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RESUMEN

Aunque los mecanismos de sobrevivencia intracelular de Brucella han sido bien
estudiados, se desconoce cuales son las vias que la bacteria utiliza para su
sobrevivencia extracelular. El objetivo del trabajo fue evaluar la sobrevivencia de la
mutante nula del gen aqpX de B. abortus, durante la elaboracion y conservacion
de quesos frescos y madurados a 4°C y 24°C, determinando en cada etapa del
proceso de elaboracion y conservacion o maduracion de cada tipo de queso, los
valores de pH y actividad del agua (aw). Para elaborar los quesos se utilizo leche
procedente de un hato bovino libre de brucelosis, los quesos frescos fueron
preparados con leche cruda inoculada con 6 x 108 UFC/mL de B. abortus 2308 o
de B. abortus aqpX mutante nula. Los quesos madurados a4°C o 24°C fueron
elaborados con leche cruda y pasteurizada e inoculados con12x10® UFC/mL de B.
abortus 2308 o de B. abortus agpX mutante nula durante la etapa de templado de
la leche.En el queso fresco, se observd sobrevivencia de ambas cepas durante la
elaboracion y la conservacion durante 7 dias a 4°C, destacando que la
sobrevivencia de la cepa mutante fue diez veces menor comparada con la cepa
parental con un valor de pH 5.0 y aw 0.930. En el queso elaborado con leche cruda
y madurada a 24°C, ambas cepas sobrevivieron hasta el dia 17 de maduracion,
con pH 4.0 y a, de 0.89. Sin embargo, cuando los quesos fueron elaborados con
leche pasteurizada la cepa parental sobrevividé hasta el dia 31 de maduracién y la
cepa mutante unicamente 24 dias a pH 4 y a, de 0.886. La sobrevivencia de la
cepa mutante mostré una disminucién de un log: durante la elaboracion y
maduracién de quesos en comparaciéon con la cepa parental. Cuando los quesos
fueron elaborados con leche cruda y madurados a 4°C, la sobrevivencia de la
cepa parental fue de 24 dias, mientras que la cepa mutante sobrevivié solo 17
dias (pH 5 y aw 0.90). Respecto al queso elaborado con leche pasteurizada y
madurado a 4°C ambas cepas sobrevivieron durante 31 dias de maduracion (pH 5
y aw final de 0.90), con una disminucién de UFC/mL durante los procesos de
elaboracion y maduracion, similar a la observada cuando se utilizé leche cruda.
Nuestros resultados muestran que en ambos tipos de queso la mutante agpX

sobrevivio un logiw menos que la cepa parental, lo cual evidencia que el gen agpX
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puede estar relacionado con la sobrevivencia de B. abortus en este tipo de

quesos.

Palabras clave: Brucella abortus, gen aqpX, leche cruda, queso madurado, queso

fresco.
ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the survival of a Brucella abortus aqgpX
null mutant during the elaboration and conservation of fresh and ripened cheeses
at 4°C and 24°C. The pH values and water activity (as) in each stage of the
process were monitored for each type of cheese. The fresh cheese was elaborated
with raw milk inoculated with 6x10® CFU/mL each of B. abortus 2308 and B.
abortus agpX null mutant. Cheeses ripened at 4°C and24°C were elaborated with
both raw and pasteurized milk and inoculated with 12x108 CFU/mL for each strain
during tempering stage. In the fresh cheese, survival was observed during
elaboration and conservation for up to 7 days at 4°C for both mutant and wild type
strain. The number of UFC/ mL of the mutant strain was ten times lower compared
with the parental strain at pH 5 and a. of 0.930. In the cheese elaborated with raw
milk and ripened at 24°C both strains survived until day 17 at pH 4.0 and a, of
0.89. However, when the cheese was elaborated with pasteurized milk, the
parental strain survived until day 31 of ripening, whereas the mutant strain survived
24 days at pH 4 and a, of 0.886. The survival of mutant strain showed a diminution
of one log during elaboration and ripening of cheese as compared with parental
strain. When the cheese was elaborated with raw milk and ripened at 4°C, the
survival of the parental strain was measured up to 24 days, whereas the mutant
strain survived only 17 days(pH 5 and a, 0.90). Regarding the cheese elaborated
with pasteurized milk and maturated at 4°C, both strains survived 31 days (pH 5
and a, 0.90) with the same survival diminution during elaboration and ripening. Our
results show that the mutated aqpX strain survived in both types of cheese one
log+o less than the parental strainwhich evidences that agpX gene might be related

to the survival of B. abortus in this type of cheeses.



Key words: Brucella abortus, agpX gene, aquaporin, fresh cheese, raw milk,

ripened cheese.

1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de la brucelosis

La brucelosis es una enfermedad infecto-contagiosa de distribucion mundial que
afecta al humano y a diferentes especies animales domésticasy silvestres. Esta
enfermedad es importante desde el punto de vista econdmico y de salud publica.
En algunos paises de Europa ha sido erradicada y en México se considera
endémica (FAO, 2006). La principal especie causante de brucelosis en el humano
es Brucella melitensis y en menor medida Brucella abortus y Brucella suis (Lépez-
Goni, 2002). En humanos la infeccion es adquirida principalmente por el consumo
de productos lacteos contaminados y por el riesgo ocupacional, la enfermedad se
presenta en forma aguda, subaguda, cronica o bien puede ser asintomatica. Los
principales signos son: episodios recurrentes de fiebre, escalofrios,
sudoracionnocturna (Dornand et al., 2002) pérdida de peso, cefalea, artralgias,
endocarditis, epididimitis, esplenomegalia y linfadenopatias (Martirosyan et.al.,

2011).

En bovinos esta enfermedad produce diferentes trastornos aunque el signo
preponderante de la enfermedad es el aborto de las hembras. En los machos
pueden presentarse signos como orquitis, epididimitis y en ocasiones infertilidad

(Zinsstag, etal., 2011).



El género Brucella estd compuesto por 10 especies relacionadas filo-
genéticamente, las cuales se han diferenciado con base en sus caracteristicas
antigénicas y su hospedador animal preferencial: B. abortus (bovinos), B.
canis(caninos), B. ceti (delfines, marsopas, ballenas), B. melitensis (ovejas,
cabras), B. microti (zorros rojos, roedores de campo), B. neotomae (roedores), B.
ovis (ovejas), B. pinnipedialis(focas), B. suis (porcinos), y B. inopinata, aislada de
un implante mamario de mujer y descrita en 2009 (SCAH,2006; Billard,2007;
Foster et. al., 2007; Scholz et. al., 2010. De acuerdo a la naturaleza de su
lipopolisacarido (LPS) las especies de Brucella pueden ser lisas o rugosas. B.
melitensis, B. abortus, B. neotomae, B. suis, B. cetiy B. pinnipedialis son especies
lisas, cuyo LPS se encuentra completo, B. canis y B. ovisson especies rugosas,

cuyo LPS no contiene la cadena O (Scholz et al.,2010; Godfroid, 2011).

1.2 Caracteristicas del género Brucella

Las especies del género Brucella son bacterias gram negativas, inmoviles,
cocobacilos cortos de 0.5 a 1.5 pde largo y de 0.5 a 0.7 y de diametro. No se han
descrito plasmidos para este género. La temperatura éptima de crecimiento es de
37°C en un pH de 6.6 a 7.4. Son anaerobicas facultativas (Clarridge, 1994).
Brucella spp., pertenece al grupo a, subgrupo 2, de las proteobacterias de la
familia Rhizobiaceaey guarda una estrecha relacion filogenética con los miembros
de este grupo. Los miembros de este género forman en agar colonias pequefas y
translucidas con moderada turbidez, su crecimiento es lento y se estimula por la
adicién de proteina animal, extracto de levaduras y sangre (Moreno et al., 1990;

Lépez-Gori, 2002).



1.3 Situacién epidemioldgica de la brucelosis bovina

La brucelosis es la zoonosis mas comun a nivel mundial (Mugaby, 2012). Brucella
abortus afecta principalmente a bovinos pero otros animales son susceptibles a
padecer la enfermedad y tienen un papel importante en la persistencia y
transmision; se han reconocido siete biovars, siendo el biovar 1 el en los paises
mediterraneos de Europa y Africa, el Oriente Medio, América Central, América del

Sur, y México (Lucero et.al.,2008, Boschiroli et al., 2001).

La Brucelosis bovina se ha reportado en todos los paises donde existen bovinos,
aunque ha sido erradicada en el norte y centro de Europa, Australia, Canad4,
Japon y Nueva Zelanda. En humanos, la enfermedad es considerada ocupacional,
sin embargo se presenta principalmente en consumidores de leche cruda y
productos lacteos de vaca, oveja y cabra; especialmente de quesos blandos
elaborados con leche no pasteurizada (Memish y Balkhy, 2004). En México la
brucelosis es un padecimiento sujeto a vigilancia epidemioldgica, de notificacién
semanal obligatoriade acuerdo a lo establecido en los articulos 3o0. fraccién XV,
133 fraccion | y Il, 134 fraccion V, 135, 136 fraccion I, 137 y 138de la Ley General
de Salud; art. 32 bis 2 del Reglamento Interior de la Secretaria de Salud y lo
establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-017-SSA2-1994, para la vigilancia
epidemiolégica. En los ultimos cinco afios se han registrado 12,214 casos de
brucelosis con un promedio anual de 2,443 casos anuales en este periodo; en el
ano 2007 se registraron 1,874 casos, con una incidencia de 1.7 por 100 000
habitantes y en el afio 2011 se registraron 3,436 casos, con una incidencia de 3.1,

lo anterior representa un incremento en la incidencia del 77% para el 2011 con
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respecto a 2007. Los estados que presentaron la mayor incidencia de casos en
2011 fueron: Sinaloa con una incidencia de 21.0 casos por 100 000 habitantes,
seguido por Tlaxcala con 14.3, San Luis Potosi 12.6, Guanajuato 8.2, Zacatecas
7.0, Nuevo Ledn 5.5, Michoacan 5.1, Puebla 4.6, Chihuahua 4.5 y Coahuila 4.4
casos por 100 000 habitantes. En México, existen dos campafias nacionales
contra importantes zoonosis de transmision alimentaria a través de productos
lacteos: tuberculosis bovina y brucelosis, y aunque el impacto de las campafias no
ha sido el deseado, se considera que un alto porcentaje de la poblacion bovina
lechera esta vacunada contra brucelosis (SSA, 2012).En 1949, la Food and Drug
Administration (FDA, 2006) establecié que los quesos elaborados con leche cruda
deben someterse a una maduracion minima de 60 dias previos a su

comercializacidon para asegurar la ausencia de microorganismos patdgenos.

