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1 RESUMEN

Por su elevado contenido nutricional, la leche vacuna es ampliamente consumida por
el ser humano a nivel global. Por lo tanto, requiere una calidad microbioldgica
excepcional basada en tratamientos térmicos como pasteurizacion y esterilizacion
comercial por Ultra Alta Temperatura (UHT). No obstante, algunas bacterias, por su
capacidad de formacion de esporas, sobreviven, ocasionalmente, a tales tratamientos
térmicos. Consecuentemente, la deteccion, caracterizacion e identificacion de bacterias
esporuladas en este alimento representa un analisis fundamental, pero que no se realiza
rutinariamente. En ese sentido, el presente estudio permitié caracterizar e identificar
especies bacterianas mesofilicas, termofilicas y anaerobias presentes en muestras de leche
vacuna cruda, pasteurizada y UHT que pudieron sobrevivir a los distintos tratamientos
térmicos aplicados dentro de la industria. Esto fue alcanzado mediante protocolos de
concentracion de células microbianas en las muestras, aislamiento y caracterizacion
fenotipica de cepas encontradas, extraccién del material genético, REP-PCR para
encontrar similitud entre cepas y PCR del gen 16s del ARNr para su posterior
secuenciacion e identificacion a nivel de especie. Se observo la prevalencia de ciertos
géneros bacterianos como lo son: Pantoea, Lactococcus, Pseudomonas, Bacillus,
Dermacoccus, Lacticaseibacillus,  Staphylococcus, Enterobacter, Raoultella,
Enterococcus, ademas de mostrar la presencia de la bacteria Clostridium argentinense, lo
que es preocupante al ser una potencial productora de toxina botulinica. Se identificaron
ciertas especies aisladas de distintas marcas de leche UHT analizadas como es el caso de
Enterococcus durans y Enterobacter hormachei, demostrando, que posiblemente, exista
un problema generalizado con bacterias que sobrevivan a los tratamientos térmicos
convencionales. De manera interesante, se obtuvieron aislamientos de bacterias Gram
negativas que sobrevivieron a los distintos tratamientos térmicos, esto sugiere que las
bacterias esporuladas no son las Unicas que pueden sobrevivir a estos tratamientos. Los
resultados alcanzados dentro de esta investigacion podrian complementar la normativa

vigente local para el control de calidad de los productos lacteos.

Palabras clave: Anaerobios, esporulados, leche, mesofilos, REP-PCR, termofilos, UHT



2 ABSTRACT

Due to its high nutritional content, cow's milk is widely consumed by humans globally.
Therefore, it requires exceptional microbiological quality based on thermal treatments
such as pasteurization and commercial Ultra High Temperature (UHT) sterilization.
However, some bacteria, due to their spore-forming capacity, occasionally survive such
heat treatments. Consequently, the detection, characterization and identification of
sporulated bacteria in this food represents a fundamental analysis, but it is not routinely
performed. In this regard, the current study allowed the characterization and identification
of mesophilic, thermophilic and anaerobic bacterial species present in samples of raw,
pasteurized and UHT bovine milk that were able to survive the different heat treatments
applied within the industry. This was achieved through protocols of concentration of
microbial cells in the samples, isolation and phenotypic characterization of strains found,
extraction of genetic material, REP-PCR to find similarity between strains and PCR of
the 16s rRNA gene for subsequent sequencing and identification to species level. The
prevalence of certain bacterial genera was observed, such as: Pantoea, Lactococcus,
Pseudomonas, Bacillus, Dermacoccus, Lacticaseibacillus,  Staphylococcus,
Enterobacter, Raoultella, Enterococcus, and it also showed the presence of the bacterium
Clostridium argentinense which is worrying as it is a potential producer of botulinum
toxin. Certain species isolated from different brands of UHT milk analyzed were
identified, such as Enterococcus durans and Enterobacter hormachei, showing that there
is possibly a generalized problem with bacteria that survive conventional heat treatments.
Interestingly, isolates of Gram-negative bacteria were obtained that survived the different
heat treatments, this suggests that sporulated bacteria are not the only ones that can
survive these treatments. The results achieved within this research could complement the

local regulations in force for the quality control of dairy products.

Key words: Anaerobes, sporulates, milk, mesophiles, REP-PCR, thermophiles, UHT



3 INTRODUCCION

La leche vacuna es uno de los alimentos mas ampliamente consumidos por el ser
humano a nivel mundial y, consecuentemente, su produccion tiene gran importancia
econdmica en varios paises (Ofiate-Haro, 2018). Este fendbmeno radica, principalmente,
en su gran contenido de nutrientes como azucares, grasas, proteinas y minerales. Esta
propiedad, junto con una elevada actividad de agua (aw= 0.93 - 0.98) y pH aproximado a
la neutralidad favorece el desarrollo de microorganismos con metabolitos asociados al

deterioro de los productos lacteos (Calvo-Gomez, 2018).

Con el propdsito de reducir o eliminar la microbiota presente en la leche, las
industrias lacteas utilizan tratamientos térmicos que permiten prolongar la estabilidad,
garantizar su inocuidad, preservar su valor nutritivo y las cualidades organolépticas del
alimento. Entre estos procesos, destaca la pasteurizacion, que consiste en aumentar la
temperatura del producto a 72 °C durante 15 segundos para eliminar formas vegetativas
de bacterias potencialmente patdgenas para el ser humano (Ding, et.al, 2020).
Adicionalmente, uno de los tratamientos mas ampliamente utilizados es el de Ultra Alta
Temperatura (UHT, por sus siglas en inglés), en el que el alimento se expone a una

temperatura entre 135 a 150 °C por uno a diez segundos (Yacoub, et. al, 2017).

