar y Fernandez, 1995; Vissers et al.,
2007). Estas medidas preventivas en la granja comprenden el empleo de ensilados de buena
calidad, y la limpieza en los establos, equipos de ordefio y sala de ordefio, asi como el
tratamiento de las ubres antes del ordefio. Estas condiciones son dificiles de mantener en la
practica, debido al ritmo de trabajo de las explotaciones ganaderas (Van den Berg et al.,
2004).

A nivel de la queseria también es posible aplicar medidas de prevencion que impidan o
dificulten la fermentacion butirica. Una alternativa para asegurar la ausencia de clostridios
butiricos es la eliminacion de los esporos mediante técnicas no térmicas, ya que algunas
técnicas térmicas como la pasteurizacidn, no son capaces de destruir los esporos bacterianos
(De Jong, 2008). Por otra parte, la utilizacién de tratamientos de esterilizacién, que si
destruyen la mayoria de los esporos, no son aplicables a leches destinadas a la fabricacion de
queso, ya que las altas temperaturas tienen un efecto negativo sobre la capacidad de
coagulacién de las caseinas (Skeie, 2010). Entre las técnicas que aseguran una eliminacion de
alrededor del 90% de los esporos, se encuentran la bactofugacién, la microfiltracion y el

desnatado estéatico (Villar y Fernandez, 1995).

La bactofugacion es el método més utilizado para la eliminacién de los esporos de la leche.
Se basa en centrifugar la leche alrededor de 10.000 x g y debido a la diferencia de densidad
entre la leche y los esporos, estos Gltimos se pueden eliminar ya que quedan sedimentados
(Bréndle et al., 2016). Para mejorar la eficacia de la centrifugacion, se recomienda calentar la
leche a una temperatura superior a 60 °C. En las mejores condiciones, se puede llegar a
conseguir una eliminacion del 90-95% de los esporos, 1o que no asegura la ausencia de

fermentacion butirica (Villar y Fernandez, 1995).

La microfiltracion consiste en filtrar la leche aplicando alta presion, a través de una
membrana ceramica con un tamafio de poro de 1,4 um de didmetro. En la membrana se
guedan retenidos al menos el 99,5% de los esporos y bacterias presentes (Villar y Fernandez,
1995). El inconveniente de este método es que no solo se limita a la eliminacién de esporos de

la leche desnatada, ya que en el filtro no solo quedan retenidas las bacterias y los esporos,
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sino también los glébulos de grasa al tener un mayor tamario (Avila et al., 2014; Bréandle et
al., 2016).

El desnatado estatico es un simple proceso de desnatado, en el que se obtienen dos
fracciones, una fraccion no grasa y una fraccion grasa, donde se localizan los esporos. Esta
ultima fraccion una vez separada, se puede someter a un tratamiento de bactofugacion o
tratamiento térmico UHT para la eliminacion de los esporos y posteriormente, adicionar al
resto de la leche para su estandarizacion. La eliminacion de los esporos en este proceso no es
del 100%, por lo que si la contaminacion es elevada, solo debe utilizarse como una técnica

complementaria (Villar y Fernandez, 1995).

En los dltimos afios, se ha comenzado a estudiar la utilizacion de las presiones
hidrostaticas en los quesos para inhibir los esporos butiricos. En el estudio realizado por Avila
et al. (2016) se demostro que los quesos tratados con una presion de > 300 MPa durante el
proceso de maduracion, 7 dias después de la fabricacion, no mostraron sintomas de hinchazén
tardia. Esto se debid a que los tratamientos de altas presiones, por encima de 300 MPa, fueron
capaces de inactivar las células vegetativas de C. tyrobutyricum germinadas, que llevan a cabo

la fermentacion butirica, pero apenas redujeron el nimero de esporos.

Estos métodos son costosos desde el punto de vista econémico, modifican la composicion
de la leche y la reduccién de esporos logrados puede no ser suficiente para prevenir la
hinchazoén tardia en el queso. Por consiguiente, los fabricantes de queso prefieren la adicion
de sustancias inhibidoras de la germinacion de los esporos y el crecimiento de células
vegetativas de clostridios butiricos. Estas sustancias son faciles de usar, no requieren equipos
especificos y son procedimientos menos costosos (Avila et al., 2014). Entre estas sustancias
inhibidoras podemos encontrar los nitratos, lisozima, nisina, reuterina y polifosfatos, siendo
los mas empleados los nitratos, la lisozima y la nisina (Loessner et al., 1997; Avila et al.,
2014; Brandle et al., 2016). Sin embargo, el tipo de aditivos y la concentracion méxima en la
qgue se pueden afiadir a la leche y al queso, estan regulados por la legislacion europea
(Reglamento (UE) n° 1129/2011).

La adicion de nitratos (E251-E252) a la leche es la medida de proteccion mas comun frente
a la hinchazon tardia. Durante la maduracion, las bacterias nitrato reductasa (bacterias
coliformes, lactobacilos y microbiota de superficie) y la enzima xantina oxidasa, que se
encuentra en la membrana del glébulo graso, reducen el nitrato a nitrito, considerado
inhibidor de la germinacion de esporos (Avila et al., 2014). Una desventaja importante es el
efecto inhibidor del nitrito sobre el crecimiento de las bacterias productoras de acido
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propidénico, que en la maduracion del queso Emmental son las responsables de la formacion
de sus ojos caracteristicos. Otra desventaja es la reaccion entre el nitrito y los aminoacidos
aromaticos del queso, formando nitrosaminas, que pueden tener una actividad procancerigena
(EFSA, 2010). Por ello, en Europa estdn prohibidos niveles de nitratos superiores a 150
mg/Kg en la leche de queseria (Reglamento (UE) n° 1129/2011).

La lisozima (E1105), que se obtiene de la clara de huevo, es una enzima que hidroliza los
enlaces glucosidicos B1-4 de los polisacéridos de la pared celular bacteriana, causando su
lisis. La legislacion europea no recoge una concentracion maxima establecida en queso
madurado, quantum satis, pero generalmente se agrega a la leche en una concentracion de 500
unidades/mL (Van den Berg et al., 2004). La adicion de lisozima es un método mas caro que
la bactofugacion y menos efectivo que los nitratos. Sin embargo, si solo hay un numero bajo
de esporos, < 500 esporos/L, su adicién puede ser adecuada para el control de la hinchazén
tardia. En cambio, si el numero de esporos es mayor, su aplicacion no se recomienda por dos
razones: primero, la susceptibilidad de los esporos por la lisozima varia, incluso llegando en
algunos casos a activar el proceso de germinacién del C. tyrobutyricum (Bassi et al., 2009).
En segundo lugar, una dosis elevada puede inhibir la fermentacion deseable de acido lactico y
propidnico en el queso (Brandle et al., 2016). Otro aspecto que se debe considerar es su
alergenicidad, ya que, como se ha mencionado anteriormente, es una enzima que proviene de
la clara de huevo. Sin embargo, el alcance de su alergenicidad cuando estd presente en el

queso madurado todavia no esté claro (Avila et al., 2014; Brandle et al., 2016).

Otro método de prevencion de la hinchazon tardia es el uso de sustancias antimicrobianas
como son las bacteriocinas. Hasta el momento, la nisina (E234) es la Unica bacteriocina
aprobada para la elaboracion de alimentos. Es producida de forma natural por Lactococcus
lactis. Actua formando poros en la membrana de las células vegetativas e inhibe el aumento
de tamafio de los esporos en la ultima fase de la germinacion. La concentracién maxima
permitida en quesos curados es de 12,5 mg/Kg (Reglamento (UE) n® 1129/2011). En la
actualidad, se estan investigando otras bacterias productoras de bacteriocinas que eviten el
deterioro de la hinchazon tardia, como es el caso del Lactobacillus reuteri (Avila et al., 2014).
Sin embargo, hacen falta mas estudios para la incorporacion de otras bacteriocinas en la
prevencion de la hinchazon tardia del queso, ya que ademas de inhibir a las bacterias
alterantes, pueden llegar a inhibir a las bacterias que son esenciales en la produccion del
queso (Brandle et al., 2016).
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15 Bioseparacién magnética

En los ultimos afos, el interés por la bioseparacion magneética, se ha incrementado
notablemente, debido a sus maltiples aplicaciones, entre ellas aplicaciones biomédicas, como
la obtencion de imégenes por resonancia magnética, administracion de farmacos o incluso

tratamientos contra el cancer (De et al., 2008; Fang y Zhang, 2009).

La bioseparacion magnética es una técnica relativamente nueva, se define como un proceso
de separacién basado en la interaccidn entre estructuras superficiales de las células diana y sus
ligandos especificos unidos a nano y microparticulas magnéticas (MPs, del nombre en inglés).
De todas las MPs, las que poseen un nacleo de magnetita (FesO4) o maghemita (y-Fe,O3) son
las mas ampliamente estudiadas, ya que son faciles de sintetizar y de cubrir con otras
moléculas (Boyer, et al., 2010; Whiley et al., 2013).

La bioseparacion magnética también se ha utilizado con éxito en la deteccion de bacterias
patdégenas. Como es el caso del estudio realizado por Xue, et al. (2018), en el que
desarrollaron un biosensor fluorescente capaz de detectar y cuantificar Escherichia coli
0157:H7, previamente separada de la leche, mediante la utilizacion de MPs recubiertas con
puntos cuénticos (QDs, del nombre en inglés). Otro estudio que utilizé una técnica similar,
fue el descrito por Ren et al. (2019), en el que lograron detectar y cuantificar Salmonella
typhimurium en muestras de leche, mediante la utilizaciébn de MPs recubiertas por un

aptamero y ssDNA, complementario al aptamero, marcado con QDs.