1.4 Transmision y patogenia de la brucelosis bovina

En bovinos la via de transmision puede ser por contacto directo con animales
enfermos o de manera indirecta a través del consumo de agua o forraje

contaminados con la bacteria (Jiao et. al., 2009).

En humano el ingreso de la bacteria al hospedero puede darse a través de cortes
y/o abraciones de la piel o por las mucosas: conjuntival y respiratoria; sin embargo
la principal via de transmision es la digestiva (Moreno y Moriyon 2006). En
animales y en humanos los principales érganos blanco son el epitelio respiratorio y
los 6rganos sexulaes, en la actualidad se desconocen las células diana por las

cuales elpatégeno entra al hospedador, sin embargo se conoce que Brucella es



internalizada por los fagocitos periféricos, los cuales conducen a la bacteria hacia
los ganglios linfaticos regionales, o que puede constituir una barrera para la
difusién sistémica del microorganismo. Brucella es capaz de colonizar macréfagos,
monocitos y células dendriticas, estas células conducen a la bacteria a los
linfonddulos para asi contribuir a la diseminacion del patégeno. Un factor clave en
la patogenia de Brucella consiste en invadir células fagociticas y no fagociticas del
hospedador y establecer una infeccidn cronica, ademas es capaz de evadir la
respuesta inmune del hospedero y asi evitar su destruccion, otro factor importante
es que la bacteria evade al sistema de complemento y a moléculas bactericidas
catidnicas como las defensinas microbicidas, las fosfolipasas, la lactoferrina, la
lisozima (Martirosyan et al., 2011). Las células dendriticas (DC) desempefian un
papel clave, en la iniciacion, en el control de la magnitud y en la calidad de la
respuesta inmune adaptativa. Sin embargo, Brucella spp. ha desarrollado
componentes que interfieren en la respuesta innata con el fin de evadir la
respuesta inmune del hospedero. Se ha descubierto que este patégeno prolifera
de manera eficiente dentro de las DC tanto in vitro como in vivo esto conduce a la
inhibicion de la maduracion funcional, caracterizada por la ausencia de secrecion
de citoquinas proinflamatorias tales como TNF alfa e IL-12, por lo consiguiente la
presentacion del antigeno a las células T virgenes por parte de esta célula sera

ineficaz (Martirosyan-Gorvel, 2013).

Los anticuerpos y el complemento contribuyen a que la bacteria sea opsonizada
para después ser fagocitada sobreviviendo y replicandose dentro de los

macrofagos, aunque también puede entrar en ausencia de opsoninas, entonces la



via de entrada es mediada por las balsas lipidicas,mediante un mecanismo

dependiente de TLR4 y PI13-K (quinasa) (Martin et al., 2010).

1.5 Internalizacion de Brucellaen el hospedero

La internalizacién, evento inducido por la bacteria, requiere de la reorganizacion
del citoesqueleto en sus filamentos de actina y la activacién de los microtubulos
mediante el proceso conocido como cremallera, esto se ha observado tanto en
células epiteliales como en macréfagos y estan involucrados el LPS, y GTPasas
de la sub familias Rho (principalmente Cdc42), que funcionan como reguladores
del arreglo de las proteinas del citoesqueleto (Gorvel y Moreno, 2002).
Recientemente se ha demostrado que las proteinas Clatrina y Rb5 juega un papel
fundamental en la entrada y sobrevivencia de B. abortus a través de la interaccion
con las balsas lipidicas y el reordenamiento de actina, este proceso facilita el
transito intracelular de la bacteria (Lee et al, 2013). Se han reportado dos
receptores que funcionan como mediadores en la internalizacion de Brucella a
través de las balsas lipidicas: el receptor scavenger de clase A (SR-A) y la

proteina prionica celular PrPc (Von Bargen et al., 2012)

Una vez que Brucella hace contacto con la membrana plasmatica de la célula
eucaridtica se desplaza sobre la superficie de la misma, la entrada de Brucella
spp. en células dendriticas de humanos (DCs) es parcialmente dependiente de las
balsas lipidicas, en cambio la via de entrada en otras células del huésped es

dependiente del sitema sensor-regulador de dos componentes BvrR/BvrS, el cual



controla la expresibn de numerosos genes, incluyendo incluyendo los de

proteinas de membrana externa (Von Bargen et al, 2012).

La via de ingreso condiciona el destino posterior de las bacterias, la internalizacion
de las bacterias opsonizadas ocurre a través de los receptores Fc y en presencia
del complemento y son mas susceptibles a la muerte intracelular, en tanto que la
fagocitosis de bacterias no opsonizadas se da a través de receptores de lectina,
fibronectina y de zonas abundantes en balsas lipidicas que conducen a la
formacion de vesiculas que retardan la fusion de la bacteria con los lisososmas
(Pizarro-Cerda et al., 2000).Se ha demostrado que algunas bacterias patdégenas
han evolucionado y desarrollados estrategias para colonizar a la célula hospedera
basadas en el reconocimiento y orientacion de las balsas lipidicas (Ciesielski et
al., 2013), sin embargo las cepas de tipo liso son menos susceptibles a la muerte

celular que las de tipo rugoso (Roset, 2006; Alcina, 2010).

1.6 Transito intracelular de Brucella abortus

En los primeros minutos después de la invasién de los fagocitos, Brucella
interactua con compartimientos endosomales tempranos. Esto se ha comprobado
mediante la deteccion de marcadores endosomales tempranos en el BCV, tales
como el receptor de transferrina, el guanosin trifosfato (GTP) unido a proteina
Rab5, o el antigeno endosomal temprano (EEA1) y el factor estimulante de
colonias de granulocitos (G-CSF). La asociacion inicial con los endosomas
tempranos es un evento transitorio y disminuye a los 10 min después de la

infeccion. Sin embargo, al parecer, en estos primeros minutos, la acidificacion del



compartimento BCV es un requisito para su posterior maduraciéon (Martirosyan et
al, 2011). Simultaneamente los BCVs adquieren progresivamente una proteina
lisosomal asociada a membrana-1 (LAMP-1) y siguen siendo positivos para este
marcador hasta 4 h después de la infeccién. En contraste, la bacteria interactua
transitoriamente con compartimentos endociticos finales, que se caracterizan por
la presencia de una pequefia proteina de unién (GTP) a Rab7 y a receptores 6-
fosfato de manosa. Con la disminucion de la proteina de LAMP-1, las BCVs
adquieren marcadores del reticulo endoplasmatico (RE) tales como calreticulina o
calnexina. En el espacio luminal del RE el marcador de glucosa-6-fosfatasa
detectado por microscopia electronica confirma la fusion entre el BCV y ER. En
esta etapa Brucella spp., ha alcanzado un nicho seguro que garantiza su
replicacion y su virulencia (Martirosyan et a.l, 2011).Se ha observado que Rab2
media el transporte del RE-Aparato de Golgi, el compartimento intermedio del RE
(ERGIC) y se considera necesario para que se lleve a cabo la replicacion

intracelular (Santos-La Cerda et al., 2013).

Se ha demostrado que Brucella modula su transito Intracelular a través de un
sistema secretor de multiples proteinas T4SS para promover su patogénesis
(Sebenzile et.al.,2013). Simultaneamente los BCVs adquieren progresivamente
una proteina lisosomal asociada a membrana-1 (LAMP-1) y siguen siendo
positivos para este marcador hasta 4 h después de la infeccién. En contraste, la
bacteria interactua transitoriamente con compartimentos endociticos finales, que
se caracterizan por la presencia de una pequefia proteina de unién (GTP) a Rab7

y a receptores 6-fosfato de manosa. Con la disminucion de la proteina de LAMP-1,
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las BCVs adquieren marcadores del reticulo endoplasmatico (RE) tales como
calreticulina o calnexina. En el espacio luminal del RE el marcador de glucosa-6-
fosfatasa detectada por microscopia de electrones confirma la fusién entre el BCV
y ER. En esta etapa Brucella spp., ha alcanzado un nicho seguro que garantiza su
replicacion y su virulencia (Martirosyan et al., 2011). Recientemente, se ha
encontrado que Rab2 media el transporte del RE-Aparato de Golgi, el
compartimento intermedio del RE (ERGIC) el cual se considera necesario para

que se lleve a cabo la replicacion intracelular (Santos-LaCerda et al., 2013).