El tratamiento UHT, se enfoca en la eliminacion del 99% de las formas vegetativas
y esporuladas de bacterias. Este permite la obtencidén de un producto comercialmente
estéril e incrementa la vida util del mismo hasta por 9 meses cuando es almacenado en
las condiciones adecuadas (Kra¢marova, Stiborova, Horackova, Demnerova, 2018). Sin
embargo, se ha descrito el aislamiento de bacterias esporuladas que pueden sobrevivir al
proceso UHT en muestras de leche. Las esporas son estructuras que se caracterizan por
su resistencia significativa a elevadas temperaturas y a otros factores ambientales hostiles
para el desarrollo celular. En ese contexto, bacterias de los géneros: Bacillus, Geobacillus,
Paenibacillus, Clostridium, entre otros, se favorecen de su capacidad de formar
endosporas. Aunque, la aparicién de estas bacterias en matrices como la leche cruda
puede ser relativamente baja, su eventual supervivencia a los tratamientos térmicos podria
permitir, dependiendo de las condiciones de almacenaje, su desarrollo en el producto
terminado (Calvo-Gomez, 2018).



La ocurrencia de bacterias formadoras de esporas en la leche puede asociarse a
varios factores. Entre ellos, se incluye al animal del que provenga la leche, su estado de
salud y su alimentacion. Ademas, las malas practicas de higiene durante procesos como
el ordefio pueden conducir a un elevado recuento de estas bacterias en la leche cruda 'y,
consecuentemente, disminuir la efectividad del tratamiento UHT (Estrada Azueto, 2014).
Asimismo, las variaciones de tiempo y temperatura en el tratamiento UHT pueden influir
en la calidad microbioldgica del producto final (Castafieda-Carrasquilla, 2015). Tomando
en cuenta esta problematica, Mohamed y sus colaboradores (2016), llegaron a la
conclusién de que se deben adaptar los protocolos de esterilizacion de la leche mediante
variacion de tiempo y condiciones como presion. Ademas, estas bacterias son capaces de
formar biopeliculas en las distintas superficies de las plantas de tratamiento. Estas pueden
constituir un reservorio de microorganismos asociados a contaminacion cruzada (Gopal
et al., 2015). En relacion con esto, en el estudio realizado por Gopal y colaboradores
(2015), se realza la importancia de mantener un control adecuado de este parametro en
los tanques utilizados para el almacenamiento de leche cruda, utilizando periodos
intensivos de limpieza con productos desinfectantes en los que se adicione compuestos

antimicrobianos alternativos para evitar la formacion de biopeliculas.

Ademas de la potencial supervivencia de microorganismos, la produccién de
enzimas termoestables por parte de estos, en cualquier momento de la produccion,
representa un problema critico asociado al deterioro de las propiedades organolépticas
del producto final, reduciendo su vida util (Mehta, Metzger, Hassan, Nelson y Patel,
2019). Las enzimas de mayor importancia en esta industria son proteasas y lipasas
bacterianas termoestables (Carrosio-Benvenuto, 2014) En conexidon con esto, las
proteasas actlan directamente sobre las micelas de caseina en donde se induce una
hidrolisis de su enlace peptidico que libera péptidos pequefios que pueden dafar el sabor
y consistencia de la leche, por otra parte, las lipasas, actdan hidrolizando la grasa,
liberando &cidos grasos que provocan un sabor rancio en el producto (Calvo-Gomez,
2018). En ese contexto, bacterias pertenecientes al género Bacillus se caracterizan por la
produccién de las enzimas mencionadas anteriormente y la formacién de biopeliculas, lo
que las convierte en un contaminante importante en la industria alimentaria (Calvo-
Gobmez, 2018). Adicionalmente, por su resistencia térmica intrinseca y la capacidad de

formar biopeliculas, la potencial presencia de bacterias patogénicas como B. cereus en



leche UHT puede asociarse al desarrollo de enfermedades transmitidas por alimentos
(ETA) en los consumidores (Mohamed, Alnakip y Aal, 2016).

En Ecuador, la industria lactea es una gran fuente de empleos e ingresos. Aunque
el objetivo de las autoridades agropecuarias locales es ser exportadores de leche vacuna,
actualmente el 98,7% de la produccién lactea se ocupa Unicamente para abastecer el
consumo interno (Ofate-Haro, 2018). Por esta razon, en el pais se han implementado
normativas técnicas ligadas a la calidad microbioldgica de la leche vacuna cruda,
pasteurizada y UHT. Las normas locales, relacionadas a la calidad microbioldgica de la
leche tratada por UHT, establecen principalmente los requisitos minimos y el control de
la esterilidad comercial, realizando asi Unicamente un recuento de las Unidades
Formadoras de Colonias (UFC). Para este procedimiento, se toman toma un minimo de
dos muestras de leche UHT, cada una de las muestras consiste en tres envases del mismo
lote, una muestra se utilizara para su analisis y la otra como referencia. EIl primer envase
se evalla inmediatamente, el segundo envase tiene una incubacion a 30 °C £ 1 °C por 7
dias antes de su procesamiento y al tercer envase se aplica una incubacion de 55 °C + 2
°C por 7 dias previo al procesamiento. Posteriormente, se siembra en placas Petri, 1y 0.1
ml de la muestra por el método de vertido en placa (Pour Plate) y se incuba a 30 °C £ 1
°C por 72 horas % 2 horas. A continuacion, se revisan los resultados, si alguna placa tiene
crecimiento de mas de 10 UFC/cm?, se considera a la muestra como contaminada, si las
placas cuentan con menos de 10 UFC/cm?® se repite el ensayo con la muestra de referencia,
si en la repeticion existen menos de 10 UFC/cm?® se considera a la muestra como
comercialmente estéril (NTE INEN 2335, 2003). Sin embargo, existen limitaciones en la
normativa vigente. Por ejemplo, el analisis especifico de las bacterias que ocasionalmente
podrian sobrevivir al tratamiento y las enzimas producto del metabolismo de las mismas,
es omitido. En conexion con esto, el objetivo de este estudio fue aislar e identificar
bacterias formadoras de esporas, y otras capaces de sobrevivir a tratamientos térmicos, a
partir de muestras de leche vacuna obtenidas durante diferentes fases de produccion, que

incluyen leche cruda, pasteurizada y UHT, de una planta de procesamiento local.

Debido a su enfoque sobre la deteccion de bacterias termorresistentes, la
metodologia aqui descrita, podria complementar la normativa técnica del pais. De esta

manera, los hallazgos de este estudio también constituyen la base para futuras



investigaciones orientadas al disefio de estrategias de control de microorganismos

contaminantes y deterioradores de leche procesada por tratamiento UHT.