Las MPs se pueden sintetizar por diferentes métodos, como la descomposicién térmica,
microemulsion, sintesis hidrotermal, pero el mas facil y eficiente es la coprecipitacién. Este
método consiste en la reaccion entre los iones férricos y ferrosos en condiciones bésicas y
anaerobias. A pesar de todos los métodos desarrollados para la sintesis de MPs, estas
presentan algunos problemas en su utilizacion, relacionados con su estabilidad y
dispersabilidad (Laurent et al., 2008).

Como se ha mencionado anteriormente, las MPs se pueden cubrir con otras moléculas, los
principales materiales para el recubrimiento del nucleo de las MPs son polimeros, como la
silica y el polietilenglicol (Masserini, 2013). Estos recubrimientos son esenciales, ya que
evitan aglomeraciones entre las MPs y actuan como barrera frente a los ataques de especies
guimicas. Ademas, se pueden unir grupos especificos por las moléculas diana, como ligandos,
fluoréforos, radionucleidos, genes y farmacos, en un proceso que se denomina

funcionalizacion (Fang y Zhang, 2009).
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Figura 5. Representacion gréfica de la estructura de una MP con un nicleo magnético, un recubrimiento
polimérico modificado con ligandos, fluoréforos, radionucleidos, genes, farmacos y espaciadores (Fang y Zhang,
2009).

En la actualidad, el proceso de separacion mediante el uso de MPs se puede realizar
mediante dos tipos de bioseparacion magnética. Por una parte, en la bioseparacion magnética
positiva, los componentes que se quieren aislar se unen directamente a las MPs. Por otro lado,
en la bioseparacidn magnética negativa, los componentes de la mezcla que se quieren
eliminar, se unen a las MPs, quedando sin unir los componentes de interés. Este Gltimo
método, no es idoneo para su utilizacion en alimentos, debido a la complejidad de la matriz,
por ello, se opta por la utilizacion de la bioseparacién magnética positiva (Masserini, 2013;
Safarik y Safarikova, 1999).

Segun el estudio de Safarik y Safarikova (1999), la bioseparacion magnética positiva
consta de tres etapas. En la primera, se afiaden las particulas magnéticas a la solucién donde
se encuentran las particulas de interés que se quiere aislar. Se incuba la solucion durante un
tiempo, con el fin de que se formen los complejos moléculas diana-MPs. Posteriormente, se
separan mediante la aplicacion de un campo magnético, quedando en el sobrenadante, el cual
se retira, las moléculas que no se han unido. En la segunda etapa, se realizan varios lavados de
los complejos moléculas diana-MPs, con el fin de eliminar los restos de componentes que no
se han unido especificamente. Por dltimo, las MPs se podrian destinar a otros procesos de

analisis, como pueden ser la PCR o la citometria de flujo.
2. OBJETIVOS

En este estudio se pretende sentar las bases para el desarrollo de un método rapido para
detectar y cuantificar los esporos butiricos, basado en PCR a tiempo real. Para ello, se han

propuesto los siguientes objetivos especificos:

1. Optimizacion de la deteccion de Clostridium tyrobutyricum por gPCR utilizando los

primers CTfla.

2. Evaluacion de la aplicacion de los primers CTfla para otras especies de clostridios

butiricos.
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3. Analisis por qPCR y cultivo microbiolégico de muestras de leche de vaca

proporcionadas por la Asociacion Interprofesional Lechera de Aragon (AILA).

4. Evaluacion de la posible aplicacion de microparticulas funcionalizadas con un ligando
peptidico afin por los esporos para su bioseparacion en leche.

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Cultivo vy esporulacién de clostridios butiricos

3.1.1  Cultivo de células vegetativas

Las células vegetativas utilizadas en este estudio se obtuvieron del cultivo de las siguientes
especies de clostridios butiricos: Clostridium tyrobutyricum CECT 4012, C. butyricum CECT
361T y C. beijerinckii CECT 508 (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, Valencia, Espafia).
Los viales suministrados se procesaron segun las indicaciones del laboratorio y a partir del
cultivo obtenido se congelaron alicuotas en crioviales que se mantuvieron a -20°C. El cultivo
se realizd6 en campana de flujo laminar PV-30/70 (Telstar Industrial, Terrasa, Espafia)
inoculando una bolita con suspension bacteriana de los crioviales, en 9 mL de caldo de cultivo
RCM (Reinforced Clostridial Medium) (Scharlab, Sentmenat, Espafia). Se afiadié una capa de
1 cm de espesor de parafina (Panreac, Barcelona, Espafia) por encima del medio con la
suspension bacteriana para generar anaerobiosis. El cultivo se mantuvo en una estufa
bacterioldgica Incubat (Selecta, Barcelona, Espafia) a 37 °C durante 24 h para C.
tyrobutyricum y C. beijerinckii, y 48 h para C. butyricum, hasta observar la aparicion de
turbidez y formacion de gas, que en algunos casos produjo el desplazamiento de la parafina
hacia la parte superior del tubo. También se observo el olor caracteristico a &cido butirico
producido por los clostridios butiricos, e indicativo de que la bacteria se encontraba en la fase

exponencial de crecimiento (Cremonesi et al., 2012).
3.1.2  Meétodos de esporulacion

A partir del cultivo en suspension anteriormente descrito se utilizaron dos métodos
diferentes para producir esporos butiricos, uno mediante cultivo en medio liquido y otro

mediante cultivo en agar.
3.1.2.1 Esporulacion en medio liquido

Este procedimiento se baso en el protocolo descrito por Schneider et al. (1963) y

modificado por Lavilla et al. (2008). Segun este método, se induce el proceso de esporulacién
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mediante el cultivo de una suspension de células vegetativas en el interior de una membrana

de dialisis inmersa en medio de cultivo liquido.

Se tom6 1 mL de un precultivo de 24-48 horas y se inoculé en 50 mL de caldo RCM con
una capa de parafina liquida, para generar anaerobiosis. El cultivo se incub6 en las mismas
condiciones citadas anteriormente hasta que se observo produccion de gas. Posteriormente, se
afiadieron 25 ml de esta suspension en el sistema de esporulacion, que consistia en una
membrana de dilisis de celulosa introducida en un tubo de vidrio conteniendo caldo extracto
de glucosa triptona (TGE) suplementado con extracto de levadura, de la manera descrita por
Lavilla et al. (2008).

Por ultimo, el precipitado de esporos obtenido después del proceso de esporulacion se lavo
tres veces con tampon fosfato salino (PBS), compuesto por KH,PO4 1 mM, Na,HPO,4 8 mM,

NaCl 14 mM, KCI 2 mM, pH 7,4, y se resuspendio en 100 mL de agua destilada esteéril.
3.1.2.2 Esporulaciéon en medio sélido

Para realizar la esporulacion en placa se sembraron 100 pL de precultivo con asa de
Digralsky en placas de Agar RCM. Las placas se incubaron en jarras de anaerobiosis
Gaspak™ (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) con el generador de gas anaerobio
AnaeroGen™ 2,5 L y un indicador de anaerobiosis (Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) a 37
°C durante 7 dias en estufa bacterioldgica. Tras el cultivo, se afiadieron 2-3 mL de PBS estéril
en la superficie del agar para recoger los esporos con un asa de Digralsky en recipientes
estériles. La suspension obtenida se centrifugd a 4 °C durante 15 min a 4.000 x g y se

resuspendi6 en 100 mL de agua destilada estéril.
3.1.2.3 Obtencion de los esporos

Para liberar los esporos de las células vegetativas en las suspensiones obtenidas por los dos
métodos, es necesario realizar una etapa de lisis mediante la utilizacién de lisozima (0,45
mg/mL) (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafa). La suspension se incubd con el enzima a 45 °C
durante 24 h. A continuacion, se centrifugé a 4 °C durante 15 min a 4.000 x g, se descart6 el
sobrenadante y se lavd el precipitado dos veces con agua destilada estéril con el fin de
eliminar los restos de lisozima. Finalmente, el precipitado se resuspendio en 2 ml de agua

destilada.

Para separar los restos celulares de los esporos se realiz6 un gradiente de densidad
mediante Percoll® (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia). Para ello se prepararon diferentes

soluciones de Percoll® a partir de una solucién pura de 1,13 g/mL con agua destilada estéril
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(1,10, 1,09, 1,07, 1,05 g/mL), obteniendo la proporcién de cada dilucion mediante la siguiente

férmula;
Vo= V(p-0,1- p10-0,9)/(po-1) [ml]

VO = Volumen de Percoll® puro
V = Volumen de solucion que se va a preparar
p = densidad que se quiere preparar
p1o = densidad del agua
po = densidad del Percoll® puro (1,13 g/ml) a 20 °C

Para formar el gradiente de Percoll® se afiadieron en primer lugar, 8 mL de Percoll® puro
en un tubo de 50 mL, y a continuacion las diferentes soluciones, de la mas densa a la menos
densa, con gran cuidado para no mezclar las capas. Por ultimo, se afiadieron los 2 mL de la
suspension bacteriana tratada con lisozima y el gradiente se centrifugé a 4.000 x g durante 45
min a 4 °C, sedimentando los esporos en el fondo del tubo y distribuyéndose los restos
celulares por las capas superiores del gradiente. Se elimind con cuidado el sobrenadante y el
precipitado con los esporos se lavd cinco veces con agua destilada estéril mediante
centrifugaciones de 10 min a 13.000 x g. Posteriormente, los esporos se resuspendieron en
200 pL de PBS estéril y se determind su concentracion mediante una cdmara de Thoma y un
microscopio de contraste de fase ECLIPSE E400 (Nikon, Tokio, Japdn). Los esporos se

conservaron a -20 °C hasta su uso posterior.