Estudios de transito intracelular de en Brucella han demostrado que mas del 90%
de las bacterias mueren en las primeras horas post-infeccion, por lo que solo un

10% establecera con éxito un nicho replicativo (Von Bargen et al., 2012).

1.7 Sobrevivencia de Brucella en el medio ambiente

Una vez establecida en el hospedero, la bacteria puede ser excretada al medio
ambientea través de secreciones vaginales post-parto, semen, orina y leche; se
sabe que Brucella puede sobrevivir en el suelo, en heces y en diversos fomites por
periodos hasta por cuatro meses (Lopez-Goiii, 2002) y en condiciones de baja

temperatura (Tanghe et al., 2006).

La capacidad de Brucella para persistir fuera del hospedador es relativamente alta
comparada con otras bacterias patégenas que no forman esporas. Algunos
estudios han medido la persistencia de Brucella bajo diferentes condiciones medio
ambientales y han demostrado que cuando se combinan algunos factores tales

como un pH mayor a 4.0, la temperatura entre 4 a 6°C y las condiciones de luz
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favorables, Brucella puede conservar su capacidad de infectividad durante meses
en agua, fetos abortados, membranas fetales, excrementos, heno y en el suelo.
Se ha observado que la sobrevivencia se prolonga a bajas temperaturas
especialmente a 0°C (Alton, 1985; Tanghe et al., 2006), asi mismo se ha estudiado
el tiempo de sobrevivencia de Brucella en leche y productos lacteos,
observandose que la persistencia de la bacteria esta relacionada con factores
como tipo y tiempo de elaboracion del producto, disponibilidad de agua (aw),
temperatura, cambios de pH, presencia de otras bacterias y condiciones de
almacenamiento. Aunque se ha reportado que Brucella no sobrevive durante
mucho tiempo en queso madurado, se desconoce el tiempo de maduracion

quepermita la sobrevivencia del microorganismo (Plommet et al., 1988).

Si bien los procesos de vida intracelular de Brucella han sido caracterizados, los
mecanismos de sobrevivencia extracelular son desconocidos, por lo que se ha
propuesto que la expresiéon de genes bajo condiciones de estrés sea el factor que
desencadena los mecanismos que permiten la sobrevivencia extracelular de la

bacteria (Almiron et al., 2013).

1.8 Sobrevivencia de Brucella en lacteos

Se ha demostrado la persistencia de Brucella en diferentes alimentos,
especialmente lacteos elaborados con leche no pasteurizada, tal es el caso de
helados en donde se ha observado que a temperatura de cero grados, la bacteria
es capaz de sobrevivir durante un mes (Kuplulu et al.,2003), en yogurth

almacenado a 4°C se ha demostrado la presencia de la bacteria diez dias
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posteriores a la inoculacion del producto, aun a pH acido (Zufiga et al., 2005).
Brucella también es capaz de sobrevivir en quesos madurados a temperatura
ambiente durante 18 dias (Plommet et al.,1988), en mantequilla y crema
conservadas a 8°C durante 32 dias y 10 dias respectivamente (SCAH, 2006).En la
leche, los factores asociados a la sobrevivencia de microorganismos nativos o
patdogenos en los alimentos son la temperatura, la aw, el pH y la microbiota
presente en el alimento; de tal manera que modificaciones en estos factores
pueden generar estrés en la flora microbiota presente en los alimentos (Chawla et
al., 2004).Falenski et al.,(2011) han determinado la sobrevivencia de Brucella
spp.,observando que en leche ultra pasteurizada persiste durante 87 dias, 60 dias

en agua y menos de una semana en yogurt.

Por otro lado, en los alimentos el pH y la a, tienen un papel determinante en la
sobrevivencia los microorganismos. La a. representa la cantidad de agua libre,
que esta disponible en los alimentos y es aprovechada por los microorganismos
para desarrollarse o sobrevivir en el alimento causando su deterioro, se mide en
una escala de cero a uno, asi cuando el alimento tiene un valor de a. cercano a
uno, es mas perecedero (Snider et al.,2007). En términos termodinamicos la
actividad de agua se define como la relacion de la presion de vapor de agua sobre
la superficie del alimento y la presion de vapor del agua pura a la misma
temperatura.La actividad de agua es una medida del estado de energia del agua
en un sistema. La una combinacion de estos factores en un alimento es lo que
reduce la energia del agua y por lo tanto reduce la humedad relativa en

comparacion con agua pura (Doyle, 2012).
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1.9 Factores de virulencia deBrucella abortus

Para cualquier patégeno es imprescindible evadir los mecanismos de defensa del
hospedero, para ello utilizan sus factores de virulencia. Las especies de Brucella,
que son patégenos intracelulares facultativos, se han adaptado a lo largo de la
evolucion a sobrevivir bajo diferentes condiciones, evadiendo los diferentes
mecanismos de defensa del organismo hospedador (Moreno et al., 2002; Maarten,

2012).

Brucella carece de factores clasicos de virulencia, tales como plasmidos o
bacteriéfagos lisogénicos, produccién de exotoxinas, variacidn antigénica o
presencia de capsula o fimbrias, ésta bacteria posee todo un sistema de factores
coordinado para poder sobrevivir y replicarse dentro de la célula, la presencia de
mas de un sistema o factor de virulencia asegura una infeccién exitosa, estos
factores parecen superponerse uno al otro, como un efecto de redundancia lo cual
es el resultado de la evolucion de la bacteria y de las diferentes estrategias que ha
adoptado para evitar ser destruida (Peiy Fitch, 2004; Lapaque, 2005; Maarten,
2012).Es entonces que la principal estrategia de este género bacteriano constituye
en pasar desapercibida por el hospedador y beneficiarse del mismo (Barquero-

Calvo et al., 2007).

1.10Sistema sensor-regulador BvrR-BvrSy proteinas de membrana externa

(OMP)

El sistema regulatorio BvrR/BvrS es necesario para la activacion de GTPasa y

reclutamiento de filamentos de actina, este sistema regula la expresion de
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proteinas de membrana externa involucradas con la integridad de la envoltura
bacteriana y en la invasion de células del hospedador y proporciona resistencia a
péptidos catidnicos (Lopez-Goni, 2002; Guzman-Verri, 2002; Xavier et al., 2010)
peréxido de hidrogeno, metabolitos reactivos de oxigeno y nitrogeno (Barbier et

al., 2011).

BvrS es un sensor de proteinas miembro de la superfamilia histidin-quinasa,
localizado en la membrana celular, mientras que el sistema regulador se localiza

en el citoplasma (Santos-La Cerda et al., 2013).

Mutantes de bvrS-bvrR muestran un fenotipo rugoso en las cepas de fenotipo liso
(Lamontagney Butler, 2007), asi mismo la mutacion de cualquiera de las proteinas
Omp produce cambios en la virulencia (Paulley et al., 2007), debido a que no
alcanzan el nicho de replicacion final en el reticulo endoplasmico, son susceptibles
a péptidos catidnicos, presentan una menor invasién y las cepas lisas desarrollan
un fenotipo rugoso (Sola-Landa 1998, Manterolaet al., 2007).El papel de virB es
trasladar proteinas efectoras a través de la membrana de la BCVs al citoplasma
de la célula del hospedero o en el dominio citoplasmatico de la membrana
vacuolar y asi modular las funciones celulares del hospedero para la biogénesis
del organelo replicativo (Martirosyan et al, 2011). Este complejo esta codificado
por el operdn virB, el cual esta constituido por 12 genes virB1-virB12, que estan
localizados en el cromosoma |Il. El operdon virB esta conservado en todas las
especies secuenciadas de Brucella (Santos-La Cerda 2013). Los genes de este
sistema codifican para multiples miembros de la familia de proteinas Omp3,

especialmente Omp22 y Omp25, asi como productos de genes que codifican la
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composicion de acidos grasos del lipido A del LPS (Boigegrain, 2004). Las
proteinas OMP participan en el establecimiento de una adecuada respuesta

inmune (Cha et al., 2010)

Brucella posee un sistema conocido como nitrogeno PTS que asocia el
metabolismo del carbono y el nitrégeno y se relaciona con el sistema BvrS-BvrR el
cual regula la transcripcion de VirB (Barbier et al, 2011) y la expresion de
componentes de la envoltura celular, se ha sugerido que podria ser un “regulador
maestro” que censa el medio ambiente y permite a Brucella a adaptarse a diversas

condiciones (Santos-La Cerda et al., 2013).

1.11Sistema de Secrecion Tipo IV (SSTIV)

De acuerdo con Franco et al.,(2007), el sistema de secrecion tipo IV es el
responsable del transporte de proteinas y otras macromoléculas a través de la
membrana. ElI SSTIV bacteriano esta especializado en la secrecion de
macromoleculas en el citosol de las células eucariotas, esta conformado por 12
proteinas reguladas por el operdon virB y esta involucrado en la multiplicacion,
transito y sobrevivencia intracelular, en la fusion del endosomal/fagosoma, en la
maduracion de las vesiculas que contiene a Brucellay en el mantenimiento y
establecimiento de la infeccion (Boschiroli et al., 2002; Celli y Gorvel, 2004; Roset,
2006; Pei et al., 2008). Las mutaciones que se han realizado en el operén virB de
Brucella han dado por resultado cepas imposibilitadas para sobrevivir en el nicho

final de replicacion, por lo que este factor de virulencia es determinante en la
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localizacion final de la bacteria (Celli y Gorvel, 2004; Patey et al., 2006;

Rajashekara et al., 20006).

