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RESUMEN

Myoobacterium Bvium subsp. paratubercuJosis (Map) es
el microorganismo causante de la Paratuberculosis (Ptbc)
o Enfelmedad de Johne, enteritis crónica que afecta a
Mniantes, domésticos y a especies sitvestres. Las ca
bras i'1fec:ta1:las con Map pueden excretar micobacterias
en su leche, que consumida cruda o usada para la ela
boradón de quesos sln pasteurizar podria constituir una
luente potencial para la infección humana. El objetivo
del trabajo fue determinar la viabilidad de Map en que
sos elaborados con leche capma infectada experifnen.
talmente y sometida a diferentes tratamienlos térmicos
(1ect1e termlzada 8 65 'C Yno termizada). OtmUlle la ma
duradón Map lue aislada SÓlo en los quesos elaborados
con leche no termzada. En éstos quesos, durante los
primeros dfas del proceso de maduración las UFClg (js

minuyeron en el amen de 10 lag Y la viabUidad de Map
continuó cayendo hasta 0.8 x 10' UFClg a los 60 dlas.
los mayores valores de pH se hallaron enlre 105 30 Y45
dras de maduración, coincidiendo con los aiSlamientos
más numerosos (24 x 10' UFClg) de M. paratuberculosis.
los resultados preliminares de este trabajo indican que
la maduración de los quesos disminuye la viabilidad de
Map en tos casos de los quesos elaborados con lnT y
que el tratamiento de tarmizado de 65~ seguido por el
proceso de maduración de los quesos sería benefiCiOso
para la elaboración de este producto ya que destruirla
las micobaeterias presentes.

SUMMARY

Vlélbllity 01 Mycobaclerium aviumsubsp paratuberculosis
during elaborated goat milk cheese maturity. Cirone, K.;
Morsella, C.; Colombo, O. Paollcchi, F.
Mycobacterium Bvium subsp paratuberculosis (Map) is
the etiologic agent 01 Paratuberculosis (PIbe) or Johne's
disease. This is a chronic enteritis aflecting to ruminants,
domeslic and wild species. Goats inlected with Map can
excret mycobacteria in !heir milk. ThJs 'act represents a
potential risk when people consumes crude milk or not
pasteurized che&se. The objective of this wor1l: was to
determine !he viability 01 Map in cheese elaborated wittl
excret mycobacteria in theJr miJk . This 'ael represents a
potential risk when peopIe consumes crude milk
or not pasteurized cheese. The objective al mis work was
to detelTTline !he viability 01 Map in cheese elaborated
with experimentally infected goats milk with diflerenlterrric
treatments (60'"C Of 3rC (lot)). Ouring cheese maturity,
Map was isolated in ctleeses with only treatment al mili<
with 3rc. In these cheeses, CFU/g decreased in arder
al1010g during the first days al maturity process. Vlélbility
ol Map oontinued decreaslng until 0.8 x 10' CFUlg al day
60. The higher values of pH were looncl between 30 and
45 days of maturity. In these days, a major numbef' of
Map was isolated (24 x lO' CFUlg). These prel1minary

r~s~s J~lcate that cheese maturity decrease me Map
vtability In elaborated cheeses with tefmic treatment al
37-C, and the trealment wi1h 65-C of temperature plus
cheese maturity process woold be beneficiaus lor the
rnycobacteria eliminaticn in It1ese products.

INTHODUCCION

Mycobacterium Bvium subsp. para tuberculosis (Map) es
el microor'ganismo causante de la Paratuberculosis (PIbe)
o Enlermedad de Johne, enteritis crónica que afecta a
rumiantes, animales domésticos y a especies silvestres.
Esta caracterizada cllnicamente por diarrea, pérdida de
peso, debili1amienlo y linalmente la muene, sin embargo
una gran proporción de los animales infectados cursan
la nVsma bajo la condición de portadores asintomáticos.
Map ha sido vinculada a la enfermedad de Crohn en hu
manos. como el agente de una enteritis crónica
proIilerativa. se ha sugerido que la principal via de infec·
ción al humano seria la Wlgestión de leche contaminada,
sin erroafVO poco se conoce sobre esta vfa de trasmi
sión '1 De su supervivencia en procesamiento de produc
tos lácteos.