3.2 Extraccion de DNA y PCR a tiempo real (QPCR)

3.2.1  Extraccion de DNA de celulas vegetativas

La extraccion de DNA de las células vegetativas de las diferentes especies de clostridios
utilizados en este trabajo se llevo a cabo mediante el kit GenElute™ Bacterial Genomic DNA

(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) siguiendo el protocolo especifico para Gram positivos.

En primer lugar, se tomaron 1,5 mL del correspondiente cultivo en fase estacionaria, y se
centrifugaron en una microcentrifuga Biofuge Pico (Heraeus, Hanau, Alemania) durante 2
min a 13.000 x g y se deseché el sobrenadante. A continuacién, para romper las células se
afiadieron 200 pL de lisozima (0,45 mg/mL) al precipitado y la mezcla se incubd en bafio

termostatico (Selecta, Barcelona, Espafa) a 37 °C durante 30 min.

Pasado el tiempo de incubacion, para homogeneizar y lisar la muestra, se adicionaron 20

puL de proteinasa K (20 mg/mL) con el fin de digerir las proteinas presentes. Tras la
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incubacion con proteinasa K, se continud el protocolo segun las especificaciones del

fabricante. Finalmente, la solucion de DNA extraido se almaceno a -20 °C.
3.2.2  Extraccion de DNA de esporos butiricos presentes en PBS y leche
3.2.2.1 Tratamiento de los esporos en PBS

Las muestras analizadas fueron muestras de PBS contaminadas artificialmente con esporos
butiricos de C. tyrobutyricum afiadidos a diferentes concentraciones: 10*, 102 10° 10% 10°,

10° y 107 esporos totales.

Para la extraccion del DNA de los esporos butiricos se empled una modificacion del
tratamiento mediante microondas descrito por Herman et al. (1995). Para ello, se introdujeron
los 100 pL de la suspension anterior en tubos Eppendorf® Safe-lock (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia), que se colocaron en una vaporera con 300 mL de agua destilada y se trataron durante

15 min a 600 W en un microondas GE 87M-X (Samsung, Barcelona, Espafia).

Después de la ruptura de los esporos butiricos, se procedid a la extraccion y purificacion
del DNA de la muestra mediante una modificacion del protocolo GenElute™ Bacterial
Genomic DNA utilizado para las células vegetativas, como se describe en el apartado 3.2.1.
La modificacién del protocolo consistid en que no se realizd el tratamiento previo con
lisozima ni proteinasa K, con el fin de realizar la ruptura Gnicamente mediante microondas. El
protocolo se continud segun las especificaciones del kit, a partir de la adicion de etanol al
lisado. Posteriormente, el DNA extraido se resuspendié en 100 pL de tampon de elucion y se

conserva a -20°C hasta su precipitacion.

Para concentrar el DNA genémico obtenido de los esporos tras la purificacion mediante el
kit, se realiz6 una precipitacion con acetato de sodio, etanol y glicogeno (Orfao y Morent,
2011). Partiendo del DNA genomico extraido, se afiadieron 1/10 volimenes de acetato de
sodio 3 M, pH 5,2; 0,2 pg/uL de glicégeno UltraPure™ (Thermo Fisher, Madrid, Espafa) y
2,5 volumenes de etanol al 96%. La mezcla se incub6 a -20 °C durante 1 hora. Pasado el
tiempo de incubacion, la mezcla se centrifugd a 13.000 x g durante 15 min a temperatura
ambiente. Se descartdé el sobrenadante con mucho cuidado y se realiz6 un lavado del
precipitado de DNA con 200 pL de etanol al 70% a -20 °C para eliminar los posibles restos de
sales. El precipitado obtenido se recogié mediante centrifugacion en las mismas condiciones
gue en la precipitacién anterior. Se descartd el sobrenadante con mucho cuidado y se

eliminaron las trazas de etanol por evaporacion durante 5-10 min en una estufa a 37 °C.
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Finalmente, el DNA precipitado se resuspendio en 20 pL de agua libre de DNasas/RNasas
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia).

Una vez extraido el DNA, se analiz6 por espectrofotometria con el equipo NanoDrop
(Thermo Fisher, Wilmington, EE.UU.). Se midié a una longitud de onda de 230 nm para
determinar contaminacion por alcoholes, a 260 nm, para determinar la cantidad de DNA
extraido y a 280 nm para medir la cantidad de proteina. La pureza del DNA se determiné
mediante el cociente A260/A280, obteniendo valores de entre 1,6 y 1,9, y la contaminacion
con alcoholes por el cociente A260/A230, obteniendo valores de entre 1,8 y 2,2.

3.2.2.2 Tratamiento de las muestras de leche contaminada con esporos
Las muestras analizadas fueron de dos tipos distintos:

- Muestras de leche entera de vaca comercial UHT completa, con un contenido de 3,6 % de
grasa 'y 3 % de proteina (marca Aliada), contaminadas artificialmente con esporos butiricos de
las tres especies estudiadas (C. tyrobutyricum, C. butyricum y C. beijerinckii) afadidos a

diferentes concentraciones: 10%, 10%, 10° y 10" esporos totales.

- Muestras de leche cruda de vaca procedentes de la Asociacion Interprofesional Lechera
de Aragon, AILA (Movera, Espafa), sospechosas de estar contaminadas con clostridios
butiricos. El codigo que se le asigno a las diferentes muestras fue la letra A (de Aragon),
seguida de la fecha en la que se analizaron en AILA (afio/mes/dia) y finalmente, un nimero
asignado del uno hasta el numero total de muestras de cada lote. Previamente, las muestras se
trataron en un bafio termostatico a 90 °C durante 10 min, para eliminar las células vegetativas

presentes.

El volumen utilizado de cada muestra fue de 0,5 mL, si bien se realizaron algunos ensayos
con un volumen mayor de leche, de 18 mL. En el caso de las muestras de leche entera
comercial UHT contaminadas de manera artificial con esporos butiricos, tras la adicion de los
esporos a la leche, se procedié a una agitacion continua a temperatura ambiente durante 30

min en un rotatubos Movil-Rod (Selecta, Barcelona, Espafia).

Para la digestion de la leche y la recuperacion de los esporos, se afiadié a las muestras una
solucion de subtilisina en una proporcion 1:1 (v/v). La subtilisina afiadida se diluyd
previamente con un tampon especifico en una proporcion 1:28 (v/v), ambos reactivos fueron
amablemente cedidos por el laboratorio de AILA. La enzima subtilisina procedente de la
bacteria Bacillus subtilis y el tampon para su disolucién, que contiene un detergente, es

utilizado para el tratamiento de las muestras de leche para el recuento rutinario de bacterias
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totales en el equipo Bactoscan (Foss Electric, Hillerad, Dinamarca), que se encuentra en el

laboratorio interprofesional del AILA.

La mezcla se incubd en un bafio termostatico a 60 °C durante 1 hora, temperatura dptima
para la actividad del enzima (Fullana, 2014). A continuacion, la mezcla se centrifugd durante
30 min a 13.000 x g, se descart6 el sobrenadante y se resuspendio el precipitado con 100 pL
de PBS estéril. A partir de este paso, el proceso de extraccion de DNA de esporos butiricos en

leche fue similar al realizado en PBS, descrito en el apartado 3.2.2.1.
3.2.2.3 Condiciones de la PCR a tiempo real (QPCR)

La PCR a tiempo real se llevd a cabo en placas de 48 pocillos MicroAmp™ Fast Optical
de Applied Biosystems (Thermo Fisher, Madrid, Espafia). La mezcla de reaccion para cada
muestra contenfa 12,5 uL de Master Mix SYBR® Green PowerUp de Applied Biosystems
(Thermo Fisher, Madrid, Espafia), 7,5 pL de agua libre de DNasa/RNasa (9,5 pL en el caso de
los blancos) y 1,5 pL de cada primer, CTfla F (forward) 750 nM y CTfla R (reverse) 750 nM
(Thermo Fisher, Madrid, Espafia).

Los primers empleados fueron los CTfla, que corresponden al gen de la flagelina de C.
tyrobutyricum descrito por LOpez-Enriquez et al. (2007). La secuencia de los primers se
muestra en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de primers especifica para C. tyrobutyricum. F: Forward; R: Reverse.

Primers Secuencia (5°-3")
CTflaF CAGTTACAATTACGAGAACACATGGA
CTflaR TGTACCACCAACTAAAGCAACATCA

Tras la adicion de los primers, se afiadieron 2 pL de ADN por pocillo, excepto en el
blanco, siendo el volumen total de 25 pL. La placa se centrifugd en una centrifuga Jouan
(Izasa, Barcelona, Esparia) con un adaptador de placas, durante 1 min a 2.000 x g. Finalmente,
la qPCR se realizé en el termociclador StepOne™ de Applied Biosystems (Life Technologies,
Paisley, Reino Unido), con capacidad de analisis para 48 muestras. Cada muestra fue
amplificada por duplicado, se incluyd un control positivo de células vegetativas y un control
negativo, no template control (NTC), donde el DNA se sustituyé por H,O libre de
DNasas/RNasas.

