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1. INTRODUCCION



1.1. Apuntes historicos de la microbiologia alimentaria.

En el siglo XIX es cuando se producen los avances en microbiologia
alimentaria, es decir, de aquella parte de la microbiologia cuyo objeto de
estudio son los microorganismos de los alimentos. Posiblemente, Pasteur sea
el gran impulsor de esa especialidad de la microbiologia, porque gracias a sus
estudios sobre fermentacion y putrefaccion de alimentos se establecié que los
alimentos contenian microorganismos (Jay, 1978 y Ray, 1996).

No obstante y sin saber que existian, el hombre ha sabido desde
antiguo que algo modifica las propiedades de los alimentos, aunque es dificil
precisar cuando el hombre empieza a ser consciente de este hecho. Se cree
que 8000 afios a.C., aproximadamente cuando se desarrolla la agricultura y la
ganaderia, nuestros antecesores sabian que los alimentos tenian que
conservarse en frio para que no se pudrieran (Jay, 1978; Ray, 1996). Por
tanto, la conservacion es uno de los aspectos de la microbiologia alimentaria
mas antiguo que ha perdurado a través del tiempo. El hombre no sélo ha
evitado la actividad perniciosa de los microbios sino que se ha aprovechado de
ellos para variar las propiedades de los alimentos. Esto lo ha hecho también
desde antiguo como por ejemplo la fabricacion de la cerveza, conocida ya por
los antiguos egipcios (Jay, 1978). Otro aspecto, no menos importante, que se
conoce desde antiguo es la transmision de enfermedades a través de los
alimentos. Por eso en la Edad Media se prohibia el consumo de carnes de
animales enfermos (Van Logtestijn, 1987). Sin quitar importancia a estos
hechos, es necesario decir que el auge e importancia de la microbiologia de los
alimentos se ha conseguido en este siglo, y que el punto de partida es la

trama conceptual que encontramos en la revision de Mossel e Ingram de 1955.
1.2. Microorganismos en los alimentos.
Todos los alimentos, si exceptuamos algunos que son completamente

estériles, contienen uno o mas de un tipo de microorganismo. La importancia

de esos microbios se debe a que:



(i) estan implicados en la produccion de los alimentos o de sus

ingredientes.

(ii) producen deterioro de los alimentos.

(iii) transmiten enfermedades.

Las fuentes de contaminacion de los alimentos son diversas y pueden
clasificar en internas o externas (Frazier y Westhoff, 1988). Son fuentes de
contaminacién interna las materias primas de las cuales se obtienen los
alimentos, es decir, las plantas y los animales. Suelen ser sus superficies
externas las responsables de la contaminacién, puesto que sus tejidos internos
son estériles, al menos en los individuos sanos. Son fuente de contaminacion
externa los utensilios, equipamiento y personas que estan implicados en el
proceso de elaboracion del alimento. Bien sean de origen interno o externo,
todos esos microorganismos se encuentran en el ambiente: el aire, el agua o el
suelo.

Las caracteristicas fisico-quimicas de los alimentos determinan los
microorganismos asociados a ellos y cuales van proliferar. De entre todas esas
caracteristicas (Ray, 1996) las mas importantes son: los nutrientes, los
inhibidores del crecimiento, la temperatura, el pH, la actividad del agua, el
potencial redox y la concentraciéon de oxigeno.

Por su importancia y nimero se examinaran los géneros de bacterias y

hongos que mas frecuentemente se asocian a los alimentos.

1.2.1. Bacterias.

La novena edicién del manual del Bergey’s Manual of Determinative
Bacteriology (Holt, ef al., 1994) incluye 560 géneros, de los cuales 48 son los

que interesan y se encuentran listados en la Tabla 1.



Tabla 1. Géneros de bacterias importantes en microbiologia alimentaria.

GRUPO Y DESCRIPCION

FAMILIA

GENERO

2: Gram negativas, aerobias/microeréfilas, moviles,
helicoides/vibrios

No indicado

Campylobacter

4: Gram negativas, aerobias, bacilos y cocos

Pseudomonadacea
e

Acetobacteraceae

Nisseriaceae
No indicado

Pseudomonas

Xanthomonas
Acetobacter
Gluconobacter
Acinetobacter
Moraxella
Alteromonas
Flavobacterium
Alcaligenes
Brucella
Psychrobacter

5: Gram negativas, anaerobias facultativas, bacilos

Enterobacteniaceae

Vibrionaceae

Citrobacter
Escherichia
Enterobacter
Edwarsiella
Erwinia
Hafnia
Klebsiella
Morganella
Proteus
Salmonella
Shigella
Serratia
Yersinia
Vibrio
Aeromonas
Pleisiomonas

9: Rickettsias

Rickettsiaceae

Coxiella

17: Gram positivas, cocos

Micrococeaceae

No indicado

Micrococcus
Staphylococcus
Streptococcus
Enterococcus
Lactococcus
Leuconostoc
Pediococcus
Sarcina

18: Gram positivas, formadoras de endospora, bacilos y cocos

No indicado

Bacillus
Sporolactobacillus
Clostridium
Desulfotomaculum

19: Gram positivas, no formadoras de esporas, bacilos
regulares

No indicado

Lactobacillus
Camobacterium
Brochothix
Listeria

15: Gram positivas, no formadoras de esporas, bacilos
irregulares

No indicado

Corynebacterium
Brevibacterium
Propionibacterium
Bifidobacterium

Tomado de: Hayes, pag. 6, 1985.



1.2.2. Hongos.

Constituyen un grupo muy heterogéneo cuya clasificacién es, a veces,
dificil. Para simplificar se hablara de mohos y levaduras. La Tabla 2 muestra
los géneros de mohos y levaduras que se encuentran con mas frecuencia

asociados a los alimentos.

Tabla 2. Géneros de hongos importantes en alimentos.

CLASE GENERO

Mohos

Phycomycetes Mucor
Phythophthora
Thamnidium

Ascomycetes Byssochlamys
Claviceps
Neurospora
Sclerotinia

Fungi imperfecti Altemania
Aspergillus
Botrytis
Cladospornium
Fusarium
Geotrichum
Penicillium
Sporendonema
Sporotrichum

Levaduras

Ascomycetes Debaryomyces
Pichia
Saccharomyces

Fungi imperfecti Candida
Rhodotorula
Torulopsis

Tomado de: Hayes, pag. 15, 1985).

1.3. Calidad de los alimentos.

La calidad de un alimento se define por sus propiedades fisicas,
quimicas, organolépticas, los agentes bidticos y abidticos que contenga y su
valor nutritivo (Moreno Garcia y Garcia Lopez, 1986). Las administraciones,
con sus normas, establecen los limites de calidad de los alimentos, es decir,
establecen si son o no aptos para el consumo. Por su ambito de aplicaciéon hay

normas que son internacionales y otras nacionales; algunas industrias tienen



también normas internas, tendentes a elevar el nivel minimo exigido de calidad
del alimento (Chacon, et al., 1986).

Las normas o especificaciones que interesan en este trabajo son las
microbiolégicas, dirigidas a determinar, en esencia, el numero total de
microorganismos viables, nimero de indicadores de contaminacion fecal,
presencia de patdgenos e incluso de sus toxinas (Jay, 1978). Los patégenos
que se buscan dependen de cada alimento, pero se acomodan en una de las
siguientes categorias:

(i) toxicos, si producen venenos o toxinas.

(i) infecciosos, si invaden y/o se multiplican en los tejidos.

(iii) toxiinfecciosos, si son a la vez téxicos e infecciosos.

También se suele determinar el numero de microorganismos que
producen alteraciones de los productos, aunque esta modalidad suele ser un
control de calidad interno de las industrias alimentarias.

A pesar de que el interés por el control microbiolégico de los alimentos
es antiguo, en Espafia la norma alimentaria es reciente, de 1983 (Chacon, et
al., 1986). Uno de sus principales problemas, al igual que la de otros paises, es
la ambigliedad en la que define sus términos (ICMSF, 1988). Esta ambigliedad
hace que ciertos criterios puedan tener diferente interpretacién, quedando a
juicio de la persona que realiza el control de calidad. Esta disparidad no sélo se
manifiesta por la ambigledad sino también por la disparidad de criterios
cuando comparamos unas normas nacionales con otras. Para definir y unir
criterios, al menos en los alimentos comercializados internacionalmente, se
constituyé en 1962 la ICMSF (Comisién Internacional sobre Especificaciones
Microbiol6gicas de los Alimentos). Desde entonces, este organismo se encarga
de reunir, correlacionar y evaluar los hallazgos sobre calidad microbiolégica,
establecer los criterios mas adecuados para cada alimento y sugerir los
métodos mas adecuados para el muestreo y el analisis (Silliker, et al., vol. 1,
1980).

La garantia higiénica de los alimentos se consigue con medidas a varios
niveles (Franciso Polledo, 1986). La primera, llevada a cabo por las industrias,

es el control de calidad microbiolégico del alimento recién elaborado. La



segunda, llevada a cabo por las administraciones, se consigue realizando
inspecciones periddicas en las industrias, analizando los productos
comercializados y promoviendo la educacién en higiene de alimentos. Pero
estas medidas, que contindan aplicandose en la mayoria de los paises, son
insuficientes. Quizas la mejor medida de garantia es la prevencion. Para
ponerla en practica se ide6 en 1971 el sistema de andlisis de peligros e
identificacion de puntos criticos (HACCP). El sistema HACCP (ICMSF, 1988)
ha sufrido desde su creaciéon varias modificaciones y actualmente sus
principios generales son:

(i) determinar los peligros en todas las etapas de elaboracién de los
alimentos, desde el crecimiento de los prodcutos crudos hasta el
producto final listo para el consumo.

(ii) identificar los puntos criticos donde se encuentran los peligros.

(iii) poner en funcionamiento las condiciones necesarias para controlar
los peligros en cada punto critico.

(iv) poner en funcionamiento medidas correctoras para las posibles
desviaciones que ocurran en cada punto critico.

(v) establecer sistemas efectivos de registro de todas las actividades.

(vi) realizar comprobaciones del buen funcionamiento de todo las

actividades.

1.4. La mayonesa.

La mayonesa es una emulsién alimenticia en la que la grasa constituye
la fase discontinua y el agua la fase continua y cuyos ingredientes son aceite,
huevo, vinagre y zumo de limén (Smittle, 1977). Opcionalmente se pueden
afadir otros ingredientes como sal, edulcorantes, hortalizas, colorantes y
conservantes. Su acidez debe ser como minimo del 0,2% en acido acético, su
pH inferior a 4,2 y el contenido minimo en yema de huevo ha de ser del 5%. El
producto, convenientemente envasado, ha de ser homogéneo en cuanto a la
consistencia y al color. Su sabor es caracteristico dependiendo de sus

ingredientes.



Las normas microbiolégicas que ha de cumplir son (BOE, 1984):
Recuento de colonias aerobias meséfilas (31°C): maximo 10* colonias/g.
Enterobacterias totales: maximo 10 colonias/g. |
Salmonella y Shigella: ausencia en 25 g.

La microflora inicial de las mayonesas depende en gran medida de sus
ingredientes, en especial del huevo. De cualquier manera son pocos los
microorganismos que son capaces de crecer al pH de la mayonesa. Pero
realmente no es el pH el responsable final de la ausencia de muchos
microoganismos sino que es el acido acético del vinagre (Silliker, et al., vol. 2,
1980). En el rango de pH de la mayonesa, el acido acético se encuentra
totalmente disociado, ejerciendo su actividad antimicrobiana. Ademas, la
actividad del agua de las mayonesas es baja, debido principalmente a la sal y
el azlcar.

Los microorganismos mas frecuentemente encontrados (Silliker, et al.,
vol. 2, 1980) son levaduras, del género Saccharomyces, y bacterias gram
positivas, de los géneros Lactobacillus y Bacillus. La presencia de
Saccharomyces o Lactobacillus en el producto final no indica en ningun caso
que las materias primas empleadas contuvieran una gran cantidad de ellos,
mas bien hay que entenderlo como una selecciéon natural. La presencia de
Bacillus es consecuencia, normalmente, de su presencia en muchas especias
y de su capacidad de formas esporas de gran resistencia. Estos tres tipos de
microorganismos, aunque en el producto final suelen morir, son los
responsables del deterioro de este alimento, aunque al final suelen morir. Asi,
la alteracion producida se suele detectar por la presencia de gas y a veces de
malos olores y sabores.

La presencia de microrganismos patégenos en las mayonesas ha sido
ampliamente estudiada. Los patdégenos asociados suelen ser Salmonella y
Staphylococcus, aunque ninguno es capaz de crecer en las mayonesas. Por
tanto su presencia hay que buscarla en una defectuosa preparacién y control

del producto o en una manipulacion incorrecta después de su fabricacion.



1.5. Bacterias de los géneros Salmonellay Shigella.

El interés de estas bacterias es muitiple, por una parte porque la
legislacién sobre mayonesa habla de que su presencia ha de ser controlada y
segundo porque son responsables de graves problemas de salud publica a

nivel mundial.

1.5.1. Salmonella (D’Aoust, 1989).

Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, encuadrada en el grupo 5
(bacilos gram negativos, anaerobios facultativos) de la novena edicion del
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt, ef al., 1994). Algunas de
sus caracteristicas se presentan en la Tabla 3. Existe mucha controversia a la
hora de clasificarlas y quizas lo mas acertado sea hacerlo en serogrupos, de
los que se reconocen hasta mas de 2000. Se encuentran en el ambiente, en
los alimentos, en los animales de sangre fria y en los de sangre caliente
(incluido el hombre). Son patégenos para el hombre, causando enfermedades
(salmonelosis) tales como la fiebre tifoidea o la gastroenteritis. La dosis
infectiva es variable y depende de la serovariedad (10'-10° células). Algunas
son productoras de toxinas, enterotoxinas o citotoxinas.

El modo de transmisién de las salmonelas es de persona a persona, por
animales o por el ambiente; menos frecuente es la transmision desde las
personas al ambiente. Los sintomas dependen de si se trata de una infeccién
tifoidea o no. Los sintomas de las no tifoideas son diarreas no sangrantes,
dolores abdominales, mialgias, fiebre, nauseas o vomitos. Estos sintomas se
agudizan en personas aquejadas de otras enfermedades, tales como el SIDA.
La fiebre tifoidea es un tipo mucho mas grave de salmonelosis, que se
caracteriza por malestar, anorexia, dolor de cabeza, incremento gradual de la
temperatura y septicemia, la cual es evidente en las muestras de sangre y

orina.



El acinamiento, las catastrofes, el hambre, el agua y los alimentos son
causas de las epidemias por salmonelas. De hecho es el microorganismo
responsable del mayor nimero de enfermedades relacionadas con la
alimentacién en el mundo. En concreto, S. typhimurium es el agente etiolégico
mas frecuente, aunque también son importantes S. enteritidis, S. infantis y S.
heidelberg. No obstante, hay serovariedades que causan epidemia en ciertos
paises y no en otros.

Las infecciones no tifoideas se producen en el intestino delgado, donde
las bacterias entran en las células epiteliales para liberarse después a la
lamina propia. Por tanto, las salmonelas no crecen ni se multiplican dentro de
las células epiteliales sino que lo hacen en la lamina propia. Alli producen una
respuesta inflamatoria, posiblemente debido a la excreciéon de una toxina. Las
infecciones tifoideas se producen también en el intestino delgado, aunque en
este caso hay invasion de las células de la mucosa. Esa invasion es seguida
por la diseminacién a tejidos como el higado y el bazo. Después, hay una
invasion de los rifiones, la vesicula y una reinvasion de la mucosa intestinal.

Los loci implicados en las funciones de virulencia estan localizados en el
nucleoide aunque en muchas serovariedades, por ejemplo S. typhimurium o S.

dublin, algunos de esos loci estan localizados también en plasmidos de

virulencia.

1.5.2. Shigella (Wachsmuth, et al., 1989).

Pertenecen a la familia Enterobacteriaceae, encuadrada en el grupo 5
(bacilos gram negativos y anaerobios facultativos) de la novena ediciéon del
Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology (Holt, et al., 1994). Algunas de
sus caracteristicas se presentan en la Tabla 3. Dentro del grupo se reconocen
4 especies diferentes, las cuales constituyen serogrupos distintos. Son dificiles
de diferenciar de algunas estirpes no méviles de Escherichia coli, en concreto
de aquellas que son enteroinvasivas (EIEC). Se trata de patégenos intestinales
humanos y de otros primates y productores de enterotoxinas, cuya dosis

infectiva es baja, entre 10 y 100 células. Rara vez se encuentran en alimentos



o en las aguas ya que su vida media en estos ambientes es baja. La
enfermedad que producen se denomina shigelosis o disenteria bacilar.

El modo de transmisién de las shigelas es de persona a persona. En los
casos de transmision a través de los alimentos o del agua es porque han sido
contaminados con heces humanas, posiblemente por ser manipulados por
personas portadoras sin sintomas o con sintomas leves. Los sintomas de la
enfermedad varian desde infecciones asintomaticas, diarreas leves y sin fiebre
hasta disenterias fulminantes. Estas Ultimas se caracterizan por sangre y
mucus en las heces, deshidratacion, escalofrios e incluso convulsiones.

El acinamiento, las catastrofes, el hambre y la contaminacion fecal de
aguas y alimentos son causas de epidemias por shigelas. Hasta la mitad de
este siglo fue S. dysenteriae la responsable de la mayor parte de esas
epidemias pero poco a poco ha sido reemplazada por S. flexneri y mas
recientemente por S. sonnei.

La infeccién por shigelas se produce en la parte final del ileon y en el
colon. Alli, las bacterias penetran y se multiplican en el interior del epitelio y
comienzan un proceso de invasiéon de las células epiteliales adyacentes. La
invasion es muy limitada pero produce una respuesta inflamatoria fuerte,
posiblemente debido a la actividad de la enterotoxina. Al final, las shigelas
producen la muerte de las células y la necrosis de gran parte de tejido que
acaba ulcerandose. Todas las estirpes virulentas de shigela, y también las
EIEC, contienen un plasmido de virulencia en el que se encuentran los loci
implicados en las funciones de virulencia aunque algunos de esos genes

también se encuentran en el nucleoide.

Tabla 3. Caracteristicas relevantes de las bacterias de los géneros Salmonella y Shigella (Holt, et al.,
1994)

CARACTERISTICA SALMONELLA SHIGELLA
Movilidad flagelos peritricos inmoviles
Rango de temperatura (°C) 2-45 7-46
Rango de pH 3,795 4,8-10
Actividad minima del agua 0,945 0,960
Tolerancia maxima de NaCl (%) 8 6
Actividad oxidasa negativa negativa
Actividad catalasa positiva positiva
Fermentacion de carbohidratos  L-arabinosa, maltosa, D-manitol, D-manitol, D-manosa, maltosa,
D-manosa, L-ramnosa, D-sorbitol, trealosa
trealosa, D-silosa
Produccion de SH, si no
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1.6. Métodos de deteccion de microorganismos en alimentos.

Actualmente se dispone de un gran nimero de métodos para detectar
microorganismos, muchos de los cuales se pueden aplicar al campo de la
alimentacion, aunque por razones obvias sélo nos interesan los que utilizan
técnicas microbiolégicas. Por conveniencia, se va a distinguir entre el método
convencional o tradicional y los métodos no convencionales. Con esta
distinciéon, se intenta subrayar el hecho de que las técnicas de biologia
molecular, con no mas de dos décadas de antigliedad, han revolucionado el
campo de la deteccién de los microorganismos. A pesar de la importancia que
se le da en esta tesis a los métodos de deteccion hay que tener presente que
los métodos de identificacién y aislamiento de los microoganismos de los
alimentos han evolucionado en paralelo y al mismo ritmo que los métodos de

deteccion.

1.6.1. Métodos convencionales.

Se pueden citar varios, entre ellos la visualizacién al microscopio, la
turbidimetria y el crecimiento o cultivo, que sin duda es el mas utilizado. La
microscopia y la turbidimetria tienen su aplicacion limitada practicamente al
recuento de microorganismos totales. El cultivo tiene una aplicaciébn mas
amplia puesto que se usa tanto en el recuento de microoganismos totales,
indicadores y patégenos.