Por otro lado, la acidificacion del fagosoma que contiene a Brucella spp., es
necesaria para la expresion del SSTIV y para la replicacion intracelular (Celli y
Gorvel 2004; Boschiroli et al., 2002; Porte et al., 1999). Se ha demostrado que el
SSTIV es importante después de 5 dias post-inoculacion de la cepa, esto es, que
no es determinante en el establecimiento de la infeccion, sino en evadir la
inmunidad adaptativa (Rajashekara et al., 2006). En B. abortus existe un factor de
transcripcion denominado HutC que se une directamente al promotor del operon
virB para activar su expresion y se ha comprobado que este factor actua también
como un represor de los genes implicados en la ruta de la utilizacion de histidina,
por lo que se ha postulado que mediante esta proteina, probablemente Brucella
sea capaz de coordinar su propio metabolismo bajo condiciones de estrés
nutricional con el desarrollo de respuestas adaptativas involucradas en su

capacidad de sobrevivencia (Sieira et al., 2010).

El estrés oxidativo es la estrategia mayormente usada por los macréfagos para el
control intracelular de la bacteria y aunque muchas células bacterianas mueren,
las que sobreviven cambian la transcripcién génica con el objetivo de sobrevivir en
este ambiente hostil, principalmente debido al pH acido, tal es el caso de la
expresion de genes del SSTIV (Gorvel et al., 2002; Kohler et al., 2002).Las
especies de Brucella requieren el sistema de secrecion tipo IV para sobrevivir en
las células del hospedero y mantener una infeccion crénica. Por una via que aun

no es conocida, T4SS también provoca respuesta inflamatoria en la célula
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infectada, donde probablemente esté involucrad la proteina VceC perteneciente al
sistema SST4 la cual causa estrés y expresion de citosinas, probablemente esta
via sea la que permita la deteccion de patogenos (Jong et. al.,, 2013). VceA y
VCEC son los primeros efectores en ser identificados y son conservados en todas

las especies de Brucella (Von Bargen et al, 2012).

1.12 Quorum-sensing

El sistema “quorum sensing”, permite establecer una regulacion génica
intraespecie, se instaura a través de la sintesis, deteccidn y respuesta de
moléculas difusoras, autoinductoras, N-acil homoserin lactonas (AHL o A-HSLs).
Una de estas A-HSLs, denominada N-dodecanoilhomoserina-lactona (C12-HSL),
se ha logrado purificar en sobrenadantes de cultivos de B. melitensis, esta
molécula es una molécula senalizadora implicada en el mecanismo de formacién
de quérum (Kapper, 2005). La secuencia del genoma de Brucella demostrd la
existencia de un regulador transcripcional tipo Lux-R (VjbR) para el gen flagelar
fliF y el operon virB, dicho reguladormodifica la transcripcion de genes de

virulencia (Camilli y Bassler, 2006; Weeks et al., 2010; Uzureau, 2010).

Las concentraciones de C12-HSL que se han logrado obtener in vitro, en los
sobrenadantes de Brucella son muy bajas en comparacion con la produccién de
esta molécula por otras bacterias; se ha sugerido, que este hecho podria tratarse
de una estrategia de la bacteria para favorecer su supervivencia intracelular. Por
otra parte se han identificado en B. melitensis 16M, dos factores de transcripcion

que intervienen en el proceso “quorum sensing”: VibR y BIXR (también llamado
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BabR) (Delrue et al., 2005; Rambow-Larsen et al., 2008), ambos forman parte de
dos circuitos de regulacion transcripcional independientes, implicados en la
adaptacion de Brucella spp., a diferentes ambientes durante el periodo de
infeccion (Rambow-Larsen et al., 2008; Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010).
Estos factores de transcripcion también se les ha relacionado con la regulacién de
proteinas de membrana externa, incluyendo al sistema BvrS-BvrR y con la

probable formacion de biopeliculas (Uzureau et al., 2007; Barbier et al., 2011).

El factor VjbR es activado por el sistema BvrS-BvrR (Santos-La Cerdaet al., 2013)
y esta involucrado en la expresidon de un gran numero de genes que codifican
desde proteinas de membrana externa, lipoproteinas, adhesinas, hasta genes
implicados en el metabolismo de la bacteria y en la biosintesis del flagelo (Delrue
et al., 2005; Uzureau et al., 2007; Uzureau et al., 2010; Weeks et al., 2010). Se
conoce que existe una interaccion entre la region del promotor del operén VirB y
VjbR, el regulador de utilizacién de histidina (HufC), el factor de integracién del
hospedador (IHF), BvrR, BabR y el gen bacA y que ésta interaccidon se establece
bajo condiciones de estrés, ocasionado por cambios en el pH o la disponibilidad

de nutrientes (Santos-La Cerda et al., 2013).

1.13 Biopelicula

En la naturaleza, la persistencia bacteriana se asocia con la formacién de
biopelicula, la cual contribuye a la resistencia a antibiéticos y desinfectantes. Se
estima que el 99% de las bacterias son capaces de formar biopeliculas y

aproximadamente el 65% de las infecciones en humano involucran formacion de
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las mismas (Hall et al.,2004).La formacion de biopelicula es una estrategia
adaptativa de los microorganismos, ya que el crecimiento en biopelicula ofrece
cuatro ventajas importantes: (1) protege a los microorganismos de la accion de los
agentes adversos, (ll) incrementa la disponibilidad de nutrientes para su
crecimiento, (lll) facilita el aprovechamiento del agua, reduciendo la posibilidad de
deshidratacion y (IV) posibilita la transferencia de material genético (ADN). Todo

esto contribuye a aumentar la capacidad de supervivencia (Fuster, 2008).

La formacidén de la biopelicula es un proceso que conlleva a la adherencia,
colonizacion y crecimiento de los microorganismos. La presencia de biopelicula en
la industria alimentaria representa un importante problema de salud publica,cuya
formacioén temprana implica cambios en el pH, en la concentracion de oxigeno, en
la osmolaridad, temperatura y nutricion de las bacterias que participan, el Acetil
CoA vy el acetil fosfato provenientes del metabolismo de los carbohidratos

contribuyen a la formacion del biopelicula (Navia et al., 2010).

Las bacterias que colonizan superficies e invaden huéspedes causando
infeccionescrénicas crecen predominantemente en biopelicula (Burmolle et al.,
2010) produciendo una matriz extracelular compuesta principalmente de
exopolisacaridos, que rodea y es clave para mantener hidratados a los
microorganismos ayudando a que se adhieran a superficies inertes o bioldgicas.
Especificamente en Brucella se ha demostrado que la formacién de biopeliculas

contribuye al desarrollo de la enfermedad (Uzureau et al., 2007).
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Se ha postulado que Omp31 esta implicada en la produccion y/o secrecion de los
exopolisacaridos formadores de la matriz, para apoyar esta hipétesis Uzureau et
al., en 2010,demostraron que B. abortus es capaz de formar una matriz
extracelular, autoagregacién y adherencia a superficies abidticas en condiciones
de microaerobiosis (menos de 1% de O) sin la participacion de la proteina VjbR,
ni el lipopolisacarido O, ni el glucano ciclico B (1,2), ademas la biopelicula
formada por B. abortus no solo es resistente a la desecacién, sino también a
antibidticos y desinfectantes (Almiron et al, 2013). Estos hallazgos son
importantes para reconsiderar la epidemiologia de la enfermedad y el estudio de

los mecanismos que permiten la formacion de la biopelicula.

1.14 Acuaporinas

La difusion simple no justifica completamente los grandes movimientos de agua en
todas células; se ha postulado que la membrana celular posee vias especificas,
llamadas acuaporinas,que constituyen canales para el paso de agua, se trata de
moléculas ampliamente difundidas en los seres vivos y pertenecen a la familia de
las proteinas Integrales de Membrana (PIM) (Agree et al., 2003). Estos canales
no solo explican los rapidos cambios del volumen celular causados por la entrada
o salida del agua sino también las respuestas de este proceso a cambios
fisiolégicos o a alteraciones patoldgicas.La relacién que tienen las acuaporinas
con diversas enfermedades ha incrementado el interés por entender su funcién en
las diferentes células, ya que esto implicaria la mejor comprensién de los
mecanismos fisiopatolégicos de enfermedades cuyo origen molecular se

desconoce (Akaiet al., 2012). La proteina acuaporina contiene entre 250 a 300
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aminoacidos, esta constituida por seis hélices transmembranales unidas por 5
lazos o bucles, denominados A, B, C, D y E de los cuales uno es intra y otro
extracelular, los 5 lazos o bucles, se pliegan para formar el poro, este plegamiento
permite que se pongan en contacto tripletes de NPA (asparagina, prolina, alanina)
localizados en los bucles Ay E, asi las acuaporinas se organizan en tetrameros
para formar el sitio mas estrecho y selectivo del poro (Jianget al., 2009; Ishibashi,
2011). Estas proteinas estan presentes en todos los reinos de la vida y su papel
central es mantener la fisiologia de los organismos.Las acuaporinas son
abundantes en mamiferos, en los que diferentes isoformas tienen un papel en la
regulacion de la homeostasis del agua (Agree, 2000; Agree y Kosono, 2003). Las
acuaporinas de mamiferos se expresan en diversos tipos de
célulasprincipalmenteen lascélulas involucradas en el transporte de fluidos a
través de la membrana celular, como las renales, de pulmén, ojo, intestino,
estbmago y glandulas salivales; sin embargo también se han encontrado en
células que no se relacionan con el transporte de liquidos como eritrocitos,
leucocitos, adipocitos, musculo esquelético y astrocitos (Verckman, 2013). En
humanos se han reportado 13 acuaporinas con localizacion especifica (Magni et
al.,2006) y el numero de acuaporinas en cada membrana celular parece estar
relacionado con el flujo de agua de cada célula,de tal manera que el
rindnprobablemente sea el érgano de mayor expresidn; en los tubulos renales se
han observado AQP1, AQP7 y AQP8, mientras que en los conductos colectores se
expresan AQP2, AQP3, AQP4, AQP6 y AQP8, también se ha observado que la
pérdida de la funcion de las acuaporinas se asocia a enfermedades: en ojo con

glaucoma, en riiidn con insuficiencia renal, la reduccién de expresion AQP2 se
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asocia con diabetes insipida e hipopotasemia e hipercalcemia (Pavlovick-

Djuranivic et al., 2003; Beitz, 2009).