El programa de amplificacion que se llevé a cabo fue el siguiente: una fase inicial a 50 °C
durante 2 min, en la que se activa la uracil-DNA-glicosilasa (UNG) que se encuentra en la

Master Mix SYBR® Green PowerUp, que evita las contaminaciones del DNA, destruyendo
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asi copias de DNA que hayan podido contaminar las muestras durante el proceso (Miiller-
Esterl y Brandt, 2008). Despues, se realizé una etapa de desnaturalizacion inicial y 50 ciclos
de amplificacion, que incluian las etapas de desnaturalizacién, hibridacion y extension, cuyas

condiciones se encuentran descritas en la Tabla 3.
Tabla 3. Condiciones de qPCR para el sistema CTfla.

Sist N° de Desnaturalizacion Hibridacion Polimerizacion
istema :
ciclos T(C) Tiempo T(CC) Tiempo T (°C) Tiempo
1 95,0 10 min — — — —
CTfla .
50 95,0 15s 60,0 15s 60,0 1 min

Como resultado de la amplificacion, se obtiene el valor del ciclo umbral o threshold cycle
(Ct), el cual es inversamente proporcional al ndmero de copias de DNA, a mayor

concentracion de DNA, menor Ct.

Una vez pasados los 50 ciclos de amplificacion, comenzo la fase de Melt curve. Esta curva
proporciona la temperatura de melting (Tm), en la cual el 50% de las moléculas de DNA estan
desnaturalizadas. Este dato nos permite distinguir si el DNA amplificado corresponde al

fragmento de interés o si se han formado dimeros o hay contaminaciones.
3.2.2.4  Visualizacion de los productos de qPCR en gel de agarosa

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa. Se
utilizé agarosa al 1,5%, diluida en tampon TAE 1X, Tris-acetato 40 mM (pH 8.0), EDTA 1
mM (Conda Lab., Madrid, Espafa), tefiido con SYBR® Safe 1X (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia). Como marcador de pesos moleculares se utilizo PCR 100 pb DNA Low Ladder
(Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia) y como tampon de carga, azul de bromofenol 0,25% (p/v);
xileno cianol FF 0,25% (p/v y glicerol 15% (p/v) en agua estéril. Las muestras se prepararon

como se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4. Preparacion de las muestras para la electroforesis en agarosa.

Sistema DNA Tampoén de carga  PCR ladder Agua libre de
DNasas
PCR Ladder — 2 UL 5uL 5uL
Muestra DNA 8 uL 2 UL — —

El gel se colocé en la cubeta de electroforesis y se sometid a un voltaje de 90 V durante 40
min. La visualizacion de las bandas de DNA se realiz6 en un transiluminador UV (UVP
BioDoc-It system, CA, EE.UU).
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3.3 Identificacion de esporos butiricos mediante cultivo microbioldgico

La identificacion de los esporos butiricos se realizd mediante cultivo en Agar RCM con
Rojo neutro y D-cicloserina. Previamente, se realizd un pre-enriquecimiento de las muestras
de leches sospechosas de estar contaminadas, suministradas por el laboratorio de AILA. Para
ello se cultivaron 500 pL de leche tratada térmicamente a 90 °C durante 10 minutos en 10 mL
de caldo RCM sobre el que se afiadié parafina de 1 cm de espesor para generar anaerobiosis.
El cultivo se mantuvo en estufa bacteriolégica a 37 °C durante 24-48 h, hasta observar la

aparicion de turbidez y formacion de gas.

Basandonos en el estudio realizado por Jonsson (2010), se sembraron 100 pL del cultivo
pre-enriquecido en Agar RCM mediante siembra en superficie con asa de Digralsky y por
agotamiento. El medio estaba suplementado con Rojo Neutro (Sigma-Aldrich, Madrid,
Espafia) a una concentracion de 50 pg/mL y D-cicloserina (Thermo Fisher, Madrid, Espafia) a
una concentracion de 200 pg/mL. El Rojo Neutro es un indicador fluorescente que vira a
amarillo con la produccién de acido (Kaufman y Weaver, 1960) y la D-cicloserina se utiliza
para reducir el crecimiento de las bacterias anaerobias facultativas que pueden estar presentes
en la leche como Bacillus spp., pero no afecta a C. tyrobutyricum (Abgrall, Bourgeois y
Bourva, 1985). Las soluciones de Rojo Neutro y D-cicloserina fueron esterilizadas
previamente mediante filtros de 0,22 um (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Las muestras

se incubaron en jarras de anaerobiosis a 37 °C durante 5 dias en estufa bacteriologica.

3.4 Bioseparacion magnética de esporos butiricos en leche UHT

La bioseparacién magnética de esporos consistio en la incubacién de microparticulas
magnéticas (MMPs) con muestras contaminadas con esporos en leche entera UHT, para la
concentracion de estos Gltimos. Las muestras de leche se contaminaron con 10°y 10° esporos

totales, para cada una de las microparticulas utilizadas.

Las MMPs se encuentran funcionalizadas con un péptido, denominado pCZS1, que consta
de 18 aminoéacidos y tiene unas caracteristicas similares al péptido descrito por Lavilla et al.
(2009). Este péptido, tiene capacidad para reconocer y unirse a la superficie de los esporos
butiricos, pero no de las células vegetativas. Las MMPs utilizadas en este estudio fueron:
microparticulas magnéticas BcMag™ long-arm Thiol-activated (Ref. MNP-T-PEP) vy
microparticulas magnéticas - BcMag™ long-arm lodoacetyl-activated (Ref. MNP-1-PEP)
(Bioclone Inc., San Diego, CA, EE.UU.) funcionalizadas por Nanoimmunotech (Zaragoza,

Espafia). Ambas MMPs con un tamafio de particula de 1 um de didmetro y una concentracion
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de 2 x 10° particulas/mL en PBS con azida de sodio al 0.05%. Las MMPs de tiol presentan
1,5 x 10™ moléculas de péptido/mg MMP y las de yodo 2,8 x 10™ moléculas de péptido/mg
MMP.

En este procedimiento, las etapas de contaminacion de leche UHT con los esporos
butiricos y el tratamiento con subtilisina fueron similares a las que se describen en el apartado
3.2.2.2, salvo la resuspension del precipitado final obtenido. En este caso, se llevé a cabo con
100 pL de acetato de sodio 0,5 M, pH 3,6, en vez de PBS, para neutralizar la suspension, dado
que se habia comprobado que el pH bésico del tampon de la subtilisina impedia la unién del

esporo al péptido pCZS1.

La bioseparacion con las MMPs, se llevo a cabo mediante la adicion de 100 uL de MMPs,
conteniendo 2 x 10° particulas, en una relacion 1:1 (v/v) a la suspensién de esporos en acetato
de sodio. Posteriormente, las muestras se incubaron en agitacion continua a 4 °C durante 2
horas. Transcurrido el tiempo de incubacién, los complejos de MMPs y esporos se separaron
colocando las muestras en un separador magnético DynaMag™ 2 (Thermo Fisher, Madrid,
Espafia) durante 3-5 minutos para que se realizase la separacion. Una vez transcurido este
tiempo, se recogié el sobrenadante y se llevd a un tubo nuevo, para evaluar la concentracion
de esporos libres. Los precipitados de MMPs y esporos se resuspendieron en 100 puL de PBS

estéril, para determinar la concentracion de esporos unidos a las MMPs (Lavilla et al., 2012).

Las MMPs y el correspondiente sobrenadante, se sembraron separadamente en placas de
Agar RCM, mediante siembra en superficie con asa de Digralsky, y se incubaron en jarras de
anaerobiosis a 37 °C durante 24-48 horas. Pasado el tiempo de incubacion, se realizé el
recuento de colonias para establecer el porcentaje de recuperacion de esporos por las MMPs a
partir de los esporos libres en el sobrenadante (ns) y los esporos unidos a la suspension de
MMPs (nb).

nb
R% =—x100
ns + nb

4. RESULTADOS Y DISCUSION

Como se ha expuesto anteriormente, el principal causante del defecto de la hinchazon
tardia en queso es C. tyrobutyricum y concretamente sus esporos, que no son inactivados
durante el tratamiento térmico de la leche debido a su estructura mas resistente, aunque las

células vegetativas si son inactivadas durante este tratamiento (Loessner et al., 1997).
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Para la realizacion de este trabajo se han tenido en cuenta distintas metodologias,

condiciones y resultados de estudios previos realizados por el grupo de investigacion.

4.1 Optimizacion de la metodologia

Para evaluar el método de deteccion de esporos de clostridios butiricos en leche mediante
gPCR, primero se analiz6 la forma mas eficaz de produccién de esporos de clostridios
butiricos. Se llevaron a cabo dos procedimientos, esporulacion en medio de cultivo solido y
en medio liquido, comprobando cual era el método que mas esporos producia. Asimismo, se
compar6 la efectividad de la ruptura y extraccion del DNA de los esporos butiricos, en
soluciones de PBS y leche UHT. EI DNA se extrajo mediante microondas, Kit de purificacion
GenElute™ Bacterial Genomic DNA para Gram positivos y una ultima etapa de
concentracion de DNA mediante precipitacion con alcoholes. En el caso de las leches, se
introdujo ademas una etapa de tratamiento con subtilisina para la digestion de las proteinas y
la grasa, para facilitar la liberacion de los esporos de estas fases.

En un estudio realizado previamente en el grupo de investigacion (datos pendientes de
publicacion), se demostré que los esporos obtenidos mediante esporulacion en medio sélido
daban buen rendimiento, pero eran més dificiles de amplificar mediante gPCR que los esporos
obtenidos en medio liquido. Esto puede ser debido a que los esporos obtenidos en medio
solido son mas resistentes a la ruptura. Por ello, para la realizacion de este trabajo se eligieron

los esporos producidos en medio liquido.