4 OBJETIVOS

41 OBJETIVO GENERAL

Determinar la calidad microbiol6gica de leche vacuna cruda, pasteurizada y UHT, en
funcion de la ausencia o presencia de bacterias formadoras de esporas.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Aislar, a partir de cultivos mixtos, bacterias formadoras de esporas presentes
en muestras de leche vacuna cruda, pasteurizada y UHT mediante tratamiento

térmico y medios selectivos.

b) Caracterizar bacterias formadoras de esporas a partir de muestras de leche

vacuna cruda, pasteurizada y UHT.

c) Identificar, mediante secuenciacién del gen 16S ARNTr, la especie de las
bacterias de los aislamientos obtenidos a partir de muestra de leche vacuna

cruda, pasteurizada y UHT.

5 MATERIALES Y METODOS

51 MUESTREO

Se obtuvo un total de 30 muestras a partir de dos muestreos individuales, separados
por un lapso de 1 mes y medio. En el primero se obtuvieron 3 muestras de leche cruda, 3
de leche pasteurizada y 8 de leche UHT o producto final. En el segundo muestreo, se
obtuvieron 2 muestras de leche cruda, 2 de leche pasteurizada y 12 de leche UHT.

El transporte de las muestras de leche vacuna cruda y pasteurizada fue en cadena de
frio para evitar la propagacion de microorganismos presentes en la matriz hasta el

momento del procesamiento en el laboratorio.



5.2 ACONDICIONAMIENTO DE LAS MUESTRAS

Mientras las muestras de leche cruda y pasteurizada se procesaron inmediatamente al
llegar al laboratorio, para evitar la proliferacion de potenciales microorganismos
contenidos en la misma o su posible contaminacidon, las muestras de producto terminado
(leche UHT), se incubaron por 7 dias antes de su analisis a 30 °C y 55 °C para mesofilos

y termofilos, respectivamente.

5.3 CONCENTRACION DE CELULAS MICROBIANAS EN LAS MUESTRAS

Con el propdsito de desagregar los glébulos de grasa, 50 ml de las muestras de leche
entera y semidescremada se diluyeron en 100 ml de PBS + Tween 80 (0.1%). Por otra
parte, las muestras de leche descremada fueron diluidas Unicamente en PBS.
Posteriormente, todas las preparaciones fueron homogenizadas por agitacion manual
durante 2 minutos. Inmediatamente, en tubos cénicos se tomaron dos alicuotas de 50 ml
de la mezcla que fueron centrifugados a 4000 G por 60 minutos. Posteriormente, el
sedimento fue suspendido con 5 ml de tampo6n fosfato (PBS) estéril y a partir de esta

concentracion de células se realizaron los protocolos detallados a continuacion.

5.4 AISLAMIENTO DE BACTERIAS AEROBIAS FORMADORAS DE
ESPORAS

Para determinar la presencia de microorganismos esporulados aerobios mesofilos, se
coloco la suspension concentrada de células, de cada una de las muestras, en bafio maria
a 80 °C por 15 minutos y se realizaron diluciones en base 10 hasta 102 Posteriormente,
se inocularon 100 pl de cada dilucion y de la suspension concentrada de células sobre la
superficie de placas individuales de agar BHI. Estas fueron incubadas a 35 °C durante 24
- 48 horas.

Especificamente, para Bacillus cereus, se realizd una dilucién en proporcion 1:10 de
la concentracion de células sometida al bafio maria. Se tomaron 100 pl de esta dilucion y

la concentracion de células inicial para sembrarlos en la superficie de agar Manitol Yema



de Huevo Polimixina (MYP). Estas cajas se dejaron en incubacion a 30 °C por 24 a 48
horas.

5.5 AISLAMIENTO DE BACTERIAS ANAEROBIAS FORMADORAS DE
ESPORAS

Para determinar la presencia de bacterias esporuladas anaerobias, se tomé 1 ml de la
suspension tratada térmicamente (ver apartado 5.4), y se inoculd en tubos conteniendo 9
ml caldo BHI + L-cisteina al 0.05%. Estos se incubaron por 72 horas a 35 °C dentro de
camaras herméticas, conteniendo generadores de atmodsfera anaerdbica Oxoid™
AnaeroGen™ (Thermo Fisher Scientific, MA, E.E.U.U). Luego de la incubacién, los
cultivos se centrifugaron a 6000 G por 15 minutos. El sedimento obtenido fue suspendido
en 2 ml de PBS estéril. A continuacion, se ejecutaron diluciones hasta 102 y se transfirio
1 ml de las mismas y de la suspension inicial, por siembra en profundidad, a agar
Reinforced Clostridial fundido. Luego de solidificarse, se colocé una fina capa adicional
de medio fundido (aproximadamente 45 °C) sobre la superficie de agar, para asegurar la
correcta anaerobiosis. Las placas de agar Reinforced Clostridial fueron incubadas a 35 °C

de 24 a 48 horas en cdAmaras herméticas que contenian generadores de anaerobiosis.

5.6 AISLAMIENTO DE BACTERIAS TERMOFILAS

Para la deteccidn de termofilos se tom6 1 ml de la suspension concentrada de células,
sin tratamiento térmico, y se coloc6 en 50 ml de agar BHI fundido para someterlo a 100
°C por 30 minutos, en bafio Maria. A continuacion, se dispensé en 3 cajas Petri, que
fueron tomadas como repeticiones de cada una de las muestras y se incubaron a 55 °C

por 24 a 48 horas.

5.7 PURIFICACION Y CARACTERIZACION FENOTIPICA DE
AISLAMIENTOS BACTERIANOS

Para cada una de las colonias encontradas, se realiz6 una descripcion macroscopica y
microscopica. La descripcion microscopica se baso en tincion Gram y la macroscopica
en la morfologia colonial (forma, tamafio, color, bordes y elevacién) de cada una de las

colonias. A continuacion, cada uno de los morfotipos coloniales fueron purificados en



agar nutriente. Se verifico la pureza de cada una de las cepas a partir de una tincion Gram

para asi poder ser preservadas.