Como se mencioné en el apartado Calidad de los alimentos (pagina 4),
el control microbiolégico trata de establecer en esencia tres variables, la
cantidad de microorganismos totales, los indicadores de contaminacién fecal y
los patdégenos que contaminan un alimento. Para este fin se dispone de
diferentes medios de cultivo liquidos y soélidos, alguno de los cuales son
selectivos, otros de amplio espectro, otros son electivos y otros indicativos.

Como la mayonesa es el alimento con el que se ha experimentado a lo
largo de esta tesis, se explicara de modo sucinto los procedimientos para hacer

su control de calidad microbiolégico.
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Recuento de colonias aerébias mesofilas (Messer, et al., 1984). Con ello
se pretende determinar el nivel de contaminaciéon del alimento. Lo primero,
como en todos los métodos que se explicaran mas adelante, es la preparacion
del homogenado del alimento que se hace diluyendo una cierta cantidad de
producto en una solucion diluyente y agitando hasta la completa
homogenizacién. Después se prepararan diluciones del homogenado que se
establecen en funcién del nivel de contaminacion habitual del producto. De
cada una de esas diluciones y por duplicado se inocula una cantidad fija en
medio sdlido de recuento. Finalmente se incuban las placas inoculadas a 35°C
durante 48 h y transcurrido ese tiempo se cuentan las colonias aparecidas.

Enterobacterias totales (Mehiman, et al., 1984). La presencia de E. coli
en las muestras de aguas es un buen indicador de contaminacién fecal, por
tanto su presencia puede indicarnos también la de patégenos entéricos. Esto
mismo se puede aplicar a las muestras de alimentos aunque en ellos no indica
necesariamente la presencia de patégenos. Por tanto una mejor medida de la
calidad higiénica se hace determinando el nimero total de enterobacterias, el
cual se realiza facilmente a partir del recuento de coliformes.

El método de deteccion de coliformes se basa en la preparacion de
diluciones de las muestras para inocularlas en medios especificos con los que
se observa el crecimiento bacteriano y la produccién de gas, seguido de la
confirmacion y recuento de los presuntos positivos en un medio sélido
selectivo. Estos mismos medios pero conteniendo glucosa y un indicador de
pH adecuado, sirven para identificar las enterobacterias, ya que estas
acidifican el medio(si se afiade glucosa y un indicador de pH adecuado se
determinan las enterobacterias por la produccion de acido). El primer paso del
método dura 24 horas, mientras que la confirmacion se realiza en otra 24
horas.

Salmonella (Andrews, et al., 1984). El método trata de aislar e identificar
este tipo de bacterias. Este patégeno se detecté primero en muestras clinicas,
y los métodos empleados se aplicaron también para su deteccién en alimentos.
Pero como las salmonelas en el alimento compiten débilmente con Ia

microflora y suelen estar metabdlicamente modificadas, se tuvieron que
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desarrollar métodos especificos para alimentos. Actualmente la metodologia en
alimentos se basa en tres pasos:

(i) preenriquecimiento: es un paso inicial en donde las salmonelas
dafiadas se devuelven a un estado fisiolégico estable gracias a un
medio liquido nutritivo y no selectivo.

(il)enriquecimiento selectivo: se trata de aumentar el numero de
salmonelas y restringir el de otras bacterias gracias a un medio
selectivo que contiene sustancias inhibitorias del crecimiento.

(iiiyseleccién: con este Ultimo paso se pretende, evitando el crecimiento
de otros microorganismos, visualizar y aislar las colonias presuntas
salmonelas.

Cada una de esas fases requiere la incubacion de las muestras al menos
durante 24 horas, es decir, el proceso dura tres dias. Ademas, si al final de
todo el largo proceso se tienen colonias sospechosas, se procede a su
recomprobacion.

Shigella (Melhman, 1984). Como en las salmonelas, para detectar las shigelas
necesitamos hacer un enriquecimiento de las muestras y un aislamiento
selectivo en medio sélido. Sin embargo, los métodos que se emplean
actualmente no son efectivos, ya que lo mas comun es detectar las sigelas por

el método de las salmonelas

1.6.2. Métodos no convencionales (Swaminathan y Feng,
1994).

Surgen como respuesta a la necesidad de ganar rapidez, especificidad y
capacidad de automatizacién (Hernandez Gimenez, 1986). La mayor parte de
estos se han desarrollado para la deteccion de patdgenos, siendo pocos los
que determinan la contaminaciéon total de los alimentos. Puesto que los
métodos que se enumeran a continuacion se basan en las propiedades
moleculares de los microorganismos, se ha adoptado el nombre de métodos

moleculares para la deteccién de microorganismos.
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Ensayos fisico-quimicos. Se basan en la deteccion de los cambios
producidos por los microorganismos debido a su crecimiento, metabolismo o
actividad especifica de ciertos enzimas. A continuacion se describiran las
técnicas mas empleadas.

La impedancia o conductancia mide los cambios electroquimicos
producidos en los medios de crecimiento debido a la actividad metabélica de
los microorganismos. Estos métodos se emplean normalmente para el
recuento de microorganismos totales, aunque se han desarrollados sistemas
para la deteccion de coliformes y para la deteccién de Salmonella.

La biolumiscencia mide la producciéon de luz producida por la enzima
luciferasa. Esta enzima es capaz de oxidar el compuesto luciferina en
presencia del ion magnesio y del ATP, desprendiéndose fotones en el proceso.
Cuando el ATP es el componente limitante de la reaccion, la cantidad de
fotones producidos es proporcional a la concentracion inicial de ATP. Midiendo
la cantidad de ATP producido por los microorganismos se obtiene una estima
del nimero que hay en una muestra.

La epifluorescencia indirecta aprovecha la capacidad que tiene el
naranja de acridina, que es un fluorocromo, de unirse al ADN de doble cadena.
El método consiste en filtrar un homogenado del alimento por un filtro de
policarbonato tefiido con naranja de acridina. Cuando estos filtros se miran por
un microscopio de fluorescencia cada punto de fluorescencia correspondera a
una célula. Tanto este método como la bioluminiscencia se utilizan para el
recuento de microorganismos totales, debido a que se basan en propiedades
comunes a todos los seres vivos.

Otros métodos miden caracteristicas fisicas de los microorganismos,
tales como el perfil de sus acidos grasos o los cambios en el potencial redox
con diferentes carbohidratos. Estos métodos han sido empleados para detectar
grupos de microorganismos pero aun siguen evaluandose.

Ensayos inmunolégicos. Se basan en la especificidad de la reaccién
antigeno/anticuerpo. Se trata, por tanto, de producir anticuerpos dirigidos
contra estructuras 0 moléculas especificas de un microorganismo o grupo de

microorganismo.

14



Para la inmunofluorescencia los anticuerpos estan conjugados con
compuestos fluorescentes. La fluorescencia producida por el anticuerpo unido
a su antigeno se detecta con un citometro de flujo o con un microscopio de
fluorescencia.

Para el ensayo de inmunoadsorbente unido a un enzima (comunmente
conocido como ELISA) los anticuerpos estan adsorbidos a un soporte sélido, el
plastico de las placas de microtitulaciéon. Un segundo anticuerpo, que reconoce
al primero, esta conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, que en presencia de
los sutratos adecuados produce una reaccion de color faciimente medible con
un espectrofotometro.

Para los ensayos de aglutinacion se aprovecha esta capacidad
intrinseca de los anticuerpos. Se trata de particulas de latex recubiertas por
anticuerpos que al unirse al antigeno se aglutinan y precipitan.

Los inmunoensayos magnéticos utilizan particulas férricas recubiertas
por el anticuerpo, las cuales se separan en un campo magnético y se prueban
para la presencia del microorganismo diana.

Ensayos con acidos nucleicos. Se basan en la deteccion de las
diferencias en secuencia que hay entre los acidos nucleicos de los
microorganismos. Dos son los métodos empleados, las hibridaciones y las
amplificaciones. Ambos, aunque distintos, se basan en el principio general de
la complementacién de bases de los acidos nucleicos. Esto es, dos acidos
nucleicos de cadena simple se pueden unir para formar una estructura de
doble cadena si sus secuencias son total o parcialmente complementarias y si
las condiciones de temperatura y concentracion salina son adecuadas. El
objeto final es lo que distingue ambos métodos, puesto que la hibridacién
persigue tan solo la formacion de esa estructura de doble cadena y la
amplificacién persigue la formacién de un molde, requisito necesario para
duplicar cualquier acido nucleico. Las técnicas de hibridacién utilizan sondas
de ADN para detectar ADN o ARN. La hibridacion se detecta porque las
sondas se marcan con compuestos radiactivos, fluorescentes o antigénicos.
Por su parte, las técnicas de amplificacion se basan en la produccion

exponencial de un fragmento de ADN utilizando un molde de ADN o ARN.
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La amplificacion de ADN mediante reaccién en cadena de la polimerasa
o PCR se ha desarrollado recientemente y ha revolucionado todos los campos
de la Biologia, desde la ecologia hasta, por supuesto, la microbiologia
alimentaria. Su importancia reside en la capacidad de producir de manera
altamente especifica una cantidad detectable de ADN a partir de una cantidad
infinitesimal.

La PCR es una reacciéon ciclica que consta de tres etapas:
desnaturalizacion, hibridacién y polimerizacién. La repeticion de cada una de
esas etapas permite amplificar exponencialmente cualquier secuencia de ADN.
Asi, a partir de una Unica secuencia diana se pueden llegar a obtener hasta 1,5
millones de copias en tan sélo 30 ciclos. La PCR es una reaccion de sintesis
de ADN tal como ocurre en los seres vivos, pero la desnaturalizacién se
produce por calor y los cebadores son oligonucleétidos sintéticos. Ademas,
debido a la alta temperatura que alcanza la reaccion, se utiliza una ADN
polimerasa termoestable. Cuando la diana que se quiere amplificar es un ARN,
es necesario utilizar la retrotranscriptasa para convertir el molde de ARN en un

ADN complementario de cadena sencilla.
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1.7. Objetivos de la Tesis.

Actualmente, el control microbiolégico de los alimentos se realiza por
medio de los métodos tradicionales basados en el cultivo de microorganismos.
Estos métodos son bastante lentos, lo que obliga al almacenamiento del
producto final recién elaborado hasta completar su control microbiolégico. El
almacenamiento supone un costo adicional en la produccién, ya que el
producto permanece inmobilizado en la fabrica durante un periodo de 12 a 15
dias.

El objetivo general de esta Tesis ha sido desarrollar un método
molecular para la deteccién de Salmonella y Shigella en mayonesa. El método
molecular elegido fue la amplificacion de ADN mediante PCR, la cual nos
planteé los siguientes objetivos particulares:

a) disefiar una pareja de oligonucleétidos que sirvan como cebadores en

la PCR para la deteccién de las bacterias del género Salmonella.

b) disefiar una pareja de oligonucleétidos que sirva como cebadores en

PCR para la deteccion de las bacterias del género Shigella.

¢) determinar la especificidad, y el nivel de deteccion de la PCR

empleando las parejas de cebadores disefiadas.

d) aplicar el método de PCR para la deteccion de Salmonella y Shigella

€h mayonesa.
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2. MATERIALES Y METODOS



2.1. Microorganismos y condiciones de crecimiento.

Los microorganismos empleados en esta tesis se citan en la Tabla 4. La
composiciéon de los medios o caldos empleados en su crecimiento (en g/L) se

presentan a continuacioén:
Caldo de Luria-Bertani segan formula de Miller (LB)

Extracto de 5
levadura

Peptona 10
Cloruro sédico 10

Ajustado a pH 7,2.
Caldo Nutritivo Il (CN II)

Extracto de 1
carne

Extracto de 2
levadura

Peptona 5
Cloruro sédico 5

Ajustado a pH 7,2.
Caldo nutritivo | (CN I)

Extracto de 10

carne

Peptona 10

Cloruro sédico 5
Ajustado a pH 7,2.

Caldo YEPD

Extracto de 10

levadura

Peptona 20

Glucosa 20
Ajustado a pH 5,5.

Caldo MRS

Proteosa peptona 10

Extracto de carne 10

Extracto de levadura 5

Dextrosa 20

Tween 80 1

Citrato aménico 2
Acetato sddico 5

Sulfato magnésico 0,1

Sulfato manganésico 0,005

Fosfato dipotasico 2
Ajustado a pH 6,5.

Los medios sélidos se prepararon a partir de los caldos, anadiéndoles
agar (15 g/L). Para esterilizar los medios se empleé el autoclave a 121°C

durante 20 minutos.
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Tabla 4. Microorganismos empleados en esta tesis.

ESTIRPE ORIGEN NUMERO MEDIO/T?(°C)
BACTERIAS
Alcaligenes denitrificans CECT® 449 CN 1/26
Alcaligenes faecalis CECT 145 CN /37
Arthrobacter oxydans CECT 386 CN 1726
Arthrobacter sp. AM. 1A CP/30
Bacillus sp. CECT 450 CN 1127
AM. 1B CP/37
Enterobacter aerogenes CECT 684 CN 1/30
Enterococcus faecalis CECT 481 CN 1/137
Escherichia LB/37
E. coli DH5a Gibco BRL
E. coli HB101 Gibco BRL
E. coli XL1-Blue Stratagene
E. coli O:1 CECT 515
E. coli0:124 G.pPP 120
121
E. coli O:28 G.P. 41
42
E. coli 0:127 M.D.c E2348/69
E. coli 0:111 M.D. B171
Klebsiella pneumoniae CECT 852 CN 1/37
Lactobacillus cellobiosus CECT 662 MRS/30
Lactobacillus sake CECT 906 MRS/30
Micrococcus luteus CECT 241 CN 17130
Mycobacterium phlei CECT 3009 CN 1/37
Proteus vulgaris CECT 484 CN 1/137
Pseudomonas fluorescens CECT 378 CN 11/26
Salmonella LB/37
S. abony CECT 545
S. agona CECT 705
S. blockey JCPpH 11
40
S. braenderup CECT 921
S. bredeney CECT 708
S. daressalaam CECT 4000
S. dublin J.C.P. 1
29
30
S. entenitidis J.CP. 14
16
17
90
S. infantis CECT 700
S. minnesota CECT 456
S. montevideo J.CP. 6
10
13
15
37
46
S. panama J.C.P. 20
39
S. paratyphi A CECT 825
S. paratyphi B CECT 884
S. paratyphi C CECT 699
S. typhimurium J.CP. 2
12
28
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Tabla 4 (continuacién). Microorganismos empleados en esta tesis.

ESTIRPE ORIGEN NUMERO  MEDIO/T®
Serratia marcescens CECT 159 CN ll/26
Shigella LB/37
S. boydii CECT 583
J.C.P. 236
238
S. dysenteriae CECT 584
J.C.P. 193
300
S. flexneri CECT 585
J.CP. 295
299
S. sonnei CECT 457
542
J.CP. 296
298
Staphyllococcus aureus CECT 240 CN 1/37
Staphylococcus sp. AM. 18 CP/37
Yersinia enterocolitica G.K:* CN 1/37
Yersinia pestis E.C! CN/28
HONGOS
Cryptococcus sp. ALS YEPD/24
Pichia fermentans CECT 1455 YEPD/24
Rhodotorula sp. AL YEPD/24
Saccharomyces cerevisiae AL YEPD/24
Schizosaccharomyces pombe AL. YEPD/24

2Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo.

®Estirpes amablemente cedidas por el Dr. G. Prats del Hospital de Sta. Creu i Sant Pau. Barcelona.

°Estirpes amablemente cedidas por el Dr. M. Donnenberg del Divn of Infectious Diseases. Univ. Maryland Schoo!l of
Medicine. Baltimore (EE.UU.).

9Estirpes amablemente cedidas por el Dr. J.C. Palomares del Dpto. Microbiologia, Hospital Universitario Virgen
Macarena. Sevilla.

°Estirpe amablemente cedidad por el Dr. G. Kapperud del National institute of Public Health. Oslo (Noruega).
‘Estirpe amablemente cedida por la Dra. E. Carniel de! Institut Pasteur. Paris (Francia).

9Aislamiento del Dpto. Microbiologia, Fac. Biologia, Univ. Sevilla. Sevilla.

2.2. Aislamiento de microorganismos de muestras de

mayonesa.

El aislamiento se realiz6 diluyendo (1/10) la muestra de mayonesa
(Ybarra) en agua de peptona, agitando vigorosamente hasta la completa
homogenizacién e inoculando alicuotas de 1 mL en medio de recuento en
placa. Unas placas se incubaron a 30°C y otras a 37°C, se incub6 durante tres
dias y las colonias aparecidas se sembraron, de nuevo y por zonas, en el

medio de recuento en placa.
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Las células de las colonias seleccionadas fueron observadas al
microscopio (Photomicroscopelll, Zeiss), bien in vivo o tefidas por el método
de Gram (Gerhart, et al., 1981).

La composicién de los medios empleados es (en g/L):

Agua de peptona tamponada

Peptona 10
Cloruro sédico 5
Tampén fosfato 10

Ajustado a pH 7,2.

Agar de recuento en placa (CP)

Extracto de 2,5
levadura

Triptona 5
Glucosa 1
Agar 9

Ajustado a pH 7,2.

2.3. Ensayos seroldgico y bioquimicos.

El ensayo serologico para la identificacion de Salmonella se hizo con la
prueba BioSign Salmonella (PBM). Para realizarlo bast6é con afadir 150 plL de
un cultivo enriquecido en la ventana de la muestra y leer el resultado.

La prueba bioquimica para la identificacion de Salmonella se realizé con
el método Api 20 E (bioMérieux), para la determinacion de enterobacterias y
otros bacilos gram negativos. Para ello, se hizo una suspension bacteriana
homogénea a partir de una colonia crecida durante la noche en medio sélido. A
continuacion, se rellené con una gota de la suspension cada uno de los tubos
de la galeria y se incubd a 37° durante 24 h. La lectura se realizé con la ayuda
de una tabla de guia.

El ensayo de produccion de acido a partir de glucosa se realiz
creciendo a 37°C durante 2 semanas la estirpe bacteriana en anaerobiésis, en
el medio sélido de Hugh y Leifson, modificado para Staphylococccus vy

Micrococcus (Harrigan y McCance, 1966).
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La composicion del medio Hugh y Leifson (para un litro) se muestra a

continuacion:

Triptona 10g
Extracto de levadura 1g
D-glucosa 1049
Purpura de bromocresol (solucion al 1% p/v) 4mL
agar 29

Ajustado a pH 7.
Las condiciones de anaerobibsis se consiguieron afiadiendo parafina

liquida en el tubo de crecimiento.

2.4. Determinacion del tiempo de generacion.

Para realizar el calculo, las bacterias se crecieron a 37°C, sin agitacion,
en agua de peptona tamponada y durante la fase exponencial de la curva de

crecimiento, aplicando la férmula (Ray, 1996):

0,3t
Tiempo de Generacion=

log z — log x

En donde z es el nimero incial de células, x es el nimero final y t es el
tiempo que dura el experimento.

Para tener un cultivo en fase exponencial, se partié6 de un preinéculo de
células que habian estado creciendo durante 12 h. A partir de ahi, se
inocularon 100 pL de preinéculo en 50 mL de medio precalentado y se incubé
durante 8 h.

A partir de la segunda hora de crecimiento, se tomaron cada 30 min alicuotas

de 1 mL de cultivo y se determiné la concentracion de células.

2.5. Determinacion de la concentracion de células.

Se tom6 1 mL del medio que contenia las células y se hicieron
diluciones en serie y de 10 en 10, en agua de peptona. De las diluciones

seleccionadas se tomaron 100 uL (a menos que se indique lo contrario), se les
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afadié 700 pL de agua de peptona y se inoculd en placas con medio sélido LB
(esto se hizo por cuadruplicado). Las placas se incubaron a 37°C toda la noche
y entonces se contaron las colonias crecidas en cada caja. La concentracion
de células se determin6é tomando el recuento de las placas con 25-250
colonias, expresandose como mediatdesviacion estandar y teniendo en cuenta
su factor de dilucion. Con este valor se obtuvo el nimero de células por mililitro
(cél/mL).

2.6. Preparacion de las muestras de células.

Las muestras se prepararon inoculando las células de una colonia,
crecidas en medio sélido, en 50 uL agua, TE o agua de peptona y se hirvieron
durante 5 min.