El siguiente paso fue evaluar si era necesaria una etapa previa a la gPCR para obtener
DNA mas concentrado, en la que se precipitase el DNA con etanol y acetato de sodio. Para
ello, se contaminaron artificialmente soluciones de PBS con esporos de C. tyrobutyricum en
concentraciones conocidas, de 10' a 10’ esporos totales, y se realiz6 el protocolo de
extraccion de DNA basado en microondas. Para finalizar, las muestras se analizaron por la
técnica de gPCR, utilizando los primers CTfla. Como se muestra en la Figura 6 se produjo
amplificacion mediante gPCR para todas las concentraciones de esporos, observandose
linealidad en el rango de 10%-10" esporos totales para las muestras obtenidas mediante
precipitacion del DNA y sin precipitacion. En cambio, no se observé linealidad para las
concentraciones de 10°-10* esporos totales, siendo los valores de Ct mas o menos constantes
en ese intervalo, 36,39 en el caso de las muestras de DNA sin precipitacion y 34,04 en el caso
de las muestras con precipitacion. A la concentracion de 10° esporos totales, sin etapa de
precipitacion, se obtuvieron valores de Ct de 36,34, en cambio, con precipitacion se
obtuvieron valores de Ct mas bajos, de 33,65. Si nos fijamos en la concentracién de 10!
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esporos totales sin etapa de precipitacion, se obtuvo un valor de Ct de 39,22, sin embargo, con
etapa de precipitacion se obtuvo un valor de 34,62. A la vista de estos resultados, se confirmé
gue a una misma concentracion de esporos totales de C. tyrobutyricum en PBS, se detectaron
antes los esporos para los que se aplicé la etapa de precipitacion del DNA, que a los que no se
aplico. Por lo que, la etapa de precipitacion se incorpord a la metodologia de extraccion de

DNA de los esporos en todos los ensayos.

45 -
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log nimero de esporos totales

Figura 6. Gréfica de amplificacion de esporos de C. tyrobutyricum en PBS obtenidos mediante esporulacion en

medio liquido. DNA sin precipitar (®) y DNA precipitado (m). Los valores representados corresponden con la
media de duplicados de dos experimentos independientes (n=4). Las barras de error corresponden con las
desviaciones estandar.

Una vez estudiada la deteccion de esporos de C. tyrobutyricum por gPCR en PBS se
realizaron ensayos en leche entera UHT, con el fin de trabajar en las condiciones mas
cercanas a las reales, ya que los esporos deben detectarse en la leche cruda para evaluar su
contaminacion y el riesgo que conlleva su utilizacion en la fabricacion del queso. La
utilizacién de leche comercial UHT aseguraba que no hubiera ningin tipo de contaminacién

previa a la adicion de los esporos que ibamos a realizar en nuestro estudio.

Al igual que se hizo con las soluciones de PBS, se contamind leche entera UHT con
esporos de C. tyrobutyricum en concentraciones conocidas: 10*, 10°, 10° y 10" esporos totales.
Se utilizaron esporos procedentes de esporulacion en medio sélido y en medio liquido. En la
Figura 7 se representan los resultados de amplificacion de los esporos obtenidos por los dos
tipos de esporulacién. Como se puede observar, a concentraciones de 10°, 10°y 10’ esporos
totales, producidos en medio liquido, se mantuvo la linealidad, a mayor concentracion de
esporos, menor valor de Ct (34,82 + 2,72; 31,51 + 0,97; 27,04 + 3,01, respectivamente). Sin
embargo, a concentraciones menores no se mantuvo esta tendencia; como podemos observar
en la gréfica, a concentraciones por debajo de 10° esporos totales, se alcanzaron valores de Ct

de 34,06 + 1,77 a la concentracion de 10" esporos totales. Si observamos los resultados de los
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esporos obtenidos en medio solido, podemos ver que no se siguiod una tendencia lineal, sino
que la concentracion de esporos se mantuvo mas 0 menos constante, en torno a un valor
medio de Ct de 31,32 +1,18.

40 - 40 -
35 - 35 -
30 O 30 -
25 - 25 -
20 T . . . ; . . . 20 T T T . . . .
0 1 2 3 4 5 6 7 8 o 1 2 3 4 5 6 7
log nimero de esporos totales log nimero de esporos totales

Figura 7. Gréfica de amplificacion de esporos de C. tyrobutyricum en leche UHT. Esporos obtenidos en medio
liquido (®). Esporos obtenidos en medio sélido (m). Los valores representados corresponden con la media de

duplicados de dos experimentos independientes (n=4). Las barras de error corresponden con las desviaciones
estandar.

Por todo lo mencionado anteriormente, se eligié la gréfica de amplificacion de los esporos
obtenidos en medio liquido, para calcular la recta de calibrado y poder cuantificar el DNA de
las muestras suministradas como sospechosas de contener esporos de clostridios butiricos. La
recta de calibrado se calcul6 a partir de los valores que se encontraban en la parte lineal de la

gréafica, dando como resultado la siguiente ecuacion:
Y =-1,94 X + 40,84; R*= 0,9927.

Los valores de Ct obtenidos para cada concentracidon de esporos, fueron superiores a los
descritos por Lopez-Enriquez et al. (2007). Esto es debido posiblemente a que se extrajo
menor cantidad de DNA mediante el protocolo de extraccién utilizado en nuestro estudio. Por
otro lado, hay que sefalar, que la pendiente de nuestra recta de calibrado, fue menor que la
descrita por Lépez-Enriquez et al. (2007), que se puede atribuir también a que su protocolo de
extraccion era mas sensible, al tratarse de un procedimiento mas complejo. Sin embargo, el
inconveniente del método que se utiliza en su estudio frente al nuestro, es que seria
dificilmente aplicable en un procedimiento rapido por el elevado nimero de etapas de las que
consta. De igual manera, en el estudio de Bassi et al. (2013), desarrollaron un método
cuantitativo mediante qPCR para detectar C. tyrobutyricum, utilizando primers especificos
para el gen de la fosfoacetiltransferasa (pta). Los resultados mostraron un 100 % de eficiencia
en el estudio. Sin embargo, cuando utilizaron los primer CTfla para analizar diferentes cepas
de C. tyrobutyricum, aisladas de quesos afectados, aplicando el método de bead beating para

la extraccion del DNA, no consiguieron amplificar el fragmento del gen fla.
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Como muestra la Figura 8, a partir de la curva de amplificacion del DNA de cada muestra,
se obtuvo el valor de Ct que se puede relacionar con la concentracién de esporos. Esto quiere
decir que a mayor valor de Ct, menor concentracién de esporos totales. También se pudo
observar que el DNA de las células vegetativas de C. tyrobutyricum dio un valor de Ct menor
que el de los esporos a diferentes concentraciones. Este hecho puede explicarse, como se ha
investigado previamente en el grupo de investigacion, por una baja recuperacion de DNA en
la extraccion de los esporos en comparacion con las células vegetativas, debido a que los
esporos estdn envueltos por una compleja pared (Setlow, 2006). Ademas, el DNA que se
encuentra en el interior del nicleo, estd altamente deshidratado y empaquetado. Esto es
debido a una serie de proteinas especificas denominadas SASPs (Small acid-soluble proteins),
gue no se encuentran presentes en las células vegetativas y que protegen al DNA del esporo
(Wetzel y Fischer, 2015).

Amplification Plot

10

14

0.1 C+ 1 2 /3 /4
47
c 0.01 U.OU964. S
q \ A /'_,_\ i'j’/"" "'*%"C«\»._-«._
0.001 5o // 4 \/\\
0.0001 { RN
0.00001
0.000001 — — — ooyt
0 2 & 6 8 10 12 14 16 18 20 2 20 2 22 3 R M B B LN L 4 & 8 0 K
Cycle

Figura 8. Grafico de amplificacion por gPCR de una calibracion de diferentes cantidades de esporos de C.
tyrobutyricum en leche UHT tratada con subtilisina. Las curvas corresponden a las amplificaciones de cada
cantidad de esporos totales: (C+) Control + ; (1) 107 esporos; (2) 10° esporos; (3) 10° esporos; (4) 10" esporos. La
linea azul corresponde con el threshold cycle. Todos los ensayos se realizaron por duplicado.

También se analizaron las Melt curves de cada una de las amplificaciones. En la Figura 9
se muestran las curvas obtenidas para el C. tyrobutyricum de la amplificacion ilustrada en la
Figura 8. En ella se puede ver que para todas las muestras se obtuvo un Unico pico con el
mismo valor de Tm de 76,61, que coincide con el control positivo. Si hubiese aparecido una
curva a una Tm menor, significaria que se han formado dimeros de primers (Costa, 2004).
Ademas, se puede observar que la altura del pico varia dependiendo de la concentracion de
esporos totales de la muestra, correspondiendo el pico méas bajo con la muestra con menor

concentracion de esporos, 10" esporos totales.
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Figura 9. Melt curve de la gPCR obtenida de esporos de C. t)a/?cv)butyricum. Linea roja inferior: control negativo.
Linea roja superior: control positivo/células vegetativas. Resto de lineas rojas y verdes: muestras con diferentes
concentraciones 10" 10°10°y 10" de esporos totales analizados en leche UHT.