Las cepas purificadas fueron cultivadas en 5 ml de caldo BHI y fueron incubadas por
24 - 48 horas bajo la temperatura 6ptima de crecimiento de cada aislamiento obtenido. Se
colocaron 5 ml de glicerol estéril al 40% en el tubo que contenia el cultivo liquido. A
continuacidn, se procedié a homogenizar y dispensar 1.5 ml de la dilucion obtenida en

microtubos de 1.5 ml. Estas cepas fueron conservadas en congelacion.

5.8 CARACTERIZACION MOLECULAR DE AISLAMIENTOS
BACTERIANOS

El ADN de cada una de las cepas fue extraido mediante el uso del kit Wizard® de
purificacion de ADN gendémico (Promega, MD, E.E.U.U), siguiendo las instrucciones del
fabricante. ElI material genético obtenido, fue caracterizado por una Reaccion en Cadena
de la Polimerasa Palindromica de Elementos Repetitivos (REP-PCR, por sus siglas en
ingles), para este procedimiento se utilizo el cebador (GTG)s descrito en la investigacion
de Svec, Sedlacek, Chrapava y Vandamme (2011).

Cada reaccion de REP-PCR se realiz6 teniendo un volumen final de 25 ul que
incluyeron 9 ul de agua libre de DNAsas, 14 ul de Go Taq PCR (7 ul de agua Milli-Q y
7 ul de Go Taqg PCR), 1 ul del cebador (GTG)s y, por tltimo, 1 ul del ADN de cada cepa.
Los ciclos programados para la REP-PCR dentro del termociclador fueron los siguientes:
desnaturalizacion inicial a 94 °C por 7 minutos, 30 ciclos de desnaturalizacion a 94 °C
por 1 minuto, anillamiento a 40 °C por un minuto, extension a 65 °C por 8 minutos,
elongacion a 65 °C por 16 minutos y almacenamiento a 4 °C hasta por 99 horas (Svec, et
al., 2008).

Con los productos de la REP-PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al
2% (en tampdn TAE 1X) al cual se adiciond 2 pul de Tinte de gel de ADN SYBR™ Safe
Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, MA, E.E.U.U) por cada 100 ml de gel. La
electroforesis se realiz6 a 160 voltios de potencia por 260 minutos. Ademas, se coloco
una escalera de peso molecular, que consto de 4 pl de la escalera molecular y 2 ul del

buffer de carga. La escalera molecular utilizada Tracklt™ 1Kb Plus DNA Ladder de
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Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, MA, E.E.U.U), cuenta con un intervalo de
tamarios que va desde los 100 hasta los 15,000 pb, teniendo una banda de referencia a los
1,500 pb. Cabe recalcar, que se realizaron controles positivos y negativos. Para el control
positivo se utilizaron los amplicones de una reaccién previa REP-PCR de una cepa de
Escherichia coli ATCC 25922 y para el negativo agua destilada. El resultado de la
electroforesis se observd utilizando un fotodocumentador, por trans iluminacién UV que
detecta la tincion con SYBR™ Safe Invitrogen™ (Thermo Fisher Scientific, MA,
E.E.U.U), para esto se utiliz6 el programa Image Lab (Bio-Rad Laboratories, CA,
E.E.U.U), tomando en cuenta los siguientes parametros, posicion del filtro: filtro 1

(estandar) y area de la imagen: 16.9 x 12.6 cm.

Los perfiles de bandas obtenidos por el procedimiento antes mencionado fueron
agrupados, en funcién de su similitud, en dendrogramas construidos con la herramienta
Agrupacion de la Media Aritmética No Ponderada (UPGMA, por sus siglas en inglés) del
programa PyElph descrito por Pavel y Vasile (2012). A partir de agrupamientos de
perfiles de bandas con 100% de similitud, se seleccionaron aislamientos representativos

para amplificar, mediante PCR, el gen 16s del ARNr y su posterior identificacion.

Para esto, se utilizaron los cebadores 16S-27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-
3’) y 16S-1540R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACT-3"). Ademaés, la mezcla de
reaccion se constituyo de los siguientes elementos: 9 ul de agua libre de nucleasas, 13 ul
de Go Taq PCR (6,5 ul de agua Milli-Q y 6,5 ul de Go Taqg PCR), 1 ul del cebador 27F,
1 pl del primer 1540R, 1 pul del ADN de cada cepa, siendo el volumen total de la mezcla
de 25 ul. La reaccion tuvo lugar con base en el siguiente programa: Desnaturalizacion
inicial a 94 °C por 3 minutos, 32 ciclos de: desnaturalizacion a 94 °C por 30 segundos,
anillamiento a 55 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 1 minuto, ademas de una
extension final a 72 °C por 5 minutos y almacenamiento a 4 °C por hasta 99 horas. Los
amplicones obtenidos a partir de la PCR fueron secuenciados por el método de Sanger

(Macrogen, Seul, Corea del Sur).

Las secuencias obtenidas se editaron en el programa MEGA, y posteriormente fueron
comparadas en bases de datos como Gen Bank, con su herramienta BLAST, y otras

curadas como EZ Biocloud.
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6 RESULTADOS

Como resultados de la caracterizacion molecular por REP-PCR, de las cepas
bacterianas aisladas en cada muestreo, se obtuvieron perfiles de bandas en el gel de
agarosa, los cuales fueron analizados con el programa PyElph. En el dendrograma del
primer muestreo (Figura 1), se puede observar que se obtuvieron 5 grupos que contaban
con el 100% de similitud entre si con diferentes cepas tanto de producto final como de
leche cruda y pasteurizada. También, en el dendrograma correspondiente al segundo
muestreo (Figura 2), se puede observar gque existen dos grupos con el 100% de similitud
entre cepas aisladas de producto final, pasteurizadas y crudas, ademéas de contar con

aislamientos de diferentes marcas.