Las muestras de mayonesa se prepararon con 5 g de mayonesa diluida
hasta 50 mL con agua de peptona, homogeneizando e inoculando con 100 uL
de un cultivo de células crecidas en medio liquido. La mayonesa inoculada se

empled, directamente, en PCR o para determinar el numero de células.

2.7. Aislamiento del ADN genémico de bacterias.

Se sigui6 el método empleado por (Ausbel, et al., 1994), aunque con
ligeras modificaciones.

Las bacterias se cultivaron en las condiciones adecuadas (ver Tabla 4)
hasta alcanzar la fase estacionaria, posteriormente se precipitaron por
centrifugacion y se lisaron a 37°C durante 1 h, en una solucién 10 mM Tris pH
8, 1 mM EDTA pH 8, 0,5% (p/v) SDS y 100 mg/mL proteinasa K. A
continuacion se afadié NaCl y CTAB hasta una concentracion final de 0,7 My
1% (p/v) respectivamente, incubandose la muestra a 65°C durante 10 min.

Las proteinas y restos celulares se eliminaron afiadiendo a la muestra
un volumen igual de fenol-cloroformo-isoamilico (reactivo de Holmes-Bonner,
que es una mezcla 25:24:1 de fenol:cloroformo: alcohol isoamilico), mezclando

vigorosamente, centrifugando y tomando la fase acuosa. Cada paso se repitié
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3 0 4 veces. Para eliminar posibles restos de fenol, la muestra se mezclo
vigorosamente con un volumen igual de cloroformo-isoamilico (mezcla 24:1
cloroformo: alcohol isoamilico), se centrifugo y se tomé nuevamente la fase
acuosa.

El ADN se precipité afiadiendo 0,6 veces el volumen de la fase acuosa
en alcohol isopropilico, incubandose a -20°C durante 1h, centrifugandose
durante 30 min y eliminando el etanol. Después se lavo dos veces afiadiendo
etanol 70% (v/v) y centrifugando para eliminar completamente el etanol.

Finalmente, el precipitado de ADN se resuspendié en tampon TE (10
mM Tris pH 8, 0,1 mM EDTA pH 8), conteniendo 1 mg/mL ARNasa A para
degradar el ARN contaminante.

2.8. Aislamiento del ADN genémico de levaduras.

Se empled el método seguido por (Kaiser, et al., 1994). Para ello las
células se cultivaron en las condiciones adecuadas (ver Tabla 4) hasta la fase
estacionaria, posteriormente se centrifugaron y sus paredes celulares se
degradaron a 37°C durante 1 h, en una solucion 0,9 M sorbitol, 0,1 M EDTA pH
8, 0,1% (v/v) B-mercaptoetanol y 50 pug/mL zimolasa 20 T. Las células sin
pared se precipitaron por centrifugacion y se lisaron a 65°C durante 30 min, en
una solucién 50 mM Tris pH 8, 20 mM EDTA pH 8 y 0,5% (p/v) SDS.
Transcurrido ese tiempo, los restos proteinicos y celulares se eliminan con la
solucion de Holmes-Bonner tal como se explicé anteriormente (pagina Xx).
Finalmente el ADN se precipité anadiendo dos veces el volimen de la muestra
en etanol y NaCl hasta una concentracién final de 0,2 M, incubando a -20°C y
centrifugando 30 min. Tras los lavados con etanol 70% (v/v), el ADN se

resupendié en TER (ver “Preparacién de ADN total de bacterias”, pagina x).
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2.9. Aislamiento del ADN plasmidico.

Se siguieron dos métodos diferentes, el primero empled el “High Pure

Plasmid Isolation Kit” (Boehringer) que se describe a continuacion:

1.

Tomar un cultivo de células crecidas en el medio apropiado hasta la
fase estacionaria y centrifugar 1, 5 mL.En este caso el medio utilizado

fue LB, conteniendo 100 pg/mL de ampicilina.

. Resuspender las células en 250 puL de la solucién | (50 mM Tris, 10

mM EDTA y 1 mg/mL ARNasa A, a pH 8).

. Lisar afiadiendo 250 uL de la solucion Il (0,2 M NaOH, 0,1 % (p/v)

SDS) incubando 5 min a temperatura ambiente.

. Afnadir 350 pL de la solucién Il (4 M guanidina hidroclérica y 0,5 M

acetato potasico), incubar 5 min en hielo y centrifugar durante 10 min.

. Colocar el sobrenadante sobre una microcolumna de silice,

centrifugar durante un minuto y descartar el flujo que pasa a través de

la columna.

. Ahadir 500 pL de la solucién IV (5M guanidina hidroclérica 20 mM Tris

pH 6,6 y 35% (v/v) etanol), centrifugar durante 1 min y descartar de

nuevo el flujo.

. Adadir 100 pL de la solucién V (10 mM Tris pH 8 y 0,1 mM EDTA pH

8), centrifugar durante 1 min y tomar el flujo que pasa por la columna.

El segundo método (miniprep), aunque con variaciones, fue la lisis

alcalina descrito en (Sambrook, et al., 1989). Para ello, las células se cultivaron

en el medio adecuado a 37°C y en agitacion hasta la fase estacionaria.

Posteriormente, 1,5 ml de cultivo se centrifugaron y se resupendié en 100 uL
de una solucién 25 mM Tris pH 8, 10 mM EDTA pH 8 y 50 mM glucosa.
Después, se afiadio 200 uL de una solucién 0,2 N NaOH y 1% (p/v) SDS y se

incub6 en hielo durante 5 min. Transcurrido ese tiempo, se afadié 150 plL de

una solucién 5 M acetato y 3 M K" y se incubé otros 5 min en hielo. El

precipitado de aspecto lechoso que se forma, se eliminé centrifugando durante

5 min y tomando el sobrenadante. El ADN contenido en ese sobrenadante se

precipité afiadiendo 1 mL de etanol, incubando 5 min en hielo y centrifugando
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20 min. Tras la precipitacion, el ADN plasmidico se lavé dos veces en etanol

70% (viv), como ya se ha explicado anteriormente (pagina xx), y se

resuspendié en 25 pl de TER.

2.10. Purificacion de ADN de geles de agarosa.

El fragmento de ADN, previamente separado en gel de agarosa, se

extrajo utilizando el “Agarose gel DNA extraction kit” (Boehringer), tal como

sigue:

2.11.

1.

Escindir el fragmento de agarosa, pesarlo y afadir solucion de

solubilizacién (proporcion 300:100 pL solucion:mg de agarosa).

. Anadir 10 pL de una suspension conteniendo particulas de silice e

incubar a 55°C durante 10 min, con agitaciones frecuentes.

Centrifugar 30 s y descartar el sobrenadante.

. Afiadir 500 pL de la solucién de unién del ADN y agitar. Centrifugar

30 s y eliminar el sobrenadante.

. Anadir 300 pL de soluciéon de lavado. Centrifugar y descartar lel

sobrenadante.

. Anadir TE, incubar a temperatura ambiente durante 10 min y con

agitacion frecuente. Centrifugar durante 1 min y tomar el

sobrenadante.

Purificacion de ADN en microcolumna.

Se empled el “High pure PCR product purification kit” (Boehringer),

siguiendo las instrucciones, tal como se expone a continuacion:

1.

Anadir 250 pL de solucion | (3M tiocianato de guanidina, 10 mM Tris y
5%(v/v) etanol, a pH 6,6) a 50 uL de reacciéon de PCR.

2. Depositar sobre una microcolumna que contiene particulas de silice,

centrifugar 30 s y descartar el flujo que pasa a través de la columna.

3. Aiadir 500 mL de solucion Il (2 mM Tris, pH 7,5, 20 mM NaCl,

77%(vIv) etanol), centrifugar y descartar de nuevo el flujo.
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4. Anadir 200 mL de solucion Il, centrifugar y descartar tambien el flujo.
5. Anadir 50 mL de TE, centrifugar 1 min y tomar el flujo que pasa a

través de la columna.

2.12. Electroforesis del ADN en gel de agarosa.

Las electroforesis de los ADN genémicos y plasmidicos se realizaron en
geles de agarosa (SeaKem LE, FMC) a concentraciones entre el 0,7-1% (p/v),
dependiendo del tamario de los fragmentos de ADN que se quisieran visualizar
(Sealey, y Southern, 1982), en tampén TBE (128 mM Tris, 24 mM acido bodrico
y 42 mM EDTA). Estos fragmentos se visualizaron gracias a la fluorescencia
emitida a 240 nm por el bromuro de etidio (BrEt), un agente intercalante de
ADN. El bromuro de etidio se afiadi6 al gel de agarosa a una concentracion de
0,8 mg/mL. Los fragmentos de ADN, resuspendidos en tampon de carga
(0,25% (p/v) azul de bromofenol, 0,25% (p/v) xylen cyanol FF en 30% (v/v)
glicerol, se separaron por tamafio cuando se les cargé en el gel y se aplicé un
voltaje entre 60-90 V. El tamafio de los fragmentos se calculé utilizando como
referente ADN del fago lambda (Boehringer) cortado con las enzimas EcoRl y
Hindlll (Boheringer). Esos fragmentos de restriccién tienen un tamario conocido
y se utilizan como marcadores.

Las electroforesis del ADN amplificado por PCR se realiz tal como se
acaba de describir exceptuando que los geles de agarosa (NuSieve, FMC)
fueron al 2% (p/v) y que el marcador de talla empleado fue una mezcla de
fragmentos de ADN que va desde 100 hasta 1500 pb, de 100 en 100 pb
(Boehringer).

La electroforesis del ADN obtenido en las reacciones de secuenciacion
se realiz6 en geles de poliacrilamida al 4% (p/v) (solucién 19:1 acrilamida:bis-
acrilamida), 8 M urea y en TBE. Se empleé un método vertical de electroforesis
(Beck y Phol, 1984) aplicando al gel una corriente de 30 W.

Las imagenes de las electroforesis de ADN se tomaron mediante una

camara de video acoplada a una computadora con un programa informético de
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captura de imagenes (Gelstation, TDI). Las imagenes se analizaron con el

programa Photoshop 3.0, Adobe.

2.13. Cuantificacion del ADN.

Se hizo usando un espectrofotometro (Ultrospecllil, Pharmacia),
tomando dos medidas, una a 280 nm y otra a 260 nm. La relacién 280/260 nos
dio una idea del grado de pureza del ADN, puesto que si este valor es préximo
a 1,8, la preparaciéon es muy pura. El valor de la absorbancia a 260 nm nos
sirvié para estimar la cantidad de ADN utilizando la relacion (Sambrook, et al.,
1989):

1 unidad de absorbancia a 260nm = 50 ug/mL ADN doble cadena.

2.14. Amplificacion del ADN por PCR.

Las reacciones se realizaron (Saiki, 1990) en un volumen de 50 plL
conteniendo ADN molde, 25 pmoles de cada cebador, 200 pM dNTP, 2,5
unidades de Taq ADN polimerasa, 10 mM Tris pH 9,3, 50 mM KCly 1,5 mM
MgCl,, recubierto todo por aceite mineral (Sigma). Los ciclos de temperaturas

se realizaron en un termociclador (MiniCycler PTC-150, MJ Research) y fueron:

94°C, 4 min

65°C, 30s 1 ciclo
72°C, 30 s

94°C, 30s

65°C, 30 s 35 ciclos
72°C, 30s

72°C, 10 min 1 ciclo

Como ADN molde se utilizaron las células enteras, lisados celulares o el
ADN genémico de los microorganismos estudiados. Los cebadores fueron
oligonucleétidos sintéticos (MWG o Gibco), cuyas secuencias y caracteristicas
mas relevantes se muestran en la Tabla 5. Los dNTP fueron una mezcla, a la

concentracion arriba indicada, de los cuatro deoxinucleétidos trifosfatos del
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ADN: dATP, dGTP, dCTP y dTTP. Rutinariamente, la Taq polimerasa
empleada fue de la casa comercial Pharmacia, aunque también se empleé la

preparada por Boehringer, obteniéndose resultados parecidos.

Tabla 5. Oligonucleétidos empleados como cebadores en la PCR.

Nombre del Secuencia Tamafio Contenido G+C Tm*

cebador (pb) (%) (°C)
16SF AGA CTG CTA CGG GAG GCA GCA GT 23 60 74
16SR GTT GCGCTC GTT GCG GGA CTT AA 23 56 72
1S200F GCC GAAGATGAG TGTGTCGAGTT 23 57 72
1S200R TTC GCC GTG TTC TTA CCC ACC GT 23 52 70
VIRAF CTG CATTCT GGC AATCTC TTC ACATC 26 46 76
VIRAR TGA TGA GCT AAC TTC GTA AGC CCT CC 26 50 78

*Se calcul6é asumiendo 4°C porGo Cy2°C porAoT.

El nivel de deteccion se analiz6 de dos formas distintas, a saber, la
cantidad minima de ADN y el nimero minimo de células, con los que se
obtiene amplificacion. Para averiguar si en una reaccién de PCR se produjo
amplificacién, el ADN se detect6 de tres maneras diferentes: en gel de
agarosa, por hibridacion y mediante inmunoensayo enzimatico.

Para obtener diferentes cantidades de ADN, las preparaciones se
diluyeron en serie y en TE hasta obtener diferentes cantidades (en gramos por
microlitro). Para los ensayos de PCR, la cantidad de ADN deseada se diluy6 a
la mitad en agua, empleandose 2 puL para la reaccion. Asi, se consigui6é diluir la
cantidad de EDTA en la reaccion a la mitad, esto es, de 0,1 mM hasta 0,05
mM. Para determinar si se produjo amplificacién se tomé la mitad del volimen
de reaccién (25 plL) y se averigué si hubo amplificacion detectando la
presencia de ADN en gel de agarosa, por hibridacién o por inmunoensayo
enzimatico.

Para obtener un numero diferente de células se tomé6 una colonia y se
diluyé en 1 mL de agua de peptona. A continuacién se hicieron diluciones, en
series de 10 en 10, con agua de peptona. De las diluciones se tomaron 5 uL
para las reacciones de amplificacion y para determinar, en placa el nimero de

células. En este ultimo caso, los 5 uL se completaron con otros 600 mL de
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agua de peptona para un mejor esparcimiento de las células en el medio

solido. Tras la PCR, 25 puL de la reaccién se analizaron en un gel de agarosa.

2.15. Clonacion del ADN.

2.15.1. Ligacion del ADN.

Se realizé6 a 15°C durante 3h, en una mezcla de reacciéon de 10 pL que
contuvo 30 mM Tris pH 7,5, 10 mM ditiotreitol, 10 mM MgCl,, 1 mM ATP, 50 ng
de pGEM-T (Promega, Robles y Doers, 1994), 1 unidad de T4 ligasa
(Promega) y una cantidad variable de ADN. Previamente, el ADN fue purificado
en un gel de agarosa o a través de microcolumna, tal como se explico.

El plasmido pGEM-T deriva del pGEM-5Zf(+), el cual se ha cortado con
la enzima EcoRV y al cual se le afiadié deoxitimidina en sus extremos 3’

mediante una terminal transferasa.

2.15.2. Preparacion de células competentes.

Se sigui6 el método empleado por Inoue, et al., 1990, pero utilizando la
estirpe de E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene). Esta estirpe se crecié en medio
sélido (LB suplementado con 10 mg/mL de tetraciclina) a 37°C durante 10-12
horasy,tras lo cual una colonia se inoculé en medio SOB (5 g/L extracto de
levadura, 20 g/L triptona, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl, y 10 mM
MgSO,, a pH 7). El inéculo se incubd en agitacion a 22°C, hasta que alcanz6
una densidad éptica de 0,6 a 600 nm, y se incub6 10 min en hielo. Se
centrifugd, las células precipitadas se resuspendieron suavemente en una
solucién fria TB (10 mM Pipes, 55 mM MnCl,, 15 mM CacCl, y 250 mM KCI, a
pH 6,7) y se incub6é 10 min en hielo. Se centrifug6, las células precipitadas se
resuspendieron en TB frio y se incubé 10 min en hielo, nuevamente. Se afiadi6
dimetil sulféxido hasta una concentracion final del 7% (v/v), las células se
distribuyeron en alicuotas, se congelaron con nitrégeno liquido y se

almacenaron a -80°C hasta su uso.
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2.15.3. Transformacion de las células competentes
(Sambrook, et al. 1989).

En primer lugar, se completé hasta 100 uL el volumen de la reaccion de
ligacion y después se afadié todo el volumen a un vial con 200 uL de células
competentes, previamente descongelado. La mezcla se dejé 1 h en hielo y a
continuacion se someti6 a un choque térmico, 42°C durante 90 s. Tras el
choque térmico las células se mantuvieron 2 min en hielo, se les afiadié 100 pL
de medio LB liquido y se incubé a 37°C durante 45 min, agitando suave y
regularmente. Transcurrido ese tiempo se inoculd, con 100 pL por placa, en
medio sélido LB-Ap, suplementado con 250 mg/mL de X-Gal y 2,5 mg/mL de
IPTG. Las células se cultivaron a 37°C durante 10-12 horas.

De todas las colonias transformadas aparecidas en el medio sélido, se
seleccionaron las que eran de color blanco, las cuales se inocularon en LB-Ap.
El inbculo se incub6 a 37°C hasta alcanzar la fase estacionaria y a
continuacién se sometié a la extraccion del ADN plasmidico mediante miniprep.

El ADN plasmidico se someti6é a digestion con las enzimas Apal y Sacl
(Boehringer) a 30°C durante 3 h. Pasado ese tiempo se realizd6 una

electroforesis en gel de agarosa para separar el ADN plasmidico y el insertado.

2.16. Secuenciacion del ADN.

Se empleé tanto el Servicio de secuenciacion automatica de ADN de la
Universidad de Valencia como la secuenciacion manual.

El ADN plasmidico enviado al Servicio de secuenciaciéon se purificd
utilizando el “High pure plasmid isolation kit”.

Con el método de secuenciacion manual se empleé ADN plasmidico
aislado mediante miniprep y el “Dig Taq sequencing kit" para la reaccion de
secuenciacion por el método ciclico (Innis, et al., 1989) con cebadores
marcados, tal como indica el proveedor (Boehringer). Primero, se mezclaron

los siguientes componentes en un tubo:
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10 uL ADN plasmidico (50 fmol a 1 pmol)

1 uL cebador (1 pmol, M13-Dig o M13-Dig reverso)

2 uL tamp6n (100 mM Tirs, 500 mM KCly 15 mM MgCI2, a pH 8,3)
1 uL Tag ADN polimerasa (3 U/ul)

6 pL agua destilada

Después, se anadio a tubos nuevos 2 ulL de una mezcla de terminacion,

que es diferente para cada uno de los 4 tubos empleados. Las mezclas de

terminacion contuvieron:

Mezcla A: dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP (a 25 uM cada uno), 850 pM ddATP y
950 uM MgCl,, pH 7,5.

Mezcla G: dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP (25 uM cada uno), 75 pM ddGTP y 175
uM MgCl,, pH 7,5.

Mezcla C: dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP (25 uM cada uno), 400 uM ddCTP y 500
pM MgCl,, pH 7,5.

Mezcla T: dATP, dCTP, 7-deaza-dGTP, dTTP (25 uM cada uno), 1275 pM ddTTP y
1370 uM MgCl,, pH 7,5.

A cada uno de esos 4 tubos (A; G; C; T) se les afiadi6 4 uL de la mezcla
de reaccion, se recubrieron con una gota de aceite mineral y se incubaron en

el termociclador, con los siguientes ciclos de temperatura:

94°C, 4 min

60°C, 30 s 1 ciclo
72°C, 1min24 s

94°C, 30s

60°C, 30s 24 ciclos

72°C,1min24 s

Finalizada la reaccién a cada tubo se le afadié 2 pL de tampdn de
parada, 98% (v/v) formamida desionizada, 10 mM EDTA pH 8, 0,025% (p/v)
azul de bromofenol y 0,025% (p/v) xylen cyanol FF. Al final, el ADN se separ6

por electroforesis en gel de poliacrilamida , se transfiri6 a membrana y se

detecto6 colorimétricamente.
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2.17. Transferencia del ADN a membrana.