Al igual que para los esporos de C. tyrobutyricum, se realizé el mismo ensayo para otras
especies como C. butyricum, y C. beijerinckii, ya que hay estudios que confirman que se han
aislado otras especies de clostridios en quesos afectados por la hinchazon tardia (Le Bourhis
et al., 2007). Los resultados obtenidos no fueron concluyentes, ya que no se obtuvo una
linealidad que reflejase una disminucion de Ct a medida que aumentaba la concentracion de
esporos, ademas un namero considerable de muestras no amplificaron. Tampoco se obtuvo
resultado de amplificacion para las células vegetativas de dichas especies, que hemos incluido
en los ensayos de gPCR como control positivo de la reaccion. Esto es debido a que los
primers utilizados, descritos en el estudio de Ldpez-Enriquez et al. (2007), son especificos
para la especie C. tyrobutyricum y no para otras especies de clostridios. Una alternativa
interesante, seria la utilizacion de la técnica PCR Multiplex descrita por Cremonesi et al.
(2012), con la que obtuvieron una deteccion rapida y sensible de cuatro especies diferentes de

clostridios: C. beijerinckii, C. butyricum, C. sporogenes y C. tyrobutyricum.

4.2 Analisis de muestras de leche cruda de vaca

Se analizaron muestras de leche cruda de vaca procedentes de la Asociacion
Interprofesional Lechera de Aragon, AILA, que eran sospechosas de estar contaminadas con
clostridios butiricos. En total se analizaron 52 muestras de leches, de las cuales, 37 eran
leches conservadas en congelacion, ya que se habian recogido y almacenado a -20 °C durante

el afio 2018, y 15 eran leches recogidas en el afio 2019 y analizadas frescas.

Estas leches son sospechosas de poder estar contaminadas con esporos de clostridios
butiricos, porque provienen de ganaderias que en algunas ocasiones han dado positivo en el
analisis por la técnica del MPN realizada en el laboratorio interprofesional, segun

comunicacion personal.
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4.2.1 Ildentificacion de esporos butiricos en leches sospechosas mediante cultivo

microbioldgico

En un principio, las leches tratadas térmicamente fueron cultivadas en medio Agar RCM
suplementado con Rojo Neutro y D-cicloserina en anaerobiosis. Para confirmar que los
resultados fuesen correctos, se incubaron en cada jarra de anaerobiosis dos controles: un
control positivo con 10" esporos totales de C. tyrobutyricum y un control negativo, que no

contenia bacterias.

Los resultados fueron negativos tanto para el control positivo, como para el control
negativo y las muestras. Estos resultados, como se menciono en el estudio de Reindl et al.
(2014) son debidos posiblemente a una baja concentracion de esporos en las leches
sospechosas de contaminacion, asi como a la dificultad de los esporos para germinar en un
medio sélido (agar) suplementado con antibidticos, en este caso D-cicloserina (Bréndle et al.,
2018). Por ello, como citd Reindl et al. (2014) en su investigacion, para favorecer un
crecimiento mas eficiente a la hora de cultivar las muestras en un medio solido, se recomienda
realizar una etapa de pre-enriquecimiento de las muestras en medio liquido. Asi, se incluyo
una etapa previa, que consistié en cultivar las leches sospechosas en RCM liquido, para

favorecer la germinacion y el crecimiento de los esporos de los clostridios butiricos.

Una vez cultivadas las leches sospechosas en el medio RCM, dieron diferentes resultados
en cuanto a la produccion de turbidez y gas, como se recoge en los Anexos |y Il. En relacion
con los resultados obtenidos en el pre-enriquecimiento, se ha de indicar que en las 52
muestras pre-enriquecidas se observd turbidez del medio. En 17 de ellas se observo
produccidn de gas, provocando en 12 de ellas, la elevacion de la parafina, causada por la gran
cantidad de gas formado como se observa en la Figura 10, tal y como cité Reindl et al. (2014)

en su estudio.

Figura 10. Muestras de leche pre-enriquecidas en medio RCM donde se observa la produccion de gas y
desplazamiento de la parafina.
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Después de la etapa de pre-enriquecimiento, las leches se cultivaron en el medio Agar
RCM suplementado con Rojo Neutro y D-cicloserina, obteniéndose los resultados recogidos
en los Anexos | y Il. Como menciond Jonsson (1990) en su estudio, el Agar RCM es un
medio para Clostridium con poca o ninguna selectividad. Con la suplementacion de D-
cicloserina, se consigue retrasar el crecimiento de Bacillus spp., y al suplementarlo con Rojo
Neutro, se consigue distinguir las células vegetativas germinadas a partir de los esporos de
clostridios, de otras bacterias esporuladas, en este caso de Bacillus. Asi, las colonias del
género Clostridium aparecen de color amarillo y las colonias del género Bacillus de color rojo
en dicho medio. Esto se puede ver en algunos ejemplos recogidos en la Figura 11. En las
imagenes 2 y 3, se observa un color amarillo caracteristico de las colonias del género

Clostridium, entre ellas el control positivo.

4 5 6

Figura 11. Resultados de cultivo en Agar RCM con Rojo Neutro y D-cicloserina de algunas muestras de leche
cruda. (1) Control negativo; (2) Control positivo; (3) muestra de leche positiva; (4) muestra de leche sospechosa,
negativa bajo luz UV; (5) muestra de leche sospechosa, positiva bajo luz UV; (6) muestra de leche sospechosa,
positiva bajo luz UV.

Ademas, la adicion de Rojo Neutro en el medio hizo posible que las colonias de los
clostridios produjeran fluorescencia de color amarillo bajo luz UV, como se aprecia en las
placas de las imagenes 5 y 6. Por el contrario, en la placa de la imagen 4, no se produjo
fluorescencia caracteristica del género Clostridium bajo luz UV.

Hay que sefialar que seria idéneo complementar este método de cultivo en medio selectivo,
con la prueba de la catalasa a las colonias dudosas, como mencion6 en su estudio Jonsson
(1990), ya que hay algunas colonias con un tenue color amarillo-anaranjado, pero que no

producen fluorescencia.
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En la Tabla 5 se muestran los resultados del cultivo de las leches sospechosas en Agar
RCM suplementado con Rojo Neutro y D-cicloserina. Como se puede observar, de las 52

muestras de leches cultivadas, un 42% crecio6 en el medio de cultivo y un 58% no crecio.

Tabla 5. Resultados del cultivo de las leches sospechosas de estar contaminadas con clostridios butiricos en
Agar RCM con Rojo Neutro y D-cicloserina.

NUmero de muestras %

Crecio en cultivo 22 42
No creci6 en cultivo 30 58
Total 52 100

4.2.2  Deteccion de clostridios butiricos en leches sospechosas por gqPCR

Las muestras de leche sospechosas de estar contaminadas con clostridios butiricos se
analizaron mediante qPCR. Previamente, habian sido sometidas al tratamiento con subtilisina,
ruptura de los esporos con microondas, purificacién del DNA con el kit GenElute™ Bacterial

Genomic DNA para Gram positivos y precipitacion mediante acetato de sodio, etanol y
glicogeno.

La leche puede retener en su capa de grasa un alto contenido de esporos, presentando un
problema a la hora de su liberacion de esa fase. Ademas, la naturaleza compleja de la leche,
en la que una parte de las proteinas estd formando las micelas de caseina, hace dificil la
recuperacion de los esporos butiricos. Por ello, se investigé la utilizacién de la enzima
subtilisina, disuelta en un tampdn que contiene un detergente, para la digestion de la leche y

para facilitar la separacion y concentracion de los esporos que se encuentran dispersos en las
diferentes fases de la leche.

En total, se analizaron 52 muestras de leches sospechosas, en 37 de ellas, se analizé un
volumen de 0,5 mL de leche y en 15 se analiz6 un volumen de 18 mL. En los Anexos 1 y 1l se

recogen los resultados de amplificacion de las diferentes muestras sometidas a qPCR.

A partir de la ecuacion de la recta de calibracion obtenida de la representacion grafica
incluida en la Figura 7, se calcularon las cantidades esporos detectadas en las muestras
analizadas. En el caso de las leches sospechosas analizadas a partir de un volumen de 0,5 mL,
los valores de Ct oscilaron entre 39,01 y 32,01; por lo que los niveles de esporos totales se
encontraban entre 10" y 10*. El valor medio de Ct fue de 34,91 + 2,11, que corresponde con
una cantidad de 10° esporos totales.
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Por otro lado, en el caso de las leches sospechosas que se analizaron a partir de un volumen
de 18 mL, los valores de Ct oscilaron entre 38,68 y 33,42; siendo la cantidad de esporos
totales de entre 10" y 10°. El valor medio de Ct fue de 36,15 + 2,15, que corresponde con una
cantidad de 10% esporos totales. A la vista de estos resultados, se sugiere que analizando un

mayor volumen de muestra, se consigue una mayor sensibilidad en el procedimiento.

Como se ha indicado, las leches sospechosas de contaminacion pueden contener una baja
concentracion de esporos, y ocasionar serios defectos en la maduracion del queso. En el
estudio realizado por Bréndle et al. (2018) se analizaron muestras de leche cruda sospechosas
de estar contaminadas de siete proveedores distintos, destinadas a la elaboracion de queso.
Seis de los proveedores producian leche cruda sin suministrar a las vacas ensilado como
alimento, el séptimo si lo suministraba. Como resultado, en cinco de las muestras se
detectaron recuentos bajos de esporos <75 esporos/L y en la sexta entre 150-550 esporos/L
que provocaron defectos de hinchazoén tardia en algunos quesos. Por Gltimo, la leche cruda del
proveedor que no suministraba ensilado, obtuvo una concentracién de esporos de 550
esporos/L, provocando hinchazon tardia.A continuacion, en las Tablas 6 y 7, se muestran los

porcentajes de amplificacion de las diferentes muestras por qPCR.

Tabla 6. Resultados de amplificacion de leches sospechosas de contaminacion con clostridios butiricos
utilizando un volumen de muestra de 0,5 mL.