La secuenciacion y el subsecuente alineamiento en las bases de datos de
secuencias del gen 16S ARNI, de aislamientos representativos de cada uno de los grupos
de perfiles de REP-PCR, permiti¢ la identificacion de las especies detalladas en las tablas
1y 2. En el primer muestreo, dentro del grupo de mesofilos, destacan los géneros
Pantoea, Lactococcus y Pseudomonas, mientras que, en el grupo de termdfilos,
predomina el género Bacillus. Por otra parte, a partir del sequndo muestreo, se aislaron
especies de Pseudomonas, Lactococcus, Bacillus, Dermacoccus, Lacticaseibacillus,
Enterococcus, Staphylococcus, Enterobacter y Raoultella en el grupo de mesofilos.
Asimismo, en el grupo de termdfilos en este muestreo se puede destacar Enterococcus

spp. y Bacillus spp.
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Tabla 1. Especies bacterianas aisladas en el primer muestreo.
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Muestra

Mesofilicas

Ndmero de
acceso a
NCBI

NUmero de
acceso a
EZbioCloud

Descripcion
fenotipica

Termofilicas

Numero de
acceso a
NCBI

Ndmero de
acceso a
EZbioCloud

Descripcion
fenotipica

ML-
CRUDA-
002

Pantoea conspicua

MF083088.1

MLFNO010000105

Bacilos Gram
negativos cortos,
agrupados en
cadenas

Clostridium
argentinense

X68316

ML-
CRUDA-
004

Lactococcus lactis
subsp. lactis

KJ530640.1

BALX01000047

Cocos Gram
positivos,
agrupados en
racimos

Pseudomonas lactis

MN629110.1

JYLO01000038

Bacilos Gram
negativos
alargados,

agrupados en

parejas

Pantoea ananatis

MNO006231.1

JMJJ01000010

Bacilos Gram
negativos cortos,
agrupados en
cadenas

ML-
CRUDA-
005

Pseudomonas
azotoformans

MT825610.1

MNPV01000020

Bacilos Gram
negativos
alargados,

agrupados en

cadenas

Pantoea deleyi

EF688011

Bacilos Gram
negativos cortos,

Bacilos Gram
positivos con
espora terminal
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agrupados en

cadenas
Pasteuriza | Lactococcus lactis | KJ530640.1 | BALX01000047 Cocos Gram Clostridium X68316 Bacilos Gram
da 002 subsp. lactis positivos, argentinense positivos con
agrupados en espora terminal
racimos
Pantoea conspicua | MF083088.1 | MLFN01000105 Bacilos Gram
negativos cortos,
agrupados en
parejas
Pantoea KU922326.1 Bacilos Gram
agglomerans negativos cortos,
agrupados en
parejas o
cadenas
Pasteuriza | Pantoea conspicua | MF083088.1 | MLFN01000105 Bacilos Gram Bacillus KP216573.1 | AE017333 | Bacilos Gram
da 001 negativos cortos, | licheniformis positivos
Descr agrupados en esporulados,
parejas ligeramente
alargados
Pasteuriza | Pantoea conspicua | MF083088.1 | MLFN01000105 Bacilos Gram Bacillus KP216573.1 | AE017333 | Bacilos Gram
da 001 negativos cortos, | licheniformis positivos
SMD agrupados en esporulados,
parejas ligeramente
alargados
Producto Pantoea ananatis | MN006231.1 | JMJJ01000010 Bacilos Gram
terminado negativos cortos,
SMD 1 agrupados en

parejas
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Producto | Pantoea conspicua | MF083088.1 | MLFN01000105 Bacilos Gram
terminado negativos cortos,
SMD agrupados en

tetrapack 2 parejas
Producto | Pseudomonas lactis | MN629110.1 | JYLO01000038 Bacilos Gram
terminado negativos,
Descr 3 agrupados en
parejas
Pantoea conspicua | MF083088.1 | MLFNO01000105 Bacilos Gram
negativos cortos,
agrupados en
parejas
Pantoea ananatis | MN006231.1 | JMJJ01000010 Bacilos Gram

negativos cortos,
agrupados en
parejas

Identificacion a nivel de especie de cepas, aisladas en el primer muestreo, con similitud > 98% del gen 16S ARNTr frente a los nimeros de acceso de
EzBiocloud y Gene Bank arriba indicados.




Tabla 2. Especies bacterianas aisladas en el segundo muestreo.
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Ndmero de NUmero de Descripcion NUmero de | Numero de Descripcion
Muestra Mesofilicas acceso a NCBI acceso a fenotipica Termofilicas acceso a acceso a fenotipica
EZbioCloud NCBI EZbioCloud
CRUDA | Pseudomonas lactis MG269648.1 Bacilos Gram Enterococcus | OP714496. Cocos Gram
1 negativos, durans 1 positivos,
agrupados en agrupados en
parejas parejas o
Lactococcus lactis KJ530640.1 BALX01000 Cocos Gram cadenas cortas
subsp. 047 positivos,
lactis agrupados en
racimos
Bacillus KP216573.1 AEQ017333 Bacilos Gram
licheniformis positivos
esporulados,
ligeramente
alargados
Dermacoccus KM378574.1 X87757 Cocos Gram
nishinomiyaensis positivos
agrupados en
parejas o
tétradas
CRUDA Enterococcus | OP714496. | BCQB01000 | Cocos Gram
2 durans 1 108 positivos,
agrupados en
parejas o
cadenas cortas
Pasteuriz Bacillus KP216573.1 AEQ017333 Bacilos Gram
ada 1 licheniformis positivos
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esporulados,

ligeramente
alargados
Lacticaseibacillus 0P962433.1 D16550 Bacilos Gram
paracasei subsp. positivos
tolerans agrupados en
cadenas cortas o
parejas
Pasteuriz | Enterococcus durans OP714496.1 BCQB01000 Cocos Gram
ada 2 108 positivos,
agrupados en
parejas o
cadenas cortas
Entera | Enterococcus durans OP714496.1 BCQB01000 Cocos Gram
(1L) 108 positivos,
Marca agrupados en
C1 parejas o
cadenas cortas
Entera Staphylococcus MT072161.1 AF041361 Cocos Gram
(900 ml) pasteuri positivos
Marca agrupados en
C2 racimos
Entera Staphylococcus MT585400.1 UHDF01000 Cocos Gram Cocos Gram
(1L) epidermidis 003 positivos Enterococcus positivos,
Lote: 1 agrupados en durans OP714496. | BCQB01000 | agrupados en
racimos 1 108 parejas o
Enterobacter OP413041.1 CP017186 Bacilos Gram cadenas cortas
hormaechei negativos,