En los géneros de protozoarios Plasmodium spp, Toxoplasma gondii e Eimeria spp
se ha observado la presencia de un gen que codifica para acuaporinas, sin
embargo en el géneroTrpanosoma han sido caracterizados seis genes de
acuaporina, cuya sobre-expresion se ha establecido principalmente cuando la
célula hospedadora muere y el parasito debe cambiar de habitat (Beitz, 2006).
Como parte del tratamiento contra parasitos que poseen acuaporinas, se
hapropuesto que la hidroxi-urea y el hidroxido de antimonio tetravalentepueden
inhibir la funcion de las acuaporinas en el parasito evitando que los protozoarios
puedan compensar el estrés (Gourbal et al., 2004). En plantas,las acuaporinas
regulan la permeabilidad y el transporte del agua en respuesta a variaciones
externas en el suministro de agua (lkeda et al.,1997;Maurel et al., 2002). Sin
embargo, su funcidn no ha sido claramente definida en bacterias (Calamita et al.,
1995), se ha reportado que el gen aqgpcodifica para proteinas de membrana que
participan en el flujo de agua en algunos microorganismos, entre ellos B. abortus,
esta funcion ha permitido explicar cambios en el volumen celular y sobrevivencia

de la bacteria a cambios osmoticos (Rodriguez et al., 2000).

Por otra parte, se ha encontrado una clara relacion entre las acuaporinas y la
tolerancia a la congelacién rapida, debido a que a bajas temperaturas la estructura
de los lipidos en la membrana es menos fluida, lo cual reduce la permeabilidad
del agua (Meyrial et al.,2001; King et al., 2004), en este caso las acuaporinas

permiten una rapida movilizacion de agua facilitando el flujo a temperaturas por

23



debajo de los 10°C, esto sugiere que la funcidn de estas proteinas es importante
para la sobrevivencia de bacterias a bajas temperaturas (Tanghe et al.,2006). Se
han desarrollado y estudiado acuaporinas mutadas por delecién en E. coli
(Calamita et al., 1998; Soupene et al., 2002), S. cerevisiae (Meyrial, 2001; Laizé et
al., 2000) y Dictyostelium discoideum (Bonhiver, 1998; Mitra et al., 2000; Tanghe

et al., 2006).

La presencia de genes que codifican para acuaporinas en muchos
microorganismos y extrafnamente su ausencia en otros (Tanghe et al., 2006),
indica que estas proteinas no son necesarias en procesos basicos universalmente
importantes para la sobrevivencia de los microorganismos y que existen otros
sistemas que tienen la misma funcién de las acuaporinas (Bonhiverset al., 1998).
La secuencia de una acuaporina de B. melitensis (Genbank No. de acceso
AF226624), muy parecida a la acuaporina de B. abortus aqpX, sugiere que estas
proteinas estan presentes en todas las especies del género Brucella. El gen agpX
de B. abortus ha sido clonado y su secuencia revela estrecha homologia con el
gen aqpZ de E. coli (Rodriguez et al., 2000). El papel de AqpX en B. abortus esta
relacionado especificamente con el transporte de agua, como un mecanismo de
adaptacion a variaciones en el pH o en la osmolaridad intracelular, por lo que se
ha sugerido que la construccion de mutantes de aqpX ayudaria a determinar la

funcién de la acuaporina en B. abortus (Rodriguez et al., 2000).

Un grupo de investigadores desarrollé una mutante agpX mediante la fusion de un
cassete LacZ-Km, con el promotor del gen aqpX, y demostré que el gen no es

esencial para el crecimiento de B. abortus en medios isotdénicos; sin embargo la
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mutante presenta decremento en la viabilidad bajo condiciones prolongadas de
incubacion en un medio hipo-osmolar y que la expresion del gen se incrementa en
condiciones hiper-osmolares (Hernandez-Castro et al., 2003); lo cual es contrario
a lo que se ha observado en el gen agpZ de E.coli (Calamita et al.,1998); aunque
en otros estudios se ha observado que no hay afectacion en el crecimiento deE.
colial cambiar la osmolaridad del medio (Soupene et al.,2002).A pesar de que el
gen aqgp no es esencial para la sobrevivencia de ninguno de los dos
microorganismos, se ha sugerido que las acuaporinas puedan tener también
funciones relacionadas a estilos de vida o estados de desarrollo especificos

bacterianos (Tanghe et al., 2006).

Actualmente se conoce el inicio de la transcripcion del gen agpX de B. abortus, el
cual esta alejado 169 pb del inicio, esta larga region de mRNA no traducida
sugiere la existencia de un mecanismo post-transcripcional que regula la
expresion de la proteina AgpX. Aunque muchas bacterias no poseen genes de
acuaporina son capaces de adaptarse a cambios osmolares; lo que indica que las
bacterias poseen mecanismos, diferentes de las acuaporinas, que les permiten
responder a dichos cambios. Algunas bacterias han adquirido el gen vy
desarrollado mecanismos para regular su expresion, o que podria interpretarse
como resultado de un proceso evolutivo conferido por la presencia de acuaporinas
(Hernandez-Castro et al., 2003). No se han encontrado condiciones constantes en
las que la expresion de las acuaporinas sea inducida o reprimida, por lo que
actualmente se realizan estudios que contribuyen a dilucidar la funciéon del gen. La

presion osmotica de una solucién acuosa es proporcional a su actividad del agua y
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varian en relacion a la cantidad de solutos presentes.En la célula existen osmo-
sensoresque detectancambios osmoticos,dichos cambios alteran propiedades de
la célulacomo volumen celular, turgencia y tension de membrana; en E. coli estos
cambios son detectados por un sistemaSensor-Regulador constituido por la
proteina Sensor-Quinasa intramembranal (KdpD), cuya funcion es iniciar la
cascada de transduccién de sefales para la expresion de genes involucrados en
la osmo-regulacion, y por la proteina (KdpE), reguladora de respuesta y localizada
en el citoplasma,participan también las proteinas osmo-transportadoras PropP,
BetP y OpuA al activarse la histidin-quinasa y el sistema regulador de fosforilacion
se desencadena la cascada que permite la activacion de un péptido capaz de

formar un canal de flujo para agua (Calamita et al., 1998).

Las acuaporinas son consideradas osmosensores indirectos, canales mecano-
sensibles que se abren para permitir el flujo de agua y mantener la homestasis

celular y que son controlados genética y bioquimicamente (Wood, 2006).

2. JUSTIFICACION

En Brucella, los mecanismos de sobrevivencia intracelular han sido
caracterizados, sin embargo, los implicados en la sobrevivencia extraceluar son
desconocidos. Brucella es capaz de sobrevivir en lacteos, por lo que, el consumo
de estos productos en muchos casos de procedencia casera y en consecuencia
no sometidos a control sanitario constituye el principal vehiculo de transmision del
microorganism (FDA, 2006). Especificamente en los quesos, son varios los

factores que influyen en la presencia y sobrevivencia de patdgenos, entre ellos el
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proceso de elaboracion o la temperatura de almacenamiento, la produccion de
acido por los cultivos iniciadores, disponibilidad de agua (aw), salinidad del
producto, competencia entre microorganismos (ICMSF, 1998), algunos de ellos
implican cambios osmoéticos que afectan la sobrevivencia de los microorganismos
presentes en el queso. Nuestra propuesta es que estos cambios pueden ser
compensados por las acuaporinas, cuyo papel en el mantenimiento de la fisiologia
celular ha sido ampliamente estudiado en mamiferos (Agree, 2000) y en plantas
(Ikeda et al.,1997); sin embargo, en bacterias su funcién no ha sido claramente
definida; se ha reportado que el gen aqp codifica para proteinas de membrana
participantes en el flujo de agua en algunos microorganismos, entre ellos B.
abortus, lo que ha permitido explicar cambios en el volumen celular y
sobrevivencia de la bacteria a cambios osmoticos (Rodriguez et al., 2000), por lo
que probablemente la expresion del gen agpXsea un factor que favorezca la
sobrevivencia de Brucella abortusen quesos y por lo tanto un factor de riesgo

eventualal consumirlos.

3. HIPOTESIS

La inactivacion del gen aqpX disminuye la sobrevivencia de Brucella abortus en

quesos.

4. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la sobrevivencia de B. abortus aqpX::lacZ-km en quesos elaborados con

leche de vaca.
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4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Construir la mutante nula de B. abortus aqpX::lacZ-km a partir de la cepa B.

abortus 2308 mediante recombinacion homologa.

2) Determinar, pH, a. y sobrevivencia en quesos frescos y madurados
elaborados con leche inoculada con la cepa parental B. abortus 2308 y la

mutante B. abortus aqpX::lacZ-km.