NUmero de muestras %

Si amplifica 22 59
No amplifica 15 41
Total 37 100

En la Tabla 6 se muestran los resultados de amplificacién de leches sospechosas de
contaminacion con clostridios butiricos, en las que se utilizé un volumen de muestra de 0,5
mL. Como se indica en la tabla, de las 37 muestras que se analizaron un 59% amplificaron en
la gPCR con los primers CTfla, mientras que un 41% no amplifico.

En la Tabla 7 se muestran los resultados de amplificacién de leches sospechosas de
contaminacion con clostridios butiricos, en las que se utilizd un volumen de muestra para
andlisis de 18 mL. En este caso, de las 15 muestras que se analizaron un 67% amplificaron

por gPCR con los primers CTfla, sin embargo, un 33% fueron negativas.
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Tabla 7. Resultados de amplificacion de leches sospechosas de contaminacién con clostridios butiricos
utilizando un volumen de muestra de 18 mL.

NuUmero de muestras %

Si amplifica 10 67
No amplifica 5 33
Total 15 100

Segun estos resultados, hubo un aumento en la tasa de amplificacion cuando se utilizo una
mayor cantidad de muestra, que era el principal objetivo al comparar diferentes volimenes de
muestra. Sin embargo, este hecho no se puede considerar significativo, ya que no se

analizaron el mismo nimero de muestras en los dos grupos.

Una vez obtenidos los resultados de las muestras de leches sospechosas con diferente
volumen, se agruparon en las Tabla 8 y 9 donde se estudio la relacion que habia entre el
crecimiento en Agar RCM con Rojo Neutro y D-cicloserina y la amplificacion mediante
qPCR.

Tabla 8. Resultados de cultivo y amplificacion de leches sospechosas de contaminacién con clostridios butiricos
utilizando un volumen de muestra de 0,5 mL.

NUmero de muestras %

Creci0 en cultivo 15 41
No amplifica 6 17

Si amplifica 9 24

No crecié en cultivo 22 59
No amplifica 9 24

Si amplifica 13 35
Total 37 100

Observando los resultados de la Tabla 8, el 17% de las leches sospechosas crecio en el
cultivo, pero no amplific, esto puede indicar que las leches estaban contaminadas con
esporos de otra especie diferente al C. tyrobutyricum. Si observamos las leches que crecieron
en el cultivo y amplificaron, un 24%, podemos afirmar que estas leches se encontraban

contaminadas con C. tyrobutyricum.

Por otro lado, si observamos las leches que no crecieron en el cultivo, nos encontramos con
un 24% que no amplificaron, por lo que deducimos que no estaban contaminadas. Por el
contrario, un 35% no crecid, pero si amplifico, por lo que podemos deducir que las leches
estaban contaminadas. Estos resultados pueden deberse a varios motivos: a que la qPCR es

una técnica que tiene mas sensibilidad que el cultivo, porque hayan surgido dificultades en la
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germinacion de los esporos en un medio solido suplementado con antibioticos, en este caso
D-cicloserina, porque habia muy poca cantidad de esporos que se han visto desplazados por

otros microorganismos en el medio RCM.

Tabla 9. Resultados de cultivo y amplificacién de leches sospechosas frescas. Volumen de muestra 18 mL.

Muestras %

Crecio6 en cultivo 7 47
No amplifica 2 14

Si amplifica 5 33

No crecié en cultivo 8 53
No amplifica 3 20

Si amplifica 5 33
Total 15 100

Como podemos observar en los resultados de la Tabla 9, el 14% de las leches sospechosas
crecié en el cultivo, pero no amplificd, esto puede indicar, como ocurrié en el caso anterior,
que las leches estaban contaminadas con esporos de otra especie diferente al C.
tyrobutyricum. Si observamos la relacion de leches que crecieron en el cultivo y amplificaron,
fue de un 33%, lo que nos puede indicar que estas leches se encontraban contaminadas con C.
tyrobutyricum. Si comparamos este resultado, con el que se obtuvo al utilizar menor cantidad
de muestra, podemos ver que, la cantidad de muestras que dieron como resultado positivo
crecimiento en cultivo y amplificacion es mayor. Hay que tener en cuenta, como ya se ha
indicado, que se necesitarian hacer mas repeticiones para comprobar la influencia del

volumen de la muestra en la amplificacion por qPCR.

Por otra parte, analizando los resultados de las leches que no crecieron en el cultivo,
encontramos que un 20% de ellas no amplificaron, por lo que podemos suponer que no
estaban contaminadas con clostridios butiricos. Por ultimo, si examinamos las leches que no
crecieron, pero si amplificaron, obtuvimos un 33%, por lo que podemos suponer que las
leches estaban contaminadas. Como en los analisis de un menor volumen de muestra, estos

resultados podrian ser debidos a varios factores.

Hay que sefialar que, para la amplificacion del DNA de los esporos, se emplearon unas
secuencias de primers especificas, que amplificaban una region del gen de la flagelina de C.
tyrobutyricum. Como hemos comentado, la falta de coincidencia entre los resultados de la
amplificacion por gPCR vy el cultivo, puede deberse a la presencia de otras especies de

clostridios butiricos en las leches. Aunque hay muchos estudios que han evaluado la recta de

Pagina 38 de 50



....... UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

'%' FACULTAD DE VETERINARIA Trabajo Fin de Master
piTy Master en Calidad, Seguridad y Tecnologia de los Alimentos. Juan Pedro Navarro Garcia
1552 Curso 2018/2019

calibrado de gPCR de esporos en leches contaminadas artificialmente con una especie en
concreto, no hay datos publicados de la utilizacion de gPCR en leches contaminadas

naturalmente.

Observando los resultados de las muestras analizadas, podemos decir que no hubo grandes
variaciones en los resultados al aumentar el volumen de muestra analizada, exceptuando un
ligero aumento en el porcentaje de las muestras que crecieron en el cultivo y amplificaron, es

decir en las que pudo confirmarse su contaminacion con C. tyrobutyricum.
4.2.3  Visualizacion de los productos de amplificacion mediante gel de agarosa

Basandonos en la Melt curve de las muestras de leche analizadas por gPCR, se
seleccionaron algunas muestras en las que aparecieron dobles picos. Por ello, se decidio
analizar los productos de amplificacion de estas muestras mediante electroforesis en gel de

agarosa para comprobar el tamafio de los productos de la amplificacion.

En primer lugar, se realizé un estudio in silico con la herramienta NCBI Primer-BLAST.
Los resultados indicaron que para los primers CTfla utilizados (Lopez-Enriquez et al., 2007)
solo se obtuvo una coincidencia con un amplicon de 82 pb para el C. tyrobutyricum (Cédigo
Gen Bank: AJ242662).

En la imagen izquierda de la Figura 12 se representa la electroforesis del producto de
amplificacion de qPCR-CTfla, de algunas de las leches sospechosas analizadas. Como
podemos observar el control positivo corresponde con el tamafio esperado del amplicén de C.
tyrobutyricum, 82 pb. Para la muestra (1), se pudo apreciar una doble banda de amplificacion,
una correspondiente con el amplicon de C. tyrobutyricum y otra con una longitud del
amplicén de 200 pb, aproximadamente. Este resultado se observo también en la Melt curve,
ya que aparecid un doble pico, uno correspondiente con la Tm caracteristica del C.
tyrobutyricum, 76,75, y otro a una Tm de 80,63. En la muestra (2), se obtuvo un tamafio de
amplicon menor que el del C. tyrobutyricum, también en la Melt curve se obtuvo un pico a
Tm 65,13 menor que la Tm de C. tyrobutyricum. En la muestra (3), no se observé banda del
amplicén, sin embargo, la muestra amplifico en la qPCR a la misma Tm que C.
tyrobutyricum. En la muestra (4), se aprecian dos ligeras bandas, una con un tamafo de
amplicon similar al del C. tyrobutyricum y otro ligeramente inferior, semejante al amplicon de
la muestra 2. En la correspondiente Melt curve se obtuvo una Tm similar a la del C.
tyrobutyricum, pero el tamafio de la curva era mayor. Estos resultados pueden deberse a que

cuando se calibra el método, siempre se obtiene un pico, pero cuando se analizan muestras de

Pagina 39 de 50



1000 pb
900 pb

800 pb *

700 pb
600 pb
500 pb
400 pb
300pb

200pb -

100 pb

UNIVERSIDAD DE ZARAGOZA

it FACULTAD DE VETERINARIA Trabajo Fin de Mést?r
piTy Master en Calidad, Seguridad y Tecnologia de los Alimentos. Juan Pedro Navarro Garcia
1552 Curso 2018/2019

leches reales que pueden estar contaminadas por C. tyrobutyricum y otras especies u otros
microorganismos, pueden aparecer falsos positivos.

PM NIC C+ 1 2 3 4 PM C+ 1 2 3 4

1000 pb

900pb & 4
=
700 pb

200 pb —

. IOOpbO‘“””"”

Figura 12. Imagen lzda. Electroforesis del producto de amplificacion de gPCR de las muestras de leche
sospechosa. PM: marcador de pesos moleculares; NTC: no template control; (C+): control positivo de C.
tyrobutyricum; (1): muestra A170510-11; (2): muestra A190627-2; (3): muestra A170522-2; (4): muestra
Al171116-11. Imagen Dcha. Electroforesis del producto de amplificacion de gPCR de una calibraciéon de
muestras de leche UHT contaminadas con esporos de C. tyrobutyricum. (PM): marcador de pesos moleculares;
(C+): control positivo de C. tyrobutyricum; (1): 10* esporos totales; (2): 10° esporos totales; (3): 10° esporos
totales; (4): 10" esporos totales; (NTC): no template control.