Cienos trabajos demostraron que la pasteurización
es capaz de destruir las micobacterias (7) pero, por el
contrario, otras investigaciones han indicado que Map
resiste las ooodiciones de pasteurización (3, 4). La leche
de cabra, que es consumida o utilizada para elaborar
quesos lrecuentemente sin pasteurizar, puede contener
células de Map y podr!a constituir una luente potencial
para la inlección humana. Collins, et al. (2000) estudió el
ef~o de tr~s factores: pH, concentración de sal y lrata
mIento térmiCO en la producción de quesos elaborados
con leche bovina sobre la viabilidad de Map y encontró
que el calentamiento a 52·C y n-c de la leche cruda
para la elaboración de quesos que se maduraron por 60
dlas, inactiva aproximadamente 1~ células viables de
Map por mI de queso. Se comprobó también que la con
centración de sal tiene poco efecto sobre)a viabilidad de
este patógeno, sin embargo, el bajo pH fue correlacionado
positivamente con la muerte de Map (1). Otros datos so
bre la determinacIón de la presencia de esta micobacteria
en este tipo de productos alimenlicios no han sido repor
tados. El objetivo dal trabajo fue determinar la viabilidad
de Map en quesos elaborados con leche caprina inlecta
da experimentalmente y sometida a dos diferentes Ira
tamientos lérm\cos.

MATERIALES Y METODOS

1. Leche: Se recolectaron 5 litros de leche caprina fresca
de un tambo ubicado en la Provincia de Buenos AIres
Argentina. Los animales eslaban libres de Brucelosis:
Tuberculosis y al momento de La loma de muestras no
presentaban slntomatologra ni evidencias serológicas
positivas por RISA de ParatubercuJosis.
2. Tratamiento: La lectIe lue dividida en dos partes: a)
leche termlzada (l1) y b) \eche no termizada (lo1) Ycada
parte lue inoculada con 2,5 mi de un in6cu1o contenien
do 1,6x10'1 UFCimI, de una cepa de Map tipifICada por
t~smoleculares como PeR y RFLP, para identifICa
ción de 18900. Para comprobar la viabilidad de la cepa
luego de agregada a la leche se tornó una muestra ele
cada una de las partes y se ClJltivóluego de sometef1as
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al tratamiento que se describe más adelante. La lT fue
sometida a un calentamienlo de 65'C120 mino y enfriada
a 37OC, mientas que la lllT fue sólo calentada a 3~.
Se agregó cultlvo -slarter.. comercial mesófilo (cepa
CHH-22), durante 20 minutos y se agregó a lT y lnT 4
mi de cuajo bacteriano hasta su coagulación. El cuajo se
cortó para llevar a cabo el desuerado y las masas fueron
coladas y OOlOCadas en moldes apropiados para el pren
sado. Cada queso fue desmoldado y sometido a salado
en seco por una hora. los quesos se maduraron y se
mantuvieron durante 60 dlas. La concentracl6n final de
micobaeterias en el producto fue de 1.6 x 10''', teniendo
en cwnta que cada queso peSÓ 250 g.
3. Obtención Ytratamiento de muestras: A los 10,20,30,
45 Y 60 dfas del inicio de la maduración, se tomaron 5
grs. de muestra del centro de cada queso y el macerado
lue sometido a decontaminaci6n con 20 mI de
hexadecilpiridinlum al 0,75"10 durante 5hs. Las muestras
se centrifugaron a 1500 rpm/15 min., resUSpendiendo el
pellet con 2 mi de buffer salino pH 7.0 (PBS)_
4. Cultivo: se sembraron 6 gotas de cada muestra por
trip{icado en los medios específICOS usando Herrold con
y sin agregado de micobactina Yadicionando antibióticos
(Pao/kx:hi , 2(02). El pH del queso fue medido cada vez
que se tomo una muestra uti~zando una cinta de pH (ran
go D-14) sobre un macerado de la muestra.
5. Recuento de viables: los cultivos fueron observados
cada 15 dlas durante cuatro meses, identificando el de
sarrollo de las CQIonias sospechosas de Map. Cada co
Ionia fue analizada microscóplcamente mediante la. colo
ración de Ziehl Neelsen. los recuentos se expresaron
en UFClg de queso teniendo en cuenta que el pellet res
tante de los 5g utilizados, se resuspendió en 2 ml de PBS
y sembrando 6 gofas de la suspensión.