Tres métodos se emplearon para unir o transferir ADN a membrana. El
primer método (“dot blotting”, Parnes, et al., 1981) consisti6 en depositar
directamente en la membrana de nylon (Hybond, Amersham) una pequefia
cantidad del ADN (2-5 ulL), dejar secar y fijar el ADN a la membrana.

En el segundo método (“southern blotting”, Southern, 1975) tras la
separacién del ADN en gel de agarosa, se tratd con una solucién 0,25 M de
HCI durante 15 min y se lavd dos veces con agua destilada. Hecho este
tratamiento, el ADN se transfiri6 desde el gel a la membrana de nylon por
presion, utilizando el sistema “Vacuum blotter 785" (BioRad).La transferencia
se realizé en una solucién 0,5 M NaOH durante 1 h a 12,7 cm de Hg de
presion. Finalmente, la membrana se lavo en 2XSSC (1XSSC: 15 mM citrato
sodico y 150 mM cloruro sédico) durante 5 min y el ADN se fij6 a ella.

El tercer método (“DBE, direct blotting electrophoresis”, Beck y Phol,
1984) se empled para la transferencia desde un gel de poliacrilamida. Cuando
el azul de bromofenol llegd al final del gel, se inici6 la transferencia a una
membrana de nylon (MWG) de 40 cm de largo, gracias a un aparato de
electroforesis y transferencia directa (GATC-1500, MWG). La membrana se
colocé sobre la cinta transportadora del aparato, la cual se movié, controlada

por un ordenador, de la siguiente manera:

15-18* cm/h, 8 cm
18,5-19,5 cm/h, 25 cm
19,5-21,5 cm/h, 7 cm

*se quiere indicar un aumento

linea! de la velocidad.

Tras la transferencia la membrana se fij6 con luz ultravioleta. La fijacion,
en todos los casos, se llevo a cabo irradiando la membrana 2 mim con luz

ultravioleta a 264 nm.
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2.18. Marcaje del ADN.

Se utiliz6 ADN plasmidico que se marcé mediante amplificacién por PCR
(Lanzillo, 1990), tal como se describe en la seccién Amplificacién del ADN por
PCR (pagina xx), excepto que se utilizé una mezcla de dNTP con una
composicién y concentracion diferentes(100 uM de dATP, dGTP, dCTP, 65 pM
de dTTP y 35 uM de Dig-dUTP).

2.19. Hibridacion ADN/ADN.

ElI ADN unido a membrana se hibridé con la sonda de ADN marcada con
Dig. Primero, se incubé la membrana a 65°C durante 3 h, al menos, en una
solucion 5XSSC, 0,1% (p/v) SDS y 1% (p/v) reactivo de bloqueo (Boehringer).
A continuacion se le afiadié la sonda marcada con Dig y se incub6 al menos 2
h a esa misma temperatura. Transcurrido ese tiempo, se eliminé la solucién
conteniendo la sonda y se lavé dos veces a 65°C durante 15 min en 2XSSC y
0,1% (p/v) SDS, y otras dos veces a temperatura ambiente durante 15 min en
0,1XSSC y 0,1% (p/v) SDS. Finalmente, la membrana se equilibré en tampo6n
maleico (10 mM acido maleico y 1560 mM cloruro sédico, a pH 7,5) y la sonda
se detectd6 mediante color como se explicara en la seccién Deteccion del ADN

unido a membrana, en esta misma pagina.

2.20. Deteccion del ADN unido a membrana.

Para ello se empled el “Dig DNA detection kit”, siguiéndose el método
colorimétrico (Holtke, et al., 1990) propuesto por el fabricante (Boehringer). La
deteccién se realizd en un horno de hibridacién a 30°C. Primero, la membrana
se lavo durante 5 min en tampén maleico (10 mM acido maleico y 150 mM
cloruro sédico, a pH 7,5) y después se incubd 1 h en el mismo tampén pero
con 1% (p/v) del reactivo de bloqueo. Transcurrido ese tiempo se le afadi6 el
anticuerpo (5000:1 solucién:anticuerpo) y se incubé 1 h. Descartada esa
solucién, se lavé en tampén maleico conteniendo 0,1% (v/v) Tween 20, dos

veces durante 5 min y dos veces durante 10 min. Mas tarde se equilibré en el
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tampon de revelado (100 mM Tris pH 9,5, 100 mM NaCl y 50 mM MgCl,)
durante 5 min. Finalmente, la reaccion de color se realizé en 25 mL tampdn de
revelado conteniendo 68 pL de NBT (100 mg/mL) y 90 pL de BCIP (50 mg/mL).

2.21. Deteccion del ADN en pocillo.

Esta técnica es conocida como EIA (“enzyme immunoassay”). Para ello
se emple6 el “Dig ELISA detection kit" siguiendo las instrucciones del
fabricante (Boehringer).

Primero, se marcé el ADN con Dig por medio de amplificacién (Lanzillo,
1990). El procedimiento es el mismo que para la PCR (pagina xx) pero
sustituyendo el dNTP por la mezcla con Dig-dUTP. EI ADN marcado se
desnaturalizd con NaOH durante 10 min a temperatura ambiente. A
continuacién se mezclé con una sonda de captura biotinilada (las secuencias,
junto con algunas caracteristicas se muestran en la Tabla 6, pagina ) a una
concentracion de 9 pmol/mL y en la solucién de hibridacién. La hibridacién de
la sonda de captura con el ADN marcado se realiz6 a 55°C durante 2 hy en los
pocillos recubiertos de estreptavidina de una placa de microtitulacion. Asi,
mientras se produjo la hibridacion del ADN y la sonda, la biotina se uni6 a la
estreptavidina. Finalizada la hibridacién, los pocillos se lavaron 3 veces con la
solucién de lavado y se incub6é a 37°C durante 30 min con un anticuerpo
(dilucion 1/99), que reconoce la Dig y estd conjugado con la enzima
peroxidasa. Al finalizar este periodo, se lavaron nuevamente los pocillos 3
veces con la soluciéon de lavado y se afiadio la solucién que contiene el
sustrato ABTS. Se incub6 35 min a 37°C, y se midi6 la absorbancia a 405 y
492 nm (Multiskan MS, Labsystems).

Los valores se expresaron en unidades arbitrarias dadas por la relacién

entre la absorbancia a 405 y 492 nm.
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Tabla 6. Oligonuclettidos empleados como sondas de captura.

Nombre de la Secuencia Tamafio Contenido G+C Tm*
sonda {(pb) (%) (°C)
ISON CTCCCTGTTCCT GTATTT GAA 21 42 60
VSON CGACACTGC AATCTCTGCCTCT 22 55 68

*Se calcul6 asumiendo 4°C porGo Cy2°CporAoT.

2.22. Diseio de los cebadores y de las sondas.

Todo el proceso se hizo mediante programas de ordenador: GCG 9.1y

el Oligos 4.0.

Los comandos GCG (Devereux, et al., 1984) empleados fueron:
STRINGSEARCH: para buscar las secuencias en las bases de datos
GenBank y EMBL.

PRIME: para seleccionar cebadores de PCR a partir de secuencias de
nucleétidos.

FASTA: para comparar una secuencia con todas las secuencias de las
bases de datos GenBank y EMBL. Muestra los emparejamientos y los
porcentaje de homologia.

El programa Oligos 4.0 se empleé para analizar la formacién de posibles

estructuras en los oligonucleétidos y entre ellos.
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3. RESULTADOS



3.1. Diserio de los cebadores y las sondas.

La busqueda de los oligonucleétidos utilizables como cebadores en la
PCR se hizo en tres fases:

1. Busqueda de una secuencia especifica. Se buscaron todas las

secuencias disponibles y de ellas se seleccioné la mas especifica, es
decir, una secuencia que esta presente so6lo en un tipo de bacterias o
en un grupo de bacterias emparentadas.

2. Seleccion de las secuencia del oligonucleétidos, per se. Se buscaron

los oligonucledtidos que tuvieran los siguientes requisitos:
A) secuencia azarosa.
B) 40-60% de contenido en G+C.
C) 50-65°C de temperatura media de fusion.
D) 20-25 pb de longitud.
E) 100-500 pb de separacion entre ellos.
3. Analisis de los oligonucleétidos. Los oligonucleétidos seleccionados
anteriormente tuvieron que cumplir 3 requisitos mas:
F) no formar estructuras terciarias interiores.
G) no emparjarse entre ellos.
H) no emparejarse con ninguna secuencia de los bancos
de datos.

La secuencia especifica que se escogié para Salmonella fue la
secuencia de insercién, 1S200, descrita en muchas de las serovariedades del
género y en otras bacterias como E. coli, S. sonnei o Yersinia pestis. Sin
embargo, existen suficientes diferencias entres las 1IS200 de Salmonella y de
las otras bacterias como para encontrar regiones especificas. Esas regiones se
emplearon para disefiar los oligonucleétidos. Para Shigella se escogi6é el gen
virA, un gen del plasmido de virulencia, el cual se ha encontrado también en
las estirpes enteroinvasivas de E. coli. El problema, en este caso, fue que el
contenido G+C de las bacterias del género Shigella es bastante bajo (49-53%),
lo que dificulté la basqueda de oligonucledtidos con un contenido G+C cercano
al 50%.
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Salvadas las primeras dificultades, también se intent6 que las parejas de
cebadores produjeran productos de amplificacion de pequefio tamario, asi la
Tag ADN polimerasa los sintetizaria facil y rapidamente. Ademas, se exigié que
el producto de amplificacion de Salmonella se diferenciara facilmente por
tamano en gel de agarosa del producto de Shigella.

El resultado final fue que para Salmonella se seleccioné una pareja de
oligonucleotidos de 23 pb cada uno y situados en la posiciéon 429-451 (ISF) y
en la posicion 562-584 (ISR), respecto a la secuencia 1S200 de S. abortusovis
(nimero de acceso a GenBank: Y08755). Por tanto, una PCR con esos
cebadores debia producir un fragmento de 150 pb. Para Shigella se escogié
una pareja de cebadores de 26 pb cada uno, situados en las posiciones 1599-
1624 (VIRAF) y 1788-1813 (VIRAR), respecto a la secuencia virA de S. flexneri
(numero de acceso a GenBank: D26468), es decir, que en los ensayos de PCR
esperariamos obtener un fragmento de ADN de unos 200 pb,
aproximadamente.

Las busqueda de las sondas se hizo tomando la secuencia de
nucleétidos entre los cebadores y con algunos requerimientos: que la
secuencia fuera azarosa, con una temperatura media de fusion entre 50-65°C,
que no formaran estructuras secundarias internas y por supuesto que no

emparejaran con otras secuencias del banco de datos.

3.2. Microflora inicial de la mayonesa.

A partir de distintos lotes de mayonesa Ybarra y por siembra directa en
en placa, se asilaron y purificaron 20 microorganismos. Para determinar que
microorganismos se habian aislado, en primer lugar se observaron al
microscopio para ver la morfologia, el tamario, la movilidad y se tifieron
siguiendo el método de Gram. Asi, se establecieron inicialmente dos grandes
grupos: levaduras (2 aislamientos) y bacterias gram positivas (18 aislamientos).

De los 18 aislamientos de bacterias gram positivas, se tomaron 9 (6
cocos y 3 bacilos) para analizarlos bioquimicamente. Los bacilos crecieron a

37°C y por ser formadores de endospora y crecer en aerobiosis, se agruparon
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dentro del género Bacillus. Los seis aislamientos de morfologia cocal crecieron
en aerobibsis, fueron catalasa positivo y sensibles a la novobiocina (0,6 nug).
Ademas, cinco de estos aislamientos crecieron a 37°C y con un 5% (p/v) de
NaCl, lo que sugirié su pertenencia al género Staphylococcus. El sexto de los
aislamientos en forma de coco tuvo una morfologia irregular y crecié a 30°C,
pero no fue posible clasificarlo.

También se aislé el ADN de esos 9 tipos de bacterias para obtener las
secuencias de ADN que corresponden al ARNr 16S. Esta molécula se ha
empleado ampliamente para clasificar y establecer relaciones de parentesco
entre los distintos seres vivos. Los cebadores para amplificar el ARNr 16 S se
disefiaron teniendo en cuenta las regiones comunes y variables de los ARNr
16S de bacterianos (Amann, et al., 1995). Para ello se seleccionaron la
regiones comunes comprendidas entre los nucledtidos 338-355 y los
nucleétidos 1088-1107, respecto a la secuencia de E. coli (nUmero de acceso a
GenBank: J01695). A partir de esas regiones se obtuvieron dos
oligonucleétidos de 23 pb, localizados en las posiciones 336-358 (16SF) y
1090-1112 (ISR). Por tanto, con estos cebadores deberia amplificarse por
PCR un fragmento de aproximadamente 750 pb.

Las amplificaciones con ADN (100 ng) de las 9 estirpes seleccionadas
se clonaron, secuenciaron y compararon con las secuencias disponibles en las
bases de datos (GenBank y EMBL). Los tres aislamientos presuntamente
clasificados como Bacillus en base a las pruebas bioquimicas, mostraron
idéntica secuencia. Para los posteriores analisis se tomé una de ellas (Figura
1) que presentd el mayor nivel de homologia (98,5%) con la de Bacillus cereus
(n°® acceso a GenBank: D16266). También los ARNr amplificados a partir de los
5 cocos, clasificados bioquimicamente como Staphylococcus, presentaron la
misma secuencia (Figura 2), que present6é la mayor homologia (99,2%) con
Staphylococcus warneri (n° de acceso a GenBank: L37603). La secuencia
(Figura 3) correspondiente al ARNr del coco que no pudo clasificarse
bioguimicamente, mostr6 una mayor homologia (99,1%) Arthrobacter

polychromogenes. Asi, las secuencias de los ARNr 16S confirmaron las
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determinaciones bioquimicas y ademas se clasific6 como Arthrobacter al coco

que no habiamos podido clasificar por las pruebas bioquimicas.

Figura 1. Secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN correspondiente al ARNr 16S
amplificado por PCR de Bacillus sp. 1 aislado de la mayonesa. Las secuencias de los

cebadores utilizados en la amplificacion se muestran en negrita.
10 30 50

AGACTGCTACGGGAGGCAGCAGTCTGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGC
70 90 110

AACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
130 150 170

GTGCTAGTTGAATAAGCTGGCACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAACTAC
190 210 230

GTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTARAA
250 270 290

GCGCGCGCAGGTGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTC
310 330 350

ATTGGAAACTGGGAGACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGA
370 390 410

AATGCGTAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGAC
430 450 470

ACTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA
490 510 530

AACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGAAGTTAACGCATTAA
550 570 590

GCACTCCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGCTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCGC
610 630 650

ACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGA
670 690 710

CATCCTCTGAAAACCCTAGAGATAGGGCTTCTCCTTCGGGAGCAGAGTGACAGGTGGTGC
730 750 770

ATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
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Figura 2. Secuencia de nuclettidos del fragmento de ADN correspondiente al ARNr 16S
amplificado por PCR de Staphylococcus sp. 1 aislado de la mayonesa. Las secuencias de los
cebadores utilizados en la amplificacion se muestran en negrita.

10 30 50

AGACTGCTACGGGAGGCAGCAGTCGGGAATCTTCCGCAATGGGCGAAAGCTGACGGAGCA
70 90 110

ACGCCGCGTGAGTGATGAAGGTCTTCGGATCGTAAAACTCTGTTATCAGGGAAGAACAAA
130 150 170

TGTGTAAGTAACTGTGCACATCTTGACGGTACCTGATCAGAAAGCCACGGCTAACTACGT
190 210 230

GCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCAGAATTATTGGGCGTAAAGC
250 270 290

GCGCGTAGGCGGTTTTTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCAACCGTGGAGGGTCAT
310 330 350

TGGAAACTGGAAAACTTGAGTGCAGAAGAGGAAAGTGGAATTCCATGTGTAGCGGTGAAA
370 390 410

TGCGCAGAGATATGGAGGAACACCAGTGGCGAAGGCGACTTTCTGGTCTGTAACTGACGC
430 450 470

TGATGTGCGAAAGCGTGGGGATCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTARA
490 510 530

CGATGAGTGCTAAGTGTTAGGGGGTTTCCGCCCCTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGC
550 570 590

ACTCCGCCTGGGGAGTACGACCGCAAGGTTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGACCCGCA
610 630 650

CAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAAATCTTGAC
670 690 710

ATCCTTTGACCGCTCTAGAGATAGAGTCTTCCTTCGGGGGACAAAGTGACAGGTGGTGCA
730 750 770

TGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC
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Figura 3. Secuencia de nucleétidos del fragmento de ADN correspondiente al ARNr 16S
amplificado por PCR de Arthrobacter sp. 1 aislado de la mayonesa. Las secuencias de los
cebadores utilizados en la amplificacién se muestran en negrita.

10 30 50

AGACTGCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATATTGCACAATGGGCGCAAGCTGATGCAGCG
70 90 110

ACGCCGCGTGAGGGATGACGGCTTCGGGTTGTAAACCTCTTTCAGTAGGGAAGAAGCGAA
130 150 170

AGTGACGGTACCTGCAGAAGAAGCGCCGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACG
190 210 230

TAGGGCGCAAGCGTTATCCGGAATTATTGGGCGTAARGAGCTCGTAGGCGGTTTGTCGCG
250 270 290

TCTGCCGTGAAAGTCCGGGGCTCAACTCCGGATCTGCGGTGGGTACGGGCAGACTAGAGT
310 330 350

GATGTAGGGGAGACTGGAATTCCTTGTGTAGCGGTGAAATGCGCAGATATCAGGAGGAAC
370 390 410

ACCGATGGCGAAGGCAGGTCTCTGGGCATTAACTGACGCTGAGGAGCGAAAGCATGGGGA
430 450 470

GCGAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCATGCCGTAAACGTTGGGCACTAGGTGTGGGG
490 510 530

GACATTCCACGTTTTCCGCGCCGTAGCTAACGCATTAAGTGCGCCGCCTGAGGAGTACGG
550 570 590

CCGCAAGCTAAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGCGGAGCATGCGGAT
610 630 650

TAATTCGATGCAACGCGAAGAACCTTACCAAGGCTTGACATGAACCGGTAATACCTGGAG
670 690 710

ACAGGTGCCCCGCTTGCGGTCGGTTTACAGGTGGTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCG
730 750

TGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAAC

3.3. Especificidad de la PCR con los cebadores que amplifican
1S200 y virA.

Los cebadores disefiados para Salmonella (ISF, ISR) se emplearon en
reacciones de PCR utilizando 100 ng del ADN gendémico aislado de la estirpe
Salmonella 2 (S. typhimurium). Los ensayos se hicieron inicialmente a
diferentes temperaturas de hibridacién (50, 55, 60 y 65°C). Una alicuota, de 5
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uL, de cada una de estas reacciones se cargd en el gel de agarosa,
observandose en todos los casos un producto de amplificacién de unas 150 pb
(resultado positivo). A continuacion, se realizaron diferentes reacciones de
PCR tomando la temperatura de hibridacion mas restrictiva (65°C) y variando la
concentracion de MgCl,, obteniéndose en gel de agarosa producto de
amplificacién entre 1-2,5 mM de MgCl, (Figura 4). Las siguientes reacciones de
amplificacion se realizaron a 65°C de temperatura de hibridacién y a 1,5 mM de
MgCl, , tal como quedé establecido en Material y Métodos. Para ensayar estos
cebadores con el ADN (100 ng) de otras estirpes de Salmonella se eligié la
condicion de temperatura mas restrictiva, esto es 65°C. En esas condiciones,
cargando 5 mL de las reacciones de amplificacion en gel de agarosa, se
obtuvo un resultado positivo con todas las estirpes, excepto con S. montevideo
6 (Tabla 7).

Figura 4. Efecto de la concentracion de MgCl, en la amplificacién del fragmento de la secuencia
de insercién 1S200. Electroforesis en gel de agarosa de amplificaciones con 100 ng ADN de S.
typhymurium 2 y empleando diferentes concentraciones de MgCl,. Las reacciones amplificacion
se realizaron empleando los cebadores ISF/ISR y se cargaron 5 plL en los pocillos del gel.
Carriles: 1. control sin ADN; 2. sin MgCl,; 3. 0,5 mM MgCl,; 4. 1 mM MgCl,; 5. 1,5 mM MgCl,; 6.
2 mM MgCl,; 7. 2,5 mM MgCl,; 8. marcador de 100 pb.