4.3 Estudio de la bioseparacion magnética de esporos butiricos en leche UHT

Debido a la baja concentracién de esporos que estan presentes en la leche, uno de los
objetivos de la utilizacion de MMPs funcionalizadas es que sean capaces de separar y
concentrar los esporos por encima de los limites de deteccidon (Lavilla et al., 2012). En este
trabajo, se utilizaron para la separacion biomagnética, leche UHT contaminada artificialmente
con esporos y tratada con subtilisina. Se utilizaron muestras de leche UHT tratadas con
subtilisina, porque en estudios anteriores realizados en el grupo de investigacion, los
porcentajes de recuperacion obtenidos en leche UHT sin tratar fueron considerablemente
bajos, del orden del 10%.

En esta parte del estudio se evalud la idoneidad de los dos tipos de MMPs (tiol y yodo)
funcionalizadas con el péptido pCZS1 para la separacion de esporos butiricos pertenecientes a

las especies C. tyrobutyricum, C. beijerinckii, y C. butyricum.

En el caso de la bioseparacion magnética de esporos de C. tyrobutyricum, como se puede
observar en la Figura 13, para 10° esporos totales se consiguié separar el 99% de los esporos,
utilizando las MMPs de tiol y el 88% con la utilizacion de las MMPs de yodo. Por otro lado,
para una cantidad de 10° esporos totales se consiguié separar el 72% con las MMPs de tiol y
el 70% con la utilizaciébn de MMPs de yodo. La disminucion del porcentaje de recuperacion
en 10° esporos puede ser debida a la saturacién de los ligandos en la superficie de las MMPs,

aunque la cantidad que se esta poniendo siempre supera la del nimero de esporos.
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Figura 13. Porcentaje de esporos de C. tyrobutyricum unidos a las MMPs. (m) MMPs de tiol, (m) MMPs de
yodo. Los valores representados corresponden con la media de seis repeticiones realizadas en tres ensayos

independientes + la desviacion estandar.

En la Figura 14 se muestran los resultados obtenidos en la bioseparacion magnetica de
esporos de C. beijerinckii, en la que se obtuvo para 10° esporos, un 41% de unién a las MMPs
de tiol y un 18% para las MMPs de yodo. Se observa en el caso de 10° esporos, que los
porcentajes de separacion son de un 58% para las MMPs de tiol y 52% para las MMPs de
yodo. Ademas, como se puede observar, las desviaciones estandar obtenidas al realizar esta
separacion fueron elevadas tanto a la concentracion de 10° esporos para ambas MMPs, como
a la concentracion de 10° esporos para las MMPs de tiol. Esto indica una gran variabilidad en
la interaccidon de los esporos de esta especie con el ligando unido a las MMPs.
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Figura 14. Porcentaje de esporos de C. beijerinckii unidos a las MMPs. (m) MMPs de tiol, (m) MMPs de yodo.
Los valores representados corresponden con la media de cuatro repeticiones realizadas en dos ensayos
independientes + la desviacion estandar.

Se analiz6 también la bioseparacién magnética de esporos de C. butyricum, pero en este
caso no hubo précticamente afinidad entre los esporos y las MMPs, observandose porcentajes
muy bajos de unién. En el caso de 10° esporos, 0% para MMPs de tiol y yodo y en el caso de
10° esporos, 16% para MMPs de yodo y 9% para MMPs de tiol.

Se puede decir que las MMPs de tiol y yodo funcionalizadas con el péptido afin por los
esporos de clostridios butiricos, tienen mayor afinidad por los esporos de C. tyrobutyricum, en
cambio por los esporos de C. beijerinckii, y C. butyricum, tienen una baja afinidad o

practicamente nula.
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Estos resultados indican que esta técnica podria usarse como una forma apropiada de
concentrar el bajo ndmero de esporos de C. tyrobutyricum encontrados en las leches
sospechosas de contaminacion, como un paso previo para su deteccidn y cuantificacion. A su
vez, se deben realizar méas estudios para desarrollar MMPs funcionalizadas con péptidos
afines a otros clostridios butiricos como C. beijerinckii y C. butyricum. Por Gltimo y no menos
importante, seria conveniente desarrollar un procedimiento que permitiese recuperar los

esporos con las MMPs directamente de la leche, sin tener que realizar un tratamiento previo.

5. CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Méster, con los resultados obtenidos, se ha llegado a las siguientes

conclusiones:

1. Los esporos de C. tyrobutyricum producidos en medio liquido han mostrado mejor

amplificacion por gPCR que los producidos en medio solido.

2. Latécnica qPCR se ha optimizado para la deteccion de esporos de C. tyrobutyricum en

PBS, encontrandose una relacion lineal entre 10* y 10" esporos totales.

3. La técnica qPCR ha permitido detectar C. tyrobutyricum en leche UHT a partir de 10"
esporos totales. Existe una relacion lineal entre el logaritmo del numero de esporos y

el valor de Ct de 10% a 10" esporos totales.

4. La amplificacion por gPCR no ha permitido detectar otras especies como C.
beijerinckii y C. butyricum, debido a que los primers no han amplificado la region

diana en estas especies.
5. No se ha encontrado en todas las muestras sospechosas analizadas una correlacion
positiva entre los resultados del cultivo microbioldgico y los de la qPCR.

6. El incremento del volumen de analisis de la leche mediante la aplicacién del método

disefiado para la deteccion por gPCR puede mejorar su sensibilidad.

7. El valor medio de los niveles de esporos butiricos detectados en las muestras de leche

sospechosas que se han analizado, ha sido de 10?-10° esporos totales.

8. Las microparticulas magnéticas funcionalizadas con un péptido afin por los esporos,
recuperaron un elevado porcentaje de esporos de C. tyrobutyricum en leche UHT

contaminada artificialmente y tratada con subtilisina.

Los resultados obtenidos en este estudio pueden servir de referencia para futuras lineas de
investigacion que pretendan desarrollar un método adecuado para la deteccién rapida de la

presencia de esporos de clostridios butiricos en leche cruda.
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Anexo |

Tabla 10. Resultados obtenidos en el analisis de las muestras de leche cruda de vaca procedentes de la
Asociacién Interprofesional Lechera de Aragon (AILA), sospechosas de estar contaminadas con clostridios
butiricos. Volumen de leche utilizado en el analisis: 0,5 mL.

Leches Descripcion enriguecimiento Cultivo % , Coinciden_cia
sospechosas amplificacion PCR-cultivo
A170522-1 Turbidez y muytzct))((:)o gas al agitar el i 100 NO
Al170927-1 Turbidez y gas - 0 Sl
A170510-10 Turbidez y gas - 100 NO
Al170522-2 Turbidez y poco gas - 100 NO
A170522-3 Turbidez + 100 Sl
A170510-11 Turbidez - 0 Sl
A170714-1 Turbidez - 0 Sl
A170714-2 Turbidez y muytpl)Jcl)Jf)o gas al agitar el i 0 S|
A170714-3 Turbidez y muytzggo gas al agitar el + 0 NO
A170714-4 Turbidez y gas 100 Sl
A170927-12 Turbidez y gas 0 NO
A170927-13 Turbidez - 50 NO
A170927-14 Turbidez - 0 Sl
A170927-15 Turbidez - 0 Sl
A171005-1 Turbidez y gas + 0 NO
A171005-2 Turbidez - 100 NO
A171005-3 Turbidez - 50 NO
A171020-1 Turbidez - 50 NO
Al171027-1 Turbidez y poco gas - 50 NO
A171020-2 Turbidez - 0 Sl
A171020-3 Turbidez - 50 NO
A171020-4 Turbidez y gas + 50 Sl
A171027-2 Turbidez + 50 Sl
A171027-3 Turbidez y gas olor intenso + 100 Sl
Al171116-11 Turbidez y gas + 50 Sl
A171116-12 Turbidez y gas + 50 Sl
Al171124-1 Turbidez y gas + 0 NO
A171124-2 Turbidez + 0 NO
Al171124-3 Turbidez - 100 NO
Al171124-4 Turbidez - 0 Sl
Al171215-1 Turbidez - 50 NO
A171211-10 Turbidez y gas + 50 Sl
Al171211-18 Turbidez - 50 NO
A171211-35 Turbidez - 100 NO
Al171215-2 Turbidez 1 0 NO
A171215-3 Turbidez - 0 Sl
Al171215-4 Turbidez y mucho gas + 50 Sl
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Tabla 11. Resultados obtenidos en el analisis de las muestras de leche cruda de vaca, procedentes de la
Asociacion Interprofesional Lechera de Aragon (AILA), sospechosas de estar contaminadas con clostridios
butiricos. Volumen de leche utilizado en el analisis: 18mL.

Leches Descripcion enriguecimiento Cultivo %N , Coinciden_cia
sospechosas amplificacion PCR-cultivo
A190617-1 Turbidez - 50 NO
A190617-2 Turbidez y mucho gas + 100 Sl
A190617-3 Turbidez - 0 Sl
A 190627-1 Turbidez - 50 NO
A 190627-2 Turbidez y gas + 50 Sl
A 190627-3 Turbidez - 0 Sl
A 190705-1 Turbidez - 50 NO
A 190705-2 Turbidez y gas + 0 NO
A 190705-3 Turbidez - 0 Sl
A 190717-1 Turbidez y gas + 100 Sl
A 190717-2 Turbidez y gas + 100 Sl
A 190717-3 Turbidez y gas + 0 NO
A190726-1 Turbidez, gas y olor intenso + 100 Sl
A190726-2 Turbidez - 100 NO

A190726-3 Turbidez - 50 NO
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