agrupados en
parejas
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Pseudomonas lactis MN629110.1 | JYLOO010000 | Bacilos Gram
38 negativos,
agrupados en
parejas
Entera Bacilos Gram Bacilos Gram
(aL) Pseudomonas lactis MN629110.1 | JYLO010000 negativos, Bacillus KP216573. | AE017333 positivos
Lote: 2 38 agrupados en licheniformis 1 esporulados,
parejas ligeramente
alargados
Entera Bacilos Gram
(1100ml) Enterobacter negativos,
Marca hormaechei 0OP413041.1 CP017186 agrupados en
C3 parejas
Entera Cocos Gram
(1L) Enterococcus durans | OP714496.1 BCQB01000 positivos,
Lote: 3 108 agrupados en
parejas o
cadenas cortas
Entera Bacillus KP216573.1 AEQ017333 Bacilos Gram
(900 ml) licheniformis positivos
Lote: 4 esporulados,
ligeramente
alargados
Entera | Enterococcus durans OP714496.1 BCQB01000 Cocos Gram
(aL) 108 positivos,
Lote: 5 agrupados en
parejas o
cadenas cortas
Raoultella terrigena LR595855.1 Y17658 Bacilos Gram

negativos,
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Entera agrupados en
(900ml) parejas
Lote: 6 Enterobacter OP413041.1 CP017186 Bacilos Gram
hormaechei negativos,
agrupados en
parejas

Identificacion a nivel de especie de cepas, aisladas en el segundo muestreo, con similitud > 98% del gen 16S ARNTr frente a los nimeros de acceso de
EzBiocloud y Gene Bank arriba indicados.




21

7 DISCUSION

Aunque la leche UHT ofrece una calidad microbiologica excepcional por el
fundamento técnico de su procesamiento, algunas fallas en el proceso, la calidad
microbioldgica de la leche cruda utilizada en las industrias, entre otros, podrian incidir en
un recuento alto de bacterias en el producto terminado (Kmiha et al., 2017). En conexién
con esto, el presente estudio logré determinar bacterias contaminantes dentro de la cadena

de produccion de la leche.

Entre las bacterias mas representativas aisladas de las muestras de leche analizadas se
encuentra Bacillus licheniformis. Esta bacteria se logro aislar a partir de muestras de leche
vacuna cruda, pasteurizada y también de producto UHT. Ademas, tuvo la capacidad de
crecer tanto a 35 °C como a 55 °C. Esto puede ser explicado teniendo en cuenta
investigaciones como la realizada por Calvo-Gomez (2018), en donde se menciona la
capacidad de esta bacteria para desarrollarse tanto en condiciones mesofilicas como
termofilicas, también se menciona que el género Bacillus tiene la capacidad de formar
esporas Yy, por ende, tiene la posibilidad de sobrevivir a tratamientos térmicos con mayor
facilidad. Ademas, en ciertos estudios se menciona la posible presencia de esta bacteria
en el suelo, pero también como microbiota normal en ubres e intestino de las vacas
(Reyes, Cagnasso, Corser, D'Pool, Urdaneta y Valero, 2001). Se puede explicar la
presencia de esta bacteria en las matrices de leche cruda, pasteurizada y UHT, basandose
en los hallazgos de estudios como el realizado por Weber, Liedtke, Plattes y Lipski
(2019), en donde se menciona la capacidad de B. licheniformis para producir proteasas
resistentes al calor y su capacidad de adherirse al acero inoxidable y, por ende, su gran
capacidad de formar biopeliculas, por lo que se puede inferir que dentro de la industria
existe la probabilidad de que estas bacterias hayan formado una biopelicula que pueda

generar un ciclo de contaminacion en el producto.

Otra bacteria encontrada que fue representativa dentro de las muestras de leche cruda
y pasteurizada fue Lactococccus lactis subsp. lactis. Esta bacteria se ha descrito en ciertos
estudios, donde se ha logrado determinar su resistencia frente a varios factores fisicos no
favorables, pudiendo crecer a 40 °C, soportando pH altamente alcalino y salinidad de
hasta el 3% (Pérez Meza, 2019). También, esta bacteria se ha detectado con anterioridad

en muestras de leche procesada por UHT (Bernier, Cardena y Pifieros, 2012). Ademas, se



22

encontré la bacteria Lacticaseibacillus paracasei subsp. tolerans en una muestra de leche
pasteurizada, lo que ha sido mencionado con anterioridad en algunos estudios como el
realizado por Kazou, Gavriil, Kalagkatsi, Paschos y Tsakalidou (2022). Adicionalmente,
en algunos estudios se explica la capacidad termorresistente adquirida de Bacterias Acido
Lacticas (BAL) por una exposicion sucesiva a altas temperaturas de choque térmico,
determinando asi, que las bacterias probablemente sobrevivan por estar sometidas
constantemente a periodos prolongados de exposicion al calor o tratamientos térmicos
(Ledn, Totosaus, Guerrero y Pérez, 2006). En conexion con esto, las bacterias aisladas en
el presente estudio podrian estar adaptadas a los periodos prolongados de exposicion al

calor que existen durante los tratamientos térmicos implementados en las industrias.

Aislamientos pertenecientes al género Enterococcus fueron detectados en condiciones
termofilicas en muestras de leche cruda y de producto final, ademas de ser aislado,
mostrando un crecimiento mesofilico, a partir de muestras de leche pasteurizada y de
producto final. La presencia de este género bacteriano en las muestras de leche analizadas,
se podria fundamentar por la resistencia que tiene esta bacteria a condiciones de salinidad
de hasta 6.5%, su crecimiento en temperaturas de 45 °C y superiores, ademas de soportar
pH de hasta 9.6 (Diaz Pérez, Rodriguez Martinez y Zhurbenko, 2010). También, en
algunos estudios se indica que E. durans ha sido aislado de intestinos de mamiferos
(NUfiez Martinez, 2020), lo que puede indicar su presencia en muestras de leche por
contaminacion cruzada. También, en estudios como el realizado por Pereda, Ferragut,
Quevedo, Guamis y Trujillo (2007), se menciona la capacidad de estas bacterias para
resistir la pasteurizacién convencional, e incluso, se describe la supervivencia a
tratamientos con presiones elevadas de 200 MPa y en muestras de leche que han sido
sometidas a un tratamiento térmico previo como el UHT, reforzando los hallazgos
obtenidos en el presente estudio al notar la resistencia a los tratamientos térmicos como

la pasteurizacion y UHT.