RESULTADOS

1. Aecuento y viabilidad de M. paraluberculosis: se aisl6
Map sólo en los quesos elaborados con leche no
termizada, manteniendo la viabilidad de las mJcobaeterias
hasta el final del proceso de maduración. Durante loS
primeros dfas del proceso de maduración las UFC/g de
quesos disminuyeron en el orden de 10 log. En los dlas
subsiguientes 1110 viabilidad de esta micobacteria continúo
cayendo en menor medida. A los 20 dlas del proceso de
maduración los recuentos disminuyeron aproximadamen.
te 1 log con respecto al periodo anterior. Sin embargo a
los 30 dlas de dIcho proceso se registró un recuento de
viables muy alto llegando a valores de 24 x 10' UFClg de
queso. A los 45 dfas de maduración se detectaron
~aeteriasviables (1.4 x 10' UFClg de queso), redu
ciéndose a 0.8 x 10' UFC/G a los 60 dfas (tabla 1).
2. PH durante la maduración: Al inicio del ensayo el que
so elaborado con lT presentó el pH más bajo (pH 6.5)
aumentando a 7.5 hacia los 30 Y45 días de almacena
miento, para luego bajar a pH 6 a los 60 días. El queso
elabOrado con LnT present6 un pH más alto (pH 7.0) que
el antelior al inicio ele la maduración, para descender a
los 20 dlas posteriores hasta pH 6.5. A los 30 dlas alcan
zó un pH 7.5, siendo el mayor para este queso, pero dis
minuyó a pH 7.0 a los 45 días y alcanzó pH 6.5 a kls 60
dfas (tabla 2).
3. Relación entre el pH de tos quesos y el recuento de
células viables de Map: a los 30 dlas de maduración se
registraron los valores más altos de pH, siendo igual a
pH 7,5; coincidiendo con los aislamientos más numero
sos (24 x 10' UFClg) de Map (gráfICO 1).

DISCUSION

los resultados preliminares ele este trabajo indican que
la maduración de los quesos disminuyó la viabilidad de
Map en los casos de los quesos elaborados con lnT,
debido a que durante los primeros 10 días de madura
ción la población de micobacterias viables disminuyó
aproximadamente 10 Iog. Por otro lado, en los quesos
elabOrados con lT no se logró aislar micobaeterias du
rante el proceso de maduración, lo cual indica que Map
podóa ser sensible al proceso de termizado usado de
6O"'CI2omin. El proceso de madUlación de los quesos
contribolrla con los cambios de pH observados, sugirlen
do que este proceso tendrla un efecto aditivo deletéreo
sobre Map. Datos previos usando leche bovina para la
elaboradOn de quesos bajo las mismas condiciones, in
dicaron que Map resistió menos las condiciones del pro
ceso de elaboración en el queso de bovino que en el de
cabra (datos no pobIicados). Esto puede deberse a la
composición de la leche de cabra cuyo contenido en el
porcentaje de lipides es mayor lo que ejercerla un electo
IIsico protector sobre las micobacterias(1). Pudo com
probarse que el efecto del descenso del pH en los que
sos podrla eliminar muchas de las céfulas viables por g,
ya que a los 30 dias de maduración cuando el pH llegó a
valores más anos se registraron los aislamientos más
numerosos, probablemente porque el pH 7.5 seria el
óptimo para el crecimiento de Map.

CONCLUSIONES

El proceso de termizado aplicado a la leche ele cabra
antes de la elaboración de los quesos, seria desde el
punto de vista de salud Publica, recomendable para eli
minar la posible contaminación con Map en estos pro·
ductos. Asimismo, deberla asegurarse el descenso del
pH en forma controlada durante el proceso de madura
ción, ya que la combinación de ambos factores (pH y
maduración) resulta determinante sobre la viabilidad de
Map.
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Gritico 1: Evolución del pH de los quesos elaborados
con lT y LoT~raoocon el recuento de células via
bles de Map en UFClg de queso elaborado con lT YLot
durante 60 dfas de maduración
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Med; 2003; 20-26.
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T.bl. 1: Recuento de células viables de M.
pararuben:ulosisen UFClg de quesos elaborado con LoT
y lT durante 60 dlas de maduración.

Tipo" D~s de maduración
qu..o ,. 2<1 3. 45 60

OLnT 9.8110' 0.9110' 24x10' 1.4 x 10' 0.8 x 10'

QlT 50 sa 50 50 50

Tablal2: EvoIuctón del pH de los quesos elaborados con
lT YloT durante la maduradón de los rrismos.

Tipo" Olas de maduración
q..... ,. 2<1 30 45 6.

OLnT 7 6.5 7.5 7 6

alT 6.5 6.5 7.5 7.5 6.5

REFERENCIAS: QLnT: queso elaborado con leche de
caprina no termizada QlT: queso elaborado con leChe
caprina termizada. sa: sin aIslamiento
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