5. MATERIAL Y METODOS

5.1 Cepas bacterianas y condiciones de crecimiento

Brucella abortus 2308 y B. abortus aqpX::lacZ-Km (Hernandez-Castro et al., 2003)
fueron crecidas en caldo brucella (Oxoid, Hampshire, England) a 37°C con
agitacion orbital. Cuando fue necesario se adicionaron kanamicina (Km) a 50
Mg/ml y acido nalidixico (Nx) a 10 pg/ml. El conteo bacteriano fue realizado en
agar brucella suplementado con medio Farrell (Oxoid) para determinar el numero
de unidades formadoras de colonia (UFC’s). La elaboracién e inoculacion de los

quesos fue realizada en un laboratorio de bioseguridad tipo III.

5.2 Construccién de la mutante B. abortus aqpX::lacZ-Km

La interrupcion del gen agpX de B. abortus 2308 Nx' se realizé por intercambio
alélico.E. coli S17.1 fue transformada con el plasmido pAQPXlacZ-Km vy las
transformantes se seleccionaron en placas de agar con kanamicina. El plasmido
pAQPXlacZ-Km se transformo6a B. abortus 2308 Nx' por conjugacion utilizando a

E. coli S17.1, las colonias transconjugantes fueron seleccionadas en agar
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suplementado con Km (50 pg/ml) y Nx (10 ug/ml). Posteriormente se realizé una
co-seleccion y las colonias Km' que resultaron susceptibles a cloranfenicol (Cm)
fueron seleccionadas como candidatas a mutantes por intercambio alélico. La
interrupcion del gen agpX se confirmo por hibridacion tipo Southern blot con dos
sondas: una sonda de 3.6 kb-EcoRI que contiene el gen aqgpX de B. abortus y una

sonda de 5.3 kb-Hindlll que contiene el cassette lacZ-Km.
5.3 Preparacion de inéculosde B. abortus 2308 y B. abortus aqpX::lacZ-km

Se sembraron e incubaron las cepas B. abortus 2308 y la mutante agpX de B.
abortus en agar brucella a 37°C por 48 h, después se transfirieron de 3 a 5
colonias en 10 ml de caldo brucella y fueron crecidas a 175 rpm a 37°C en
agitacién orbital hasta llegar a una ODgoy de 0.8. De ese crecimiento se tomé 1.0
mLde cultivo y se transfiri6 en 49 ml de caldo brucella para obtener una dilucion
1:50. Se incubd6 a 37°C a 174 rpm durante 24 h hasta llegar a un crecimiento de

1.0 auna ODsoo.

De este medio se hicieron diluciones decimales 10" a 10° con PBS y se plaqueo
por triplicado en agar brucella, las placas se incubarona 37°C durante tres dias
para cuantificar la concentracion (UFC) del indculo. El resto del cultivo se
centrifugo a 4,500 Xg durante 10 min y se lavd 2 veces con PBS a pH 7.2 con las
mismas condiciones de centrifugacion. Posteriormente se resuspendid la pastilla
en 25 ml de medio infusion cerebro corazon y se realizaron inéculos para su crio-

conservacion.
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5.4Preparacion de quesos frescos elaborados con leche cruda de vaca y

obtencion de suero lacteo

La leche fue obtenida de un hato bovino libre de Brucella y transportada en hielera
en botellas de cristal de boca ancha con tapas de rosca, limpias y esterilizadas en
autoclave a 121°C durante 15 min. Los quesos se elaboraron de acuerdo con la
metodologia propuesta por Scholz, (1997) en las instalaciones del laboratorio de
bacteriologia del INIFAP, en campana de flujo laminar tipo 2 y teniendo las
medidas sanitarias necesarias. Para la elaboracion de los quesos frescos se
utilizaron dos muestras de 250 mL de leche cruda inoculadas en la etapa de
templado, una con 6.0 x 108 UFC/mL de B. abortus 2308 y otra con 6 x10® de B.
abortus aqpX::lacZ-km. Las muestra inoculadas se incubaron por 2h a temperatura
ambiente, posteriormente se adicionaron las enzimas coagulantes. Se realiz6 el
corte de queso y se dejo reposar por 10 min.Las muestras cortadas se colocaron
en moldes de aluminio perforados para el desuerado durante 18 h a temperatura
ambiente. Los quesos terminados se conservaron a 4°C durante siete dias. En
cada una de las etapas de elaboracién y dias en refrigeracion se realizé la
cuantificacion del in6culo mediante el método de dilucion y plagueo en medio
Farrell de acuerdo con la NOM-110-SSA1-1994. Se prepar6 y diluyd cada muestra
de alimentos para su analisis y durante todas las etapas se determiné la

sobrevivencia, el pH y au (Fig.1).
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5.5Preparacion de quesos madurados a 4 y 24°C elaborados con leche

cruda y pasteurizada

La elaboracion del queso madurado se realizé utilizando 500mL de leche
pasteurizada o leche cruda, obtenida y transportada en las mismas condiciones de
la leche usada para elaborar quesos frescos y fue inoculada en la etapa de
templado con 12 x10® UFC/mL de la cepa B. abortus 2308 o de la mutante B.

abortus aqpX::lacZ-Km.

Los quesos se elaboraron en seis etapas: a) templado a 24°C por 30 min, adicion
de B. abortus 2308y B. abortus aqpX::lacZ-Km, b) adicién de cultivos iniciadores
comerciales Lactoccocus lactis lactis y Lactococcus cremoris, por 24 h a
temperatura ambiente, c) corte de cuajada por 30 min, d) desuerado por 18 h, €)
inmersion en salmuera por 30 min, f) maduracion durante 10, 17, 24 y 31 dias
post-inoculacién. Los quesos fueron madurados a 4°C y a 24°C. Durante estas

etapas se determino la sobrevivencia, el pH y a.. (Fig.1).

5.6 Determinacion de pH y aw en quesos

El pH fue determinado en cada etapa de la elaboracién, conservacion o
maduracion de los diferentes tipos de quesos, utilizando el equipo Orion Benchtop
pH/temp meter 410% (Thermo, Beverly, MA, USA). Para medir la cantidad
disponible de agua en leche y en cada etapa de elaboracion, conservacion y/o
maduracion de los quesos se utilizé el equipo Rotronic a, Quick (Rotronic AG,

Bassersdorf, Ch).
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Analisis Estadistico

Los datos fueron analizados por ANOVA 'y sometidos a la prueba de correlacion de
Pearson utilizando el programa SPS version 12. Los valores de P<0.05 se
consideraron estadisticamente significativos. Los datos fueron graficados

utilizando el programa Graph Pad Prism5.

unm*uu
| 'I'tl1I|:du

Inocukeion : Lactococows spo y B. abortus; 2308 o

I IWEEEH !

Queso fresco Queso madurado
Lechecruda Lethe cruda Lethe pasteunizad 3 63°%C, Y min
+ + E 2
Corte de cuajada Corte de cuajada Corte de ouajada
Desuerado Desuerado
] ] ] ]
b —— 3
Almaenamiento 3 4°C Inmersiin ensalmuera Inmersiin ensalmuera
M Maduraciinad °Cy M °C.y Maduracionad °Cy 24°C.y
evaluacion enbosdias 10,17, M4 evaluzcion enbosdias 10, 17, M

Fig.1 Proceso de elaboracion del queso fresco y madurado a 4 °Cy 24,
manufacturado con leche cruda y pasteurizada.
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6. Resultados

6.1 Sobrevivencia de B. abortus 2308 y B. abortusaqpX::lacZ-kmen quesos

frescos

Después de 2h de incubacion en la leche, la cepa B. abortus 2308 tuvo una
sobrevivencia de 3x10” UFC/mL y la cepa mutante de 6x10° UFC/mL, la
sobrevivencia de ambas cepas se mantuvo con un log+ de diferencia durante todo
el proceso de elaboracion. Los resultados muestran que ambas cepas se
mantuvieron por mas de 7 dias a 4°C con una carga bacteriana de 3x10*
UFC/mLparaB. abortus 2308 y 2x10° UFC/mL para la mutante B. abortus

agpX::lacZ-Km (Fig. 2A).

El pH tuvo dos descensos en los quesos a lo largo del experimento, primero en la
etapa de cuajado y después a los 4 dias de conservaciéon (Fig. 2B). En tanto que
la aw cuyo valor inicial fue de 0.98,mostré valores de 0.959 en la etapa de queso
terminado (24 h) y 0.930 al dia 7 de conservacion (Fig. 2C). El analisis estadistico
mostré diferencias significativas en la sobrevivencia de las cepas de Brucella,
durante las etapas de elaboracion y conservacion de los quesos frescos,
atribuibles a la mutaciéon nula del gen aqgpX (P<0.05). El pH y a. no tuvieron
influencia en la sobrevivencia en ninguna de las cepas, a pesar de los cambios
observados debidos al proceso de elaboracion y conservacion de los quesos

frescos (P>0.05) (Figs. 2B y 2C).

33



2B

2A

UFC/mL

10104
10°4
1084
1074
1064
105+
1044
103+
102+

10"+

10°

74

1 2

24 48 72 96 120 144 168

Horas

B

3 24 48 72 96 120 144 168
Horas

34



2C
1.00-

o 0.95-

0.90

0 1 2 3 24 48 72 96 120144168

Horas

Fig.2. Determinaciones de sobrevivencia deB. abortus y B. abortus aqpX:lacZ-Km
durante la elaboracion de quesos frescos usando leche cruda y conservados a 4°C. A).
Sobrevivencia deB. abortus 2308 (o) y B. abortus aqpX::lacZ (e); B) Determinacién de pH
(A); C) Determinacion de la actividad de agua a. (¢).Cada punto representa los pasos del
proceso de elaboracion y el tiempo de conservacion. Los datos representan el
promedio(t) desviacion standard (DS) de tres experimentos independientes.