Adicionalmente, una bacteria que llama la atencion dentro de los aislamientos
obtenidos es Dermacoccus nishinomiyaensis. Esta bacteria es un coco Gram positivo el
cual ha sido reportado como formador de biopeliculas en maquinas de ordefio (Weber,
Liedtke, Plattes y Lipski, 2019), lo que podria explicar su presencia dentro de las muestras

de leche cruda procesadas en el presente estudio.
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En el estudio se consiguio aislar, a partir de las muestras de leche UHT de dos marcas
distintas, Staphylococcus epidermidis y Staphylococcus pasteuri. Dentro de la industria
lactea se ha reportado la presencia de Staphylococcus spp, proviniendo de diferentes
fuentes como la leche cruda, los equipos de almacenamiento y ordefio de leche, ademas
de estar presente como microbiota normal de los manipuladores de alimentos y en el
medio ambiente en general (Cruzado, Silva, Rodrigues, Saldafia, Contreras y Sturion,
2018). Ademas, las especies de este genero producen proteinas de adhesion que se
localizan en la pared celular bacteriana, lo que facilita la formacion de biopeliculas y la
colonizacion en superficies, afectando asi la calidad microbioldgica de los productos
derivados al generarse una contaminacion cruzada (Albuja, Escobar y Andueza, 2021).
De esta manera, se podria explicar la presencia de las bacterias antes descritas en las
muestras analizadas en el estudio, teniendo en cuenta que se podria tratar de una
contaminacion cruzada y posibles fallos en el control de puntos criticos dentro de la

industria.

Clostridium argentinense fue encontrado dentro de muestras de leche cruda vy
pasteurizada. Las posibles razones para su presencia en esta matriz estan bien delimitadas.
Las bacterias de este género se caracterizan por formar esporas terminales altamente
resistentes al calor y se encuentran distribuidas ampliamente en la naturaleza (Arias
Martinez, 2013). Ademas, algunas especies de Clostridium dentro del grupo
argentinense, forman parte de la microbiota intestinal y fecal del ganado vacuno. Por lo
que una de las razones para su presencia dentro de este tipo de muestras, es contaminacién
con materia fecal del ganado en el proceso de ordefio y, también, estas bacterias pueden
contaminar el silaje utilizado para la alimentacion de estos animales (Thomas, Dalla
Fontana, Ramos, Demaria, Costamagna, Faggiano y Bonzi, 2012). La presencia de este
grupo bacteriano dentro de la matriz analizada es preocupante, dado que, dentro del grupo
argentinense se encuentra la bacteria C. botulinum, la cual puede causar botulismo por
ingestion de la misma, convirtiéndose en un peligro para el consumidor (Suen, Hatheway,

Steigerwalt y Brenner, 1988).

Comunmente, las bacterias que se caracterizan por ser mas resistentes a condiciones
adversas y altas temperaturas son las Gram positivas, por diversos factores relacionados
como la produccién de esporas resistentes al calor (Calvo-Gémez, 2018). Sin embargo,

ciertas bacterias Gram negativas han desarrollado la capacidad de sobrevivir a
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condiciones adversas adaptando distintos mecanismos de defensa. En conexion con esto,
en el estudio realizado por Ledn, Totosaus, Guerrero y Pérez (2006), se describen ciertos
cocos y cocobacilos Gram negativos que resistieron a un barfio térmico de 72 °C durante
30 minutos, los cuales fueron aislados de superficies de productos carnicos, llegando a la
conclusién de que las bacterias sobrevivian por exposicion prolongada a choques

térmicos de calor.

Ademas de la capacidad adaptativa de las bacterias arriba descritas, se ha observado
la posibilidad de formacion de biopeliculas que representan un gran problema en la
industria de alimentos, perjudicando en varios ambitos de las mismas y generando un
ciclo de contaminacion constante (Fernandez, Prieto, Fernandez, Lopez y Alvarez, 2020).
Algunas de las consecuencias mas comunes generados por estos consorcios bacterianos,
en la cadena de produccion de leche UHT, son la escasa transferencia de calor y la
inefectividad de medios quimicos como desinfectantes, por lo que la sanitizacion
comunmente utilizada puede no ser adecuada (Navia, Villada y Mosquera, 2010). Esto,
podria explicar la presencia de bacterias Gram negativas encontradas dentro de este
estudio. Estas bacterias pueden ser indicadoras de contaminacion en puntos criticos
dentro del proceso de produccion de la leche, ya que las estructuras como biopeliculas
permiten la resistencia a factores fisicos y quimicos de control microbiolégico.
Adicionalmente, en los aislamientos obtenidos se logré detectar Pseudomonas lactis y P.
azotoformans. Su presencia dentro de la matriz podria deberse a que cepas de
Pseudomonas spp. han sido reportadas como importantes formadoras de biopeliculas por
su capacidad de adherirse al acero inoxidable, ademéas de asociarse con otros géneros
bacterianos para estructurar esta comunidad (Navia, Villada y Mosquera, 2010).
También, este género ha sido clasificado como uno de los mas prevalentes en la
microbiota de la leche de vacas sanas, lo que puede indicar contaminacion en el proceso
de ordefio, empezando los procesos con una materia prima deficiente (Addis, Tanca,
Uzzau, Oikonomou, Bicalho y Moroni, 2016).

Dentro de las bacterias Gram negativas obtenidas en el estudio, también se destaco el
género Pantoea spp, el cual fue encontrado dentro de muestras de leche cruda,
pasteurizada y UHT. Este género bacteriano posee especies que pueden ser aisladas de
muestras tanto humanas como animales, siendo el caso de P. agglomerans y P. conspicua,

ademas, incluye especies que pueden ser aisladas de semillas, plantas, suelo y agua como
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P. ananatis y P. deleyi (Lopardo, Predari y Vay, 2014). De manera similar, en ciertas
investigaciones, como la realizada por Weber et al. (2019), se detect6 P. agglomerans
formando biopeliculas dentro de dos granjas, tanto en las maquinas de ordefio como en
los tanques para el almacenamiento de la materia prima. Ademas, en el estudio realizado
por Soto, Alban y Gémez (2022) se determiné como contaminante importante a Pantoea
spp de leche en polvo para infantes dentro de Quito, Ecuador. También, se menciona que
esta bacteria puede ser contaminante por malas practicas de manufactura (Carrion, 2020),
por lo que se puede inferir que, en el caso del presente estudio, es posible que sea un
contaminante dentro de la cadena de produccion, mas no de un proceso defectuoso de los
tratamientos térmicos utilizados, encontrando a las especies P. deleyi, P. conspicua y P.

ananatis.