1 2 3 4 5 6 7 8
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Tabla 7. Resultado de las amplificaciones con los cebadores ISF/ISR,
VIRAFNVIRAR y 16SF/16SR y empleando diferentes microorganismos.
Los productos de amplificaion se detectaron por electroforesis en gel de

agarosa.

ESTIRPE ISF/ISR VIRAF/VIRAR 16SF/16SR
Alcaligenes denitrificans - - +
Alcaligenes faecalis - - +
Arthrobacter sp.

Arthrobacter oxydans - -
Bacillus sp. - -
Enterobacter aerogenes - -
Enterococcus faecalis - -
Escherichia
E. coli DH5a - -
E. coliHB101 - -
E. coli XL1-Blue - -
E. coli O:1 - -
E. coli O:124 - +
E. coli 0:28 - +
E. coli 0:127 - -
E. coli O:111 - -
Klebsiella pneumoniae - -
Lactobacillus cellobiosus - -
Lactobacillus sake - -
Micrococcus luteus - -
Mycobacterium phlei - -
Proteus vulgaris - -
Pseudomonas fluorescens - -
Salmonella
. abony
. agona
. blockey
. braenderup
. bredeney
. daressalaam
dublin
. enteritidis
S. infantis
S. minnesota
S. montevideo
S. panama
S. paratyphi B
S. paratyphi C
S. typhimurium
Serratia marcescens
Shigella
S. boydii - +
S. dysenteriae - +
+
+

+ + + +

R I L EEEE

DL uLLLLUL®!
4+ttt
1] ]

+ + + +
L] L]
+|+ ++++ +++++F+++++

S. flexneri -

S. sonnei -
Staphyllococcus aureus - -
Staphylococcus sp.

Yersinia enterocolitica - - +
Yersinia pestis - - +
Cryptococcus sp. - - -
Pichia fermentans - - -
Rhodotorula sp. - - -
Saccharomyces cerevisiae - - -

*Amplificacion.

*No amplificacion.

2No amplificé para la estirpe 6.

+|+ + + +
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El resultado negativo en la estirpe S. montevideo 6 se verifico, utilizando
temperaturas de hibridacion menos restrictivas. Alicuotas de 25 pL de las
reacciones a 45, 50, 55 y 60°C de temperatura de hibridacion tampoco
produjeron producto de amplificacién visible en gel de agarosa. Para
comprobar si habia amplificacién, pero la cantidad del producto era tan baja
que no se detectaba en el gel de agarosa, se tomé una alicuota de la reaccion
de PCR (2 puL) y se utiliz6 como molde para una segunda reaccién de PCR. En
esta segunda reaccibn de PCR se emplearon como cebadores los
oligonucleétidos ISF e ISON. Tras esta segunda ronda de amplificacion ningtin
producto PCR se visualizé en el gel de agarosa (resultados no mostrados).
Llegados a este punto, se decidi6 verificar, a través de distintas pruebas si se
trataba de una estirpe perteneciente al género Salmonella. La primera prueba
fue antigénica (BioSign, PBM, Figura 5) y dio resultado positivo, la segunda
bioquimica (Api, Biomerieux, Figura 6) y también fue positiva. Por tanto se
asumi6é que la PCR dio un falso negativo. Este hecho no ocurrié con otras

estripes de la misma serovariedad (numeros 10, 13, 15, 37 y 46).

Figura 5. Prueba inmunolégica con S. montevideo 6. La ventana marcada como S es el lugar
donde se coloca la muestra. Las marcas obtenidas (flechas) en las ventanas C y R indican que
la muestra corresponde a una estirpe de Salmonella.

45



Tabla 8. Caracteristicas bioquimicas de la S. montevideo 6.

CARACTERISTICA RESULTADO
actividades enzimaticas
B-galactosidasa negativo
arginina dehidrolasa negativo
lisina descarboxilasa positivo
ornitina descarboxilasa positivo
citocromo oxidasa negativo
catalasa positivo
gelatinasa negativo
ureasa negativo
triptéfano desaminasa negativo
fermentacién/oxidacion de aztcares
glucosa positivo
manitol positivo
inositol positivo
sorbitol positivo
ramnosa positivo
sacarosa negativo
melibiosa positivo
amigdalina negativo
arabinosa positivo
produccién de
indol negativo
acetoina negativo
NO, positivo
SH, positivo

En conclusidon, mediante la PCR se detectaron 21 estirpes de
Salmonella (de un total de 22). Esto significa que el método tuvo una
sensibilidad relativa, definida como el porcentaje de positivos frente al total, del
95,5%.

Los cebadores disefiados para Shigella (VIRAF, VIRAR) se ensayaron
mediante PCR utilizando 100 ng de ADN gendmico aislado de S. dysenteriae
584. Los ensayos se hicieron inicialmente a diferentes temperaturas de
hibridacién (50, 55, 60 y 65°C). Una alicuota, de 5 pL, de estas reacciones se
cargé en el gel de agarosa, observandose en todos los casos un producto de
amplificacién de unas 200 pb (resultado positivo). A continuacién, se realizaron
diferentes reacciones de PCR tomando la temperatura de hibridacién mas
restrictiva (65°C) y variando la concentracién de MgCl,, observandose en gel

de agarosa producto de amplificacién entre 1-2,5 mM de MgCl, (Figura 6).
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Figura 6. Efecto de la concentracién de MgCl, en la amplificacion de virA. Electroforesis en gel
de agarosa de las amplificacion con 100 ng de ADN de S. dysenteriae 584 y empleando
diferentes concentraciones de MgCl,. Las reacciones de amplificacion se realizaron con los
cebadores VIRAF/VIRAF y se cargaron 5 uL en los pocillos del gel. Carriles: 1. control sin ADN;
2. sin MgCl,; 3. 0,5 mM MgCl,; 4. 1 mM MgCl,; 5. 1,5 mM MgCl,; 6. 2 mM MgCl,; 7. 2,5 mM
MgCl,; 8. marcador de 100 pb.

12 3 4 5 6 7 8

Las siguientes reacciones de amplificacion se realizaron a 65°C de
temperatura de hibridaciéon y a 1,5 mM de MgCl,, tal como quedé establecido
en Material y Métodos. La PCR con 100 ng de ADN de otras estirpes de
Shigella produjo productos de amplificacion observables tras la electroforesis
en gel de agarosa de 5 uL de las reacciones de amplificacién (Tabla 7).
También fueron positivas las reacciones de PCR con los ADN de E. coli
enteroinvasivas (E. coli O:124 y E.coli O:28, Tabla 7). Por tanto, la sensibilidad
relativa para este método de PCR fue del 100%.

También se comprobé la efectividad del método PCR utilizando como
molde ADN de células lisadas por calor, en lugar de ADN aislado. Los lisados
celulares se prepararon suspendiendo una colonia de las distintas estirpes en
50 mL de agua, TE o agua de peptona y calentando durante 5 min en agua en
ebullicién. Se prepararon lisados celulares en agua, TE y agua de peptona de
las diferentes estirpes de Salmonella 'y Shigella. Utilizando 2 pL de los distintos
lisados lisados en la PCR con los cebadores especificos para cada una de
estos grupos de bacterias, se observé siempre producto de amplificacion tras
cargar 5 pL de las reacciones en gel de agarosa (Tabla 7). Como era de

esperar, el método dio un resultado negativo con la estirpe S. montevideo 6.
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Este resultado no se debid a que las células no se lisaran, puesto en esta
estirpe si se observo producto de amplificacion en gel de agarosa tras la lisis y
la reacciéon de PCR con los cebadores (16SF y 16SR) especificos para el ARNr
16S (Tabla 7).

Posteriormente se comprobé si el método podia simplificarse. La idea
fue afiadir directamente a la reaccién de PCR los 2 pL de inéculo de células,
pensando que la lisis se haria en el transcurso del primer paso de la reaccion
(94°C durante 4 min). Nuevamente, el resultado fue positivo (e independiente
del medio empleado para la suspensién de las células) tanto con las estirpes
de Salmonella (excepto Salmonella 6), como con las estirpes de Shigella. Asi,
pudimos de una forma facil y rapida ensayar el método PCR en otros tipos de
bacterias. Este procedimiento recibi6 el nombre de “‘método de células
enteras”, siendo el elegido para posteriores ensayos con células.

El problema del método de células enteras fue la interpretaciéon de los
resultados negativos, como es el de Salmonella 6. En estas situaciones,
surgira la duda de si la falta de amplificaciéon era debida a la ausencia de las
dianas para los cebadores (negativo real) o estaba motivada por la
indisponibilidad del ADN molde, debido a que la lisis celular no era efectiva. Sin
embargo, la interpretacion de los resultados fue mas facil realizando dos
reacciones de PCR en paralelo: una utilizando los cebadores que amplifican el
ARNr 16S (cebadores universales de bacterias) y otra utilizando los cebadores
especificos para [a amplificacion de 1S200 o virA. En estos casos, se puede
interpretar que la lisis celular fue efectiva siempre que se haya producido
amplificacién con los cebadores universales de bacterias. Estos cebadores no
s6lo son universales para las bacterias sino que ademas son especificos de los
procariotas, lo cual se desprende de los resultados obtenidos en la PCR
empleando ADN (100 ng) de diferentes levaduras (eucariotas) y cargando 25
uL de las reacciones en un gel de agarosa (Tabla 7).

El método de las células enteras cuando se empleé agua de peptona
como medio de suspensién de células funcioné tanto en Salmonella 'y Shigella.
Dado que el agua de peptona se utilizé como medio de enriquecimiento de

ambos tipos de bacteria, se decidio verificar si se podia obtener amplificacién
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con diferentes volimenes de agua de peptona. Para ello se prepararon
muestras de S. typhimurium 2 y S. dysenteriae 584 en 50 ulL de agua de
peptona. Se tomaron alicuotas de cada muestra conteniendo 5, 10, 20y 30 puL
y se ensayaron en PCR utilizando los cebadores especificos del uno y el otro
tipo de bacterias. Tanto en S. typhimurium 2 (Figura 7) como en en S.
dysenteriae 584 (Figura 8) se observaron productos de amplificacion tras el gel
de agarosa solo en las alicuotas de 5 pL de agua de peptona. Para comprobar
si el efecto inhibitorio de la reaccién de PCR se debi6 a un excesivo nimero de
células o a la cantidad de agua de peptona empleada se decidi6 realizar
amplificaciones con los diferentes volimenes de agua de peptona (5, 10, 20 y
30 ul) aunque esta vez conteniendo todos el mismo nimero de células. Para
conseguir el mismo namero de células, se tomaron inéculos con 5 pL de agua
de peptona y se les afiadié agua de peptona sin inocular hasta alcanzar los
volimenes deseados. Para estos volimenes (10, 20 y 30 uL) no se obtuvo
producto de amplificacion ni en S. typhimurium 2 (con sus cebadores
especificos) ni en S. dysenteriae 584 (con sus cebadores especificos), es decir

que el agua de peptona fue el inhibidor de la PCR.

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones con células de S. typhimurium
2 suspendidas en diferentes volimenes de agua de peptona. La reaccion de amplificacion se
realizé con los cebadores ISF/ISR y se cargé con 5 plL en los pocillos del gel. Carriles: 1. control
sin ADN; 2. células en 5 uL de agua de peptona; 3. células en 10 uL de agua de peptona; 4.
células en 20 uL de agua de peptona; 5. células en 30 uL de agua de peptona; 6. Marcador de
100 pb.
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones con células enteras de S.
dysenteriae 584 suspendidas en diferentes volimenes de agua de peptona. La reaccion de
amplificacion se realiz6 con los cebadores VIRAF/VIRAR y se cargé con 5 pl en los pocillos del
gel. Carriles: 1. control sin ADN; 2. células en 5§ uL de agua de peptona; 3. células en 10 pL de
agua de peptona; 4. células en 20 ulL de agua de peptona; 5. células en 30 uL de agua de

peptona; 6. marcador de 100 pb.

Una vez comprobado que los cebadores ISF e ISR daban resultados
positivos en la mayoria de las estirpes de Salmonella y que los cebadores
VIRAF y VIRAR daban resultados positivos con todas las estirpes de Shigella,
se estudi6 su especificidad, es decir, si producian amplificaciébn en otros
microorganismos. Para determinar la especificidad se ensay6 primero el
método directo con los cebadores para amplificaciones especificas (1S200 y
virA) y los cebadores para amplificaciones universales de bacterias. También
se utilizd en las reacciones de amplificacion el de ADN aislado (100 ng) de
cada una de estos microorganismos. Los resultados obtenidos empleando
células enteras y ADN aislado fueron idénticos. Tras cargar en un gel de
agarosa 5 pL de las diferentes reacciones de PCR, se comprobé que los
cebadores especificos, ISF/ISR y VIRAF/NIRAR, no amplificaban en los
microorganismos diferentes a Salmonella y Shigella/lEIEC, respectivamente
(Tabla 7). Para comprobar estos resultados, se repitieron las amplificaciones
en las mismas condiciones y esta vez se emplearon en la electroforesis 25 plL

de las reacciones, pero el resultado fue el mismo.
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Dado que los cebadores dieron resultados negativos en todas las
estirpes de bacterias diferentes a Salmonella o Shigella, la especificidad
relativa (tomada como el nimero de resultados negativos respecto del total)
fue del 100% en ambos casos.

En los ensayos de PCR se habia observado el tamafio de los productos
de amplificacién en gel de agarosa era el esperado, en todas las estirpes de
Salmonella (un fragmento de 150 pb) o Shigella (un fragmento de 200 pb). Sin
embargo, es posible obtener amplificados con el mismo tamafio pero cuya
secuencia no se corresponda con la secuencia que pretendiamos amplificar,
esto es, 1S200 o virA. Esta duda se resolvié secuenciando las amplificaciones
obtenidas. Dado que hacerio con todos y cada uno de los productos PCR era
costoso y tedioso, se decidi6 simplificar y secuenciar el producto de
amplificacion de un representante de cada grupo: S. fyphimurium 2 (Figura 9) y
S. dysenteriae 584 (Figura 10).

Figura 9. Secuencia de nucleétidos del fragmento 1S200 de S. typhimurium 2 amplificado por
PCR. Las secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacién se muestran en negrita.
10 30 50

GCCGAAGATGAGTGTGTCGAGTTTCATGGGATATCTGAAGGGTAAAAGTAGTCTGATGCT
70 S0 110

TTACGAGCAGTTTGGGGATCTAAAATTCAAATACAGGAACAGGGAGTTCTGGTGCAGAGG
130 150

GTACTATGTCGATACGGTGGGTAAGAACACGGCGAA

Figura 10. Secuencia de nucleétidos del fragmento virA de S. dysenteriae 584 amplificado por

PCR. Las secuencias de los cebadores utilizados en la amplificacién se muestran en negrita.

10 30 50

CTGCATTCTGGCAATCTCTTCACATCACGTCTTCCTCTGTGGAACACATATATGCCCAAA
70 90 110

TTATGTCCGARAACATAGAAAACAGGCTTAATTTCATGCCTGAACAACGAGTTATTAACA
130 150 170

ATTGTGGACATATTATAAAAATCAACGCAGTTGTCCCTAAAAACGACACTGCAATCTCTG
190 210

CCTCTGGGGGGAGGGCTTACGAAGTTAGCTCATCA
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Para secuenciar los productos de PCR es necesario, en primer lugar,
clonar los productos de amplificacion en algtn plasmido. Se eligié el plasmido
pGEM-T, el cual se emplea especificamente para clonar los productos de PCR.
El plasmido se caracteriza por tener una timidina (T) en sus extremos 3'. Estas
timidinas emparejan facilmente con su complementaria, la adenosina (A). Se
ha demostrado (referencia) que la Tag ADN polimeresa tiene una actividad
adenil transferasa 5terminal, es decir, que los productos PCR van a tener una
A protundente en sus extremos 5°. Por tanto, en presencia de cualquier enzima
ADN ligasa, la T del plasmido y la A del producto PCR pueden permitir la unién
covalente (ligacion) de ambos tipos de ADN.

Los productos de amplificacion de las estirpes antes mencionadas se
clonaron en pGEM-T. Un representante de cada una de esas clonaciones se
secuencié y comparé con las secuencias presentes en la bases de datos. El
producto de amplificacion de S. typhimurium 2 fue 100% idéntico a la regién
correspondiente de la secuencia 1IS200 de S. typhimurium (n° acceso L25848),
mientras que el producto de amplificacion de S. dysenteriae 584 fue idéntico a
la regiéon correspondiente de la secuencia virA de S. flexneri (n° acceso
D26468), la unica disponible en la base de datos.

Para averiguar si las amplificaciones en las otras estirpes de Salmonella
y Shigella eran especificas, se utilizé la hibridacién con sondas especificas
para 1S200 y virA. Se emplearon dos métodos diferentes de hibridacién: en
membrana (con sondas marcadas con Dig) y en pocillo (con sondas marcadas
con biotina)

Las sondas empleadas (IS200 y VIRA) para la hibridacién en membrana
derivaron de los fragmentos 1S200 o virA, que previamente habiamos clonado
en un plasmido y cuyas secuencias habiamos establecido. Se emple6é un
marcaje de tipo no radiaoctivo (marcaje con Dig) debido a que las condiciones
de trabajo con radiois6topos son exigentes e imposibles de trasladar a las
industrias alimentarias, por el peligro de contaminaciéon de los alimentos. El
marcaje tradicional con la enzima Klenow se sustituy6 por el marcaje por PCR
con Taq ADN polimerasa, que produce una mayor cantidad de sonda marcada.

Ademas, la eficiencia del marcaje con PCR es mas facil de averiguar, puesto
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que tan soélo es necesario correr un gel de agarosa y cuantificar la cantidad de
ADN cargado. La cuantificacion fue posible porque la Dig que se incorpor6 en
el proceso de sintesis hizo que los productos marcados fueran de mayor

tamafio que los productos sin marcar (Figura 11).

Figura 11. Electroforesis en gel de agarosa de diferentes amplificaciones con y sin
digoxigenina. Se cargaron 5 uL de las reacciones en los pocillos del gel. Carriles: 1.
amplificacién con digoxigenina del fragmento 1S200; 2. amplificacién sin digoxigenina del
fragmento 1S200; 3. amplificacién con digoxigenina del fragmento virA; 4. amplificacion sin
digoxigenina del fragmento virA; 5. marcador de 100 pb.

Para determinar si las amplificaciones con los cebadores ISF/ISR
produjeron ADN de [S200 y las amplificaciones con los cebadores
VIRAF/VIRAR produjeron ADN de virA, basté con colocar 2 pL de las
reacciones de PCR en una membrana de nylon e hibridar con las sondas
IS200 y VIRA, respectivamente. Todas las estripes seleccionadas de
Salmonella y de Shigella produjeron sefial de hibridaciéon (Tabla 9). Por el
contrario, cuando la reaccion de PCR se llevd a cabo con un ADN no homélogo
(bacterias que no pertenecen ni al género Salmonella ni al género Shigella), no

se obtuvo sefial de hibridacién con ninguna de las dos sondas (Tabla 9).
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Tabla 9. Resultado de las amplificaciones con los
cebadores ISF/ISR, VIRAF/VIRAR empleando diferentes
microorganismos. Los productos de amplificacion se
detectaron mediante hibridacion en membrana (“dot-
blotting).