6.2 Sobrevivencia de B. abortus 2308 y B. abortusaqgpX::lacZ-km en quesos

elaborados con leche cruda y madurados a 4°C y 24°C

El patron de sobrevivencia de ambas cepas mostrd diferencias significativas
(P<0.05), de mas de un log+ durante el proceso de elaboraciéon y maduracion del
queso a 24°C,B. abortus 2308 con un conteo de 7x10°® UFC/mL al dia 17 de
maduracién y B. abortus aqpX::lacZ-Km con 3x10? UFC/mL al mismo periodo (Fig.
3A). Igualmente, el queso madurado a 4°C las cepas mostraron una diferencia

significativa (P<0.05) de diez veces en la sobrevivencia, a esta temperatura B.

35



abortus 2308 sobrevivid por 24 dias de maduracibn con un conteo
de6x10°UFC/mL; mientras que B. abortus agpX::lacZ-Km sobrevivio hasta 17 dias
con un conteo de 4x10% UFC/mL (Fig.3A). Estas diferencias en la sobrevivencia
de ambas cepas podrian ser atribuidas al efecto de la mutacién. Adicionalmente la
temperatura de maduracion (4°C y 24°C) tuvo una correlacién estadisticamente

significativa en la sobrevivencia para ambas cepas (P<0.01).

6.3 Efecto del pH y a. en la sobrevivencia deB. abortus 2308 y B.
abortusaqpX::lacZ-kmen quesos madurados a 4°C y 24°C elaborados con

leche cruda.

Los valores de pH observados en los quesos madurados a 4° y 24°C fueron
iguales hasta los 10 dias de maduracién, sin embargo se observaron variaciones
en las etapas de maduracion. El pH de la leche utilizada para la elaboracion de los
quesos fue de 7.0 y en ambas temperaturas el valor fue disminuyendo hasta
encontrar en la etapa de salmuera un pH de 4.0 en ambas cepas, posteriormente
se observo un incremento a pH 5 en el dia 10 de la maduracion a 4°C, mientras
que en la maduracion a 24°C el pH se mantuvo en un valor de 4.0 al dia 17 (Fig.
3B).Los valores de pH observados en los quesos madurados a 4° y 24°C fueron
iguales hasta los 10 dias de maduracion, sin embargo, se observaron variaciones

en las etapas de maduracion.

En ambas temperaturas de almacenamiento del queso, el pH de la leche utilizada
para la elaboracion fue de 7.0 y el valor de pH fue disminuyendo hasta llegar a 4

en la etapa de salmuera, en la maduracion a 24°C el pH se mantuvo en un valor
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de 4 hasta el dia 17, a diferencia de la maduracion a 4°C donde el pH se elevo a
5 en el dia 10 (Fig. 3B). Se observo una correlacion positiva entre sobrevivencia y
pH (P=0.01), pero no existi6 diferencia significativa al comparar los valores del
pHsin embargose observé una correlacién positiva entre sobrevivencia y pH

(P=0.01).

En ambas temperaturas de almacenamiento del queso, el pH de la leche utilizada
para la elaboracion fue de 7.0 y el valor de pH fue disminuyendo hasta llegar a 4
en la etapa de salmuera, en la maduracion a 24°C el pH se mantuvo en un valor
de 4 hasta el dia 17, a diferencia de la maduracién a 4°C donde el pH se elevo a
5 en el dia 10 (Fig. 3B). Se observé una correlaciéon positiva entre sobrevivencia y
pH (P=0.01), pero no existié una diferencia significativa al comparar los valores del

pH

La actividad del agua se evalué en cada etapa de elaboracién y maduracion del
queso en ambas temperaturas. El valor inicial del a, en la leche fue de 0.987. A
4°C y 24°C los valores de a. decrecieron ligeramente en las primeras etapas de
elaboracién, pero en la etapa de salmuera el a, disminuyé a 0.920 en ambas
temperaturas. En quesos madurados a 4°C se encontré a los 17 dias de
maduracion un a, 0.906 y a los 24 dias un ay 0.903. En quesos madurados a 24°C
se observo una disminucion del ay a los 17 dias de0.89 (Fig. 3C). Al final de la
maduracién el valor deawen los quesos madurados a 4°C fue de 0.89 y 0.87 para
los quesos madurados a 24°C(Fig. 3C). Se observaron diferencias significativas
entre el a, y la sobrevivencia de las cepas expuestas a diferentes temperaturas de

maduracion (P< 0.04).
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Fig.3. Sobrevivencia de B. abortus y B. abortus agpX::lacZ-Km durante la elaboracion y
maduraciéon de quesos a 4°C y 24°C elaborados con leche cruda.A) B. abortus 2308 a
4°C (o), B. abortus aqpX:lacZ a 4°C (e), B. abortus 2308 a 24°C ([1), B. abortus
agpX::lacZ a 24°C (m); B) Determinaciones de pH a 4°C (A), pH a 24°C (A); C)
Determinaciones de actividad de agua aw a 4°C (0), aw a 24°C (#).Cada punto representa
los pasos del proceso de elaboracion y el tiempo de maduracion. Los datos representan el
promedio () DS de tres experimentos independientes.

6.4 Sobrevivencia deB. abortus 2308 y B. abortus aqpX::lacZ-km en quesos

elaborados con leche pasteurizada y madurados a 4°C y 24°C

Durante el proceso de elaboracion del queso madurado a 24°C se observaron
diferencias de un log (10 veces) entre ambas cepas, sin embargo, en la etapa de
maduracion, la cepa de B. abortus 2308 sobrevivio hasta 31dias a una
concentracion de 2x10°UFC/mL, en tanto que, la cepa mutante sobrevivié hasta el
dia 24 de maduracion en una concentracion de 3x102UFC/mL (Fig. 4A). Por otra
parte, en los quesos madurados a 4°C, la dos cepas sobrevivieron hasta el dia 31

de maduracion con conteos de2x10*UFC/mL y de5x10°UFC/mL para B. abortus
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2308y la cepa mutada, respectivamente (Fig. 4A).La temperatura de maduracién a

(4°C y 24°C) tuvo una corrrelacion positiva en ambas cepas (P<0.02).

6.5 Efecto del pH y a. en la sobrevivencia de B. abortus 2308 y B. abortus
aqpX::lacZ-km en quesos madurados a 4°C y 24°C elaborados con leche

pasteurizada.

Los valores de pH encontrados en los quesos madurados a 4°C y 24°C fueron
idénticos para ambas cepas hasta la etapa de salmuera. El pH inicial de 7.0
disminuyé paulatinamente obteniendo en la salmuera un pH de 4.0, que en los
quesos madurados a 24°C se mantuvo hasta los 31 dias, mientras que a 4°C, el
pH incrementé a un valor de 5.0 a los 10 dias de maduracién y se mantuvo hasta
los 31 dias (Fig. 4B).El efecto del pH no fue estadisticamente significativo a 4°C y
24°C. En ambas temperaturas el a, disminuyé ligeramente en las primeras etapas
de elaboracién. Los valores de asencontrados en los quesos madurados a 4°C y
24°C fueron similares hasta la etapa de salmuera (0.94/4°C y 0.93/24°C). En
quesos madurados a 4°C se observé un a, de 0.901 en ambas cepas a los 31
dias. Sin embargo, en los quesos madurados a 24°C el valor del a, disminuy6 a
0.886 hasta los 31 dias (Fig. 4C). El analisis estadistico mostro diferencias
significativas entre a. y sobrevivencia de las cepas en la maduracion a 4°C y 24°C

(P<0.03).
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Fig. 4. Sobrevivencia de B. abortus y B. abortus aqpX::lacZ-Km durante la elaboracion y
maduracion de quesos a 4°C y 24°C elaborados con leche pasteurizada. A) B. abortus
2308 a 4°C (o), B. abortus aqpX::lacZ a 4°C(e), B. abortus 2308 a 24°C (o), B. abortus
agpX::lacZ a 24°C (m); B) Determinaciones de pH a 4°C(A), pH a 24°C (A); C)
Determinaciones de actividad de agua aw a 4°C (0), aw a 24°C (#).Cada punto representa
los pasos del proceso de elaboracion y el tiempo de maduracion.Los datos representan el
promedio () DS de tres experimentos independientes.

6.6 Sobrevivencia de B. abortus 2308 yB. AbortusaqgpX::lacZ-km en suero de

quesos

En la determinacion de sobrevivencia en el suero de quesos frescos se detectaron
3x10" UFC/mL de la cepa B. abortus 2308 y 4x10° UFC/mL de la cepa mutante B.
abortus agpX::lacZ-Km, el suero en ambas cepas tuvo valores de pH 6.0 y a. de

0.97.

En el suero de quesos madurados elaborados con leche cruda, B. abortus 2308

presentd una sobrevivencia de 3x10° UFC/mLy en la cepa mutante B. abortus
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aqpX::lacZ-Km la sobrevivencia fue de 2x10* UFC/ml, el suero alcanzé un valor
de pH de 5.0 y a, de 0.90 mientras que en el suero de los quesos elaborados con
leche pasteurizada se detectaron 4x10° UFC/mL de la cepa parental, mientras que
de la mutante se cuantificaron 7x10° UFC/mL, en este caso el pH fue de 5.0 y el
aw de 0.93. Se observaron diferencias significativas entre el a. y la sobrevivencia
de las cepas en los desuerados de los quesos maduradosprovenientes de leche

cruda y pasteurizada (P<0.05).