Otra bacteria representativa que se encontrd dentro de muestras de leche UHT fue
Raoultella terrigena, habitante normal del suelo, agua y tejidos vegetales (Cubero,
Brenes, Vidaurre y Uribe, 2021). Asimismo, esta especie se ha logrado recuperar de
muestras recolectadas dentro de una granja en partes especificas de las maquinas de
ordefio como son los retenedores del equipo como es mostrado en el estudio realizado por
Weber et al. (2019). En conexion con esto, en el mismo estudio, se ha evidenciado que
cepas de esta especie son capaces de formar biopeliculas y ademas producir enzimas
proteoliticas que podrian afectar al producto final de las industrias lecheras. Esta
informacién guarda relacion con la presencia de esta bacteria dentro de las muestras
procesadas en el presente estudio. Ademas de resaltar la importancia de mantener el
cuidado en puntos criticos de control para asi evitar la contaminacién cruzada o
supervivencia de microorganismos dentro de la industria, teniendo como predmbulo que
los puntos criticos de control son fases de los procesos en donde es imprescindible aplicar
un control para poder eliminar o, en su defecto prevenir, un incidente peligroso que esta
relacionado con la inocuidad del alimento a tratar (Organismo Internacional Regional de
Sanidad Agropecuaria, 2016).

Dentro de la presente investigacion, se analizaron distintas marcas de leche con
producto UHT. A partir de muestras de la marca “C1” se pudo detectar Enterococcus
durans, lo que coincide con otros hallazgos dentro de las otras marcas analizadas,
igualmente de producto UHT, lo que puede indicar que existe un problema generalizado

con bacterias que pueden resistir a los tratamientos térmicos. Ademas, en la marca “C3”
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se encontrd Enterobacter hormaechei, lo que coincide igualmente con hallazgos en
productos UHT de otra marca evaluada. La presencia de esta bacteria en leche UHT es
preocupante al ser un patégeno oportunista y al ser una bacteria con resistencia innata a
ciertos antimicrobianos por la produccion de B-lactamasas, ademas es una de las bacterias
mayormente causantes de infecciones en humanos dentro del complejo Enterobacter
cloacae (Silva y Martinez, 2018). Dentro de los resultados del presente estudio se puede
notar que existe mayor cantidad de aislamientos dentro de las muestras de leche vacuna
tratada por UHT que en las leches pasteurizadas y crudas, esto se debe a la menor cantidad

de muestras procesadas de este tipo.

8 CONCLUSIONES

La metodologia utilizada permiti6 el aislamiento de bacterias mesofilicas,
termofilicas, aerobias y anaerobias a partir de leche vacuna cruda, pasteurizada y UHT.
En ese contexto, la fase de concentracion de las muestras fue una herramienta crucial para
poder estudiar la microbiota presente dentro de las muestras de leche estudiadas,
permitiendo obtener una mayor informacion a comparacion de las metodologias
utilizadas tradicionalmente para el control de calidad de los productos. Ademas, la REP-
PCR permitio encontrar grupos homogéneos dentro de los aislamientos obtenidos en el

muestreo, mostrando similitud entre cepas facilitando su posterior secuenciacion.

Los hallazgos obtenidos en el presente estudio sugieren que existe un problema
general de bacterias que pueden resistir a los tratamientos térmicos. Este es el caso de
Enterococcus durans y Enterobacter hormachei que se encontraron en productos finales
(UHT) de distintas marcas, ademas de encontrarse también en leche cruda y pasteurizada.
También se logré identificar a distintas especies del género Pantoea, en muestras de
diferentes fases de la cadena de produccion de la leche. Esto sugiere una potencial
deficiencia en los tratamientos térmicos utilizados convencionalmente o relacionarse a

una posible contaminacién cruzada dentro del proceso de produccion de la leche.

A diferencia de los resultados esperados, se pudieron obtener varios aislamientos
correspondientes a bacterias Gram negativas que sobreviven a los tratamientos térmicos,
indicando que no necesariamente las Unicas bacterias que sobreviven a dichos

tratamientos son las bacterias formadoras de esporas.
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Se puede complementar la normativa local utilizada realizando un analisis adicional
con la metodologia presentada en esta investigacion, puesto que se puede considerar a
profundidad las bacterias presentes en las muestras de los lotes analizados y no
unicamente el nimero de UFC contenido en las mismas, aumentando asi la calidad

microbioldgica de los productos finales lacteos y, por ende, su vida Util.

Se encontraron varios géneros bacterianos como Pseudomonas, Staphylococcus,
Pantoea, Raoultella, Dermacoccus y Bacillus que en distintas investigaciones se han
descrito como formadores importantes de biopeliculas en las industrias, por lo que se
evidencia la importancia de verificar mediante futuras investigaciones la capacidad

formadora de biopeliculas de las cepas aisladas en este estudio.
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10 ANEXOS

Anexo 1. Compendio de los geles de agarosa correspondientes a los mesoéfilos y
termdfilos aislados en el primer muestreo.

Los carriles 1, 10, 21, 22, 31 y 39 son escaleras moleculares, mientras que los carriles 2
y 23 son carriles correspondientes a controles positivos.

Anexo 2. Compendio de los geles de agarosa correspondientes a mesofilos y terméfilos
aislados en el segundo muestreo.

Los carriles correspondientes a estas muestras son: 3, 4,5, 6,7, 8,9, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 26, 27, 29, 32, 34, 35, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 57. Las escaleras
moleculares corresponden a los carriles: 1, 10, 21, 22, 33, 39 y 49. Controles positivos
son los correspondientes a los carriles: 2, 23 y 40.