ESTIRPE ISF/ISR VIRAF/NVIRAR
Alcaligenes denitrificans - -
Alcaligenes faecalis - -
Arthrobacter oxydans - -
Bacillus sp. - -
Enterobacter aerogenes - -
Enterococcus faecalis - -
Escherichia

E. coli DH5q. - -
E. coli HB101 - -
E. coli XL 1-Blue - -
E. coli O:1 - -
E. coli 0:124, n° 121 - +

+

E. coli 0:28, n° 41 -

E. coli 0:127 -

E. coli O:111 - -
Klebsiella pneumoniae - -
Lactobacillus cellobiosus - -
Lactobacillus sake - -
Micrococcus luteus - -
Mycobacterium phlei - -
Proteus vulgaris - -
Pseudomonas fluorescens - -
Salmonelia
. abony
. agona
. blockey, n® 11
. braenderup
. bredeney
. daressalaam
dublin, n° 1
. enteritidis, n® 14
. infantis
. minnesota
. montevideo, n°® 10

S. panama, n°® 20

S. paratyphi A

S. paratyphi B

S. paratyphi C

S. typhimurium, n® 2
Serratia marcescens
Shigella

S. boydii, n® 583 - +

S. dysenteriae, n°® 584 - +

+
+

HDLLHLLLLLLWLWL®L

+ + + +++ +++ 4+ + 4+ + + + +
L]

S. flexneri, n® 585 -

S. sonnei, n® 542 -
Staphyllococcus aureus - -
Yersinia enterocolitica - -
Yersinia pestis - -
Cryptococcus sp. - -
Pichia fermentans - -
Rhodotorula sp. - -
Saccharomyces cerevisiae - -

*Hibridacién.
"No hibridacién.
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Debido a que la técnica de hibridacién es bastante laboriosa se decidid
emplear también los cortos oligonucledtidos ISON y VSON como sondas
internas para detectar 1S200 y virA, respectivamente. Estos oligonucleétidos se
marcaron con biotina y se emplearon para la hibridacion en pocillo (EIA). Con
este metodo se obtuvieron los mismos resultados que con la hibridacion, pero
expresados de una forma diferente. Tal como muestra la Figura 12, los valores
minimos obtenidos en Salmonella fueron, al menos, dos veces superior los
valores maximos obtenido cuando en las amplificaciones sin ADN o con ADN
no homélogos. De la misma manera, la Figura 13 muestra que los valores
minimos obtenidos en Shigella fueron, al menos, dos veces superior a los

valores minimos de las amplificaciones sin ADN o con ADN no homdlogos.

Figura 12. Especificidad de la PCR con los cebadores ISF/ISR y empleando 100 ng de ADN
de diferentes microorganismos, tras la hibridacion en pocillo. Los valcres del eje de ordenadas
representan el cociente entre las absorbancias a 405 y 492 nm.
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| BS. boydii 583 B S. dysenteriae 584 [ Sin ADN
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Figura 13. Especificidad de la PCR con los cebadores VIRAF/VIRAR y empleando 100 ng de
ADN de diferentes microorganismos, tras la hibridacion en pocillo. Los valores del eje de
ordenadas representan el cociente entre las absorbancias a 405 y 492 nm.
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3.4. Nivel de deteccion de la PCR con los cebadores que

amplifican 1S200 o virA.

Para averiguar el nivel minimo de deteccion de la PCR cuando se
emplea ADN asilado o células, se utilizaron S. typhimurium 2 y S. dysenteriae
584.

El nivel minimo de deteccion de ADN de la PCR (definido como la
cantidad minima de ADN requerido para detectar la amplificacion) empleando la
electroforesis en gel de agarosa y ADN de Salmonella fue de 50 fg (Figura
14A). También se determind este valor utilizando la hibridacion en membrana
con la sonda 1S200. El primer tipo de hibridacién en membrana que se empled
fue el “southern blotting” y asi se verifico que la sefial de hibridacion se produjo
por un unico producto de amplificacion que tenia el tamafio esperado para el
fragmento 1S200 (Figura 14B). Para los ensayos sucesivos se utilizé el “dot
blotting”, menos tedioso y mas rapido de realizar. Mediante hibridacion la
deteccion fue mas sensible que con la electroforesis, puesto que con 25 fg de
ADN aislado se detecté amplificacién por hibridacion. Por ultimo se empled la
hibridacién en pocillo (EIA), obteniéndose el mismo nivel de sensibilidad que
con la hibridacion en membrana, 25 fg (Figura 14C). En ningln caso se obtuvo
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un resultado positivo cuando en la reaccién de PCR se emplearon 0,5, 1 0 10
fg de ADN de S. typhimurium 2 (Figura 14).

Figura 14. Nivel de deteccion de la PCR con los cebadores ISF/ISR y empleando ADN. (A)
Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones empleando diferentes cantidades de
ADN de S. typhimurium 2. Se cargd 25 uL de las reacciones en los pocillos del gel. (B)
Hibridacién empleando el mismo gel y la sonda 1S200. Carriles: 1. control sin ADN; 2. 0,5 fg
ADN de Salmonella; 3. 1 fg ADN Salmonella; 4. 10 fg ADN Salmonella; 5. 25 fg ADN
Salmonella; 6. 50 fg ADN Salmonella; 7. 100 fg ADN Salmonella; 8. marcador 100 pb.
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Figura 14 (continuacion). (C) Hibridacion en pocillo empleando el oligonucleétido ISON y 25
uL de distintas amplificaciones realizadas con diferentes cantidades de ADN de S. typhimurium
2.
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El nivel minimo de deteccion de ADN de la PCR empleando la
electroforesis en gel de agarosa y ADN de Shigella fue de 25 fg (Figura 15B).
De la misma forma que en Salmonella, se determiné también este valor
utilizando la hibridacién con la sonda VIRA por “southern blotting” (Figura 15B)
y por “dot blotting”. El nivel de sensibilidad alcanzado con la hibridacion se
situ6é en 1 fg de ADN. El nivel minimo de deteccién mediante el EIA fue de 10
fg (Figura 15C), es decir, este método fue menos sensible que la hibridacién en
membrana. En ningun caso las reacciones con 0 6 5 fg de ADN produjeron un

resultado positivo (Figura 15).
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Figura 15. Nivel de deteccion de la PCR con los cebadores VIRAF/VIRAR y empleando ADN.
(A) Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones empleando diferentes cantidades de
ADN de S.dysenteriae 584. Se cargd 25 pl de las reacciones en los pocillos del gel. (B)
Hibridacion empleando el mismo gel y la sonda VIRA. Carriles: 1. Control sin ADN; 2. 1 fg ADN
de Shigella; 3. 10 fg ADN Shigella; 4. 25 fg ADN Shigella; 5. 50 fg ADN Shigella; 6. 100 fg ADN
Shigella; 7. marcador 100 pb.
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Figura 15 (continuacién). (C) Hibridacion en pocillo empleando el oligonucleétido VSON y 25
uL de distintas amplificaciones realizadas con diferentes cantidades de ADN de S. dysenteriae
584.
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El porcentaje de positivos empleando en la PCR 10 fg de ADN de S.
typhimurium 2 y utilizando el “dot blotting” para detectar las amplificaciones fue
22%. De la misma forma, con 1 fg de ADN de S. dysenteriae 584 en la
reaccion de PCR vy utilizando el “dot blotting” para detectar las amplificaciones,
se obtuvieron un 30% de positivos.

Por otra parte también se averigué el nivel minimo de deteccion de la
PCR utilizando células (definido como la cantidad minima de células requeridas
para detectar la amplificaion). En este caso la deteccién de la amplificacion se
realiz6 mediante electroforesis en gel de agarosa. No fue necesario utilizar
ningun otro método de detecciéon de ADN (hibridacion: “southern- dot-blotting” o
EIA) puesto que con la electroforesis se alcanzo un nivel de deteccion
suficiente.

El nivel minimo de deteccion de células mediante la PCR y usando la
electroforesis en gel de agarosa, se estimo en el caso de S. typhimurium 2 en
menos de 10 unidades formadoras de colonias (cfu). La estimacién se realizd a

partir de los resultados obtenidos en las amplificaciones con 5 uL de varias
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diluciones secuenciales (de factores de 10) de un inéculo en agua de peptona
conteniendo 37,5+3X10° células de Salmonella por cada 5 uL. Como se
muestra en la Figura 16, la PCR fue negativa cuando la dilucién llegé al factor
de extincién (0 células), y positiva cuando se utilizé la muestra sin diluir, es
decir, la presencia de un namero alto de células no fue inhibitoria. Por tanto, y
en la situacién menos favorable seriamos capaces de detectar 10 células en 5
pL de agua de peptona, es decir, 2000 cél/mL.

Asi mismo, el nivel de deteccién fue menor a 10 cfu en el caso de S.
dysenteriae 584. La estimacion se realizo, también, a partir de los resultados
obtenidos de las amplificaciones con 5 pL de diferentes diluciones
secuenciales (de factores 10) de una muestra conteniendo 28,4+3,3X10°
células por cada 5 pL. Como se muestra en la Figura 17, la PCR fue negativa
cuando la dilucién llegé al factor de extincion (0 células), y positiva cuando se
utilizé un gran niumero de células, por tanto tampoco tampoco se inhibi6 la
reaccion de PCR por un alto nimero de células. Al igual que en Salmonella el

método en Shigella detecta 2000 cél/mL.

Figura 16. Nivel de deteccion de la PCR con los cebadores ISF/ISR y empleando células.
Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones con alicuotas de 5 pulL de distintas
diluciones de un cultivo de S. typhimurium 2 a una concentracién de 37,5X10° células en 5 pL.
Se carg6 con 25 pL de las reacciones de amplificacion en los pocillos del gel. Carriles: 1. control
sin ADN; 2. dilucién 10®; 3. dilucién 10%; 4. dilucién 107; 5. dilucion 10%; 6. dilucién 10°; 7.
marcador de 100 pb.
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Figura 17. Nivel de deteccion de la PCR con los cebadores VIRAF/VIRAR y empleando células.
Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones con alicuotas de 25 pL de distintas
diluciones de un cultivo de S. dysenteriae 584 a una concentracion de 28,4X10° células en 5 pl.
Se cargé con 25 ulL de las amplificaciones en los pocillos del gel. Carriles: 1. control sin ADN; 2.
dilucién 107 3. dilucién 108, 4. dilucion 107; 5. dilucion 10%; 6. dilucién 10%; 7. marcador de 100
pb.

3.5. Amplificaiéon de 1S200 y virA en presencia de ADN no

homélogo.

Se quiso averiguar si manteniendo fijo el un nimero de dianas, la
reaccion de PCR se veia influenciada de alguna manera por la presencia de
ADN heterélogo, es decir, sin dianas para los cebadores especificos de 1S200
o virA. Para averiguarlo decidimos ensayar una cantidad fija de ADN molde
amplificacble, afiadiendo una cantidad variable de ADN no amplificable. Se
selecciond Serratia marcescens como fuente de ADN heterélogo, ya que ni su
ADN ni sus células produjeron amplificacion cuando se emplearon los
cebadores ISF/ISR o VIRAF/VIRAR (Tabla 7 y Tabla 8). Ademas, el color rojo
que adoptan las colonias en los cultivos viejos nos serviria para distinguir
Serratia de Salmonella y Shigella en el recuento en placa. Como fuente de
ADN homélogo, amplificable, se seleccionaron las estirpes S. typhimurium 2 o

S. dysenteriae 584, para utilizarlas con sus respectivos cebadores.

62



4. DISCUSION



Los ensayos de PCR empleando 100 ng de ADN aislado de Salmonella
y diferentes cantidades (desde 100 hasta 2000 ng) de ADN aislado de Serratia,
mostraron que los productos de amplificacion eran claramente visibles en gel
de agarosa (Figura 18A), alin en cuando en la reaccién de PCR se hubiese
afiadido una gran cantidad (2 ug) de ADN de Serratia. De la misma manera,
los ensayos de PCR en muestras conteniendo células de Salmonella y Serratia
produjeron productos de amplificacion visibles en geles de agarosa, incluso
cuando el numero de células de Serratia fue unas 10° veces superior al de

Salmonella (3500 y 3 células, respectivamente) (Figura 18B).

Figura 18. Amplificacion del fragmento de la secuencia de insercién 15200 en presencia de
ADN no homélogo. (A) Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones empleando 100
ng de ADN de S. typhimurium 2 y diferentes cantidades de ADN de S. marcescens. Las
reacciones de PCR se realizaron con los cebadores ISF/ISR y se cargé con 25 pL en los
pocillos del gel. Carriles: 1. control sin ADN; 2. 100 ng ADN Serratia y sin ADN de Salmonella; 3.
100 ng ADN de Serratia; 4. 200 ng ADN de Serratia; 5. 500 ng ADN de Serratia; 6. 1 ng ADN de
Serratia; 7. 2 ug ADN de Serratia; 8. ADN de Salmonelfa. 9. marcador de 100 pb.

A
12 3 456 789
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Figura 18 (continuacién). (B) Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones
empleando diferente nimero de células de Salmonella 'y Serratia. Las reacciones de PCR se
realizaron con los cebadores ISF/ISR y se cargé con 25 pL en los pocillos del gel. Carriles: 1.
control sin células; 2. 350X107 células de Serratia; 3. 3 células de Salmonella y 35000 de
Serratia; 4. 3 células de Salmonella y 350 de Serratia; 5. 3 células de Salmonella 'y 35 de
Serratia; 6. 30 células de Salmonella y 35000 de Serratia; 7. 30 células de Salmonella y 3500 de
Serratia; 8. 30 células de Salmonella y 350 de Serratia; 9. 32X10° Salmonella; 10. marcador de
100 pb.

B
1 2 34 56 78910

El comportamiento fue similar en las amplificaciones con Shigella y
Serrratia, légicamente con sus cebadores especificos. Todas las
amplificaciones dieron resultado positivo cuando se empleé 100 ng de ADN
aislado de S. dysenteriae 584 y diferentes cantidades de ADN (desde 100 a
2000 ng) aislado de S. marcescens (Figura 19A). Como era de esperar, los
ensayos con muestras conteniendo células de ambos tipos de bacterias dieron
positivo, aunque el nimero de células de Serratia fuera unas 10° veces

superior al de Shigella (22000 y 18 células, respectivamente. Figura 19B).
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Figura 19. Amplificacién del fragmento del gen virA en presencia de ADN no homéiogo. (A)
Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones empleando 100 ng de ADN de S.
dysenteriae 584 y diferentes cantidades de ADN de S. marcescens. Las reacciones de PCR se
realizaron con los cebadores VIRAF/VIRAR y se cargdé con 25 ulL en los pocillos del gel.
Carriles: 1. control sin ADN; 2. 100 ng ADN Serratia y sin ADN de Shigella; 3. 100 ng ADN de
Serratia ; 4. 200 ng ADN de Serratia; 5. 300 ng ADN de Serratia; 6. 500 ng ADN de Serratia; 7.
1 ug ADN de Serratia; 8. 2 pg ADN de Serratia; 9. ADN de Shigella; 10. marcador de 100 pb. (B)
Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones empleando diferente nimero de células
de Shigella y Serratia. Las reacciones de PCR se realizaron con los cebadores VIRAF/VIRAR y
se cargé con 25 uL en los pocillos del gel. Carriles: 1. control sin células; 2. 22X10° células de
Serratia; 3. 18 celulas de Shigella y 22 de Serratia; 4. 18 células de Shigella y 220 de Serratia;
5. 18 células de Shigella y 2200 de Serratia; 6. 18 células de Shigellay 22X10° de Serratia; 7.
18 células de Shigella; 8. marcador de 100 pb.

A
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3.6. Amplificacion multiple 1S200/virA.

La PCR mudltiple una amplificacion en la que se utilizan dos o mas
parejas de cebadores, siendo cada pareja especifica para un tipo de
secuencia. Puesto que disponiamos dos parejas de cebadores (ISF/ISR y
VIRAF/VIRAR) cada una especifica para un tipo de secuencia, mas aun, cada
una especifica para un tipo de bacterias, se efectuaron ensayos de PCR
multiple para detectar ambos tipos de secuencias a la vez. En los ensayos se
tomaron como representantes de sus respectivos grupos a S. typhimurium 2'y
S. dysenteriae 584.

En el primer ensayo se emplearon con 100 ng de ADN de S.
typhimurium 2 y 100 ng de ADN de S. dysenteriae 584. Puesto que
previamente se habia comprobado que las amplificaciones simples
funcionaban bien a 65°C y a 1,5 mM de MgCl, (Figura 4, pagina xx y Figura 6,
pagina xx), se emplearon estas condiciones también para la PCR multiple. La
amplificacion mdltiple fue positiva ya que tras la PCR se pudo observar en gel
de agarosa un fragmento de ADN de 150 pb (1S200) y otro de unos 200 pb
(virA) (Figura 20A).

Una vez comprobada la eficacia, se procedié a amplificar con células de
S. typhimurium 2 y S. dysenteriae 584. Estos experimentos también dieron
resultados positivos en gel de agarosa (Figura 20B). Con estos ensayos,
ademas se pudo determinar el nivel de deteccion (menos de 10 cfu de
Salmonella ylo Shigella) de la PCR miuiltiple.

Determinado el nivel de sensibilidad con las células, se analiz6 el nivel
minimo de deteccion empleando en la PCR ADN aislado. Los resultados
obtenidos fueron muy parecidos a los obtenidos en las amplificaciones simples;
incluso utilizando en la PCR 25 fg de ADN de S. typhimuriumm 2 y 25 fg de
ADN de S. dysenteriae 584, se visualizaron en gel de agarosa ambos
productos de amplificacién (Figura 21A). Cuando se empled el “southern-
blotting”, hibridando a la vez con las sondas 1S200 y VIRA, se pudo detectar la
presencia de 10 fg de ADN de Salmonella y Shigella en la reaccién de PCR
(Figura 21B).

66



Figura 20. Amplificacién multiple de 1S200 y virA. (A) Electroforesis en gel de agarosa de
distintas amplificaciones dobles empleando 100 ng de ADN de S. typhimurium 2 y/o 100 ng de
ADN de S. dysenteriae 584. (B) Electroforésis en gel de agarosa de las amplificaciones dobles
empleando células enteras de S. typhimurium 2 y de S. dysenteriae 584. En los pocillos del gel
de agarosa se cargaron 5 pL de las reacciones de PCR. Carriles: 1. control sin ADN; 2. Shigella
(aproximadamente 4 células) con los cebadores ISF/ISR+VIRAF/VIRAR; 3. Salmonella
(aproximadamente 6 células) con ISF/ISR+VIRAFNVIRAR; 4. Salmonella+Shigella
(aproximadamente 62 y 4 células, respectivamente) con los cebadores ISF/ISR+VIRAF/VIRAR;
8. Salmonella+Shigella (aproximadamente 6 y 43, respectivamente) ISF/ISR+VIRAF/VIRAR; 6.
marcador de 100 pb.
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Figura 21. Nivel de deteccion de la PCR miuiltiple. (A) Electroforesis en gel de agarosa de las
amplificaciones empleando diferentes cantidades de ADN de S. typhimurium 2 y S. dysenteriae
584 y las parejas de cebadores ISF/ISR y VIRAF/VIRAR. (B) Hibridacién empleando el mismo
gel y las sondas 1S200 y VIRA a la vez. Los pocillos del gel de agarosa se cargaron con 25 ulL.
Carriles: 1. control sin ADN; 2. 0,5 fg de ADN de Salmonellay 0,5 fg de ADN de Shigella; 3. 1 fg
de ADN de Salmonellay 1 fg de ADN de Shigella ; 4. 10 fg de ADN de Salmonella y 10 fg de
ADN de Shigella; 5. 25 fg de ADN de Salmonella y 25 fg de ADN de Shigella; 6. 50 fg de ADN
de Salmonella y 50 fg de ADN de Shigella; 7. 100 fg de ADN de Sa/monellay 100 fg de ADN de
Shigella; 8. marcador 100 pb.
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3.7. Deteccion por PCR de Salmonella y Shigella en

mayonesa.

En las secciones anteriores se ha comprobado que el método de PCR
que hemos disefiado es un sistema sensible y especifico para detectar la
presencia de células de Salmonella o Shigella. Para averiguar si el método
podia aplicarse para detectar estas bacterias en las mayonesas, se decidi6
inocular ia mayonesa con Salmonella y Shigella. Nuevamente se eligieron la
estirpe S. typhimurium 2 y S. dysenteriae 584.

Inicialmente se determiné el volumen maximo de muestra de mayonesa
inoculada con Salmonella o Shigella que se podia emplear en las
amplificaciones. Para ello, se prepar6 una muestra de mayonesa diluida 1/10
en agua de peptona inoculando con 29+2X10% cél/mL de Salmonella y se
amplificaron alicuotas de 5, 10, 20, 30 uL para la PCR. Tras la electroforesis en
gel de agarosa, tan sélo se observé producto de amplificacién con la alicuota

de 5 uL de mayonesa diluida e inoculada (Figura 22).