7. Discusion

Brucella spp., puede sobrevivir por largos periodos en estiércol, agua y productos
lacteos, el periodo de sobrevivencia depende de variables como temperatura, luz

del sol, numero de bacterias, pH y presencia de microbiota (WHO, 2006).

En este estudio, hemos demostrado que la mutacion del gen agpX en B. abortus,
que codifica para la acuaporina AgpX, causé disminucion de la capacidad de
sobrevivencia de la bacteria en quesos frescos y madurados. La presencia de
acuaporinas se ha reportado en un reducido numero de bacterias, lo que ha
limitado el estudio sobre su funcion, ademas no se han encontrado condiciones
constantes bajo las cuales la expresiéon de estas proteinas sea inducida o
reprimida (Akaiet al., 2012). Sin embargo, en Brucella la acuaporina se ha
encontrado expresada en condiciones de hiperosmolaridad (Hernandez-Castro,
2003). En la leche inoculada con la cepa mutante y utilizada para elaborar los
quesos frescos, la ausencia del gen causé la disminucién en un logy en el

recuento de UFC/mL con respecto a la cepa parental, lo cual fue atribuido a la
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mutacion del gen y no debido al efecto del a, 0 pH, ya que los quesos inoculados
con ambas cepas tuvieron los mismos valores de a, (0.930) y pH (5.0) durante los
7 dias de evaluacién (Fig.2A y 2B); se ha reportado que Brucella y E. coli son
capaces de sobrevivir en alimentos con valores de a, superiores a 0.89 (Montville,

2011).

Brucella puede adaptarse a variaciones en el pH durante la elaboracién de
productos lacteos (Zufiiga, 2005) probablemente por medio de mecanismos osmo-
protectivos proceso que podria explicar lo que sucede al bajar la actividad del
agua pero no lo que pasa con el pH (El-Daher, 1990) evento en el que las
acuaporinas podrian estar involucradas. La sobrevivencia de B. abortus detectada
en este trabajo es similar a trabajos donde reportan que en queso “blanco suave”
elaborado con leche cruda de vacainoculada con B. abortus o con B. melitensis y
almacenado a 5°C,la bacteria sobrevive hasta 21 dias (Diaz-Cinco et al., 1998;
Diaz-Cinco et al., 2000). B. melitensis incluso ha sido recuperada en quesos
frescos conservados a 4°C después de 8 semanas de elaboracién (Abdallah et al.,
2007). El proceso de maduraciéon del queso parece reducir la sobrevivencia de
Brucella spp., sin embargo, se ha reportado que B. abortus es detectada durante
30 dias en quesos madurados elaborados con leche cruda de vacas con
Brucellaconservados a 8°C (Plommet et al., 1988). Otro estudio demostré que B.
melitensis es capaz de sobrevivir en quesos elaborados con leche de cabra
madurados a 4°C durante 50 dias con un pH de 5.0 y a, de 0.90 y que durante el
proceso de maduracién a 24°C la bacteria sobrevive 20 dias en condiciones de a.

de0.89 y pH de 4.0 (Méndez et al., 2011).
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El pH es un factor importante en la preservacion de los alimentos debido a que
afecta la conformacién de las proteinas, el crecimiento y supervivencia de los
microorganismos, los cuales necesitan mantener su pH intracelular, cuya
alteracion provoca un flujo de protones que causa oxidacion de lipidos vy

desnaturalizacion de proteinas del alimento (Solomon, 2014; Chongde Wu, 2012).

En nuestro estudio, observamos que en quesos elaborados con leche cruda de
vaca y madurados a 4°C, B abortus 2308 sobrevivio durante 24 dias en
condiciones de a, de 0.90 y pH 5.0, y la cepa mutante sélo se detecté al dia 17
con el mismo pH y a, de 0.907, mientras que la maduracién a 24°C con un pH
acido de 4.0 y un valor de a. de 0.895 inhibieron la sobrevivencia de ambas cepas
a los 17 dias de maduracion (Figs.3B y 3C). Debido a esto la influencia de la aw en
la sobrevivencia parece ser mas evidente a 24°C y periodos largos de maduracion
que a bajas temperaturas, por otro lado, la mayor sobrevivencia observada a 4°C
coincide con valores mas altos de pH y aw. En este sentido se ha propuesto que a
4°C la persistencia de las bacterias no es afectada cuando el a,, tiene un valor de
al menos 0.90 (Shadbolt et al., 2001). No todos los agentes infecciosos son
igualmente sensibles a las condiciones de maduracion y no todas las variedades
de quesos presentan los mismos valores de pH o au, factores que afectan la
sobrevivencia de microorganismos en los alimentos (Montville, 2011). Respecto a
la sobrevivencia del microorganismo, algunos autores han reportado diferencias
en el tiempo de sobrevivencia de Brucella en quesos lo que ha sido atribuido al
tiempo y temperatura de maduracion, asi como a la cepa estudiada (Plommet et

al.,, 1988). En cuanto al manejo de la leche, en México se debe cumplir con lo
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establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-243-SSA1-2010, debiendo
someterse a un tratamiento térmico que garantice su inocuidad,
independientemente del uso que se le dé posteriormente. Sin embargo, la
ingestion de leche cruda es una costumbre popular, lo cual facilita la transmision
de microorganismos tales como: Salmonella, Shigella, Escherichia coli,
Campylobacter,  Staphylococcus  aureus, Yersinia, = Coxiella,  Listeria
monocytogenes, Bacillus anthracis,Brucella, levadurasy hongos. Por su
composicidon y su alto contenido en agua la leche, resulta un medio propicio para
el desarrollo de microorganismos por lo que éstos compiten por desarrollarse en
éste medio, lo que implica cambios en las caracteristicas de alimentos. Sin
embargo, es importante considerar que la microbiota presente en la leche es
variable en diferentes paises y cada uno tiene una normatividad especifica al
respecto (Gonzalez y Rojas, 2005). El agua presente en la leche esfundamental
para la homeostasis celular, la cual es controlada en parte por procesos como la
difusién simple; sin embargo a partir del descubrimiento de las proteinas
acuaporinas (AQP), y su papel en la regulacion de la permeabilidad del agua
(Carbrey, 2001).

En los quesos madurados identificamos una disminucion de un log+ en el conteo
de UFC/mL entre la cepa mutante y la cepa parental durante todas las etapas de
elaboracion y maduracion del queso. Esto puede ser atribuible a que la cepa
mutada no fue capaz de compensar y adaptarse de la misma manera que la cepa
parental a las condiciones que implicaron estrés osmoético, debido a la ausencia
del gen agpX, cuya expresion permite a las bacterias que lo poseen, el adaptarse

a cambiososmoticos y de pH; por lo que las mutantes que carecen de estas
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proteinas pueden ver afectada su sobrevivencia en productos lacteos
(Rodriguezet al., 2000; Hernandez-Castro et al., 2003). La exposicion de las
bacterias a condiciones medioambientales desfavorables provoca una respuesta
adaptativa determinada por proteinas de estrés las cuales permiten la regulacidn

de la expresion de genes de resistencia (Privat y Thonart,2011).

La pasteurizacion contribuyd como un factor de sobrevivencia, especialmente en
las condiciones de maduracién a 4°C, pH 5.0 y a, de 0.90, ya que permitié una
mayor recuperacion de bacterias en ambas cepas atribuible a la disminucion de la
competencia que ejercen otros microorganismos presentes en este tipo de leche

(Montville, 2011).

Aunque estos resultados son similares a estudios que reportan sobrevivencia de
B. abortus hasta por 45 dias en queso madurado elaborado con leche
pasteurizada y conservado a 4°C (Gilman et al., 1946), habria que considerar que
existe diferencia en cuanto a la procedencia de la leche, ya que es distinta la
microbiota que hay en la leche de las vacas de diferentes lugares del mundo
(Gonzalez y Rojas, 2005). En nuestro trabajo detectamos en el suero de quesos,
al igual que durante la elaboracion de los mismos, la presencia de ambas cepas
de Brucella, resaltando la menor sobrevivencia de la cepa mutante, con una
diferencia de un log (diez veces). Méndez et al., (2011), también reportaron la
sobrevivencia de B. melitensis en suero de quesos de cabra, lo cual constituye un
riesgo para quienes laboran en queserias y para el ganado que es alimentado con

este subproducto.
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8. CONCLUSIONES

La mutacion nula del gen agpX afectoé la capacidad de sobrevivencia de Brucella
abortus puesto que la cepa mutante sobrevivid diez veces menos durante la
elaboracion, conservacion y maduracion de quesosfrescos y maduradosa dos
diferentes temperaturas, asi como en el desuerado de los quesos, por lo que se

demuestra que el gen aqpX es importante para la sobrevivencia.

La persistencia de ambas cepas se vio afectada por la temperatura de

maduracién; a menor temperatura las cepas sobrevivieron mas dias.

La pasteurizacion fue un factor adicional de sobrevivencia ya que en los quesos
elaborados con leches pasteurizadas y maduradas a 4 °C la persistencia de la
bacteria fue mayor. La a, afectd la sobrevivencia de las cepas en los quesos
madurados y suero de quesos. Destacando que a menor temperatura de
maduracién y a un valor de a, alto es posible alargar la vida de anaquel de los

quesos a pesar de la presencia de las cepas.
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