Figura 22. Deteccion de Salmonella en mayonesa. Electroforesis en gel de agarosa de las
amplificaciones con diferentes volimenes de una preparaciéon de mayonesa diluida (1/10) en
agua de peptona e inoculada con S. typhimurim 2. La reaccion de PCR se realiz6 con los
cebadores ISF/ISR y se cargd 5 pL en el gel de agarosa. Carriles: 2., 3., 4. y 5., amplificaciones
utilizando respectivamente 5, 10, 20, y 30 uL de mayonesa diluida en agua de peptona; 1.

control sin inocular; 6. marcador de 100 pb
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De la misma manera, se prepard una muestra de mayonesa diluida 1/10
en agua de peptona que se inoculé con 49+5X10° cél/mL de Shigella, y se
tomaron alicuotas de 5, 10, 20 y 30 pL para la PCR. Igual que en el caso
anterior, tan s6lo se obtuvo amplificacion con la alicuota de 5 uL. de mayonesa
diluida e inoculada (Figura 23). Se decidi6, a partir de entonces y en cualquier
caso, ensayar en PCR alicuotas de 5 pL de mayonesa diluida e inoculada bien

con Salmonella o Shigella.

Figura 23. Deteccion de Shigella en mayonesa. Electroforesis en gel de agarosa de las
amplificaciones con diferentes volimenes de una preparaciéon de mayonesa diluida (1/10) en
agua de peptona e inoculada con S. dysenteriae 584. La reaccion de PCR se realiz6 con los
cebadores VIRAF/VIRAR y se cargé 5 ul en el gel. Carriles: 2., 3., 4. y 5., amplificaciones
utilizando respectivamente 5, 10, 20, y 30 uL de mayonesa diluida en agua de peptona; 1.

control sin inocular; 6. marcador de 100 pb

Se quiso también averiguar el nivel minimo de detecciéon de la PCR
utilizando mayonesa diluida 10 veces en agua de peptona. Para ello, se
prepard una muestra de mayonesa diluida inoculada con 29+2X10" cél/mL de
Salmonella (esto es, al menos 1 célula por cada 5 plL) y otra muestra de
mayonesa inoculada con 2,4+1,9X10' cél/mL de Shigella (esto es al menos 1
células por cada 5 pL). Los ensayos de PCR con 5 uL de estas preparaciones
de mayonesa diluida e inoculada (con Salmonella o Shigella) y con los

cebadores especificos correspondientes (ISF/ISR o VIRAF/VIRAF), fueron

70



positivos en gel de agarosa cargando 25 pl de las reacciones de amplificacion
(resutados no mostrados). Por tanto, se estimé que el nivel de deteccién fue
menor a 10 cfu. Esto supone detectar 2000 células de Salmonella o Shigella en

una muestra de mayonesa diluida.

3.8. Modelo para la deteccion por PCR de Salmonella o Shigella

eh mayonesa.

Como se establecié en la introduccion, la legislacién Espafiola exige la
ausencia de Salmonella y Shigella en 25 g de mayonesa, esto quiere decir que
la presencia de tan s6lo una de esas bacterias en 25 g de producto impediria la
comercializacién del producto. Dada la sensibilidad de los métodos antes
descritos, se podria detectar una bacteria mediante PCR, pero obviamente no
en 25 g de mayonesa. Por tanto, el método de deteccion por PCR de
Salmonella y Shigella que se propone, implicaria un enriquecimiento previo de
esas bacteria en agua de peptona. La metodologia a seguir seria: tomar 25 g
de mayonesa y diluir hasta 250 mL con agua de peptona homogenizar, y
separar en muestras de 50 mL. Incubar cada muestra, tomar alicuotas de 5 puL
de cada una de las muestras de 50 mL y amplificar por PCR para detectar la
presencia de Salmonella ylo Shigella. Para que este modelo funcione
correctamente tenemos que conocer el tiempo que hay que preenriquecer para
obtener una concentracién de 2000 cél/mL (el nivel minimo de deteccién de la
PCR). Para conocer este tiempo, fue necesario inicialmente calcular el tiempo
de generacion de Salmonella y Shigella. Se decidi6 calcular, entonces, el
tiempo de generacion de S. typhimurium 2 y S. dysenteriae 584. El tiempo se
calculé en la fase exponencial de crecimiento para cada una de esas estripes,
estimandose en 20 min para Salmonella y 33 min para Shigella. Asi, se calcul6
que para obtener 2000 cél/mL de Salmonella en 50 mL de mayonesa diluida
era necesario preenriquecer durante unos 330 minutos a partir de una Unica
célula. Este tiempo fue de 550 minutos en el caso de Shigella.

Conocidos los tiempos de generacion se hizo una preparacién con 5 g

de mayonesa diluida hasta 50 mL con agua de peptona, se inoculé con S.
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typhimurium 2 (12,31+2,4 células en los 50 mL) y se incubé durante 8 horas a
37°C. Las alicuotas de 5 pL de mayonesa diludida tomadas a las 6, 7y 8 h
dieron un resultado positivo en los ensayos de PCR tras cargar 5 uL de la
reaccioén en gel de agarosa (resultados no mostrados).

De la misma manera, una preparacién con 5 g mayonesa diluida con
agua de peptona hasta 50 mL se inoculé con células de S. dysenteriae
(13,243,1 células en los 50 mL) y se incub6 durante 8 h a 37°C. Las alicuotas
de 5 puL de mayonesa diluida tomadas a las 7 y 8 h dieron resultados positivos
en los ensayos de PCR tras cargar 5 uL de la reaccion en gel de agarosa

(resultados no mostrados).
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, Saiki, et al., 1985) es una
poderosa e ingeniosa herramienta para amplificar acidos nucleicos que ha
revolucionado la Biologia Molecular. Este método no es el Unico descrito para
la amplificaciéon de acidos nucleicos (Van Brunt, 1990), y entre otros cabe citar
el método de la Qp replicasa (Cahill, ef al., 1991) o la reaccién en cadena de la
ligasa (Birkenmeyer y Armstromg, 1992). Sin embargo la PCR es el método
mas empleado, debido en gran medida a la utilizacion de ADN polimerasas
termoestables (Saiki, et al., 1988) y por la posibilidad de automatizacién de la
técnica.

La Microbiologia, y dentro de ella la Microbiologia Alimentaria, es una de
las areas que mas se ha beneficiado del empleo de la PCR. El auge de esta
técnica como herramienta en la Microbiologia Alimentaria viene dado por la
necesidad de métodos rapidos y fiables para el control microbiolégico de los
alimentos. Este control microbiolégico es necesario porque ocurren numerosas
enfermedades son provocadas por microoganismos, presentes en los
alimentos. En muchos casos no se puede identificar el agente etiologico
responsable de la enfermedad por los métodos tradicionales de deteccion e
identificacion de microorganismos en los alimentos porque el bajo nimero de
esos microorganismos o bien las substancias presentes en los alimentos
dificultan su recuperacion. Pero el mayor inconveniente de los métodos
tradicionales es que son lentos y sélo se completan después de varios dias,
transcurridos los cuales es incluso dificil demostrar que el microorganismo
rescatado es patégeno para el hombre.

La introduccién del concepto HACCP (analisis de peligrosidad y control
de puntos criticos) dio un nuevo sentido a la utilizacion de los métodos
tradicionales, puesto que el control del producto terminado, aunque necesario
por ley, no es tan importante como el control de cada una de las fases de la
produccién. No obstante, la PCR no es so6lo una buena herramienta para el
control del producto terminado sino que posiblemente es mejor método que los
tradicionales para desarrollar el concepto HACCP.

Uno de los puntos importantes en la producciéon de alimentos, es que

sean seguros y estables desde el punto de vista microbiol6gico. Para obtener
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un alimento con estas caracteristicas es necesario, normalmente, modificar sus
condiciones fisico-quimicas para que no se produzca la proliferacion de todos
aguellos microorganismos no deseables. Con esta finalidad, lo mas sencillo es
anadir preservadores quimicos, sin embargo, la aceptacién por parte de los
consumidores de tales sustancias es escasa, y las industrias han tenido que
emplear formas mas naturales para evitar la contaminacién microbiana de los
alimentos. Es esto, precisamente lo que Ybarra hace con su mayonesa (que es
alimento objeto de este trabajo), conseguir un producto estable y seguro
modificando dos parametros: la actividad del agua y la acidez. Estas
modificaciones justifican la escasa variabilidad de microorganismos que hemos
aislado a partir de la mayonesa Ybarra. Ademas de las levaduras aisladas, tan
s6lo se han encontrado tres tipos diferentes de bacterias: Arthrobacter, Bacillus
y Staphylococcus.

La presencia de estas estripes en la mayonesa es sorprendente porque
la actividad del agua y acidez de [a mayonesa Ybarra no son adecuadas para
su proliferacion. Sin embargo, esta descrito que algunas especies de bacterias
de los géneros Bacillus y Staphylococcus se pueden encontrar en la
mayonesa, no asi las bacterias del género Arthrobacter. La presencia de las
estripes de Bacillus se puede justificar por su capacidad de producir esporas
resistentes, las cuales en un medio rico como el agua de peptona (utilizada
para los aislamientos) germinarian y producirian células vegetativas. La
presencia de los estafilococos no seria tampoco casual, puesto que los
resultados moleculares apuntan que podria tratarse de Staphylococcus
warneri, una bacteria encontrada en la piel humana (Sneath, et al., 1986). Una
incorrecta manipulacién del producto por parte de los operarios podria ser la
posible fuente de contaminacion. Por ultimo, tampoco es extrafio encontrar
Arthrobacter porque es una bacteria que se puede encontrar en el huevo, uno
de los ingredientes esenciales de la mayonesa.

La identificacién de la microflora inicial de la mayonesa se hizo mediante
métodos tradicionales (bioquimicos) y moleculares (amplificacion vy
secuenciacion del ADN correspondiente al ARNr 16S). La identificacion

bioquimica requiere bastante experiencia, es lenta, tediosa y en algunas
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ocasiones no es definitiva. Quizas las ventajas de la identificacion molecular
sean la sensibilidad y la rapidez. Sin embargo, hay que tener precaucion si se
quiere llegar a nivel de especie ya que suelen disponer de todas las
secuencias ARNr 16S de todas las especies de un determinado género.

Conocer la microflora inicial de la mayonesa Ybarra, nos sirvid para
saber los microoganismos tenian que ser especialmente considerados durante
el disefo de los cebadores de la PCR para detectar Salmonella 'y Shigella.

Ademas, disponer de un método de identificaciéon rapido, como la PCR
combinada con la secuenciacién, podria servir para conocer los
microorganismos causantes del deterioro de un alimento. De hecho, la
mayonesa puede deteriorarse, esencialmente, por la actividad de las levaduras
del género Saccharomyces y por las bacterias del género Lactobacillus. Sin
embargo, estos microorganismos deterioran el producto y mueren en el
proceso, por lo que su aislamiento es complicado. En la fabrica de Ybarra hubo
un antecedente de deterioro (E. Trujillo, comunicacion personal), que se
manifestd por un cambio del sabor y la aparicion de malos olores en la
mayonesa. El microorganismo responsable fue dificil de determinar, puesto
que la mayonesa modificé sus caracteristicas fisiolégicas, es decir, se trataba
de una estirpe adaptada a este medio. El microorganismo que produjo el
deterioro se clasific6 como Lactobacillus plantarum, y dado que se dispone de
su secuencia ARNr 16S en las bases de datos, con el método de PCR y
secuenciacion hubiese sido rapidamente identificada.

Pretender establecer un unico protocolo de PCR para una gran variedad
de aplicaciones es una tarea dificil, por lo que es siempre aconsejable buscar
las condiciones 6ptimas para cada reaccion de PCR (Innis y Gelfand, 1990).
Cuando la reaccién no se efectGta en las condiciones Optimas aparecen
problemas con la especificidad: no hay deteccién o la produccién del producto
amplificado es baja. Algunos de los aspectos particulares que pueden afectar
al éxito de la reaccién son (Hill, 1996): la secuencia de los cebadores, la
temperatura de hibridacion, el pH, la concentracién del ion Mg*?, el nimero de
ciclos, el tiempo de polimerizacion, el tamario del fragmento amplificado, la

disponibilidad del ADN o la presencia de inhibidores.
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Los resultados obtenidos en las amplificaciones utilizando las parejas de
cebadores ISF/ISR y VIRAF/VIRAR mostraron que estos cebadores son
altamente sensibles y especificos. Con ISF/ISR se amplificé el ADN aislado de
la mayor parte de las estirpes de Salmonella (95,5%) y con VIRAF/VIRAR se
amplificd el ADN aislado de todas las estirpes de Shigella y nunca se amplifico
el ADN aislado de otras bacterias que no pertenecen a estos géneros (excepto
con el ADN asilado de las estirpes EIEC que se amplificé con los cebadores
para virA, puesto que estas bacterias contienen éste gen en su plasmido de
virulencia). El éxito en las amplificaciones se consiguié por el alto grado de
especificidad de los cebadores, por la utilizacion de altas temperaturas de
hibridacion (65°C) de los cebadores al ADN molde y por el empleo de una
concentraciéon 6ptima de Mg*? (1,5 mM MgCl,). La temperatura de hibridacién
es un factor critico en los primeros ciclos porque si es baja permite el
emparejamiento de los cebadores a regiones diferentes a la diana y disminuye
la eficacia de la amplificacién en los sucesivos ciclos (Ruano, ef al., 1992). La
concentracién del ion Mg*? ha de ser dptima porque afecta a la temperatura de
hibridacién de los cebadores, a la temperatura de separaciéon de las cadenas
del ADN molde y amplificado, a la formacion de dimeros entre cebadores y a la
actividad y fidelidad de la polimerasa (Hill, 1996; Innis y Gelfand, 1990).

La calidad y cantidad del ADN molde no es un factor esencial en la
reaccion de amplificacién. Los resultados obtenidos con la PCR utilizando
células bacterianas que, efectivamente, no es necesario un ADN aislado y
purificado sino que el ADN que se libera en un lisado celular sirve como molde
de la reaccién. Ademas, los niveles minimos de deteccion de la PCR utilizando
ADN o células de Salmonella y Shigella con sus respectivos cebadores
especificos, demostraron que no es necesario una gran cantidad de ADN
molde ya que incluso con una cantidad de ADN menor que la que pueda
contener una célula se detectaron las (Figuras 14 y 15). Los niveles minimos
de deteccion observados en Salmonella con los cebadores ISF/ISR (25 fg o 1-
10 células) y en Shigella con los cebadores VIRAF/VIRAF (1 fg o 1-10 células)
son parecidos a los publicados previamente en otras bacterias y con otros

cebadores. Asi por ejemplo, utilizando 1 fg de ADN o 1-10 células de
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Escherichia coli, (Bej, et al., 1990) lograron amplificar y detectar mediante
hibridacién un fragmento del gen /amB. Enumerar todas y cada una de las
publicaciones en las que se usa la PCR para la deteccién microorganismos
seria interminable, sin embargo una informacién bastante completa se puede
encontrar en dos recientes revisiones (Olsen, et al., 1995; Hill, 1996).Los
métodos empleados en esta tesis para la deteccion del ADN amplificado han
sido la electroforésis en gel de agarosa, la hibridacion en filtro (“southern y dot-
blotting”) y la hibridacién en pocillo (EIA) tienen sus ventajas e inconvenientes.
Evidentemente, si se busca la deteccion de cantidades minimas de ADN, las
hibridaciones en filtro son los métodos mas sensibles, siendo el “dot-blotting” el
mas rapido de realizar y el menos laborioso. Si se busca la rapidez, lo mas
acertado seria utilizar la electroforésis en gel de agarosa. Por ultimo, si se
desea una cuantificacion se puede conseguir con el EIA.

Aunque la electroforésis en gel de agarosa es el método menos
sensible, con ella hemos conseguido una sola célula de Salmonella 'y Shigella
tras la amplificacién por PCR. Asi, por su sencillez y rapidez seria la PCR en
combinacién con la electroforésis seria el método aconsejable para detectar la
presencia o ausencia de Salmonella y Shigella en la mayonesa. Sin embargo,
la PCR combinada con el EIA permitiria la automatizacién que es un requisito
importante para trasladar el método PCR a las industrias alimentarias. Otra
ventaja que tendria la combinacién PCR-EIA seria la posibilidad de cuantificar
el ADN amplificado, y por extension, la determinacién del nimero de células
que contaminan una muestra mayonesa. La cuantificacion no es necesaria en
el caso de la deteccién de Salmonella y Shigella en mayonesa, puesto que la
ley tan sélo exige su ausencia en 25 g de producto. La cuantificacion si seria
atil en el caso de la deteccion de las enterobacterias, puesto que la legislacion
exige determinar el nimero total en 1 g de mayonesa. Sin embargo, determinar
el numero de bacterias de una muestra de alimento mediante PCR-EIA seria
complicado si fuera necesario un paso de enriquecimiento antes de la PCR, ya
que el nimero de microorganismos de la muestra de alimento enriquecido
seria superior al nimero de microorganismos del alimento en su origen
(Vaneechutte, 1997).
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La deteccién de los microorganismos en alimentos se puede realizar
mediante PCR utilizando directamente las células contenidas en una alicuota
del alimento o tras un enriquecimiento por métodos tradicionales, utilizando
directamente las células contenidas en una alicuota del medio de
enriquecimiento (Olsen et al., 1995). En estos dos casos la lisis celular ha de
ser efectiva para que el ADN se libere de las células y éste sea accesible a los
componentes de la reaccién de amplificacion. La PCR también se puede llevar
a cabo aislando del alimento o del medio de enriquecimiento el ADN
amplificable, extrayendo las células y aislando su ADN. Independientemente
del método elegido algunos otros factores tales como (Rossen, et al., 1992;
Wilson, 1997) la degradacion o captura del ADN y/o la inhibicion de la reaccién
de amplificacién pueden afectar al éxito de la reaccién de PCR.

En este trabajo, la lisis celular se realiz6 mediante calor (Starnbach, et
al., 1989) ya que la lisis mediante detergentes (SDS, Triton X-100 o Tween 20)
o NaOH podia inhibir la reacciéon (Rossen, et al., 1992). Tampoco se extrajo el
ADN puesto que las sustancias empleadas en el aislamiento del ADN pueden
también producir inhibicién (Rossen, et al., 1992). Aunque otros autores han
observado que la lisis por calor puede producir resultados no satisfactorios, por
disminucion de la sensibilidad o por la aparicion de amplificaciones
inespecificas (Ganon, et al., 1992), en todos los casos ensayados en esta tesis
la lisis por calor fue efectiva puesto que siempre se obtuvieron productos de
amplificacién. Los problemas de la lisis por calor detectados por otros autores
pudieron estar motivados porque el ADN tras el calentamiento no se separd
satisfactoriamente de las proteinas estructurales de la célula o de las que
estan unidas al ADN. De cualquier forma, la lisis por calor tiene la ventaja de
ser rapida si se compara con otros métodos de extraccién de ADN vy, en
nuestro caso, fue suficientemente sensible como para que se detectaran 1-10
células de Salmonella o Shigella.

La deteccién de células de Salmonella o Shigella tras el enriquecimiento
de la mayonesa en agua de peptona tuvo un problema afiadido, la inhibicién de
la reaccion de amplificaciéon. La cantidad de mayonesa diluida en agua de

peptona) tolerada en la reaccion de amplificacion fue un 10% del volumen final
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de la reaccién (esto es 5 pL en un volumen final de reaccién de 50 uL).
Rossen, et al., 1992, observaron que un 10% de agua de peptona no inhibia la
PCR, lo que esta de acuerdo con nuestros resultados.

Como ya se ha mencionado anteriormente, en los alimentos puede
haber células metabdlicamente dafiadas que son dificiles de recuperar y, en
consecuencia, no se detectan empleando los métodos tradicionales de control
microbioldgico. Sin embargo, este tipo de células dafiadas si son detectables
mediante la PCR . Igualmente, las células no viables pueden ser detectables
mediante PCR y no los son por medio de los métodos tradicionales, es decir, la
PCR puede producir resultados denominados falsos positivos. Los falsos
positivos de este tipo son especialmente evidentes en ciertos productos tales
como los pasteurizados, en los cuales la PCR puede dar resultados positivos a
pesar de que de ellos no se recuperen células viables. No obstante, la
presencia de ciertos microorganismos, vivos o muertos, es un indicador de que
el alimento no se prepard con ingredientes de calidad o que su manipulacién
no fue adecuada. En este tipo de alimentos, la presencia de microorganismos
no viables se podria distinguir de los microorganismos viables analizando dos
muestras del alimento tomadas con un intervalo de varias horas. Si el producto
contiene células viables, éstas creceran y la cantidad del producto PCR sera
mayor en la segunda muestra que en la primera, debido al incremento del ADN
molde. Si el alimento contiene células no viables, no se produciria el
incremento en la cantidad de producto PCR sino que incluso podria haber una
disminucién. La relacién entre viabilidad de las células y detectabilidad
mediante PCR no esta clara, de hecho, hay datos contradictorios, asi Bej, ef
al., 1991, obtuvieron amplificaciéon por PCR en células no viables de Legionella
pneumophila, mientras que Masters, et al., 1994, no consiguieron amplificacién
empleando células no viables de E. coli o Listeria monocytogenes. A pesar de
que la PCR no sea un buen método para distinguir viabilidad de no viabilidad,
la utilizacion del ARN y la retrotranscripicion para producir un ADN molde
podria ser una manera de salvar este problema, ya que la vida media del ARN

es mucho menor que la del ADN.
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Una de los principales problemas de la PCR como método de deteccion
de microorganismos es la aparicion de producto de amplificacién a causa de la
contaminacién por ADN molde externo que generalmente procede de los
productos de amplificacién de reacciones anteriores. El problema de estos
falsos positivos es mucho mas acusado cuanto mas bajo es el nivel de
deteccién que se quiere alcanzar. Los falsos positivos se pueden evitar
irradiando con luz ultravioleta (Sarkar y Sommer, 1990) o haciendo un
tratamiento con la enzima ADN uracil glicosilasa (Longo, et al, 1990)
previamente a la reaccion de PCR. El inconveniente de estos tratamientos es
que reducen la efectividad de la reaccién de PCRYy por ello lo mas aconsejable
es tomar simples precauciones a nivel de laboratorio (Kwok e Higuchi, 1989).
Desde la propia experiencia, y de todos los consejos propuestos en Kwok e
Higuchi, 1989, hay que tener una especial atencién en:

(i) la eleccién de los controles positivo y negativo. Obviamente es
importante que el control positivo no produzca una gran cantidad de
amplificado.

(i) la separacion fisica entre el lugar de la preparacion de la reaccién y
la zona donde se manipulan los productos de amplificacién.

Los nuevos métodos moleculares desarrollados para la deteccion de
microorganismos en los alimentos, y en especial la PCR, tienen que ser
minuciosamente evaluados con los métodos tradicionales y, aun mas, tienen
que ser validados para que se utilicen rutinariamente en el control
microbiolégico de los alimentos. Sin embargo, la primera barrera para su
aplicacién a nivel industrial es intentar sustituir un método,el cultivo, esencial
en la microbiologia alimentaria desde hace casi un siglo, por otro,la PCR,
desarrollado tan sélo hace 10 arios.

Los incovenientes en la aplicacion de la PCR en el control
microbiolégico de los alimentos se van superando poco a poco. Asi, ya no es
necesario emplear la radioactividad y es posible la automatizacién. De
cualquier manera, la PCR tiene que superar la dependencia hacia los métodos
de cultivo, que hace que emplear el término de “método rapido” no sea del todo

acertado. El componente econémico tampoco ayuda al uso habitual de la PCR,
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ya que el gasto en la instrumentacién, en los reactivos y en el entrenamiento
de los operarios, es alto.

Al contrario que los métodos convencionales, la PCR tiene la ventaja de no
requerir confirmacién de los resultados obtenidos. De hecho, la aplicacion
actual de la PCR es como prueba confirmatoria (Olsen, et al., 1995), necesaria

cuando se obtiene un presunto positivo con los métodos de cultivo.
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5. CONCLUSIONES



De los resultados mostrados en esta Tesis se pueden obtener las
siguientes conclusiones:

12, Se ha disefiado una pareja de oligonucleétidos (ISF/ISR) y un
protocolo de PCR para la amplificacion de un fragmento de unos 150 pb de la
secuencia de insercion 1S200, que permite detectar especificamente las

bacterias del género Salmonella.

22 Se ha disefado una pareja de oligonucleétidos (VIRAF/VIRAR) y un
protocolo de PCR para la amplificacion de un fragmento de unos 200 pb del

gen virA, que permite detectar especificamente las bacterias del género
Shigella.

32 La sensibilidad de los dos métodos permite detectar una sola célula

de Salmonella typhimuriumy de Shigella. dysenteriae en la reaccion de PCR.

42, La utilizacién simultanea de los cebadores ISF/ISR y VIRAF/VIRAR

en la PCR permite detectar S. fyphimuriumy S. dysenteriae en un sélo ensayo.

52. La aplicacién de nuestros métodos de amplificacion por PCR
permiten detectar S. typhimurium y S. dysenteriae en mayonesa en un tiempo
inferior a 24 h, lo que permitiria una reduccion del tiempo de almacenamiento

del producto recién elaborado con la concomitante reduccion del coste de

produccién.
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6. ABREVIATURAS



Ap: ampicilina.

BrEt: bromuro de etidio.

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato.
Cfu: unidades formadoras de colonias.
CTBA: bromuro de hexadecil trimetil amonio.
Dig: digoxigenina.

EDTA: acido etilen diamino tetraaceético.
EIA: ensayo inmunoenzimatico.

EIEC: E. coli enteroinvasiva.

IPTG: isopropil-B-D-tiogalactopirandsido.
NBT: nitroblue tetrazolium

pb: pares de bases.

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa.
SDS: dodecil sulfato sédico.

SSC: tampén citrato sédico salino.

TBE: tampén Tris-borato-EDTA.

TE: tampédn Tris-EDTA.

TER: tampén Tris-EDTA-ARNasa

Tm: temperatura media de fusion.

Tris: tris-hidroximetil aminometano.

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido.

83



7. BIBLIOGRAFIA



10.

11.

. Amann, R.., Ludwig, W. and Schleifer, K-H. (1995) Phylogenetic

Identification and In Situ Detection of Individual Microbial Cells without
Cultivation. Microbiol. Rev. 59: 143-169.

Andrews, W.H., Poelma, P.L. and Wilson, C.R. (1984) Isolation and
identification of Salmonella species, pp 7.01-7.18. En: Association of Official
Analytical Chemists (ed.); Bacteriological Analytical Manual of the Division
of Microbiology Center for Food Safety and Applied Nutrition. U.S. Food
and Drug Administration. 6. AOAC, USA.

Ausbel, F.M., Brent, R., Ringston, R.E., Moore, D.D., Seidman, J.D., Smith,
J.A. and Struhl (1994) Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley
and Sons, USA.

Beck, S. and Pohl, F.M. (1984) DNA Sequencing with Direct Blotting
Electrophoresis. EMBO J. 12: 2905-2909.

Bej, A.K., Mahbubani, M.H. and Atlas, R.M. (1991) Detection of Viable
Legionella pneumophila in Water by Polymerase Chain Reaction and Gene
Probe Methods. Appl. Environ. Microbiol. 57: 597-600.

Bej, AK., Steffan, R.J., DiCesare, J. Haff, L. and Atlas, R.M. (1990)
Detection of Coliform Bacteria in Water by Polimerase Chain Reaction and
Gene Probes. Appl. Environ. Microbiol. 56: 307-314.

Birkenmeyer, L. and Armstrong, A.S. (1992) Preliminary Evaluation of the
Ligase Chain Reaction for Specific Detection of Neisseria gonorrhoeae. J.
Clin. Microbiol. 30: 3089-3094.

Cahill, P., Foster, K. and Mahan, D.E. (1991) Polymerase Chain Reaction
and Qp Replicase Amplification. Clin. Chem. 37: 1482-1485.

Chacon, F., Zaballos, J.M. y Vazquez, J.M. (1986) Aspectos legales en el
control microbiolégico de los alimentos. Normas consensuadas y su
aplicacion, pp 115-127. V Reunién Cientifica del Grupo de Microbiologia de
Alimentos de la SEM.

D’Aoust, J-Y. (1989) Salmonella, pp 327-345. En: Doyle, M.P. (ed.);
Foodborne Bacterial Pathogens. Marcel Dekker, USA.

Devereux, J., Haeberli, P. and Smithies, O. (1984) A Comprehensive Set of
Sequence Analysis Programs for the Vax. Nucleic Acid Res. 12: 387-395.

84



12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

Doetsch, R.N. (1981) Determinative methods of light microscopy, pp 21-33.
En: Gerhardt, P., Murray, R.G.E., Costilow, R.N., Nester, EW., Wood,
W.A,, Kiieg, N.R. and Phillips, G.B. (eds.); Manual of Methods for General
Bacteriology. American Society for Microbiology, USA.

Frazier, W.C. and Westhoff, D.C. (1988) Food Microbiology. Mc Graw-Hill
Book Company, USA.

Gannon, V.P.J., King, R.K., Kim, J.Y. and Golstein Thomas, E.J. (1992)
Rapid and Sensitive Methods for Detection of Shiga-Like Toxin-Producing
Escherichia coli in Ground Beef Using the Polymerase Chain Reaction.
Appl. Environ. Microbiol. 58: 3809-3815.

Hale, T.L. (1991) Genetic Basis of Virulence in Shigella Species. Microbiol.
Rev. 55: 206-244.

Harrigan, W.F. and McCance, M.E. (1966) Laboratory Methods in Food and
Dairy Microbiology. Academic Press, USA.

Hayes, P.R. (1985) Food Microbiology and Hygiene. Elsevier Applied
Science Publishers, USA.

Hernandez Giménez, E. (1986) Importancia actual de la automatizacién de
métodos en el control microbiolégico de los alimentos, pp 53-60. V Reunién
Cientifica del Grupo de Microbiologia de Alimentos de la SEM.

Hill, W.E. (1996) The Polymerase Chain Reaction: Applications for the
Detection of Foodborne Pathogens. Crit. Rev. Food Sci Nutrit. 36: 123-173.
Holt, J.G., Krieg, N.R., Sneath, P.H., Staley, J.T. and Williams, S.T. (1994)

Bergey’s Manual of Determinative Bacteriology 9" Edition. Williams and
Wilkins, USA.

. Holtke, H.J., Seibl, R., Burg, J., Muhlegger, K. and Kessler, C. (1990) Non-

Radioactive Labelling and Detection of Nucleic Acids. Il . Optimization of the
Digoxigenin System. Biol. Chem. Hoppe Seyler 371: 929-938.

Innis, M.A. and Gelfand, D.H. (1990) Optimization of the polymerase chain
reaction, pp 3-12. En: Innis, M.S., Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. and White
T.J. (eds.); PCR Protocols. A Guide to Methods and Applications. Academic
Press, USA.

85



23.

24.

25.

26.

27.

28.

20.

30.

31.

32.

33.

Innis, M.A., Myambo, K.B., Gelfand, D.H. and Brow, M.A.D. (1989) DNA
Sequencing with Thermus aquaticus DNA Polymerase and Direct
Sequencing of Polymerase Chain Reaction-Amplified DNA. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 9436-9440.

Inoue, H., Nojima, H. and Okayama, H. (1990) High Efficiency
Transformation of Escherichia coli with Plasmids. Gene 96: 23-28.

Jay, J.M. (1978) Modern Foood Microbiology. Litton Educational Publishing,
USA.

Kaiser, C.S., Michaelis, S. and Mitchell, A. (1994) Methods in Yeast
Genetics. Cold Spring Harbor Press,USA.

Kwok. S. and Higuchi, R. (1989) Avoiding False Positives with PCR. Nature
339: 237-238.

Lanzillo, J.J. (1990) Preparation of Digoxigenin-Labeled Probes by the
Polymerase Chain Reaction. Biotechniques 8: 620.

Longo, M.C., Berninger, M.S. and Hartley, J.L. (1990) Use of Uracil DNA
Glycosylase to Control Carry-Over Contamination in Polymerase Chain
Reactions. Gene 93: 125-128.

Mason, P.J. and Williams, J.G. (1985) Hybridisation in the analysis of
recombinemt DNA, pp 113-137. En: Hames, B.D. and Higgins, S.J. (eds.);
Nucleic Acid Hibridisation. A Practical Approach. IRL Press, USA.

Masters, C.l., Shallcross, J.A. and Mackey, B.M. (1994) Effect of Stress
Treatments on the Detection of Listeia monocytogenes and
Enterotoxigenic Escherichia coli by the Polymerase Chain Reaction. J.
Appl. Bacteriol. 77: 73-79.

Mehlman, J.J., Andrews, W.H. and Wentz, B.A. (1984) Coliform bacteria, pp
5.01-5.07. En: Association of Official Analytical Chemists (eds.);
Bacteriological Analytical Manual of the Division of Microbiology Center for
Food Safety and Applied Nutrition. U.S. Food and Drug Administration. 6.
Melman, F.J. (1984) Shigella, pp 9.01-9.05. En: Association of Official
Analytical Chemists (eds.); Bacteriological Analytical Manual of the Division
of Microbiology Center for Food Safety and Applied Nutrition. U.S. Food

and Drug Administration. 6.

86



34.

35.

36.

37.

38.

39.
40.

41.

42.

43.

Messer, J.W., Peeler, J.T. and Gilchrist, J.E. (1984) Aerobic plate count, pp
4.01-4.10. En: Association of Official Analytical Chemists (eds.);
Bacteriological Analytical Manual of the Division of Microbiology Center for
Food Safety and Applied Nutrition. U.S. Food and Drug Administration. 6™.
Moreno Garcia, B. y Garcia Lépez, M.L. (1986) Calidad microbiolégica de
los alimentos: analisis de riesgos e identificacién y control de puntos
criticos. Bases cientificas, pp 9-13. V Reunion Cientifica del Grupo de
Microbiologia de Alimentos de la SEM.

Mossel, D.A.A. and Ingram, |. (1955) The Physiology of the Microbial
Spoilage of Foods. J. Appl. Bacteriol. 18: 232-268.

Olsen, J.E., Aabo, S., Hil, W., Notermans, S., Wernars, K., Granum, P.E.,
Popovic, T. Rasmussen, H.N. and Olsvik, @. (1995) Probes and
Polymerase Chain Reaction for the Detection of Food-Borne Pathogens.
Int. J. Food Microbiol. 28: 1-78.

Parnes, J.R., Velan, B., Felsenfedd, A., Ramanathan, L., Ferrini, U., Apella,
E. and Seidman, J.G. (1981) Mouse Beta 2-Microglobulin cDNA Clones: a
Screening Procedure for cDNA Clones Corresponding to Rare mRNAs.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 2253-2257.

Ray, B. (1996) Fundamental Food Microbiology. CRC, Press, USA.

Real Decreto 858/1984, de 28 de Marzo, por el que se aprueba la
Reglamentacion Técnico-Sanitaria para la elaboracion, circulacion vy
comercio de salsas de mesa (1984). Boletin Oficial del Estado 112: 12829-
12833.

Robles, J. And Doers, M. (1994) pGEM-T Vector Systems Troubleshooting
Guide. Promega Notes 45: 19.

Rossen, L., Ngrskov, P., Holmstream, K. And Rasmussen, O. (1992)
Inhibition of PCR by Components of Food Samples, Microbial Diagnostic
Assays and DNA-Extraction Solutions. Int. J. Food Microbiol. 17: 37-45.
Ruano, G., Pagliaro, E.M., Schwartz, T.R., Lamy, K., Messia, D., Gaesslen,
R.E. and Lee, H.C. (1992) Heat-soaked PCR: An Efficient Method for DNA
Amplification with Applications to Forensic Analysis. BioTechniques 13:
226-274.

87



44.

45.

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

Saiki, R.K. (1990) Amplification of genomic DNA, pp 13-20. En: Innis, M.A,,
Gelfand, D.H., Sninsky, J.J. and White, T.J. (eds.); PCR Protocols. A Guide
to Methods and Applications. Academic Press, USA.

Saiki, R.K., Gelfand, D.H., Stoeffel, S., Scharf, S.J., Higuchi, R., Hom, G.T,
Mullis, K.B. and Erlich, H.A. (1988) Primer-Directed Enzymic Amplification
of DNA with a Thermostable DNA Polymerase. Science 239: 487-491.

Saiki, R.K., Scharf, S., Faloona, F., Mullis, K.B., Horn, G.T., Erlich, H.A. and
Arnheim, N. (1985) Enzymatic Amplification of p-Globin Genomic
Sequences and Restriction Analysis for Diagnosis of Sickle Cell Anemia.
Science 230: 1350-1354.

Sambrook, J., Fritsch, E.F. and Maniatis, T. (1989) Molecular Cloning. A
Laboratory Manual 2™ Edition. Cold Spring Harbor Laboratory Press, USA.
Sarkar, G. and Sommer, S.S. (1990) Shedding Light on PCR
Contamination. Nature 343: 27.

Sealeg, P.G. and Southern, E.M. (1982) Electrophoresis of DNA, pp 39-76.
En: Rickwood, D. and Hames, B.D. (eds.); Gel Electrophoresis of Nucleic
Acids. A Practical Approach. IRL Press, USA.

Silliker, J.H., Elliott, R.P., Baird-Parker, A.C., Bryan, F.L., Christian, J.H.B.,
Clark, D.S., Olson, J.C. and Roberts, T.A. Jr (1980) Microbial Ecology of
Foods. Volume 1: Factors Affecting Life and Death of Microorganisms.
Academic Press, USA.

Silliker, J.H., Elliott, R.P., Baird-Parker, A.C., Bryan, F.L., Christian, J.H.B.,
Clark, D.S., Olson, J.C. and Roberts, T.A. Jr (1980) Microbial Ecology of
Foods. Volume 2: Food Commodities. Academic Press, USA.

Smittle, R.B. (1977) Microbiology of Mayonnaise and Salad Dressing: A
Review. J. Food Prot. 40: 415-422,

Sneath, P.H., Mair, N.S., Sharpe, M.E. and Holt, J.G. (1986) Bergey's
Manual of Systematic Bacteriology, vol. 2. Williams and Willkins, USA.
Southern, E.M. (1975) Detection of Specific Sequences Among DNA
Fragments Separated by Gel Electrophoresis. J. Mol. Biol. 98: 503-517.

88



55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

Starnbach, M.N., Falkow, S. and Tomkins, L.S. (1989) Species-Specific
Detection of Legionella pneumophila in Water by DNA Amplification and
Hybridization. J. Clin. Microbiol. 27: 1257-1261.

Swaminathan, B. and Feng, P. (1994) Rapid Detection of Food-Borne
Pathogenic Bacteria. Ann. Rev. Microbiol. 48: 401-426.

The International Commission on Microbviological Specifications for Foods
(ICMSF) of the International Union of Microbiological Societies (1988)
Microorganisms in Foods. Book 4. Application of the Hazard Analysis
Critical Control Point (HACCP) System to Ensure Microbiological Safety and
Quality. Blackwell Scientific Publications, USA.

Van Brunt, J. (1990) Amplifying Genes: PCR and its Alternatives.
Biotechnology 8: 291-294.

Van Logtestijn, J.G. (1987) Sanitary control in the meat production line: an
introduction, pp 5-6. En: Smulders, F.J.M. (ed.); Elimination of Pathogenic
Organisms fron Meat and Poultry. Elsevier Science Publishers, USA.
Vaneechutte, M and Van Eldere, J. (1997) The possibilities and Limitations
of Nucleic Acid Amplification Technology in Diagnostic Microbiology. J.
Med. Microbiol. 46: 188-194.

Wachsmuth, K. (1989) Shigella, pp 447-459. En. Doyle, M.P. (ed.);
Foodborne Bacterial Pathogens. Marcel Dekker, USA.

Wilson, 1.G. (1997) Inhibition and Facilitation of Nucleic Acid Amplification.
Appl. Environ. Microbiol. 63: 3741-3751.

89



EDUARDO VILLA(DBD POLD

“Reaccios, ew cadeua b la poliwernsa para la

L3

c‘sfc_cc«.d,L e Saluwoullo Y Sb.iﬂe[&x e LLLQ?'OLLLSQ ”

£

~ AP "cum ouDE”
PO AN MDDD ‘

Ao S

MLr20 C 9%

RN



